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Resumo 
__________________________________________________________________ 
 

A leucemia mieloide crônica (LMC) é uma doença mieloproliferativa de 

células-tronco hematopoiéticas pluripotentes que pode ser dividida em três fases 

clínicas: crônica, acelerada e crise blástica. É causada por translocação entre os 

cromossomos 9 e 22 t(9;22)(q34;q11) que gera o cromossomo Filadélfia, formando 

o rearranjo gênico BCR-ABL1 gerado através da fusão dos genes ABL e BCR. A 

LMC tem como tratamento os inibidores de tirosina quinase (ITQs), sendo que o 

mesilato de imatinibe é a droga de primeira escolha no Brasil. Apesar do sucesso da 

terapia com ITQs, o desenvolvimento de resistência ao tratamento ocorre em 10 a 

15% dos pacientes, o que renovou o interesse na fisiopatologia da LMC, incluindo 

a função dos microRNAs (miRNAs) nesta doença. O objetivo deste trabalho foi 

encontrar um perfil de miRNAs e seus possíveis genes e vias alvos de pacientes 

com Leucemia Mieloide Crônica – Fase Crônica (LMC-FC): recém diagnosticados 

sem tratamento (n=14) versus tratados com TCPH-alo (transplante de células 

progenitoras hematopoiéticas alogênico) (n=14) e tratados com TCPH-alo (n=14) 

versus tratados com mesilato de imatinibe (n=14). Análises de expressão foram 

realizadas para 758 miRNAs por RT-qPCR. Foram utilizadas ferramentas de 

bioinformática para análises dos dados. Desta forma, foi possível encontrar um 

perfil de miRNAs e seus possíveis genes e vias alvos nos grupos estudados. Esses 

resultados fornecem uma base para estudos adicionais de miRNAs na LMC, que 

podem auxiliar no prognóstico da doença. 

 

 

Palavras-Chave: Leucemia Mieloide Crônica, MicroRNAs, Análise In Silico, 

Transplante de Medula Óssea, Mesilato de Imatinibe 

 

 

 

 

 

 



 

Abstract 
__________________________________________________________________ 
 
Chronic myeloid leukemia (CML) is a pluripotent hematopoietic stem cells 

myeloproliferative disease that is divided into three clinical phases: chronic, 

accelerated and blast crisis. The translocation between chromosomes 9 and 

22t(9;22)(q34,q11) generates Philadelphia chromosome, forming BCR-ABL1 gene 

generated through the fusion of ABL and BCR genes. The CML treatment is 

tyrosine kinase inhibitors (TKIs) and imatinib mesylate is the gold standard 

treatment in Brazil. Despite the success TKIs therapy, the resistance development 

occurs in 10 to 15% of patients, which has renewed interest in CML 

pathophysiology, including the microRNAs (miRNAs) role in CML. The objective 

was to find a miRNAs profile and their possible target genes and target pathways in 

CML-Chronic Phase patients (CML-CP): newly diagnosed without treatment 

(n=14) versus bone marrow transplantation (n=14) and bone marrow transplantation 

(n=14) versus imatinib mesylate (n=14). Expression analyzes were performed for 

758 miRNAs by RT-qPCR. Bioinformatics tools were used for data analysis. It was 

possible to find a miRNAs profile and their target genes and target pathways in 

patients groups. These results provide a basis for further studies of CML and 

miRNAs, which may assist in CML prognosis. 

 

 

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia, MicroRNAs, In Silico Analysis, Bone 

Marrow Transplantation, Imatinib Mesylate 
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1. INTRODUÇÃO 

 

       A leucemia mieloide crônica (LMC), doença mieloproliferativa de células-tronco 

hematopoiéticas pluripotentes, é causada por uma translocação entre os cromossomos 9 e 22 

t(9;22)(q34;q11), que gera o cromossomo Filadélfia. Essa translocação resulta no rearranjo 

gênico BCR-ABL1, o qual é gerado através da fusão dos genes BCR e ABL (BENNOUR, et al, 

2016; FERDINAND, et al, 2012).  

       No cromossomo Filadélfia, o gene de fusão BCR-ABL1 formado codifica uma proteína 

tirosina quinase cuja atividade é desregulada (SOVERINI, 2019). Esta desregulação leva à 

expansão clonal e quadro de hiperplasia da linhagem mieloide (COMERT, et al, 2013). A tirosina 

quinase se liga ao trifosfato de adenosina (ATP) e tranfere fosfato para resíduos de tirosina em 

proteínas específicas. Após as fosforilações, estas proteínas desempenham todas as atividades 

fundamentais de uma proteína quinase, porém, de forma anormal (AZEVEDO, 2017). 

       O rearranjo BCR-ABL1 pode codificar proteínas de diferentes tamanhos dependendo do 

ponto de interrupção no gene BCR. Três regiões de interrupção no gene BCR foram descritos: 

menor (mBCR), maior (M-BCR), presente em mais de 95% dos pacientes, e micro (µ-BCR) 

(CHASSERIAU, 2004). 

       O ponto de interrupção na região m-BCR resulta no transcrito e1a2 que é traduzida em uma 

proteína p190. Na região M-BCR, dois grandes pontos de interrupção podem ser encontrados: 

após o 13º éxon, resultando em e13a2 (b2a2) ou após o 14º éxon resultando em e14a2 (b3a2), 

sendo que ambos (e13a2 e e14a2) traduzem a proteína p210. É possível observar uma terceira 

proteína BCR-ABL1: p230, quando o ponto de quebra é na região micro (µ-BCR), resultando o 

transcrito e19a2 (CHASSERIAU, et al, 2004; DI STEFANO, et al, 2016) (Figura 1). 
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Figura 1. Pontos de interrupção nos genes BCR e ABL1 e seus trasncritos. a Pontos de 

interrupção mais frequentes no BCR ocorrem no intron 1 (m-BCR), nos íntrons 13 ou 14 (M-

BCR) ou no íntron 19 (µ-BCR). b Os transcritos mais comuns resultantes da translocação são: 

e1a2 resultante do m-BCR e traduzido na isoforma p190BCR-ABL1; e13a2 e e14a2, resultantes do 

M-BCR, ambos traduzidos na isoforma p210BCR-ABL1; e19a2 resultante do µ-BCR e traduzido 

na forma p230BCR-ABL1 (Adaptado de Soverini, 2018). 

 

       Em estudo realizado com 45.503 pacientes recém diagnosticados com LMC, observou-se 

que a proporção de e13a2 e de e14a2, incluindo os casos que co-expressam e13a2 e e14a2, foi 

de 37,9% e 62,1%, respectivamente. Os demais transcritos, considerados raros, foram 

encontrados em 1,93% dos pacientes (BACCARANI, et al, 2019). 

 

1.1 Fases Clínicas da LMC 

 

       A LMC consiste em três fases clínicas. A primeira é a fase crônica, definida pelo aumento 

dos níveis de glóbulos brancos e também pela proliferação mielóide e maturação da medula 

óssea (ALADAĞ E, et al, 2019). Na fase crônica, os sintomas são: fadiga, fraqueza, dor 

abdominal, perda de peso, sudorese e esplenomegalia. Observa-se leucocitose nos exames de 

sangue periférico (hemograma), sendo encontrado no exame diferencial os seguintes 

granulócitos: mielócitos, mieloblastos e promielócitos. Na medula óssea ocorre intensa 

hiperplasia e fibrose (CHAUFFAILLE, 2011). 
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       A segunda fase é a acelerada, para a qual a doença progride se não for tratada ou não 

responder ao tratamento (ALADAĞ E, et al, 2019). Esta fase caracteriza-se pelo aumento da 

esplenomegalia, aumento da quantidade de células blásticas, trombocitose, mielofibrose e 

resistência terapêutica. A terceira fase é a fase blástica, na qual ocorre refratariedade ao 

tratamento e o número de células blásticas é superior a 20% na medula óssea ou sangue 

periférico. A expectativa de vida é de três a seis meses após o início da crise blástica 

(CHAUFFAILLE, 2011). 

 

1.2 Tratamento 

 

       A LMC tem como tratamento de primeira linha os inibidores de tirosina quinase (ITQs). 

Os três ITQs disponíveis comercialmente no Brasil para o tratamento da LMC incluem mesilato 

de imatinibe, dasatinibe e nilotinibe. As diretrizes atuais apresentam as três opções para o 

gerenciamento inicial da LMC na fase crônica (JABBOUR, 2017). 

       O mesilato de imatinibe, cujo nome comercial é Glivec®, foi o primeiro ITQ a receber a 

aprovação da Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de pacientes com LMC 

em fase crônica. Este medicamento inibe a ação da tirosina-quinase e reduz a quantidade do 

clone Ph positivo. O mesilato de imatinibe atua na porção efetora da oncoproteína BCR-ABL1. 

Liga-se no mesmo sítio no qual o ATP se ligaria na proteína BCR-ABL1, ocorrendo assim a 

interrupção dos sinais oncogenéticos para o núcleo da célula, reduzindo a proliferação celular 

e induzindo os mecanismos apoptóticos (JABBOUR et al., 2009; HUGHES et al., 2009; 

KANTARJIAN et al., 2012) (Figura 2). 
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Figura 2. Representação esquemática do mecanismo de ação do mesilato de imatinibe, o qual 

se liga  no mesmo sítio em que o ATP se ligaria na proteína BCR-ABL1, ocorrendo, assim a 

interrupção dos sinais oncogenéticos para o núcleo da célula (Adaptado de Druker 2008). 

 

 

       O dasatinibe é um ITQ oral de segunda geração 350 vezes mais potente em relação ao 

imatinibe. Seu mecanismo de ação é inibir a família Src de quinases, importante no mecanismo 

de sinalização celular. O nilotinibe é um análogo estrutural do imatinibe. Sua afinidade pelo 

local de ligação do ATP no BCR-ABL1 é 30 a 50 vezes maior. Assim como o dasatinibe, o 

nilotinibe demonstrou inicialmente a capacidade de induzir respostas hematológicas e 

citogenéticas em pacientes com falha no uso de imatinibe (JABBOUR, 2017). 

       O advento dos ITQs revolucionou a terapia de LMC, que anteriormente era realizada 

apenas com transplante alogênico de células-tronco (Yeung, et al, 2016). Apesar de ser o único 

tratamento curativo para a LMC (JABBOUR, et al, 2018), o transplante alogênico de células-

tronco apresenta desvantagens como altos índices de mortalidade e morbidade, bem como a 

falta de doadores compatíveis, fatores que limitam a aplicação deste tipo de tratamento 

(GOLDMAN, 2010). 

       O número de pacientes submetidos ao transplante alogênico de células-tronco para 

tratamento de LMC - fase crônica diminuiu significativamente desde a introdução dos ITQs. O 

transplante continua sendo uma opção terapêutica importante para pacientes em LMC - fase 

crônica, cuja doença progrediu após o uso de pelo menos 2 ITQs e àqueles que potencialmente 

têm a mutação T315I (DI STEFANO, et al, 2016). 

 

 

 



 

17 

 

 

       Durante o tratamento é importante realizar o monitoramento regular da quantidade de BCR-

ABL1 para analisar se há evidência de desenvolvimento de resistência à terapia medicamentosa 

e progressão da doença (ARBER, et al, 2016). 

       Este monitoramento molecular desempenha um papel essencial no acompanhamento 

clínico de pacientes com LMC. Após a introdução dos ITQs no tratamento da LMC, a PCR 

(reação em cadeia da polimerase) tornou-se o exame padrão ouro para a detecção de BCR-

ABL1 (IZZO, et al, 2019). 

       A detecção do mRNA quimérico de BCR-ABL1 por qRT-PCR (reação em cadeia da 

polimerase com transcrição reversa quantitativa) atualmente é o ensaio mais sensível para 

monitoramento de LMC e pode detectar uma célula em aproximadamente 100.000 a 1.000.000 

de células totais. O exame qRT-PCR pode ser realizado em amostras de sangue periférico. As 

diretrizes de consenso da European Leukemia Net (ELN) e da National Comprehensive Cancer 

Network (NCCN) recomendam que o teste qRT-PCR seja utilizado para o monitoramento da 

doença em todos os pacientes com LMC (Yeung, et al, 2016). 

       A resistência a drogas é um importante desafio no tratamento com inibidores de tirosina 

quinase. Esta resistência ocorre devido a diversos mecanismos genéticos, sendo que um deles 

é alteração nos níveis de expressão de microRNAs (DI STEFANO, 2016).  

       Resistência a terapias pode ser classificada em primária ou adquirida. A resistência 

primária refere-se à falta de resposta ao tratamento e a resistência adquirida inicia-se durante o 

tratamento e é definida como uma progressão da doença após uma resposta inicial ao 

tratamento. O principal mecanismo para o desenvolvimento da resistência adquirida é a 

ocorrência de mutações no domínio quinase do BCR-ABL1 (LOSCOCCO, et al, 2019). 

       O mecanismo de resistência ao imatinibe pode ser dividido em dependente ou independente 

de BCR-ABL. O mecanismo dependente de BCR-ABL está relacionado com a duplicação do 

gene da tirosina quinase  BCR-ABL na sequência de DNA, levando à alta expressão da proteína.       

Uma mutação no domínio quinase do BCR-ABL leva à interrupção no local de ligação do 

imatinibe na tirosina quinase, levando à perda da resposta ao tratamento. A mutação T315I 

causa resistência a todos os inibidores de BCR-ABL aprovados antes do ponatinibe. O 

mecanismo independente de BCR-ABL ocorre devido à superexpressão da bomba de efluxo da 

glicoproteína P, ativação da família da quinase homóloga do oncogene do Sarcoma de Rous ou  
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devido a baixa expressão, atividade ou polimorfismo do transportador de cations orgânicos 1 

(OCT1) (DI STEFANO, et al, 2016). 

       Apesar dos grandes avanços na terapia da LMC, a resistência à drogas é um importante 

desafio no tratamento com ITQs. A persistência do gene BCR-ABL1 em pacientes que 

atingiram resposta citogenética (não detecção do Cromossomo Filadéfia na medula óssea), o 

desenvolvimento de mutações no domínio quinase BCR-ABL1 conferindo resistência ao 

tratamento e o reconhecimento de que as células-tronco leucêmicas da LMC são resistentes ao 

tratamento com ITQ renovaram o interesse na fisiopatologia da LMC, incluindo o papel dos 

microRNAs (miRNAs) (WANG et al, 2007; GORDON et al., 2013; PEREZ et al, 2008). 

 

1.3 MicroRNAs 

 

       Os miRNAs são moléculas de RNA fita simples de 19 a 25 nucleotídeos, não codificadores 

de proteínas, que agem como potentes reguladores pós-transcricionais da expressão gênica. Os 

miRNAs exercem seus efeitos regulatórios ligando-se à região 3’ não traduzida de RNAs 

mensageiros. Este mecanismo de atuação permite a redução dos níveis proteicos de seus genes-

alvo (CHENG, 2015; MONROIG, et al, 2015). 

       Em 1989, dois pesquisadores, Ambros e Ruvkun, trabalharam em busca de melhores 

conhecimentos sobre o miRNA. O primeiro direcionou seus estudos no gene lin-4 e o segundo, 

no gene lin-14. Ambros e colaboradores encontraram um fragmento de 700-pb que poderia 

conter o gene lin-4, mas não conseguiram encontrar os códons iniciais e finais. Então, eles 

induziram mutação no fragmento, porém a função do lin-4 permaneceu desconhecida. Desta 

forma, os pesquisadores concluíram que o lin-4 não poderia codificar uma proteína (LEE, et al, 

1993; WIGHTMAN, et al, 1993; LEE, et al, 2004). 

       Ruvkun e seus colaboradores descobriram que o lin-14 comportava-se como gene down 

regulador no nível pós transcricional e que a região 3´UTR do gene lin-14 foi suficiente para a 

regulação temporal (WIGHTMAN, et al, 1993).  

       Ambros e Ruvkun chegaram a mesma conclusão: os fragmentos transcritos do lin-4 foram 

complementares a uma sequência repetida na região 3´UTR do gene lin-14. Em 1993, ambos 

descreveram, independentemente, que o pequeno fragmento não codificador de proteína lin-4  
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regula o lin-14 através de sua região UTR. Desta forma, um novo mecanismo regulatório celular 

envolvendo um fragmento transcrito não codificador de proteínas havia sido descoberto (LEE, 

et al, 1993; WIGHTMAN, et al, 1993; LEE, et al, 2004).  

       Assim, o gene lin-4 foi o primeiro miRNA a ser descoberto e foi associado à regulação do 

desenvolvimento larval em Caenorhabditis elegans. (BARTEL, 2004; RICARTE, 2006; 

ALMEIDA, 2011). 

       O gene de miRNA é transcrito pela RNA polimerase II. O transcrito primário (pri-miRNA) 

apresenta uma estrutura hairpin, que é processada pela enzima RNase III, Drosha, formando o 

miRNA precursor (pré-miRNA) de ~70 nucleotídeos. A proteína exportina 5 leva esse produto 

ao citoplasma para ser processado pela RNase III, Dicer, gerando um miRNA fita dupla de ~22 

nucleotídeos. Uma das fitas do duplex de miRNA é degradada enquanto a outra permanece no 

complexo RISC para controlar a expressão pós-transcricional de genes-alvo (RAINER, et al, 

2009) (Figura 3). 

 

Figura 3. Biogênese dos miRNAs: síntese via enzima Drosha. O gene de miRNA é transcrito 

pela RNA polimerase II e o pri-miRNA é processado pela enzima RNase III (Drosha) formando 

o pré-miRNA, o qual é processado pela RNase III, Dicer, gerando um miRNA fita dupla. Uma 

das fitas do duplex de miRNA é degradada enquanto a outra permanece no complexo RISC 

para controlar a expressão pós-transcricional de genes-alvo (Adaptado de 

http://atlasgeneticsoncology.org). 
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       Além do mecanismo de biogênese descrito acima, existe também um outro mecanismo 

descrito na literatura independente do processamento pelo Drosha. O processo que leva à 

formação do pré-miRNA ocorre por meio de splicing celular e os miRNAs envolvidos que não 

sofrem ação da enzima Drosha são denominados mirtrons. (RAINER et al, 2009; Okamura et 

al, 2007; Ruby et al, 2007) (Figura 4). 

                 

Figura 4. Biogênese dos miRNAs: diferença entre os dois diferentes processos de formação 

dos miRNAs: via Drosha e via mirtrons. Nesta última, os miRNAs não sofrem ação da enzima 

Drosha e o processo de formação do pré-miRNA ocorre por meio de splicing celular (Adaptado 

de Rainer, et al, 2009). 

 

       Em mamíferos, estes pequenos RNAs foram associados à regulação da proliferação, 

apoptose, diferenciação, hematopoese, entre outras funções. Estudos recentes enfatizam a 

importância destas moléculas ao relatar alterações na expressão dos miRNAs em diferentes 

patologias humanas (KIM, 2005).  
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       Em função dos miRNAs possuírem sequências pequenas e agirem sem a necessidade de 

pareamento completo, um único miRNA pode regular muitos RNAm-alvo, além de cooperarem 

no controle de um único RNAm. Alguns estudos indicam que um miRNA possa regular 200 

RNAs apresentando funções totalmente diversas (NEGRINI, 2009).  

       Desta forma, os miRNAs constituem uma enorme e complexa rede regulatória de 

sinalização celular. O crescente número de trabalhos científicos mostra o importante 

desempenho destes pequenos RNAs em diversos processos biológicos. Além disso, através da 

regulação global da expressão gênica celular e associação a diferentes funções, torna-se 

evidente que os miRNAs possam alterar a progressão de diversas patologias (HE, 2004).  

 

1.4 MiRNAs e Câncer 

 

       A expressão alterada de miRNAs vem sendo relacionada a diversos tipos tumorais 

(SCHOTTE, 2010). Em humanos, 50% dos genes de miRNAs estão localizados em sítios 

genômicos associados ao câncer (ESQUELETA-KERSCHER, 2006; CHEN, 2007). 

Anormalidade na expressão dos miRNAs altera diversos processos, podendo resultar no 

desenvolvimento da doença. Dados da literatura mostram que os miRNAs podem agir como 

oncogenes ou genes supressores de tumor, participando, assim, no desenvolvimento e 

progressão do câncer (POULADI, et al, 2013). 

       Diversos estudos mostram a importância dos miRNAs em diferentes tipos de tumor. Um 

importante exemplo é o miR-21, o qual encontra-se superexpresso em câncer de mama, 

colorretal, pulmorar, leucemia, linfoma, neuroblastoma e glioblastoma. Este miRNA tem a 

capacidade de alterar o mecanismo de proliferação, migração e invasão celular, além de afetar 

a apoptose (SELCUKLU, et al, 2009). 

       Outro importante grupo de miRNAs de importância no câncer é formado por: miR-17, 18a, 

19a, 20a, 19b-1 e 92a-1 que compõem o cluster miR-17-92. Este cluster encontra-se 

significamente superexpresso em pacientes com linfoma e cancer de pulmão e seu papel no 

desenvolvimento da doença é inibir genes supressores de tumor (SHUANG, et al, 2013). Esta 

mesma função é desenvolvida pelo miR-372 e miR-373, que promovem proliferação celular e 

estão presentes em câncer testicular (TAN, et al, 2018). 
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       O perfil de expressão dos miRNAs na LMC foi primeiramente descrito por Zhu et al, ao 

descrever que o mecanismo regulatório dos miRNAs pode regular a expressão de diversos alvos 

na doença (ZHU, et al, 2014). 

       Estudos mostram que os miRNAs podem desempenhar função de biomarcadores para 

LMC, bem como ser preditivos da resposta do paciente ao tratamento com ITQ. Alguns 

miRNAs merecem destaque, como o miR-150 que, quando encontrado em baixa expressão, tem 

sido relacionado em diverosos estudos a um prognóstico desfavorável. Além disso, o miR-150 

pode ser utilizado como um biomarcador de resposta ao tratamento (KOTAGAMA, et al, 2015). 

       Outro importante miRNA de importância para a LMC é o miR-10a, o qual tem sido 

relacionado a marcador de resposta a drogas e marcador de diagnóstico da LMC 

(KOTAGAMA, et al, 2015). O cluster 17/92 tem sido relacionado a um biomarcador de 

progressão da LMC e também um biomarcador para diferenciação entre LMC e LMA (leucemia 

linfoide aguda) (XIONG, et al, 2014). 

 

1.5 Bioinformática 

 

       A análise dos miRNAs pode ser realizada por meio da bioinformática, que permite a 

compreensão das vias de regulação de genes. A bioinformática do câncer é um campo 

emergente que integra o conhecimento do câncer e da tecnologia da informação. Esta integração 

é importante para avançar no diagnóstico, prognóstico e tratamento do câncer (BANWAIT, et 

al, 2015). Além disso, as análises de bioinformática contribuem para a identificação dos genes 

alvo dos miRNAs (GAO, et al, 2019).  

       Uma importante ferramenta da bioinformática é o miRWalk (http://mirwalk.umm.uni-

heidelberg.de), utilizada para identificar genes alvo de miRNAs diferencialmente expressos. A 

identificação de genes alvo é importante para a caracterização funcional de miRNAs e fornece 

informações sobre processos biológicos que poderiam levar a biomarcadores e preditores de 

resposta a medicamentos para doenças (STICHT et al, 2018). 
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       O Gene Expression Omnibus (GEO) é um repositório público que arquiva e distribui 

livremente conjuntos abrangentes de microarranjos e outras formas de dados genômicos 

funcionais enviados pela comunidade científica. Além do armazenamento de dados, uma 

coleção de interfaces e aplicativos baseados na Web está disponível para ajudar os usuários a 

consultar e baixar os estudos e padrões de expressão gênica armazenados no GEO 

(htps://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo). 

       Os dados de microarray podem ser analisados usando o GEO2R, uma ferramenta  que 

permite aos usuários comparar dois ou mais grupos de amostras a fim de identificar genes que 

são expressos diferencialmente em condições experimentais. Os resultados são apresentados 

como uma tabela de genes ordenados por significância 

(htps://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/info/geo2r.html). 

        Outra ferramenta de bioinformática amplamente utilizada é o Gene Ontology (GO), que 

fornece um conjunto de conceitos para descrever as funções dos genes e foi elaborado para a 

representação computacional de sistemas biológicos (DESSIMOZ et al, 2017). Esta 

representação computacional mostra o conhecimento científico atual sobre as funções  das 

proteínas e moléculas de RNA não codificadoras produzidas pelos genes de diversos 

organismos. As diferentes funções dos genes são chamadas de termos 

(http://geneontology.org/). 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

 

       Analisar o perfil de miRNAs expressos em amostras de sangue periférico de pacientes com 

LMC tratados com TCPH-alo e mesilato de imatinibe e, por meio de ferramentas de 

bioinformática, prever possíveis genes e vias alvos de miRNAs. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

       Encontrar um perfil de miRNAs e seus genes e vias alvos, por meio de ferramentas de 

bioinformática, comparando-se os grupos: (1) pacientes com LMC recém diagnosticados que 

não iniciaram tratamento versus pacientes com LMC tratados com transplante de medula óssea 

e (2) pacientes com LMC tratados com transplante de medula óssea versus pacientes com LMC 

tratados com mesilato de imatinibe. 
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Chronic myeloid leukemia (CML) results from a translocation between chromosomes 9 and 22, 

which generates the Philadelphia chromosome. This forms BCR/ABL1, an active tyrosine kinase 

protein that promotes cell growth and replication. Despite great progress in CML treatment in the 

form of tyrosine kinase inhibitors, allogeneic-hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is 

currently used as an important treatment alternative for patients resistant to these inhibitors. Studies 

have shown that unregulated expression of microRNAs, which act as oncogenes or tumor 

suppressors, is associated with human cancers. This contributes to tumor formation and 

development by stimulating proliferation, angiogenesis, and invasion. Research has demonstrated 

the potential of microRNAs as biomarkers for cancer diagnosis, prognosis, and therapeutic targets. 

In the present study, we compared the circulating microRNA expression profiles of 14 newly 

diagnosed patients with chronic phase-CML and 14 Philadelphia chromosome-negative patients 

after allo-HSCT. For each patient, we tested 758 microRNAs by reverse transcription quantitative 

polymerase chain reaction (RT-qPCR) analysis. The global expression profile of microRNAs 

revealed 16 upregulated and 30 downregulated microRNAs. Target genes were analyzed, and key 

pathways were extracted and compared. Bioinformatics tools were used to analyze data. Among the 

downregulated miRNA target genes, some genes related to cell proliferation pathways were 

identified. These results reveal the comprehensive microRNA profile of CML patients and the main 

pathways related to the target genes of these miRNAs in cytogenetic remission after allo-HSCT. 

These results provide new resources for exploring stem cell transplantation-based CML treatment 

strategies. 
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Philadelphia chromosome  
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INTRODUCTION 

 
Chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative disease 

accounting for ∼20% of diagnosed adult cases (1, 2). CML was 

the first human malignant disease to be linked to a chromosomal 

abnormality. A translocation between chromosomes 9q34 and 

22q11 generates the Philadelphia chromosome. This encodes the 

BCR/ABL1 oncoprotein, an active tyrosine kinase protein that is 

the main driver of CML pathogenesis (2, 3). There have been 

great developments and improvements in anticancer targeted 

therapy associated with CML (4). Imatinib was the first member of 

a class of small molecules that prevent tyrosine kinase activity to 

be developed, and acts by binding to the BCR-ABL1 protein. 

Tyrosine kinase inhibitors (TKIs) act upon the interaction between 

the BCR-ABL1 oncoprotein and ATP, blocking cellular 

proliferation of the malignant clone. However, ∼2% of patients 

become resistant to TKIs. Allogeneic-hematopoietic stem cell 

transplantation (allo-HSCT) is the only curative treatment for CML 

and provides an important alternative for TKI-resistant or 

advanced phase CML patients (2). However, the mortality and 

morbidity of this method, as well as a lack of suitable donors, limits 

the application of allo-HSCT (5). 
 

The natural course of CML begins in the chronic phase and 

progresses to the blast phase, passing through the accelerated 

phase. The transformation mechanisms involved with this process 

are varied and not yet fully understood. The interruption of 

differentiation, genomic instability, shortening of telomeres, and 

loss of tumor suppressor functions are among the steps of this 

transformation that have already been described (6, 7).  
Recent advancements in gene expression profiling technology 

have demonstrated that microRNAs (miRNAs) are promising 

prognostic predictors of different types of cancers. miRNAs, which 

modulate post-transcriptional gene expression, are 18– 25-

nucleotide non-coding RNAs (8–10). They regulate gene 

expression and modify cancer processes such as differentiation, 

proliferation, and apoptosis. Previous studies have suggested that 

miRNAs play important roles in regulating angiogenesis and 

metastasis (11, 12). Additionally, miRNAs are very stable 

molecules in the blood, suggesting that they can be applied as 

molecular markers (13).  
Bioinformatics is an important research approach that can be 

applied for understanding gene regulation pathways. Cancer 

bioinformatics is an emerging field that integrates knowledge from 

cancer and information technology. Integrating cancer research 

and bioinformatics is important for advancing the diagnosis, 

prognosis, and treatment of cancer (14). Additionally, 

bioinformatics analyses have contributed to the identification of 

candidate genes and miRNA-mRNA target pairs (15).  
This study was conducted to determine the profiles of miRNAs 

and their target genes in CML patients treated with allo-HSCT. 

These profiles were then compared to those of a newly diagnosed 

and untreated patient group. 

 

PATIENTS AND METHODS 

 
The study was previously approved by the Research Ethics 

Committee of the Dr. Amaral Carvalho Hospital, Jahu, SP, Brazil  

 
 

 

(CEPHAC-−2.917.389). The patients provided informed 
consent to participate in the study, in accordance with the 
Declaration of Helsinki. 

 

Patients and Samples  
A total of 28 patients diagnosed with chronic phase-CML and 

treated at the Dr. Amaral Carvalho Hospital were included in the 

study. The patients were separated into two groups: (1) 14 

patients newly diagnosed with Philadelphia chromosome-positive 

(Ph+) CML who had not been treated with TKIs; and (2) 14 

patients who achieved complete cytogenetic remission 

(Philadelphia chromosome-negative) post-allo-HSCT. Patient 

characteristics are described in Table 1. The present study used 

a leukocyte pool of 14 healthy blood donors as a control group. To 

determine the miRNA profiles of each patient group, the control 

group was compared to the patient groups to determine which 

miRNAs were upregulated or downregulated. All transplanted 

patients received BuCy-2 as a conditioning regimen and 

cyclosporine and methotrexate as graft-vs.-host disease 

prophylaxis (16, 17). 

 

Total RNA Isolation and RT-qPCR  
Total RNA isolation was performed using a QIAamp R RNA Blood 

Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) with 5 mL peripheral blood. 

RNA integrity and quantity were evaluated by NanoDrop (Thermo 

Scientific, Waltham, MA, USA) and RNA 2100 Bioanalyzer 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) according to the 

manufacturer’s instructions. 

The total RNA was reverse-transcribed using a Taqman 

MicroRNA Reverse Transcription Kit, and a TaqManTM MGB 

probe was used for real-time qPCR according to the 

manufacturer’s instructions. RT-qPCR and TaqMan R Low 

Density Array Human MicroRNA Arrays A v2.0 and B v3.0 (ABIV 
R , Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) were performed on a 

ViiA7 platform (ABIV R ) following the manufacturer’s instructions. 

miRNAs were quantified using the comparative Ct-method (18). 

Each Human Pool Set contains 377 unique human miRNAs, three 

internal controls, and one negative control. A total of 758 miRNAs 

were analyzed. 

 

Bioinformatic Analysis  
The study followed the experimental procedure detailed in Figure 

1. Expression Suite Software Version 1.1 Program was used to 

identify differentially expressed miRNAs. To identify possible 

differentially expressed miRNA targets, we conducted RT-qPCR 

using miRWalk 2.0, which includes target prediction data 

generated by different algorithms (including own algorithm) (19). 

The following algorithms were selected: miRWalk, miRDB, Micro 

T4, miRanda, RNAhybrid, and Targetscan. Only targets predicted 

by at least three of the selected algorithms were accepted. We 

then verified whether the predicted targets have been identified as 

being differentially expressed in CML using microarray data 

available from Gene Expression Omnibus 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo), accession number GSE 

43225. Microarray data were analyzed using the GEO2R script 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/). 
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TABLE 1 | Patient clinical data.         
         

Patient   Gender Age  BCR-ABL (%)  Breakpoint 
         

Untreated group         
1   M 61   92  b2a2 

2   M 52   100  b2a2 

3   M 35   100  b2a2 

4   F 54   100  b2a2 

5   M 46   73  b3a2 

6   M 72   100  b2a2 

7   F 80   100  b3a2 

8   M 67   100  b3a2 

9   M 59   40  b2a2 

10   M 60   82  b2+b3 

11   F 52   100  b3a2 

12   M 37   100  b3a2 

13   F 53   100  b3a2 

14   M 72   100  b3a2 
          

Patients Gender Age HSCT indication Source DAT BCR-ABL (%) Breakpoint Mutation Follow up 
       

Hematopoietic stem cell transplantation group       
1 M 37 Disease progression BM 224 1.60 b2a2 Absence Relapsed 

2 F 44 Failed therapy BM 231 1,20 b3a2 Absence Relapsed 

3 F 03 Disease progression BM 208 0.20 b3a2 _ Relapsed 

4 F 63 Chronic Phase BM 1569 0.20 b3a2 Absence Relapsed 

5 M 37 Failed therapy BM 110 0.50 b2a2 _ Relapsed 

6 M 43            Chronic Phase BM 2450 0.30 b3a2 _ MMR 

7 M 48 Disease progression PBSC 80 0.75 b3a2 Absence MMR 

8 M 35 Failed therapy BM 2352 0.03 b3a2 Absence Relapsed 

9 M 42 Failed therapy PBSC 3561 0.01 b2a2 _ Relapsed 

10 F 42 Disease progression PBSC 3708 0.01 b3a2 _ MMR 

11 F 56 Chronic Phase BM 3932 0.03 b2a2 Absence MMR 

12 M 32            Chronic Phase PBSC 3242 0.08 b2a2 _ Relapsed 

13 M 21            Chronic Phase BM 1949 0.30 b3a2 Absence Relapsed 

14 M 58 Disease progression BM 41 0.02 b2a2 _ MMR  
 
DAT, days after transplantation; BM, bone marrow; PBSC, peripheral blood stem cell; (-), BCR-ABL mutation test was not performed; MMR, Major molecular response (BCR-
ABL1 transcript level ≤ 0.1%).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FIGURE 1 | Flowchart showing the experimental procedure.  
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TABLE 2 | Dysregulated miRNAs in chronic myeloid leukemia.  
 
miR miRBase ID FC P-value 
    

hsa-miR-1260a MIMAT0005911 0.013 0.000 
hsa-miR-27a-3p MIMAT0000084 0.082 0.000 
hsa-miR-140-3p MIMAT0004597 0.083 0.000 
mmu-miR-374b-5p MIMAT0003727 0.105 0.000 
hsa-miR-143-3p MIMAT0000435 0.150 0.000 
hsa-miR-181c-5p MIMAT0000258 0.159 0.000 
hsa-miR-26b-5p MIMAT0000083 0.160 0.000 
hsa-miR-212-3p MIMAT0000269 0.164 0.000 
hsa-miR-29c-3p MIMAT0000681 0.172 0.000 
hsa-miR-26a-1-3p MIMAT0004499 0.180 0.000 
hsa-miR-181a-5p MIMAT0000256 0.189 0.000 
hsa-miR-19a-3p MIMAT0000073 0.224 0.008 
hsa-miR-363-3p MIMAT0000707 0.243 0.001 
hsa-miR-30d-5p MIMAT0000245 0.252 0.000 
hsa-miR-10a-5p MIMAT0000253 0.259 0.014 
hsa-miR-29a-3p MIMAT0000086 0.291 0.000 
hsa-miR-16-5p MIMAT0000069 0.291 0.002 
hsa-miR-486-5p MIMAT0002177 0.292 0.029 
hsa-miR-345-5p MIMAT0000772 0.310 0.000 
hsa-miR-26a-5p MIMAT0000082 0.318 0.000 
hsa-miR-18a-3p MIMAT0002891 0.329 0.000 
hsa-miR-27b-3p MIMAT0000419 0.331 0.003 
hsa-miR-374a-5p MIMAT0000727 0.343 0.009 
hsa-miR-362-5p MIMAT0000705 0.350 0.000 
hsa-let-7g-5p MIMAT0000414 0.402 0.000 
hsa-miR-324-3p MIMAT0000762 0.417 0.000 
hsa-miR-550a-5p MIMAT0004800 0.417 0.003 
hsa-miR-125a-3p MIMAT0004602 0.444 0.046 
hsa-miR-106b-5p MIMAT0000680 0.477 0.001 
hsa-miR-191-5p MIMAT0000440 0.496 0.000 
hsa-miR-15b-3p MIMAT0004586 2.005 0.039 
hsa-miR-328-3p MIMAT0000752 2.179 0.013 
hsa-miR-222-3p MIMAT0000279 2.233 0.000 
hsa-miR-139-5p MIMAT0000250 2.338 0.039 
hsa-miR-92a-3p MIMAT0000092 2.492 0.002 
hsa-miR-628-3p MIMAT0003297 2.589 0.010 
hsa-miR-150-5p MIMAT0000451 2.748 0.034 
hsa-miR-574-3p MIMAT0003239 2.764 0.001 
hsa-miR-484 MIMAT0002174 2.820 0.000 
hsa-miR-127-3p MIMAT0000446 3.969 0.007 
hsa-miR-146a-5p MIMAT0000449 3.973 0.000 
hsa-miR-193a-5p MIMAT0004614 4.513 0.000 
hsa-miR-342-3p MIMAT0000753 5.070 0.000 
hsa-miR-7-1-3p MIMAT0004553 5.650 0.000 
mmu-miR-134-5p MIMAT0000146 6.473 0.002 
hsa-miR-409-3p MIMAT0001639 10.905 0.004  
 
FC, fold-change; miR, microRNA. 

 
We considered genes to be differentially expressed when they 

showed a fold-change of at least 1.5. Gene Ontology (GO) 

(http://www.geneontology.org/) was used to search for enriched 

terms among differentially expressed genes, accepting only terms 

with P ≤ 0.05 and using Bonferroni’s correction. Differentially 

expressed genes related to upregulated and downregulated 
 

 
 

 
miRNAs were analyzed according to EnrichR (https://amp. 

pharm.mssm.edu/Enrichr/) for enrichment analysis. Reactome 

was used for analysis. To assess the protein-protein interaction 

(PPI) network based on a list of genes, the online tool STRING 

Version 11.0 (https://string-db.org/) was utilized. Experiments, 

databases, co-expression data, neighborhood, and co-occurrence 

were considered active interaction sources. The minimum 

required interaction score was 0.700. Finally, we used Cytoscape 

Version 3.8.0 (http://www.cytoscape.org) software to visualize the 

enrichment results. Network nodes represent genes, while edges 

represent protein-protein associations. 
 

Statistical Analysis 
Comparative CT analysis was used to quantify miRNA gene 

expression. The differences were estimated by Student’s t-test. 

Values of P < 0.05 were considered statistically significant. 

 

RESULTS 
 

Differentially Expressed miRNAs  
The miRNA expression data set is available in the NCBI GEO 

database (accession number GSE 148567). A total of 758 

miRNAs were analyzed by RT-qPCR in peripheral blood samples 

from 14 newly diagnosed patients and untreated chronic phase 

CML patients, and 14 patients in cytogenetic remission after allo-

HSCT. According to the cut-off criteria (fold-change ≤ 0.5 and fold-

change ≥ 2.0), 46 differentially expressed miRNAs were identified. 

Sixteen (34.8%) miRNAs were upregulated, and thirty (65.2%) 

were downregulated (Table 2). Among them, miR-1260a was the 

most downregulated miRNA, whereas miR-409-3p was the most 

upregulated miRNA. The main functions of all differentially 

expressed miRNAs are listed in Table 3. 

 

MiRNA Target Genes  
Upregulated and downregulated miRNAs were analyzed in 

miRWalk to identify the miRNA target genes. Using microarray 

analysis, 1,069 genes were identified. 

 

Gene Expression  
We evaluated whether the identified target genes were previously 

differentially expressed in CML using available microarray data in 

the Gene Expression Omnibus. The microarray data were 

analyzed using GEO2R script. The identified genes were 

compared to our results. Of the 822 genes related to 

downregulated miRNA, 789 (96%) were also identified among the 

Gene Expression Omnibus microarray data genes. Among the 

genes associated with upregulated miRNAs, 247 genes were 

found in the patients included in the experiment, and 234 (95%) 

were found in the data searched. 

 

Pathway Enrichment Analysis and 
PPI Network Construction  
GO analysis (including Molecular Function, Biological Process 

and Cellular Component) was performed on 1,069 target genes. 

A total of 461 results were obtained from GO analysis. The top 30 

terms are shown in Figure 2. 
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TABLE 3 | Functions of dysregulated miRNAs in chronic myeloid leukemia.  
 
miR Name Dysregulation in cancer References 
   

hsa-miR-1260a Down-regulated in follicular B-cell (20) 
 lymphoma  

hsa-miR-27a-3p Involved in tumor growth: cell proliferation (21) 
 and cell invasion  

hsa-miR-140-3p Chemoresistance in osteosarcoma and (22) 
 colon cancer  

mmu-miR-374b-5p Inhibits cell migration, proliferation and (23) 
 invasion in cervical cancer  

hsa-miR-143-3p Low expression level contributes to tumor (24) 
 development, differentiation, proliferation,  

 invasion and metastasis  

hsa-miR-181c-5p Inhibits chemoresistance in chronic (25) 
 myelocytic leukemia  

hsa-miR-26b-5p Down-regulated in breast cancer (26) 
hsa-miR-212-3p Inhibits cell proliferation and promotes (27) 
 apoptosis  

hsa-miR-29c-3p Deregulated in hematological malignances (28) 

hsa-miR-26a-1-3p Tumor suppressor (29) 
hsa-miR-181a-5p Downregulation in resistance to imatinib (30, 31) 

hsa-miR-19a-3p Potential biomarker for CML (32) 
hsa-miR-363-3p Tumor suppressor in gastric cancer (33) 
hsa-miR-30d-5p Downregulation in resistance to imatinib (30, 31) 

hsa-miR-10a-5p Biomarker of drug response in CML (34) 
hsa-miR-29a-3p Deregulated in hematological malignances (28) 
hsa-miR-16-5p Regulation of cell cycle and apoptosis in (35) 
 myeloid leukemogenesis  

hsa-miR-486-5p Expression increased in erythroid (36) 
 differentiation in CML  

hsa-miR-345-5p Tumor suppressor in pancreatic cancer (37) 
hsa-miR-26a-5p Tumor suppressor (29) 
hsa-miR-18a-3p Potential biomarker for CML (32) 
hsa-miR-27b-3p Oncogene; expression increased in (38) 
 lymphoma  

hsa-miR-374a-5p Promotes proliferation and migration of (39) 
 transformed mesenchymal stem cells  

hsa-miR-362-5p Induces apoptosis resistance and cell (40) 
 proliferation in gastric cancer  

hsa-let-7g-5p Downregulated in Burkitt’s lymphoma (41) 

hsa-miR-324-3p Overexpression promotes cell growth and (42) 
 decreases apoptosis  

hsa-miR-550a-5p Tumor suppressor (43) 

hsa-miR-125a-3p Induces apoptosis in pancreatic cancer (44) 

hsa-miR-106b-5p Inhibits metastasis and invasion colorectal (45) 
 cancer cells  

hsa-miR-191-5p Disregulated in human gliobastoma tissues (46) 

hsa-miR-15b-3p High expression in poor prognosis for (47) 
 hepatocellular carcinoma  

hsa-miR-328-3p CML progression (48) 

hsa-miR-222-3p Cancer development as oncomiR or as (49) 
 oncosuppressor  

hsa-miR-139-5p Antimetastic and anti-oncogenic activity (50) 

hsa-miR-92a-3p Higher levels in acute myeloid leukemia (51) 
 and acute lymphoblastic leukemia  

hsa-miR-628-3p Inhibits proliferation of acute myeloid (52, 53) 
 leukemia cells  
   

 
(Continued) 

 
 

 
TABLE 3 | Continued  
 
miR Name Dysregulation in cancer References 
   

hsa-miR-150-5p CML progression; CML biomarker (54) 

hsa-miR-574-3p Tumor suppressor in ovarian cancer (55) 

hsa-miR-484 Highly expressed in breast cancer patients (56) 

hsa-miR-127-3p Tumor suppressors in gastric cancer (57) 

hsa-miR-146a-5p Development and maintenance of (58) 
 neoplastic processes  

hsa-miR-193a-5p Low expression in lung cancer (59) 

hsa-miR-342-3p Suppresses acute myeloid leukemia cell (60) 
 proliferation  

hsa-miR-7-1-3p Up-regulated in metastatic prostate cancer (61) 

mmu-miR-134-5p Cancer cell proliferation (62) 

hsa-miR-409-3p Tumor suppressor in endometrial (63) 
 carcinoma cells   
 
Fc, fold change; miR, microRNA. 
 

 

EnrichR is a free web-based gene signature search tool. It was 

used to evaluate the 247 target genes of upregulated miRNAs, 

among which 573 terms were identified. Among the 822 target 

genes of downregulated miRNAs, 1,017 terms were found. 

EnrichR provides a visualization summary of the pathways based 

on a collective gene function list. The free pathway database tool 

Reactome is available for online use, and provides biological 

interpretation and visualization models for network analysis. 

STRING analysis was performed on the target genes of 

upregulated miRNAs (Figure 3) and downregulated miRNAs 

(Figure 4). The results were visualized using Cytoscape. 

 

DISCUSSION 
 

Differentially Expressed miRNAs  
MiRNAs can act as oncogenes or tumor suppressor genes in 

CML, contributing to the pathogenesis, disease progression, and 

therapeutic responses (1, 52). Following the advent of TKIs as 

specific target drugs, hematopoietic stem cell transplantation 

began to play an important role in treating CML patients that are 

in the disease phase or are resistant to TKIs. This study 

investigated the miRNA profile of a group of 14 CML patients 

treated with allo-HSCT, who were in complete cytogenetic 

remission at the time of sample collection. Among the evaluated 

group, five patients underwent transplantation due to disease 

progression (patients 1, 3, 7, 10, and 14) and four others 

underwent transplantation due to a failed therapeutic response 

(patients 2, 5, 8, and 9). These comprised a total of 64.3% of the 

evaluated patients. 
 

miR-10a  
MiR-10a has been extensively studied due to   its 

potential as  a CML marker. Flamant et al. suggested 

the relevance of  miR-10a  as  a  drug  response  biomarker. 

By means of microarray analysis, a  significant increase 

in miR-10a was observed in patient samples 2  weeks  
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FIGURE 2 | Ontology analysis of differentially expressed genes in CML patient blood samples, performed to determine the main altered pathways. Horizontal bars 

represent the number of genes found in each term. The fold-enrichment and P-values are displayed on the sides of the horizontal bars, and are separated by a vertical line.  
 
 

 
post-imatinib treatment (34). miR-10a downregulation was 
also detected in the transplanted patient group in the present 
study.  

 
 

 

miR-17/92 Cluster  
The miR-17/92 cluster is another potential biomarker for CML 
progression, and may be detected from the chronic phase to 
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FIGURE 3 | Protein-protein interaction network analysis of the target genes of upregulated miRNAs. Gene interactions were constructed using the STRING online 
database and Cytoscape. Network nodes represent genes, and the edges represent protein-protein associations.  

 

 

the blastic phase. This cluster is comprised of miR-17, miR18a, 

miR-19a, miR19b-1, miR20a, and miR92a-1 (32). In our study, a 

downregulation in the expression of miR-18a and miR-19a was 

observed, both of which are present in this cluster.  

 
 

 

miR-328 and miR150  
miR-328 and miR-150 are also related to disease progression 

(32, 48, 54, 64). Eiring et al. (48) have previously demonstrated 

the loss of miR-328 in blastic crisis CD34+ cells, which did 

 
 

 
 

Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org 7 September 2020 | Volume 10 | Article 1544 



 

39 

 
Martins et al. MicroRNA Expression Profile in CML  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FIGURE 4 | Protein-protein interaction network analysis of the target genes of downregulated microRNAs. Gene interactions were constructed using the STRING online 

database and Cytoscape. Network nodes represent genes, and the edges represent protein-protein associations.  
 

 
not otherwise occur in chronic phase CD34+ myeloid cells. 
Poláková et al. (52) detected a negative correlation between the 
levels of BCR-ABL transcript and miR-150, further substantiating  

 
 

 

previous findings by Agirre et al. (64) and Fallah et al. (54) 

suggested that the downregulation of miR-150 is a potential 

diagnostic marker of CML. RT-PCR was performed for 50 
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samples from patients newly diagnosed with CML, revealing a 

downregulation in miR-150. In our study, both miRNAs were found 

to be upregulated, suggesting that miR-328 and miR-150 are 

useful as molecular biomarkers of the treatment response. 
 

miR-486  
The results of previous studies have also suggested miR-486 

as an effective treatment response marker. Wang et al. 

compared miRNA expression in normal human CD34+ cells 

with that in CML CD34+ cells, using human leukemia cell lines 

and CD34+ cells isolated from chronic phase CML patients 

who had not been treated with imatinib. The results showed 

that miR-486 was overexpressed in CML cells, especially in 

megakaryocytes and erythroid progenitor cells (36). In our 

study, miR-486 was downregulated, further suggesting the 

potential of this miRNA to act as a biomarker of the treatment 

response. 

 

miR-181c and miR-30  
According to studies carried out in the K562 cell line, miR-

181c, and miR-30 downregulation is related to imatinib 

resistance (30, 31). Yu et al. demonstrated that the 

downregulation of miR-30 in this CML cell line was related to 

the autophagy process and imatinib resistance mechanisms 

(30, 31). These results were reflected in the current study, with 

our findings demonstrating that miR-181c and miR-30 were 

downregulated. 
 

Let-7g and miR-16  
Let-7a and miR-16 also have important functions in myeloid 

leukemogenesis, such as regulating the cell cycle and apoptosis. 

Let-7a regulates oncogenes such as RAS and HMGA, while Mir-

16 targets MCL1, BCL2, WNT3A, and CCNDI (35). Let-7a is also 

a member of the let-7 family, and it has been found that it may 

suppress CML via CRKL (20). Zuo et al. (35) examined the plasma 

levels of miR-16 and let-7a in a group of 50 patients with 

myelodysplastic syndrome (MDS). After comparing these results 

with those from a group of 76 healthy donors, it was found that 

both miRNAs were significantly lower in MDS patients than in 

healthy controls. In the present study, we found that let-7g and 

miR-16 were downregulated. 

 

Pathway Enrichment Analysis and 
PPI Network Construction  
In the analysis conducted using STRING and EnrichR, it was 

possible to determine which pathways were enriched by 

observing the target genes of unregulated miRNAs. Through 

our analysis, we found that MAPK, NRAS, KRAS, and ROCK 

had important functions related to CML regulation pathways. 

The mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway is 

an important signaling cascade in several types of cancer, 

including CML (65). This pathway controls fundamental 

cellular processes such as cell proliferation, migration, growth, 

differentiation, and death (66). The MAPK pathway therefore 

plays a fundamental  

 
 

 

role in cell growth and survival, and irregularities in this 

pathway can lead to cells developing cancerous properties. 

This may include exacerbated cell proliferation, metastasis, 

and evasion of apoptosis (67). 
 

RAS proteins are involved in signal transduction, and are 

mutated in different types of human cancer. The RAS family 

comprises three genes associated with carcinogenesis: HRAS, 

KRAS, and NRAS (68). These three genes encode a protein 

located on the inner cell membrane, which has GTPase activity. 

This protein participates in extracellular signal transduction into 

the cell, and the signal is transmitted by a cascade of kinases. As 

a result, MAPK is activated, which then activates transcription 

factors. Mutations in the RAS genes in human cancer inhibit GTP 

hydrolysis, and mutated RAS proteins remain in their GTP-linked 

active form. This, leads to disordered cell proliferation (69). KRAS 

and NRAS mutations are frequently found in myeloid disorders, 

including CML (70). 
 

ROCK proteins perform different functions in cells. They are 

involved in organization of the actin cytoskeleton, human tumor 

pathogenesis, and in the signaling pathways that lead to cell 

proliferation. The RAS and ROCK pathways are interconnected, 

with RAS activating PI3K, which then activates the ROCK 

pathway. This interaction network can lead to continuous cell 

proliferation and survival (68). 

The MAPK, RAS, and ROCK genes had increased expression 

in the patient group of our study. As these genes are involved in 

cell proliferation during leukemogenesis, it can be concluded that 

these genes play an important role in post-transplant evolution. 

Nine of the 14 patients (64.3%) had leukemia relapse, and the 

other five (35.7%) did not achieve a deep molecular response 

(BCR-ABL transcript level ≤ 0.01%).  
This study explored miRNAs in CML patients and their target 

genes, and analyzed the pathways involved. Our study was based 

on original and clinical samples. However, as there were scarce 

samples available and these were insufficient to validate the 46 

altered miRNAS, the study was limited by this factor. The 

bioinformatics analyses predicted interactions that require further 

biological validation before their therapeutic application. 

Despite the small sample size, these findings showed that 

aggressive therapy such as transplantation did not alter the 

disease course in these group of CML patients. Furthermore, the 

demonstrated pattern of gene expression is suggestive of disease 

progression. 
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Resumo 

 

A leucemia mieloide crônica (LMC), caracterizada pela presença da translocação 

entre os genes BCR e ABL, gerando o cromossomo Filadélfia, se tornou um paradigma 

na oncologia através do uso terapêutico exitoso de drogas alvo-específicas.  Entretanto, o 

único tratamento a promover a cura da doença é o TCPH-alo (transplante de células 

progenitoras hematopoiéticas alogênico), mas algumas dificuldades, como encontrar 

doador compatível e as altas taxas de morbidade e mortalidade relacionadas a este 

procedimento, limitam a sua utilização. Atualmente, os inibidores de tirosina quinase 

(ITQ) são as drogas de escolha para o tratamento dos pacientes com LMC, sendo que o 

mesilato de imatinibe é usado como primeira linha de tratamento. Apesar da eficácia dos 

ITQs, alguns pacientes desenvolvem resistência a esse tratamento, o que pode estar 

relacionado a mutações ou a outros mecanismos, ainda pouco esclarecidos. Assim, os 

microRNAs ganham um papel de destaque na oncologia por serem reguladores pós-

transcricionais da expressão gênica e desempenhar a função de biomarcadores. O objetivo 

deste estudo foi analisar o perfil de miRNAs de pacientes com LMC-Fase Crônica (LMC-

FC) tratados com TCPH-alo e tratados com mesilato de imatinibe. Foram analisadas 

amostras de sangue periférico de 28 pacientes portadores de LMC-FC. Análises de 

expressão foram realizadas para 758 miRNAs por RT-qPCR. Foram utilizadas 

ferramentas de bioinformática para análises dos dados. Desta forma, foi possível 

encontrar um perfil de miRNAs e seus possíveis genes alvos e vias alvos nos grupos de 

pacientes estudados. Entre os resultados, o miR-125a-3p destacou-se entre os miRNAs 

com baixa expressão, mostrando uma rede de interação com 52 genes alvos. O miR-320 

foi o único miRNA super expresso encontrado, com uma rede de interação com 26 genes. 

Os resultados deste trabalho podem contribuir para estudos futuros sobre a relação dos 

miRNAs e o prognóstico na LMC. 

 

Palavras-chave: Fosfatases da Proteína Quinase Ativada por Mitógeno, Leucemia 

Mieloide Crônica, Biomarcadores, MicroRNAs, MiR-125a-3p, MiR-320b 
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Introdução 

 

         A leucemia mieloide crônica (LMC) é uma neoplasia mieloproliferativa com 

incidência em adultos de 1 a 2 casos em cada 100.000 habitantes (1). Em 1845, a LMC 

foi a primeira leucemia a ser descrita na literatura (2). A doença ocorre devido à uma 

translocação entre o gene ABL localizado no cromossomo 9 e o gene BCR do 

cromossomo 22, o que gera o cromossomo Filadélfia. O gene BCR-ABL1 formado 

codifica uma oncoproteína com atividade de tirosina quinase exacerbada (3).  

         Os inibidores de tirosina quinase (ITQs) são drogas terapêuticas alvo específicas 

utilizadas para tratamento da LMC. O mesilato de imatinibe é considerado um ITQ de 

primeira geração e atua como inibidor competitivo do sítio do ATP na proteína BCR-

ABL1, bloqueando sua atividade tirosina quinase ao impedir que o substrato seja 

fosforilado. Este bloqueio evita a transdução de sinais necessários para a proliferação 

celular (4). Apesar de ser uma medicação eficaz, o único tratamento que promove a cura 

da doença ainda é o transplante de células hematopoiéticas progenitoras alogênico 

(TCPH-alo), o qual é indicado para pacientes que não respondem ao tratamento com ITQs 

(5). Apesar da alta efetividade dos ITQs, 10 a 15% dos pacientes tratados com mesilato 

de imatinibe desenvolvem resistência ao tratamento (6).  

         O tratamento com ITQs é monitorado através da resposta molecular do paciente, 

baseada nos resultados de RT-qPCR (reação em cadeia da polimerase em tempo real após 

transcrição reversa) que quantifica o trancrito BCR-ABL1.  Valores de BCR-ABL1 ≤ 1% 

é equivalente à remissão citogenética completa (RCC). Valores de BCR-ABL1 ≤0,1% é 

definido como resposta molecular maior (RMM ou RM3) e valores de BCR-ABL1 

≤0,01% ou doença indetectável é definido como RM4 (6). Segundo as recomendações do 

European LeukemiaNet (ELN 2020), o monitoramento do transcrito BCR-ABL1 deve ser 

de 3 em 3 meses. Após um ano de tratamento com ITQ é considerado como resposta 

ótima, níveis de BCR-ABL1 ≤0,1%. Pacientes que não atingem RMM após 12 meses de 

tratamento ou perdem esta resposta em qualquer momento do tratamento devem ser 

acompanhados e monitorados quanto a resistência terapêutica de acordo com as 

recomendações ELN 2020 (6). 
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         A resistência ao tratamento pode ser classificada em resistência primária, onde o 

paciente evolui com refratariedade ao tratamento e resistência secundária ou adquirida, 

onde o clone leucêmico reaparece após resposta inicial à doença, ou seja, ocorre perda da 

resposta ao longo do tratamento e recaída (7). Diante dos casos de resistência, estudos 

têm sido realizados e avanços recentes na tecnologia dos mecanismos de expressão gênica 

mostraram que os miRNAs são possíveis marcadores prognósticos em diversos tipos de 

câncer (8-10). MiRNAs são pequenos RNAs não codificadores de proteínas que agem 

como potentes reguladores pós-transcricionais da expressão gênica (11).  

         Recentemente diversos estudos mostraram o potencial dos miRNAs como 

reguladores de processos fisiológicos e patológicos. Em trabalhos sobre o câncer, 

observou-se que alguns miRNAs desregulados podem levar a alterações como 

proliferação celular, angiogênese, crescimento tumoral e metástase em diversos tipos de 

câncer, doença em que todas as vias chave têm uma associação com alterações de 

miRNAs (12). MiR-10b, miR-31, miR-21, miR-15b e família miR-200 estão relacionados 

à invasão e metástase. MiR-34a, miR-185, miR-15 e miR-16 são citados como envolvidos 

em mecanismos que não permitem que as células tumorais sofram apoptose e miR-21, 

miR-155 e miR-15b são citados na literatura como associados à instabilidade genômica 

(13-15).  

         O rápido desenvolvimento das tecnologias informatizadas como a bioinformática 

têm contribuído significativamente nas pesquisas sobre câncer, com a descoberta dos 

mecanismos moleculares das doenças. Ao explorar estes mecanismos, é possível 

encontrar biomarcadores que podem auxiliar no diagnóstico, tratamento e prognóstico do 

câncer (16). O objetivo deste estudo foi encontrar um perfil de miRNAs e seus genes 

alvos em pacientes portadores de LMC submetidos ao transplante de medula óssea e 

pacientes com LMC-Fase Crônica tratados com mesilato de imatinibe, ambos em 

remissão citogenética e acima de 12 meses de tratamento. 

 

 

 

 



49 

 

 

 

Metodologia 

Pacientes e amostras 

 

        O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital Amaral Carvalho de Jau-

SP (CEPHAC – 2.917.389). Os pacientes assinaram termo de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE) após serem informados sobre o trabalho. Foram incluídos no estudo 

28 pacientes diagnosticados com LMC em fase crônica  acompanhados no Hospital Dr. 

Amaral Carvalho. Os pacientes foram divididos em dois grupos: 14 pacientes que 

alcançaram remissão citogenética completa (cromossomo Filadélfia negativo) pós TCPH-

alo e 14 pacientes tratados com mesilato de imatinibe, também em remissão citogenética 

completa. Os dados clínicos dos pacientes estão representados na Tabela 1. Todos os 

pacientes transplantados receberam BuCy-2 como regime de condicionamento e 

ciclosporina e metotrexato como profilaxia da doença enxerto versus hospedeiro (17,18). 
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   Tabela 1| Dados clínicos dos pacientes  
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Extração e purificação de RNA 

 

      O RNA total foi isolado a partir de 5 mL de sangue periférico usando o QIAamp® 

RNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha) de acordo com o protocolo do 

fabricante. Após a purificação, a quantidade e a qualidade do RNA foram analisados 

utilizando NanoDrop (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) e Bioanalyzer 2100 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), respectivamente. 

 

Reação de transcrição reversa  

 

      A reação de transcrição reversa foi realizada utilizando RNA total. Foi utilizado o Kit 

de Transcrição Reversa Taqman MicroRNA em combinação com o Megaplex RT Primer 

Human Pool Set A e B (Thermo Fisher Scientific). Essa reação transcreveu 758 miRNAs 

e três controles endógenos (U6 snRNA, RNU44 e RNU48). As amostras de cDNA foram 

armazenadas a -80ºC até a análise por RT-qPCR. 

 

PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) 

 

      Foi utilizado o TaqMan® MGB para o RT-qPCR, (PCR quantitativo em tempo real) 

o qual foi baseado no anelamento específico de cada sonda com sua sequência 

complementar. Para RT-qPCR, TaqMan® Low Density Array Human MicroRNA Arrays 

v2.0 (A e B) (ABIV®, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), as análises foram 

realizadas na plataforma ViiA7 (ABIV®). Um total de 758 miRNAs foram analisados. 

 

Análise de bioinformática 

 

      O programa Expression Suite Software Versão 1.1 foi utilizado para identificar 

miRNAs diferencialmente expressos. Para estudo dos possíveis genes alvos de miRNAs 

expressos diferencialmente, de acordo com RT-qPCR, foi utilizado o miRWalk 2.0, que 

inclui dados de previsão de alvos gerados por diferentes algoritmos (incluindo o próprio 
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algoritmo) (19). Os seguintes algoritmos foram selecionados: miRWalk, miRDB, Micro 

T4, miRanda, RNAhybrid e Targetscan. Somente alvos previstos por pelo menos 3 dos 

algoritmos selecionados foram aceitos. Em seguida, foram verificados os alvos previstos 

anteriormente identificados como expressos diferencialmente usando dados de 

microarranjo disponíveis no Gene Expression Omnibus 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo), número de acesso GSE43225. Os dados de 

microarray foram analisados usando o script GEO2R 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/). Foram considerados genes expressos 

diferencialmente quando mostraram fold-change de pelo menos 1,5. Gene Ontology 

(http://www.geneontology.org/) foi utilizado para procurar termos enriquecidos entre 

genes expressos diferencialmente expressos usando a correção de Bonferroni e aceitando 

apenas termos com p ≤ 0,05. Genes diferencialmente expressos relacionados a miRNAs 

regulados positivamente e regulados negativamente foram analisados de acordo com o 

EnrichR (https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/) para análise de enriquecimento. O 

Reactome foi utilizado para análises de dados e a avaliação da rede de interação proteína-

proteína (PPI), com base em uma lista de genes, foi feita utilizando a ferramenta online 

STRING versão 11.0 (https://string-db.org/). Experiments, databases, co-expression, 

neighborhood e co-occurance foram considerados. A pontuação mínima de interação foi 

de 0,700. O software Cytoscape versão 3.8.0 (http://www.cytoscape.org) foi utilizado 

para visualizar os resultados.  

 

Estatística 

 

      Análise de comparação de Ct foi utilizada para quantificar a expressão de miRNAs. 

As diferenças foram avaliadas estatisticamente pelo teste t de Student. Considerou-se  

p <0,05 para indicar significância estatística. 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/
https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/
https://string-db.org/
http://www.cytoscape.org/
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Resultados 

MiRNAs diferencialmente expressos 

 

      Os dados de expressão dos miRNAs estão disponíveis no banco de dados da NCBI 

GEO, número de acesso GSE 164549. Um total de 758 miRNAs foram analisados pelo 

arranjo RT-qPCR em amostras de sangue periférico de 14 pacientes com LMC-Fase 

Crônica tratados com mesilato de imatinibe e 14 pacientes tratados com TCPH-alo, ambos 

os grupos em remissão citogenética. De acordo com os critérios de corte (fold change < 

0,5 e fold change > 2,0), 43 miRNAs expressos diferencialmente foram identificados a 

partir deste conjunto de dados de microarrays. Destes miRNAs, 1 apresentou alta 

expressão e 42 estavam com baixa expressão (Tabela 2).  

 

 

 Tabela 2| MiRNAS diferencialmente expressos  

 

     miR Name       miRBase ID         FC p-value  
            hsa-miR-20b MIMAT0001413             0,128 0,000 

            hsa-miR-502-3p MIMAT0004775 0,135 0,000 

            hsa-miR-127 MIMAT0000446 0,143 0,000 

            hsa-miR-485-3p MIMAT0002176 0,148 0,000 

            hsa-miR-125a-3p MIMAT0004602 0,174 0,001 

            hsa-miR-128a MIMAT0000424 0,174 0,001 

            hsa-miR-92a MIMAT0000092 0,188 0,000 

            hsa-miR-411 MIMAT0003329 0,189 0,034 

            hsa-miR-532-3p MIMAT0004780 0,200 0,000 

            mmu-miR-140 MIMAT0000151 0,205 0,015 

            hsa-miR-218 MIMAT0000275 0,212 0,036 

            hsa-miR-125a-5p MIMAT0000443   0,217    0,001 

            hsa-miR-30c MIMAT0000244   0,225    0,003 

            hsa-miR-23a MIMAT0000078   0,234    0,003 

            hsa-miR-598 MIMAT0003266   0,234    0,011 

            hsa-miR-362 MIMAT0000705   0,288    0,013 

            hsa-miR-616 MIMAT0004805   0,351    0,017 

            hsa-miR-331 MIMAT0000760   0,422    0,023 

            hsa-miR-193a-5p MIMAT0004614   0,072    0,000 

            hsa-miR-574-3p MIMAT0003239   0,089    0,000 

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0001413
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0004775
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000446
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0002176
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0004602
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000424
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000092
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0003329
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0004780
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000151
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000275
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000443
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000244
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000078
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0003266
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000705
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0004805
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000760
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0004614
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0003239
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            hsa-miR-454 MIMAT0003885 0,136  0,001 

            hsa-miR-323-3p MIMAT0000755 0,137  0,000 

            hsa-miR-671-3p MIMAT0004819 0,153  0,000 

            hsa-let-7c MIMAT0000064 0,173  0,000 

            hsa-miR-30b MIMAT0000420 0,188  0,004 

            hsa-miR-532 MIMAT0002888 0,207  0,002 

            hsa-miR-146a MIMAT0000449 0,233  0,002 

            hsa-miR-132 MIMAT0000426 0,293 0,004 

            mmu-miR-491 MIMAT0003486 0,293 0,005 

            hsa-miR-126 MIMAT0000445 0,328 0,046 

            hsa-miR-708 MIMAT0004926 0,336 0,017 

            hsa-miR-191 MIMAT0000440 0,380 0,009 

            hsa-miR-543 MIMAT0004954 0,141 0,001 

            hsa-miR-604 MIMAT0003272 0,232 0,011 

            hsa-miR-548J MIMAT0005875 0,289 0,028 

            hsa-miR-409-3p MIMAT0001639 0,142 0,001 

            hsa-miR-550 MIMAT0004800 0,190 0,000 

            hsa-miR-151-3p MIMAT0000757 0,268 0,013 

            hsa-miR-941 MIMAT0004984 0,292 0,026 

            hsa-miR-1285 MIMAT0005876 0,357 0,026 

            hsa-miR-378 MIMAT0000731 0,387 0,018 

            hsa-miR-589 MIMAT0003256 0,402 0,036 

            hsa-miR-320b MIMAT0005792 2,462 0,021 

 

 

Genes alvos de miRNAs 

            Os miRNAs com alta e baixa expressão foram analisados no miRWalk para 

identificação de possíveis genes alvos destes miRNAs. A análise identificou 1.171 genes 

expressos diferencialmente.  

 

Rede de interação Proteína-Proteína  

A ferramenta EnrichR foi utilizada para visualizar as principais vias relacionadas 

aos genes alvos dos miRNAs encontrados. O programa Reactome mostrou a interpretação 

biológica e forneceu modelos para visualização dos resultados. A análise pela ferramenta 

STRING foi realizada  nos genes alvos dos miRNAS superexpressos e miRNAs pouco 

expressos, gerando dados que puderam ser visualizados em figuras geradas pelo 

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0003885
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?acc=MIMAT0000755
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0004819
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000064
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000420
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0002888
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000449
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000426
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0003486
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000445
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0004926
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000440
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0004954
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0003272
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0005875
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0001639
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?acc=MIMAT0004984
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0005876
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0003256
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?acc=MIMAT0005792
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Cytoscape. 

 

Figura 1| Interação proteína-proteína dos genes alvos dos miRNAs com alta expressão. 

A interação gênica foi realizada com as ferramentas STRING e Cytoscape. Os genes estão 

representados pelos retângulos amarelos e as linhas representam as associações proteína-

proteína. 
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Figura 2| Interação proteína-proteína dos genes alvos dos miRNAs com baixa expressão. 

A interação gênica foi realizada com as ferramentas STRING e Cytoscape. Os genes estão 

representados pelos retângulos verdes e as linhas representam as associações proteína-

proteína. 

 

 

 
 

 

Gene Ontology 

 Diante dos resultados encontrados, foram selecionados os genes que apresentaram 

maior interação entre si de acordo com as figuras geradas pelo cytoscape. Para estes 
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genes, considerados como principais, foi realizada análise pelo Gene Ontology para 

encontrar quais vias estão envolvidas com estes genes. Os principais termos encontrados 

são mostrados nas Tabelas 3a e 3b. 

 

 

Tabela 3a|Termos enriquecidos gerados pelo Gene Ontology para os principais genes 

alvos do miRNAs com baixa expressão 
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Tabela 3b|Termos enriquecidos gerados pelo Gene Ontology para os principais genes alvos  

do miRNA com alta expressão 

 

 

Os principais genes alvos do miRNA com alta expressão, principais genes alvo dos 

miRNAS com baixa expressão e seus respectivos miRNAS relacionados são mostrados 

na Figura 3.  

       A partir do perfil de miRNAs identificado, destacamos dois microRNAs: o miRNA 

320-b, o único com alta expressão e o miRNA 125a-3p, que dentre os de baixa expressão 

foi aquele que apresentou maior intreração gênica. As Figuras 4a e 4b representam uma 

análise comparativa dos valores de expressão destes miRNAs entre os grupos estudados, 

estabelecendo o grupo do transplante como controle. 
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Figura 3|Principais genes alvos do miRNA com alta expressão (A). Principais genes 

alvos dos miRNAS com baixa expressão (B) 

 

 

          A 

 
           B 
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Figura 4a| Comparação entre os valores de fold change do miR-320-b (alta expressão) 

entre os pacientes tratados com TCPH-alo e mesilato de imatinibe. 

 

          
 

 

 

 

Figura 4b|Comparação entre os valores de fold change do miR-125a-3p, principal 

miRNA com baixa expressão encontrado entre os pacientes tratados com TCPH-alo e 

mesilato de imatinibe. 
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Discussão 

 

     O TCPH-alo foi o primeiro tratamento em pacientes com LMC que erradicou o 

cromossomo Filadélfia. Neste processo, após altas doses de quimioterapia, as células 

progenitoras hematopoiéticas transplantadas são capazes de restabelecer a hematopoiese 

(20). Atualmente, o TCPH-alo é o único tratamento disponível que pode levar os 

pacientes portadores de LMC à cura, porém, as taxas de morbidade e mortalidade 

relacionadas a esse tratamento são muito altas, além da dificulade para encontrar doador 

(21-24). Em estudo realizado com pacientes portadores de LMC com idade entre 50 e 

59 anos, a taxa de mortalidade pós transplante foi de 20% (21). Portanto, após o advento 

dos ITQs, o TCPH-alo passou a ser utilizado para tratamento da LMC apenas nos casos 

de pacientes que desenvolvem resistência terapêutica (25). 

    O primeiro ITQ aprovado para uso  foi o mesilato de imatinibe (26,27), um 

potente inibidor da tirosina quinase (28-30). Entretanto, 10 a 15% dos pacientes em fase 

crônica da LMC não evoluem favoravelmente com o uso do mesilato de imatinibe 

devido à resistência ou intolerância ao tratamento (31,32). Apesar dos avanços em 

relação ao tratamento da LMC, atualmente, este assunto ainda requer elucidação dos 

mecanismos chave que envolvem a resistência e/ou falha às estratégias terapêuticas 

efetivas (33). O estudo dos miRNAs tem colaborado para a descoberta destes  possíveis 

mecanismos.  

    Nos últimos anos muitos estudos realizados trouxeram grande conhecimento 

sobre o papel dos miRNAs nos processos fisiológicos e patológicos (34). Estes pequenos 

RNAs podem ser identificados no sangue periférico e utilizados como biomarcadores de 

diversas doenças (35,36). Evidências indicam que os miRNAs têm envolvimento direto 

no desenvolvimento mieloide e na leucemogênese (37). 

    Além dos miRNAs, a bioinformática também tem contribuído para o 

entendimento de processos ligados ao desenvolvimento e progressão da LMC, 

colaborando com a descoberta de possíveis marcadores para a doença. Estudos recentes 

mostram aumento das evidências sobre a interação entre genes e proteínas, que levam a 

investigações dos mecanismos moleculares do câncer. Neste contexto, a bioinformática 

é essencial para integrar sistemas biológicos e ciência computacional, auxiliando no 
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diagnóstico, terapia e prognóstico do câncer e de outras doenças. (38) 

    Em nosso estudo comparamos dois grupos de pacientes com LMC, sendo que o 

tratamento realizado no primeiro grupo foi o TCPH-alo e os pacientes do segundo grupo 

foram tratados com mesilato de imatinibe. Analisando os miRNAs destes pacientes e 

utilizando ferramentas de bioinformática, foi possível obter um perfil constituído por 43 

miRNAs diferencialmente expressos, sendo 1 com alta expressão e 42 com baixa 

expressão.  

 

MiRNAs de baixa expressão: miR-125a-3p, miR-485-3p, miR-409-3p e miR-574-3p    

 

    Do total de 43 miRNAs diferencialmente expressos encontrados, alguns são 

relatados na literatura como importantes na patogênese da LMC. Destacaremos o miR-

125a-3p, miR-485-3p, miR-409-3p e miR-574-3p, pois apresentaram baixa expressão 

em nosso estudo e estão relacionados à LMC de acordo com a literatura. 

    MiR-125a-3p, miR-485-3p e miR-409-3p foram relatados como expressos na 

LMC em estudo de Xiong e colaboradores, que utilizaram a linhagem celular K562 para 

estudar a expressão de miRNAs (39).  

     Estudo de Di Stefano e colaboradores mostrou que o miR-125a com baixa 

expressão foi detectado em células CD34+ provenientes de pacientes com LMC quando 

comparadas com as mesmas células derivadas de doadores saudáveis (7). Outro estudo, 

em que a expressão de miRNAs foi analisada na medula óssea de pacientes com 

leucemia mieloide aguda (LMA) e na medula óssea de pacientes controle, encontrou-se 

que o miR-125a estava com baixa expressão nos pacientes com a doença. Dados da 

literatura mostram que o miR-125a regula o ciclo celular, proliferação e apoptose na 

LMA (40).  

      Em relação ao miR-485, a literatura mosta que o mesmo foi encontrado com 

baixa expressão em linhagens celulares HL60 de LMA quando estas células foram 

comparadas à células normais do sangue periférico (41). Estudo de Li e colaboradores 

identificou que o miR-485-3p foi um dos 33 miRNAs diferencialmente expressos em 

um grupo de pacientes com LMC. Estes achados colaboram significantemente com o 
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entendimento sobre a patogênese da doença (42).  

      MiR-409-3p também é um miRNA que se destacou em nossos resultados pois 

é descrito na literatura com expressão reduzida em linhagens celulares de LMC com 

metilação CpG-rich (43,44). Em estudo realizado com pacientes com LMA, miR-409-

3p em baixa expressão foi associado a alto risco de recaída da doença (45,46). 

      Além dos miRNAs citados anteriormente, o miR-574-3p, encontrado em nossas 

amostras com baixa expressão, foi descrito em trabalho com sangue periférico de 

pacientes com LMC. Observou-se baixa expressão deste miRNA nos pacientes com 

LMC quando comparou-se as amostras destes pacientes com amostras de controles 

saudáveis, indicando que o miR-574-3p pode estar envolvido no desenvolvimento e 

progressão da doença (47). 

      Estes achados colaboram com o entendimento sobre a patogênese da doença e a 

persistência de células BCR-ABL1 observado em nossos grupos de pacientes após 

terapêuticas como o TCPH-alo e ITQs. 

 

CRKL diferencialmente expresso 

 

     Ao realizar análise dos genes alvos dos miRNAs de nosso estudo, por meio da 

ferramenta miRWalk, encontramos 1.117 genes diferencialmente expressos. Nossos 

dados apontam um gene pouco expresso em nossas amostras, denominado CRKL que, 

de acordo com as análises de bioinformática, é alvo do miR-320b. A família CRK é 

composta por cinco membros: v-CRK, CRKI, CRKII, CRKIII e proteína semelhante à 

CRK (CRKL) (48). As proteínas CRK são substratos de fosforilação para o oncogene 

de fusão BCR/ABL encontradas em mais de 95% dos casos de LMC. CRKL é uma 

proteína tirosina fosforilada encontrada em neutrófilos de pacientes com LMC (49). 

Estes dados corroboram com o fato dos pacientes avaliados se encontrarem em remissão 

citogética.   
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Vias MAPK e NRAS   

 

     Após análise dos genes alvos, utilizamos o Gene Ontology para análise de 

enriquecimento de vias destes genes e estudo das principais vias relacionadas a estes 

genes. Algumas vias encontradas se destacaram por serem fundamentais para o 

desenvolvimento da LMC, como regulação da atividade da proteína quinase, processos 

relacionados à divisão celular e atividade da MAPK (proteína quinase ativada por 

mitógeno). 

     A via MAPK é uma importante cascata de sinalização encontrada em diversos 

tipos de câncer (50) e desempenha papel central na LMC, pois é necessária para a 

transcrição de genes envolvidos na proliferação celular (51,52). Em nossos resultados 

encontramos alta expressão dos genes MAP3K1 e MAP3K7. Estes genes são membros 

da família das MAPK (53,54). O gene MAP3K1 está envolvido no processo de 

sobrevivência e migração de células tumorais (55) e o gene MAP3K7 é um importante 

regulador de vias celulares associadas à proliferação celular em câncer (54). O gene 

NRAS também foi encontrado com alta expressão em nosso estudo. A família RAS é 

composta por três genes associados à carcinogênese: HRAS, KRAS e NRAS (56). 

Mutações em NRAS são frequentemente encontradas em desordens mieloides, como a 

LMC (57). MAPK e NRAS foram encontrados com alta expressão em nosso estudo, 

sendo sugestivo de atividade tumoral. 

    Este estudo buscou explorar por meio de ferramentas de bioinformática o perfil 

de miRNAs, seus genes alvos e vias relacionadas em pacientes com LMC em tratamento. 

Redes de interação proteína-proteína foram construídas para relacionar os miRNAs 

encontrados com seus genes alvos e foi possível obter alguns dados que corroboram com 

estudos descritos na literatura. Alguns fatores limitaram este estudo. Por se tratar de um 

estudo com dados de mundo real, as amostras eram escassas, o que não permitiu uma 

segunda rodada de RT-qPCR para validação dos resultados, além do alto custo dos 

reagentes. Novos estudos são necessários para a melhor compreensão do papel dos 

miRNAs, genes e vias alvos em pacientes com LMC. Acreditamos na contribuição deste 

estudo para a literatura científica por se tratar de dados in vivo, voltados ao seguimento 
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de pacientes com LMC em tratamento. 
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O perfil de expressão de miRNAs foi identificado em amostras de sangue 

periférico de 42 pacientes portadores de LMC. Os genes alvos destes miRNAs 

e possíveis vias envolvidas foram detectados através de ferramentas de 

bioinformática: Expression Suite Software Versão 1.1, miRWalk, Gene 

Expression Omnibus (GEO), GEO2R, Gene Ontology, EnrichR, String e 

Cytoscape.  

 

(1) Comparação dos grupos de pacientes com LMC recém diagnosticados 

que não iniciaram tratamento versus pacientes com LMC tratados com 

transplante de medula óssea. Neste grupo foram encontrados 46 miRNAs 

diferencialmente expressos, sendo 16 com alta expressão e 30 com baixa 

expressão. Os microRNAs: miR-10a, cluster miR-17/92, miR-328, miR-150, 

miR-486, miR-181c, miR-30, let-7g e miR-16, descritos e relacionados à 

LMC pela literatura, foram encontrados em nosso estudo. Os demais miRNAs 

identificados nestes grupos de estudo foram descritos e associados à leucemia 

mieloide crônica pela primeira vez. São eles: miR-1260, miR-27a-3p, miR-

140-3p, miR-374b-5p, miR-143-3p, miR-26b-5p, miR-212-3p, miR-29c-3p, 

miR-26a-1-3p, miR-181a-5p, miR-363-3p, miR-29a-3p, miR-345-5p, miR-

26a-5p, miR-27b-3p, miR-374a-5p, miR-362-5p, miR-324-3p, miR-550a-5p, 

miR-125a-3p, miR-106b-5p, miR-191-5p, miR-15b-3p , miR-222-3p, miR-

139-5p, miR-92a-3p, miR-628-3p, miR-574-3p, miR-484, miR-127-3p, miR-

146a-5p, miR-193a-5p, miR-342-3p, miR-7-1-3p, miR-134-5p, 409-3p). Em 

relação aos genes diferencialmente expressos, encontramos 1.069 genes e 

entre as vias relacionadas, quatro delas se destacaram por estarem 

relacionadas à LMC e à leucemogênese: MAPK, NRAS, KRAS e ROCK,  

 

 

(2) pacientes com LMC tratados com transplante de medula óssea versus 

pacientes com LMC tratados com mesilato de imatinibe. Neste grupo 

encontramos 43 miRNAs diferencialmente expressos, sendo 1 com alta 



74 

 

 

 

expressão (miR-320b) e 42 com baixa expressão. Entre os miRNAs com 

baixa expressão, destacaram-se: miR-125a-3p, miR-485-3p, miR-409-3p e 

mR-574-3p. Os demais miRNAs (miR-20b, miR-502-3p, miR-127, miR-128 

a, miR-92a, miR-411, miR-532-3p, miR-140, miR-218, miR-125a-5p, miR-

30c, miR-23a, miR-598, miR-362, miR-616, miR-331, miR-193a-5p, miR-

454, miR-323-3p, miR-671-3p, let-7c, miR-30b, miR-532, miR-146a, miR-

132, mmu-miR-491, miR-126, miR-708, miR-191, miR-543, miR-604, miR-

548J, miR-550, miR-151-3p, miR-941, miR-1285, miR-378, miR-589) não 

são referidos na literatura relacionados à LMC, mas foram encontrados neste 

trabalho e merecem estudos adicionais por serem inéditos na literatura da 

LMC. Foram encontrados 1.117 genes diferencialmente expressos 

relacionados a estes miRNAs, sendo que o gene CRKL, alvo do miR-320b, é 

citado na literatura como relacionado à LMC, bem como as vias MAPK e 

NRAS, que também se destacaram entre os resultados de vias alvos dos genes 

de nosso estudo. 

 

Este trabalho abre perspectivas do papel de novos microRNAs como 

biomarcadores da leucemia mieloide crônica. Pesquisas adicionais são 

necessárias para a validação dos resultados das análises in silico deste estudo. 
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ANEXO 1.  Aprovação do Comitê de Ética do Hospital Amaral Carvalho – Jau/SP 
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ANEXO 2 - Genes expressos diferencialmente (alta expressão) no grupo de pacientes 

recém diagnosticados versus tratados com TCPH-alo 
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ANEXO 3- Genes expressos diferencialmente (baixa expressão) no grupo de pacientes 

recém diagnosticados versus tratados com TCPH-alo 
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ANEXO 4 - Genes expressos diferencialmente (alta expressão) no grupo de pacientes 

tratados com TCPH-alo versus tratados com mesilato de imatinibe. 
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ANEXO 5 - Genes expressos diferencialmente (baixa expressão) no grupo de pacientes 

tratados com TCPH-alo versus tratados com mesilato de imatinibe 

 
 

 


