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Resumo

A grande maioria das células cancerosas adquire anomalias cromossomicas clonais,
sendo que, muitas delas estdo associadas, particularmente, a tipos de tumores especificos,
com caracteristicas morfoldgicas e clinicas de doenga distintas. O cromossoma Filadélfia é
um excelente exemplo disso.

O cromossoma Filadélfia resulta de uma translocagao reciproca de DNA entre o
brago longo do cromossoma 9 e o brago longo do cromossoma 22 [t(9;22)(q34ql )],
originando uma justaposi¢ao molecular de dois genes, BCR e ABL, que formam um gene de
fusao BCR-ABL no cromossoma 22.

O gene BCR-ABL desempenha um papel critico, essencialmente, na patogénese da
Leucemia Mieldide Croénica (LMC) e da Leucemia Linfoblastica Aguda Cromossoma
Filadélfia-Positivo (LLA-Ph*). A proteina quimérica BCR-ABL, resultante da transcricio do
gene, tem atividade tirosinacinase constitutivamente aumentada. Esta ativagao enzimatica
anormal é critica para o potencial oncogénico da BCR-ABL.

A citogenética convencional, a molecular, bem como outras técnicas moleculares sao
metodologias importantes para o acompanhamento clinico destes doentes, ajudando a
estabelecer um diagnostico correto, a fazer progndsticos, assim como, na selegao e
monitorizagao do tratamento mais adequado para estas patologias e para cada um destes
doentes em particular. Com o contributo destas técnicas, a detegao deste rearranjo
cromossomico e o reconhecimento das consequéncias a ele associadas foram cruciais na
identificacdo de alvos terapéuticos para estas doengas. Neste seguimento, surgiram os
Inibidores da Tirosina Cinase que revolucionaram o tratamento destas patologias.

O objetivo desta monografia € demonstrar, através da informagao da literatura
cientifica, a importancia do cromossoma Filadélfia no diagndstico e terapéutica das respetivas
doengas relacionadas. Para isso, sera feita uma caracterizagao alargada deste cromossoma,
seguida de uma breve descrigao das patologias a ele associadas, bem como, das abordagens
terapéuticas possiveis para estas doengas. Finalmente, explicar-se-a quais os ensaios
laboratoriais mais importantes no diagndstico e monitorizagdo da terapéutica. Para uma
melhor compreensio do tema, sera feita uma pequena introdugao, que integra conceitos

gerais sobre o cancro, relacionando-os com a citogenética.

Palavras-chave: cromossoma Filadélfia, gene BCR-ABL, proteina quimérica BCR-ABL,
Leucemia Miel6ide Crénica, Leucemia Linfoblastica Aguda Cromossoma Filadélfia-Positivo,

citogenética, inibidores da tirosina cinase, cancro.



Abstract

Most cancer cells acquire clonal chromosomal abnormalities, a large portion of them
are associated, particularly, to specific types of tumors, with distinct clinical and
morphological disease characteristics. The Philadelphia chromosome is a great example of
that.

The Philadelphia chromosome is a result of a reciprocal translocation of DNA
between the long arm of chromosome 9 and the long arm of chromosome 22
[t(9;22)(q34q] )], resulting in the molecular juxtaposition of two genes, BCR and ABL, which
forms the fusion gene BCR-ABL on the chromosome 22.

The gene BCR-ABL plays a critical role, essentially, in the pathogenesis of Chronic
Myeloid Leukemia (CML) and Philadelphia Chromosome-Positive Acute Lymphoblastic
Leukemia (Ph*-ALL). The chimeric protein BCR-ABL, resulting from the transcription of the
gene, has a constitutively augmented tyrosine kinase activity. This abnormal enzymatic
activation is critical to the oncogenic potential of BCR-ABL.

The conventional cytogenetics, molecular, as well as other molecular techniques are
important tools in the clinical management of this patients, helping establish a correct
diagnosis, making prognosis, and in selecting and monitoring the most adequate treatment
for these pathologies and particularly for each of the patients. With the contribution of these
techniques, the detection of this chromosome rearrangement and the recognition of its
associated consequences were crucial in the identification of therapeutic targets for these
diseases. Following this, the tyrosine kinase inhibitors have emerged, revolutionizing the
treatment of these pathologies.

The purpose of this monograph is to demonstrate, through the information of
scientific literature, the importance of the Philadelphia chromosome in the diagnosis and
therapeutics of the respective diseases related. To understand this importance we did a
comprehensive characterization of this chromosome, followed by a brief description of the
pathologies associated with it, as well as the possible therapeutic approaches for these
diseases. Finally, an elucidation of the most important laboratory assays for diagnostic and
monitoring the therapeutic will be made. For a better understanding of the subject, a brief
introduction will be made featuring general concepts about cancer, relating them with

cytogenetics.

Key words: Philadelphia chromosome, BCR-ABL gene, BCR-ABL chimeric protein, Chronic
Myeloid Leukemia, Philadelphia Chromosome-Positive Acute Lymphoblastic Leukemia,

cytogenetics, tyrosine kinase inhibitors, cancer.
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l. Introducao

Todos os dias, milhares de pessoas sio diagnosticadas com cancro', pelo que uma
investigagdo constante revela-se uma necessidade imprescindivel, numa area de intervengao
tao importante como esta.

Sendo o cancro uma doenga invariavelmente fatal, caso nao seja tratada, o seu
diagnostico precoce e o tratamento imediato assumem papeis fundamentais no
acompanhamento clinico destes doentes, bem como a identificagao de pessoas com risco
aumentado de desenvolvimento de cancro antes do seu aparecimento®.

As neoplasias, sejam elas esporadicas ou hereditarias, tém origem genética, na medida
em que resultam de alteragdes mais ou menos complexas e sucessivas da informagao
presente no genoma de uma determinada célula. Estas modificagoes conferem caracteristicas
exclusivas e vantajosas a célula neoplasica, afetando mecanismos de regulagao da proliferagao
celular, da apoptose ou da senescéncia celular’. Por isto, é importante fazer, também, uma
distingao entre o que é o cancro e a neoplasia. O cancro é o termo utilizado para descrever
formas “mais virulentas” de neoplasia, um processo de doenga caracterizado por
proliferacao celular relativamente descontrolada, que conduz a uma massa tumoral ou
(neoplasma). Contudo, para um neoplasma ser um cancro, este deve ser maligno?, isto &, ja
multiplas e complexas alteragoes/mutagoes genéticas e cromossomicas se desencadearam,
podendo ser, na maioria dos casos, identificadas*. Neste caso, o crescimento do tumor deixa
de ser controlado e, consequentemente, este passa a progredir, invadindo os tecidos
adjacentes, podendo espalhar-se (criando metastase) para outros tecidos do organismo. Por
outro lado, os tumores que nao invadem, nem metastizam® (normalmente exibem
anormalidades cromossomicas mais simples)® nio sido cancerosos, e sio referidos,
habitualmente, como tumores benignos, embora o seu tamanho e localizagao possam torna-
los tudo, menos benignos, para o doente’.

Os rearranjos cromossomicos, designadamente, translocagoes, delegoes, inversoes e
inser¢des, sio modificacdes genéticas frequentes no cancro’. No entanto, os rearranjos
equilibrados, isto é, alteragoes estruturais que levam a deslocalizagao de segmentos
cromossomicos sem ganho ou perda de material genético, das quais podemos destacar,
translocagdes reciprocas (troca de material cromossomico entre dois ou mais
cromossomas) e inversoes (rotagao de 180° de um segmento cromossémico), sao
alteragoes, particularmente, associadas a tipos de tumores especificos, com caracteristicas

morfoldgicas e clinicas de doenca distintas*.



Em 1970, a descoberta e introdugao da técnica citogenética de bandeamento
cromossomico, e mais tarde, com os avangos tecnologicos, das técnicas moleculares
citogenéticas como, a hibridizagao in situ de fluorescéncia (FISH), a multicolor FISH (M-FISH)
e a hibridizagao gendmica comparativa baseada em array (array-CGH), em simultaneo, com o
rapido progresso noutras areas da biologia celular e tumoral, revolucionaram a citogenética
do cancro, aumentando, significativamente, o nosso conhecimento e compreensao dos
mecanismos moleculares que operam na iniciagdo e progressao neoplasica. Estas novas
metodologias permitiram aos cientistas investigar células tumorais, ao nivel de genes
especificos e mesmo ao nivel de simples pares de bases, desvendando, assim, consequéncias
moleculares de um nimero cada vez maior de aberragoes cromossémicas associadas ao
cancro®.

A citogenética e os estudos moleculares citogenéticos tém demonstrado que o
desenvolvimento do tumor é o resultado de um processo com multiplos estadios e que as
células neoplasicas sao caracterizadas por aberragoes cromossomicas nao aleatorias
associadas a tipos de tumores particulares e, em certos casos, com elevada especificidade®.
Apesar desta nao aleatoriedade, muitas vezes, varias alteragoes estao presentes,
simultaneamente. A razao para este fendmeno acontecer € que as células neoplasicas, em
contraste com as células normais, sao caracterizadas por uma evolugao cromossomica
continua, uma adaptagao Darwiniana a um microambiente variavel comparavel a evolugao
natural nos organismos vivos, em que ha aquisicao e, muitas vezes, acumulagio de novas
alteragoes genéticas, refletindo o balango entre mutagao e selegao, isto €, a sobrevivéncia do
mais apto a nivel celular. Como consequéncia desta evolugao clonal, as aberragoes
cromossomicas encontradas na neoplasia podem ser, fundamentalmente, de dois tipos:
primarias e secundarias*®. As alteragdes cromossémicas primarias ocorrem nas fases
precoces do desenvolvimento do tumor, estio geralmente ligadas a sua génese, sao
habitualmente Unicas e associam-se de uma forma especifica a um determinado tipo de
tumor, como etapa essencial do seu desenvolvimento. As alteracées cromossémicas
secundarias sao observadas numa fase mais tardia do desenvolvimento do tumor, sao
frequentemente multiplas e coexistem com as alteragdes primarias ja presentes. Estas nao
ocorrem ao acaso, podendo mesmo estar relacionadas com o comportamento biolégico do
tumor, em termos de capacidade invasiva, de metastizacao e de resposta a terapéutica’.

A compreensio dos mecanismos responsaveis pela formacido destes rearranjos
cromossémicos recorrentes e das suas fungoes biologicas, tem levado ao desenvolvimento
de novos regimes terapéuticos direcionados, especificamente, para as células tumorais alvo,

com um impacto minimo nas células normais”.

10



Ao longo desta monografia, sera apresentado um tipo de rearranjo especifico que
origina uma sequéncia hibrida, BCR-ABL, que codifica uma proteina quimérica com atividade
tirosinacinase aumentada. Este rearranjo especifico, também conhecido como Cromossoma
Filadélfia (Ph), tem iniumeras implicagdes na génese de diferentes patologias e,
subsequentemente, implicagdes a nivel dos respetivos diagndsticos e abordagens

terapéuticas, pelo que estes temas serao aqui discutidos.

2. O Cromossoma Filadélfia (Ph)

A descoberta, em 1960, do cromossoma Ph, por Nowell e Hungerford, em doentes
com Leucemia Mieldide Croénica (LMC), permitiu estabelecer a primeira relagao causal entre
uma mutagao cromossomica especifica e uma neoplasia. Este marco tornou a LMC um
modelo de estudo do cancro e impulsionou, consequentemente, a identificagao e associagao
de inimeras aberragdes cromossémicas a neoplasias’. O cromossoma Ph &, essencialmente,
um cromossoma 22 encurtado que resulta de uma translocagao reciproca de DNA entre o
brago longo do cromossoma 9 e o brago longo do cromossoma 22 t(9;22) (q34;ql 1)°. Esta
identificagdo foi possivel através de técnicas de bandeamento, por marcagao dos
cromossomas com quinacrina fluorescente e Giemsa’. No entanto, o mecanismo que
despoleta a translocacdo entre os dois cromossomas permanece ainda desconhecido®. A
translocagao ocorre entre o proto-oncogene ABL (Abelson Leukemia Gene), no cromossoma
9, e o gene BCR (Breakpoint Cluster Region), no cromossoma 22, levando a produgao de um
oncogene de fusao BCR-ABL, que codifica uma oncoproteina quimérica (BCR-ABL), com
atividade tirosinacinase constitutiva. A proteina BCR-ABL é capaz de transformar células
através da fosforilagao em residuos de tirosina numa variedade de proteinas intermediarias,
envolvidas na transducao do sinal, desencadeando, assim, ativacao de cascatas de sinalizacao
que originam a formacio de diferentes neoplasias’, dependendo do tipo de célula afetada e

da proteina de fusao, BCR-ABL, resultante®.

2.1. Doencas Cromossoma Filadélfia-Positivo (Ph+)

A “doencga cromossoma Filadélfia-positivo” é caracterizada por uma heterogeneidade
fenotipica, na medida em que, o cromossoma Filadélfia, por si s6, nao é suficientemente
especifico no diagnéstico diferencial das diferentes patologias a ele associadas. E necessario
ter em conta diferentes caracteristicas clinicas e parametros bioldgicos, como por exemplo,

o tipo de células afetadas, a proteina de fusio BCR-ABL resultante, entre outras.



Seguidamente, serao expostas as patologias mais comuns associadas ao cromossoma

Filadélfia”®.

2.1.1. Leucemia Mieléide Croénica (LMC)

A literatura indica que a presenga do cromossoma Filadélfia é responsavel pela
etiologia da LMC, em 95% dos casos'®. A LMC é uma doenga clonal mieloproliferativa, isto &,
caracteriza-se, essencialmente, pela proliferagao descontrolada de leucocitos da linhagem
mieldide (mieloblastos, promieldcitos, mielocitos, eosindfilos, basofilos, neutrofilos e
monocitos). Apesar da expansao desregulada da linhagem mieldide ser o fendtipo patoldgico
caracteristico da LMC, estudos citogenéticos demonstram que cerca de 20% dos doentes
em CB (Fase de Crise Blastica) apresentam também um fendtipo linfoblastico. Esta
observagao corrobora a origem estaminal clonal da LMC, confirmando que a transformagao
neoplasica que da origem ao cromossoma Ph ocorre nas células primitivas estaminais
hematopoiéticas que ainda nao se encontram “comprometidas”, quer com a diferenciagao
mieloide, quer com a linféide''. A incidéncia da LMC, a nivel mundial é, aproximadamente, de
[-2 casos em 100000 pessoas por ano, representando cerca de 15% das leucemias no adulto.
Esta ocorre em todos os grupos etarios, embora seja mais frequente no adulto homem'”.

A evolugao natural da LMC envolve trés fases, que se distinguem através de
caracteristicas clinicas e achados laboratoriais (Figura |). Em geral, comega com a Fase
Cronica (FC) (caracteristica em 85% dos doentes recém-diagnosticados). Passados varios
anos, progride para a Fase Acelerada (FA) e, finalmente, para a Fase de Crise Blastica (CB)'°.
A duragiao da FC é variavel e depende do diagndstico precoce, assim como da terapéutica
utilizada. Na auséncia de um tratamento eficaz, a doenga evolui, em poucos anos, para a
FA'. A CB, que é a fase terminal, apresenta um comportamento clinico semelhante ao da
leucemia aguda, com rapida progressao e sobrevivéncia curta. O mecanismo responsavel
pela progressao da FC para a FA e, seguidamente, para a CB é complexo e ainda nao é bem
compreendido. Este pode ser, em parte, explicado pela formagao de novas anomalias
cromossomicas (adicionais ao Cromossoma Filadélfia), que podem originar regulagao
positiva de genes responsaveis pela inibicao da diferenciacao, instabilidade genémica e/ou

inativacao de genes supressores de tumores'”.



Figura | — A: Esfregaco de sangue periférico de um doente com LMC, com contagem de leucocitos
anormalmente elevado, mostrando um aumento de neutrdfilos, eosindfilos, basofilos e percursores de
granuldcitos. B: Esfregaco de sangue periférico de um doente com LMC em CB, mostrando trés células
blasticas, precursores de granulécitos, e varias células displasicas da linha dos neutrofilos. (Figura retirada
de: BAIN, B. — Pathology of the Chronic Myeloid Leukemias. In: WIERNIK, P. et al. — Neoplastic Diseases
of the Blood. 5°Ed. New York: Springer, 2013. ISBN 978-1-4614-3763-5, p. 19-28)"".

2.1.2. Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é caracterizada por um crescimento
descontrolado de células da linhagem linféide imaturas (linfoblastos), essencialmente, na
medula &ssea, sangue e orgios linfoides assim como por pancitopenia®. E uma doenca
biologicamente heterogénea, pelo que os estudos a nivel morfolégico, imunologico,
citogenético e molecular, nas amostras biologicas destes doentes sao, particularmente,
necessarios para estabelecer o diagnostico correto, bem como para excluir outras causas
possiveis da insuficiéncia da medula 6ssea e para classificagao dos subtipos de LLA. Esta
heterogeneidade reflete o facto de a leucemia poder ocorrer em qualquer momento,
durante as varias fases de diferenciacio linféide normal'>.

Apesar do cromossoma Ph ser responsavel pela etiologia de cerca de 95% dos casos
de LMC, em 30% dos adultos com LLA e em cerca de 3% a 5% de todos os casos pediatricos
(<20 anos), este também pode ser observado'®, sendo a anomalia citogenética mais comum
associada a LLA no adulto'. Clinicamente, em relacio aos doentes Ph, os doentes com
Leucemia Linfoblastica Aguda Cromossoma Filadélfia-Positivo (ALL-Ph"), em geral, sio mais
velhos, tém uma contagem de leucocitos mais elevada, assim como maior percentagem de
blastos circulantes e muita frequéncia da morfologia FAB L2 (categoria de linfoblastos
identificada pelo Grupo de Trabalho Cooperativo Franco-Américo-Britanico — FAB) (Figura
2). A maioria dos blastos Ph* tém um imunofenétipo da linhagem B, embora, em menor

frequéncia, possa aparecer um imunofendtipo da linhagem T ou um imunofendtipo misto

(linhagem B eT)'*.



Para estes doentes, a idade é um importante determinante de prognostico e de
resultados ao tratamento. As taxas de sobrevivéncia a longo prazo (>3 anos) vao diminuindo
com o avancar da idade, sendo aproximadamente cerca de 30% nos adultos entre os 45 e 54
anos. A mudanga de progndstico que vai ocorrendo com o avangar da idade pode ser
atribuida, em parte, a suscetibilidade de ocorréncia de anomalias citogenéticas desfavoraveis
associadas a idade. Até recentemente, doentes com LLA-Ph" tinham um progndstico
bastante reservado, tanto as criangas como os adultos, devido a rapida progressio da
doenca, face as abordagens terapéuticas disponiveis. Com a introducao dos Inibidores da
Tirosina Cinase (ITC) na terapéutica da LLA-Ph", o prognéstico destes doentes melhorou
significativamente'®, contudo, este assunto serd discutido com maior pormenor no ponto 3

desta monografia.

Figura 2 — Linfoblastos FAB L2, caracterizados pela presenca de linfoblastos grandes, com um nucleo
bastante aumentado em relagao ao volume de citoplasma, presenga de nucléolos proeminentes, muitas
vezes com condensagao da cromatina perinuclear, e a membrana nuclear pode ser irregular ou em forma
de rim. (Figura retirada de: CONTER, V. et al. — Acute Lymphoblastic Leukemia. Orphanet Encyclopedia,
2004)'4.

2.2. Caracterizacao Citogenética e Molecular do Cromossoma Filadélfia

A verdadeira natureza do cromossoma Ph, aquando da sua descoberta em 1960 (tal
como referido acima), era desconhecida. S6 mais tarde, por volta de 1970, com o advento
de varias técnicas de bandeamento cromossomico, foi possivel verificar que este era o
resultado de uma translocagao equilibrada reciproca entre segmentos de DNA situados nos
bragos longos do cromossoma 9 e 22 t(9;22)(q34;q! |). A nivel citogenético, o cromossoma
Ph consiste hum cromossoma 22 de menores dimensdes, em resultado da translocacao

reciproca referida (Figura 3)'°.
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Figura 3 — Cariotipo parcial mostrando a translocagao t(9;22)(q34;ql1). As setas indicam o ponto de
quebra nos cromossomas derivados. (Figura retirada de: FIORETOS, T.; JOHANSSON, B. — Chronic
Myeloid Leukemia. In: Cancer Cytogenetics. 3°Ed. New Jersey: Wiley-Blackwell, 2009. ISBN 978-0-470-
18179-9 p.179-207)"¢.

Como consequéncia desta anomalia genética forma-se um gene de fusio BCR-ABL
(Figura 4), que a nivel molecular se traduz na justaposicao de sequéncias 3’ do proto-
oncogene ABL no cromossoma 9, com sequéncias 5 do gene BCR no cromossoma 22.
Consoante os pontos de quebra dentro dos genes ABL e BCR, a proteina quimérica BCR-
ABL pode ter diferentes pesos moleculares e estar associada a diferentes formas de

leucemia'’.
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Figura 4 — Esquema adaptado da Formagao do Cromossoma Filadélfia como resultado da t(9;22)(q34;ql I)
(Figura adaptada de: FRAZER, R., et al. — Chronic Myeloid Leukaemia in the 2Ist Century. The Ulster
Med. J., 76, | (2007) 8-17)".



O gene ABL, (Abelson leukemia gene), consiste em || exdes, sendo que o primeiro
possui dois exoes alternativos, la e |b. Este gene abrange cerca de 230 kb na regiao q34 do
cromossoma 9 e codifica a proteina cinase ABL’, que apresenta um peso molecular de 145
kDa®. Esta proteina estd envolvida em diversos mecanismos de regulagio da homeostase
celular, entre eles evidenciam-se a regulagao do ciclo celular, a resposta ao stress
genotoxico e a transmissio de informagdo proveniente do microambiente celular'®. Esta
proteina apresenta, ainda, duas isoformas possiveis, estando uma no nucleo (envolvida em
processos de regulagao do ciclo celular e genotoxicidade) e outra no citoplasma (envolvida
em processos de sinalizagio e dinimica do citoesqueleto)®, interagindo de forma complexa
com outras proteinas celulares. Estruturalmente, a proteina ABL para além do dominio
tirosina cinase (dominio homologo Src | - SHI), apresenta dominios SH2 e SH3 (envolvidos
na auto-regulagio da atividade cinase)'® e um local de miristoilagdio que permite a associagio
desta proteina com outras proteinas da membrana. A zona central e o terminal carboxilico
sao locais de ligagao a diferentes estruturas, como ao DNA e a actina (Figura 5).

As tirosina cinases, sendo enzimas que adicionam grupos fosfato a um residuo de
tirosina, tém um dominio catalitico que promove a transferéncia de um grupo fosforil
terminal da adenosina trifosfato (ATP), para um grupo amina do substrato tirosina na
proteina recetora. Em condi¢cdes normais, a fosforilagao pela proteina ABL esta muito bem
controlada, provavelmente por sequéncias da regiao N-terminal, pelo que a perda desta
regiao (como ocorre na formagao da proteina BCR-ABL) resulta numa elevada atividade
cinase constitutiva, o que é um fator chave no potencial oncogénico de proteinas ABL

transformadas®'’

. Os pontos de quebra dentro do gene ABL podem ocorrer na extremidade
5" a montante do |° exao alternativo Ib, a jusante do 2° exao alternativo la ou, mais
frequentemente, entre os dois exdes (Figura 6). Independentemente do local de quebra
dentro do gene, ap6s o splicing do transcrito primario, os exoes de ligagcao a sequéncia BCR
sao o a2 (na maioria dos casos) ou o a3. O motivo pelo qual os primeiros exdes do gene
ABL nio integram o oncogene de fusdo ainda nao foi descrito”"”.

O gene BCR (Breakpoint Cluster Region) esta situado no brago longo do cromossoma
22 (22ql 1) e é traduzido em duas proteinas maioritarias que tém pesos moleculares de 160
kDa e 130 kDa. A proteina BCR normal reside tanto no nlcleo como no citoplasma, sendo
que no nucleo encontra-se associada ao DNA condensado, tanto na interfase como na
metafase. O gene BCR é constituido por varios dominios funcionais e esta implicado,
maioritariamente, em duas vias de sinalizagao celular (fosforilacao e ligagdo a guanosina

trifosfato [GTP])’. No terminal aminico (N), encontra-se um dominio que permite a

dimerizagao e outro que confere a atividade serina-treonina cinase. A parte central do gene
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codifica um fator de troca de guanosinas (de GTP para GDP), o GEF - Guanine nucleotide
exchange factor, cuja fungao é mediar a ativagao da Rho, uma proteina envolvida na ativagao
de fatores de transcricao, como o NF-kB. O terminal carboxilico (C) codifica uma GTPase
com actividade na proteina Rac (GTPase da superfamilia Ras), que por sua vez se encontra
envolvida na regulagao da polimerizagao da actina e da atividade da NADPH oxidase das

células fagociticas'’ (Figura 5).
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Figura 5 — Proteinas BCR e ABL normais e possiveis proteinas de fusio BCR-ABL resultantes da
translocagdo (Figura retirada de: KANTARJIAN, H. et al. — Philadelphia Chromosome-Positive Leukemias:
From Basic Mechanisms to Molecular Therapeutics. Ann. Intern. Med, 138, 10 (2003) 819-830)%.

Dentro do gene BCR os pontos de quebra podem ocorrer na Major breakpoint cluster
region (M-bcr), na minor breakpoint cluster region (m-bcr) e na micro breakpoint cluster region
(u-ber) (Figura 6), sendo que, sao essencialmente os locais de quebra dentro do gene BCR e
o local de inser¢ao do gene ABL, que determinam os diferentes transcritos de mRNA do
gene BCR-ABL, resultante da translocagio referida acima’®. Quando a quebra ocorre na M-
bcr, a sequéncia do transcrito BCR-ABL resultante pode ser tanto b2a2 como b3a2, em
resultado do splicing alternativo. Ambos os transcritos sao traduzidos na proteina quimérica
BCR-ABL com peso molecular de 210 kDa, denominada de p210%**® que é a forma mais
comum da proteina, estando presente em cerca 99% dos doentes com LMC, em cerca de
30% a 50% dos adultos com LLA-Ph* e em cerca de 15% das criancas com LLA-Ph* "'%%,

OBC R-ABL

Outra proteina que resulta da fusao dos dois genes é a proteina pl9 , com peso
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molecular de 190 kDa, em que o ponto de quebra no gene BCR ocorre na m-bcr, resultando
num transcrito ela2, que corresponde a uma proteina BCR-ABL mais pequena. Esta
encontra-se, com maior frequéncia, em doentes com LLA-Ph’, nomeadamente em 50% a
70% dos casos de adultos e em 80% das criancas’. Os transcritos ela2 podem estar
presentes, embora mais raramente, em menos de 1% dos doentes com LMC". O terceiro, e
o mais raro transcrito, € o el9a2 que tem origem na insergao entre os exoes |9 e 20,
localizados na micro breakpoint cluster region (U-bcr). Deste transcrito resulta uma proteina
com 230 kDa (p230°-**®), que normalmente estd associada a casos de Leucemia
Neutrofilica Crénica®'® (Figura 5).

Em termos funcionais, as diferentes oncoproteinas, derivadas do gene de fusao,
apresentam atividade de tirosina cinase desregulada e agressividade distinta. Atualmente, nao
se sabe como € que estas diferem umas das outras em termos de sinalizagao, mas as
alteragoes genéticas adicionais parecem ser necessarias para a progressao da doenga. Tem
sido demonstrado também que o comprimento da proteina de fusao se correlaciona com a

agressividade da doenca. Assim, a forma menos agressiva corresponde ao transcrito p230°%

ABL oBCR—ABL 0 BCR-ABL

, seguido da proteina p2l| , correspondendo o transcrito pl9 a forma mais
agressiva. Deste modo, podemos afirmar que quanto maior o contetdo de BCR translocado,
menor a agressividade da patologia associada®'.

Apos a identificagao da atividade constitutiva tirosinacinase da proteina BCR-ABL,
nos diferentes transcritos, desenvolveram-se novas estratégias terapéuticas para as

patologias associadas a esta anomalia genética que serao abordadas no proximo capitulo.

ABL
' b . la ' alal all

BCR
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Figura 6 — Imagem adaptada da localizagao dos pontos de quebra nos genes ABL e BCR (Imagem
adaptada de: DEININGER, M, et al. — The molecular biology of chronic myeloid leukemia. Blood, 94,
10 (2000) 3343-3356)'°.



3. Abordagens Terapéuticas
3.1. Tratamento da Leucemia Miel6ide Crénica (LMC)

Durante muitos anos, a estratégia de tratamento dos doentes com LMC era baseada
em agentes quimioterapéuticos, no entanto, estes apenas forneciam manutengao clinica,
falhando na eliminagao de clones malignos, isto €, havia normalizagao da contagem de células
do sangue, mas a terapéutica falhava na eliminagdo das células da medula o6ssea que
continham o cromossoma Ph*, nio havendo alteragio do percurso natural da doenga, apesar
de alguns beneficios clinicos'**. Mais tarde, em meados de 1970, um grupo de investigadores
reportou o desaparecimento de clones Ph* em doentes tratados com transplante alogénico
de células progenitoras hematopoiéticas (alloHSCT — allogeneic hematopoetic stem cell
transplantation)'®, sendo que, ainda hoje, continua a ser reconhecido como terapéutica
curativa exclusiva na LMC. Contudo, tem vindo a ser progressivamente abandonado como
terapéutica de primeira linha'2, uma vez que comporta um risco significativo de mortalidade.
A idade, o estado e a duragao da doenga, as combinagoes de género e o grau de
histocompatibilidade entre o dador e o recetor, a fonte do produto de transplante, bem
como, o tratamento prévio (mieloablacdo) com agentes radioquimioterapéuticos foram
identificados como fatores determinantes da sobrevivéncia a longo prazo destes doentes
submetidos ao alloHSCT'’. No entanto, a sua indicagdo mantém-se nos casos em que ocorre
resposta insatisfatoria a terapéutica com os Inibidores da Tirosina Cinase (ITC), que serao
abordados seguidamente, ou quando se desenvolvem mutagdes resistentes aos ITC'%,

O reconhecimento da importancia da desregulagao da atividade tirosinacinase da
proteina de fusao BCR-ABL na patogenia da LMC, levou ao desenvolvimento de novos
farmacos inibidores desta agao, permitindo controlar a progressao da doenca para as fases
subsequentes. O aparecimento dos ITC, nos finais de 1990, revoluciou a terapéutica da
LMC, tornando-se, na maioria dos casos, a terapéutica de primeira linha nesta patologia. Os
progressos observados com este grupo terapéutico e, em particular, com o Imatinib,
traduzem-se num aumento marcado da sobrevivéncia global, tolerabilidade e qualidade de
vida dos doentes, comparativamente a outras opgoes terapéuticas'®'?.

Atualmente, tém sido utilizados, como opgoes terapéuticas de primeira linha, nos
doentes recém-diagnosticados, trés ITC, designadamente, o mesilato de imatinib (Glivec®), o
dasatinib (Sprycel®) e o nilotinib (Tasigna®)®. O imatinib (IM) foi o primeiro firmaco, deste
grupo, a ser aprovado pela FDA e a EMA, em 2001, no tratamento de doentes com LMC".
Este fairmaco é um derivado da 2-fenilaminopirimidina e funciona como um inibidor
especifico de uma quantidade de enzimas com atividade tirosinacinase, nomeadamente, a
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BCR-ABL, a ABL, a c-kit e o PDGFR (platelet-derived growth factor receptor). Focando-nos na
proteina BCR-ABL, o IM, tal como os outros ITC, inibem a fosforilagao desta, no sitio de
ligagao do ATP, bloqueando assim a transdugao do sinal a jusante, isto &, levando a inibigao

917 'No entanto, cerca de 30% dos

da atividade constitutiva tirosinacinase da proteina
doentes nao respondiam ou tornavam-se resistentes ao IM, pelo que outros ITC, mais
potentes, foram disponibilizados, no sentido de contornar estas limitagoes. Em diversos
estudos, tanto o dasatinib como o nilotinib, que sao ITC de segunda geragao e, portanto,
mais potentes, demonstraram induzir respostas moleculares mais eficazes que o IM, sendo
utilizados quando a terapéutica com o IM falha. Tal como acontece com o IM, também ¢é
possivel ocorrer resisténcia aos ITC de segunda geragao. Assim, surge um ITC de terceira
geragio, o ponatinib® (Iclusing®), que est4 atualmente em fase Il dos ensaios clinicos. Num
estudo de fase |l, este foi testado em doentes com resisténcia ou intolerancia ao dasatinib ou
nilotinib e em doentes com uma mutagao T3 15| responsavel pela resisténcia a terapéutica
com ITC (no ponto 3.3,, este assunto sera discutido com maior pormenor). Neste estudo, o
ponatinib demonstrou beneficios clinicos, estando associado a obtengao de uma resposta
citogenética e hematologica major, em mais de metade dos doentes com LMC em fase
cronica e promoveu beneficios significativos nos doentes em FA, em CB e em doentes com
LLA-Ph*, apesar da prévia intolerincia ou refratariedade aos outros ITC. Embora a eficicia
terapéutica do ponatinib parega promissora, devem ser pesados os beneficios e os potenciais
riscos, antes de iniciar o tratamento, uma vez que este apresenta varios efeitos adversos que
podem agravar a situacio clinica dos doentes™.

Assim, a utilizagado dos ITC deve ser efectuada de forma rigorosa, visando a
optimizagao dos resultados. Para tal, € necessaria uma correta monitorizagao da resposta a
terapéutica em periodos pré-estabelecidos, que permitam comparagoes, de modo a decidir
com segurang¢a a manutengao ou alteragao da dose, a suspensao da terapéutica, a passagem

para terapéuticas de segunda geragio, ou outras'”.

3.2. Tratamento da Leucemia Linfoblastica Aguda Ph* (LLA-Ph*)

Até recentemente, os doentes com LLA-Ph" tinham um prognéstico bastante
reservado, devido a rapida progressio da doenga, face as abordagens terapéuticas
disponiveis. Antes do aparecimento dos ITC, estes doentes apresentavam uma fraca
resposta a maioria das combinagdes quimioterapéuticas disponiveis, curtos periodos de
remissdo e baixas taxas de sobrevivéncia'>. Com o aparecimento dos ITC, multiplos ensaios

clinicos tém demonstrado, conclusivamente, respostas iniciais marcadamente superiores,
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resultando em elevadas taxas de remissao completa (RC), sem toxicidade adicional. Estes
estudos tém comegado a sugerir, também, que é possivel a obtengao de melhores resultados
a longo prazo.

Até a data, ha pouca ou nenhuma evidéncia de que o alloHSCT, a base toxica do
tratamento desta patologia, seja ainda (ou se algum dia serd) uma parte dispensavel da
terapia. Por conseguinte, os desafios chave no tratamento da LLA-Ph" sio a sele¢io da
terapéutica apropriada pré-transplante, a minimizagao da toxicidade do alloHSCT, o uso
correto dos ITC apos o transplante e a utilizagao apropriada da informagao proveniente da
monitorizagio, direcionando a melhor opgio terapéutica®.

O tratamento da LLA-Ph" é altamente complexo e prolongado, e baseia-se,
geralmente, na quimioterapia combinada e intensiva em associagao com os ITC, seguida de
alloHSCT e manutengio da doenga residual minima (DRM) com os ITC".

O alloHSCT, tal como referido anteriormente, ainda é considerado a melhor opgao
terapéutica para os doentes com ALL-Ph" em remissio completa primaria, embora
resultados a longo prazo possam ser alcangados, utilizando associagoes de agentes
quimioterapéuticos (como a doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina e a dexametasona)
com os ITC (imatinib, nilotinib e dasatinib), sugerindo a possibilidade de sobrevivéncia a
longo prazo de doentes que nao possam ser submetidos ao alloHSCT. Ao transplante estao
associadas elevadas taxas de morbilidade e mortalidade relacionadas com o tratamento, pelo
que nem sempre € possivel executa-lo. A idade é um preditor muito importante, na
indicagao do alloHSCT, sendo que em doentes com idade mais avan¢ada, normalmente, este
procedimento esta contra-indicado. A utilizacio de regimes de condicionamento de
intensidade reduzida (CIR) (nao mieloablativos), como preparagao para o transplante, estao
sob avaliagdo e tém sido relatados resultados aceitaveis, apresentando menores taxas de
mortalidade associadas ao tratamento™?*.

Os ITC tém melhorado significativamente os resultados clinicos dos doentes com
LLA-Ph", utilizando como padrio o imatinib em associagio com a quimioterapia intensiva
(doxorrubicina, vincristina, dexametasona, ciclofosfamida, metotrexato, etc.) no inicio do
tratamento (fase de indugao), sendo continuado na fase de manutencao e consolidagao da
quimioterapia. Os ITC de segunda geragao, como o dasatinib e o nilotinib, sao mais potentes
e produzem normalmente melhores resultados. A monoterapia com ITC deve ser reservada
para os idosos e para aqueles incapazes de tolerar a quimioterapia intensiva. A
monitorizagao da doenga residual minima (DRM), que corresponde ao numero de células
neoplasicas detetaveis durante ou apds o tratamento, também deve fazer parte do

tratamento padrio de todos os doentes com LLA-Ph".
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Apesar de serem observadas boas taxas de resposta inicial, com a introdugao dos
ITC, a reincidéncia da doenga permanece como a maior causa de morte nestes doentes. Ha,
por isso, necessidade de inclusao de novos ITC, como o ponatinib, que é capaz de contornar
a resisténcia a terapéutica relacionada com a mutagao T315l, que é uma causa frequente de

resisténcia a LLA-Ph’, para alcancar, potencialmente, respostas mais duradouras®**.

3.3. Mecanismos de Resisténcia a Terapéutica

Neste ponto sera abordada, fundamentalmente, a resisténcia a terapéutica com os
ITC, dado serem considerados chave no aumento das taxas de sobrevivéncia a longo prazo
dos doentes com LMC e LLA-Ph*, devido a sua menor toxicidade face as outras abordagens
terapéuticas disponiveis e por terem revolucionado o tratamento destas patologias, na
medida em que, inibem o principal mecanismo que esta na origem da patogénese destas
doengas, isto é, inibem a atividade cinase constitutiva da proteina BCR-ABL.

Apesar dos ITC terem revolucionado a terapéutica da LMC e da LLA-Ph*, alguns

doentes apresentam resisténcia a certos farmacos deste grupo terapéutico'*?’

, em particular,
ao IM, o que nao invalida a existéncia de resisténcia a outros farmacos deste grupo (como o
dasatinib e o nilotinib), no entanto, ocorrem com menor frequéncia®.

O desenvolvimento de mutagdes pontuais no dominio cinase do gene BCR-ABL
representa o mecanismo de resisténcia mais comum aos ITC, sendo encontradas em cerca
de 80% a 90% dos doentes com LLA-Ph* reincidente, bem como, em cerca de 40% a 90%
dos casos reincidentes de LMC, ambos a tomarem imatinib®?, Dado ser o mecanismo mais
comum, serao descritas apenas essas mutagoes, apesar da existéncia de outros mecanismos
de resisténcia dependentes do gene BCR-ABL (sobre-expressao e amplificagao do gene), bem
como mecanismos nao dependentes do gene de fusao, envolvendo fatores associados ao
metabolismo e ao transporte de firmacos para o interior das células-alvo?'.

As mutagoes pontuais podem ocorrer, fundamentalmente, em quatro zonas distintas
do dominio tirosina cinase do gene BCR-ABL: diretamente no local de ligagao do ATP, no
loop-P, no loop de ativagao da cinase (loop-A) ou, ainda, no proprio dominio catalitico da
cinase (dominio C). O impedimento da ligagao do IM e dos outros ITC de segunda geragao a
proteina mutada resulta, essencialmente, da substituicio de aminoacidos criticos a ligagao
destes farmacos ou da substituicio de aminoacidos essenciais para a estrutura
conformacional da cinase, que ao ser alterada, impede a ligagao de certos farmacos deste
grupo (Anexo | — Figura 7)*. Exemplos de mutagdes relativas a primeira situagio temos a

T315l, localizada no local de ligagao ao ATP e a F359V localizada no dominio catalitico da
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proteina cinase, sendo que esta Ultima afeta mais a ligagdo dos farmacos IM e nilotinib.
Relativamente a segunda situagao, como exemplos temos as mutagdes que compreendem o
loop-P (M244V, G250E, Q252H, Y253F/H, E255K/V) que diminuem a flexibilidade da
proteina BCR-ABL e alteram o estado conformacional necessario a ligagao do IM e nilotinib,
essencialmente (embora com o nilotinib a resisténcia seja menor), pois estes dois farmacos
ligam-se a conformagao inativa da proteina, ao passo que o dasatinib liga-se a conformagao
ativa, nao havendo esse problema. Mutagoes no loop-A (H396R/P) também afetam a
conformagao da proteina de fusao, impedindo que esta adote a conformagao inativa
necessaria a ligagdo do IM'** (Anexo | - Figura 7).

A mutagao T315l, substituicio de uma treonina por uma isoleucina no aminoacido
315 da cinase, foi a primeira mutagao descrita nestes doentes e € a que tem pior
prognostico. Esta substituicado de aminoacidos, cria um impedimento estérico, nao
permitindo efetivamente a ligagio do IM, dasatinib e nilotinib 2 proteina BCR-ABL?'. No
entanto, ja existem estratégias terapéuticas em estudo no sentido de contornar o problema
provocado por esta mutagao, como sendo o ponatinib, como referido no ponto 3.1.%.

A presenga destas mutagoes pode alterar o grau de resisténcia de cada um dos
clones. Assim, podemos ter clones totalmente resistentes e outros parcialmente resistentes,
revelando diferentes sensibilidades aos ITC (imatinib, dasatinib e nilotinib) (Anexo | — Figura
7)*. No caso dos parcialmente resistentes, o aumento da dose do firmaco administrado
pode ser eficaz a contornar a resisténcia a terapéutica.

a presenca dos ITC apos a aquisicao da mutagao atua como um mecanismo de selegao dos
clones insensiveis ao tratamento que, por expansao clonal, levam progressivamente a
ineficicia terapéutica destes farmacos em determinadas situagdes®'.

Por estes motivos, a monitorizagdo do tratamento tem um papel importante no

sucesso desta terapéutica revolucionaria, pelo que sera abordada no ponto 4.2..

4. Ensaios Laboratoriais para Diagnodstico e Monitorizacao da Terapéutica

A escolha de ensaios laboratoriais congruentes e a obtencao de resultados fidedignos
sao questoes determinantes na definicao do estado do doente, durante a evolugao natural da
doenga, bem como, na monitorizagado da resposta a terapéutica, tornando-se uma
ferramenta fundamental no direcionamento de terapéuticas adequadas e ajustadas as

necessidades dos doentes.
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4.1. Diagnéstico

Para estabelecer o diagndstico da LMC devem ser considerados diversos parametros,
que carecem de estudos laboratoriais e clinicos exaustivos. Entre eles temos,
designadamente, a medicao da esplenomegalia, o hemograma completo com contagem
diferencial (tendo especial atengao a percentagem de basdfilos, eosindfilos e blastos), o
mielograma, a biopsia Ossea para avaliagao de fibrose, a determinagao do cariétipo na medula
ossea (Nota: a hibridizagao in situ (FISH) no sangue periférico (SP) para Ph[t(9;22)] s6 tem
indicagdo quando o cariétipo nao € interpretavel ou quando a medula 6ssea nao esta
disponivel), o PCR-qualitativo (reverse-transcription polymerase chain reaction [RT-PCR]) para
identificar o tipo de transcrito BCR-ABL'?, sendo que a presenca deste constitui uma
caracteristica patognomonica na maior parte dos casos de LMC? e o PCR-quantitativo (real-
time quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction [RQ-PCR])'*'%. Estas técnicas de
diagndstico sao também importantes para identificar em que fase da LMC se encontra o
doente, bem como na definicio do risco relativo de cada doente'?.

No ambito deste trabalho, propos-se evidenciar, fundamentalmente, as técnicas de
citogenética e o seu contributo enquanto gold stantdard na dete¢ao do cromossoma Ph (em
fase diagnostico) e na monitorizagao da resposta citogenética (em fase de acompanhamento
clinico-terapéutico). Acresce, ainda, a importancia na identificacao de aberragoes
cromossomicas adicionais'.

De entre as desvantagens da citogenética convencional esta a sua baixa sensibilidade,
comparativamente aos métodos de diagnostico moleculares como a FISH e o PCR

quantitativo que se mostram mais sensiveis'®?’

. Uma outra desvantagem é o atraso na
obtencao dos resultados devido a necessidade de obter células em crescimento e a
necessidade de aspiragio da medula 6ssea enquanto fonte de células em divisao para a
andlise das metafases. Apesar destes pontos fracos, os estudos citogenéticos continuam a ser
preferidos como método de diagnodstico de primeira linha, tendo como vantagem a ampla
disponibilidade do equipamento em grande parte dos laboratérios'®.

No ambito da citogenética molecular a técnica utilizada no diagnostico é a FISH, que
se baseia na utilizagao de sondas de DNA marcadas com um fluorocromo, especificas para a
regiao em estudo, emitindo fluorescéncia, caso haja hibridizagao com a sequéncia de DNA
alvo. Esta técnica tem o intuito de mapear a localizagdo cromossémica de genes,

especialmente o BCR-ABL, e identificar anomalias genéticas. Esta ferramenta constitui-se

como um método de avaliagio rapido e mais sensivel, podendo ser aplicado em varios
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estados do ciclo celular e é particularmente util quando uma grande quantidade de células
afetadas esta presente'’.

Também utilizado no diagndstico, o RT-PCR é uma técnica que deteta o mRNA que
codifica para a proteina quimérica BCR-ABL nas amostras de medula 6ssea e sangue
periférico. Em relagio a FISH, esta técnica é mais sensivel'*".

Relativamente & LLA-Ph’, o diagndstico é efetuado com base na anilise da medula
ossea e sangue periférico, sendo que outros estudos devem ser realizados para se proceder
a categorizagdo e subclassificagdo da doenga (estudos citoquimicos, marcadores
imunoldgicos, andlise citogenética e estudos moleculares genéticos). Particularmente, e
cingindo-nos ao objeto central deste topico, os estudos citogenéticos sao os mais fidedignos
e com maior sensibilidade, tendo um nivel de detegao de 10 para o gene BCR-ABL. Tal como
referido anteriormente, estas técnicas sao também utilizadas no diagnostico da LMC, sendo,
portanto, mais Uteis na detecao inicial das aberragoes e considerados métodos de
diagnéstico de rotina'.

Uma questdo perene na promogao da eficiéncia dos diagndsticos da LMC e LLA-Ph*
diz respeito ao desenvolvimento de uma norma standard internacional de ensaios

laboratoriais que, até a presente data, nio ha conhecimento de que tenha sido efetivada'®.

4.2. Monitorizacao da Terapéutica

Varias terapéuticas, gradativamente mais efetivas, tém vindo a ser desenvolvidas,
desde a descoberta da LMC, pelo que a definicao da resposta ao tratamento se tornou uma
necessidade premente. Sendo assim, a “cura” na LMC ¢é atingida quando ocorre,
simultaneamente, resposta molecular completa (CMoR — Complete Molecular Response), isto
¢, auséncia de transcritos de BCR-ABL, resposta hematolédgica completa (CHR — Complete
Hematologic Response), ou seja, uma normalizagdo da contagem de células do sangue e
resposta citogenética completa (CCyR — Complete Cytogenetic Response), que corresponde a
erradicagio das células da medula que contém o cromossoma Ph'°.

A monitorizagio da LMC e LLA-Ph" é feita através de testes laboratoriais que
avaliam, de forma sistematica, a doenga residual minima (DRM), que corresponde ao numero
de células neoplasicas detetaveis durante ou apés o tratamento destas doencas'**.

Os objetivos da monitorizacio da DRM nas leucemias incluem a demonstragao da
efetividade do tratamento inicial, a monitorizagdo da resisténcia a terapéutica e, por

conseguinte, erradicar os mecanismos relacionados com o insucesso terapéutico, com o

intuito de selecionar opgoes terapéuticas alternativas. A metodologia de monitorizagao da
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DRM ¢ influenciada pelo diagnostico e, consequentemente, pelo progndstico associado a
cada leucemia, bem como pelas opgdes terapéuticas disponiveis para cada caso especifico®.

Os métodos de monitorizagao de eleicaio na LMC continuam a ser as analises
citogenéticas, porém, com a necessidade crescente de maior sensibilidade face ao
aparecimento de novas terapéuticas, a utilizagdo de métodos como a FISH, o PCR qualitativo
e o PCR quantitativo tornaram-se fundamentais'®'>?,

Para avaliagao da resposta citogenética sao habitualmente utilizadas duas técnicas, o
caridtipo medular e a FISH. O estudo do cariotipo € a unica técnica disponivel de avaliagao
de todos os cromossomas em simultineo, o que é muito importante, dada a possibilidade de
ocorréncia de anomalias cromossomicas adicionais ao Ph. Este estudo realiza-se aquando do
diagnostico e a cada 12 meses a partir dessa data'®*®. A FISH, apesar de ser mais sensivel do
que o cariotipo medular, nao deteta as anomalias cromossomicas adicionais, apenas o gene
de fusao BCR-ABL. Este método revela-se de grande utilidade diagnostica, quando nao é
possivel obter metafases. Contudo, o seu valor progndstico na monitorizagao da LMC nao
esta estabelecido'”.

A técnica utilizada para monitorizar a resposta molecular na LMC é o PCR-
quantitativo (RQ-PCR), que permite quantificar o nimero de transcritos BCR-ABL presentes.
Recomenda-se que a quantificagao destes transcritos seja efetuada a cada 3 a 6 meses, até se
atingir a resposta molecular major (<0,1% de transcritos BCR-ABL) e, posteriormente, a cada
6 meses. No entanto, se ocorrer um aumento do BCR-ABL numa sé ocasiao, o intervalo de
monitorizagao devera ser reduzido para um més. Caso se observe subida do BCR-ABL em
duas medigoes consecutivas ou aumento significativo do nivel de BCR-ABL, devem ser
realizados o estudo de mutagdes (sequenciagio de DNA) e o cariétipo medular'®',

E de notar que as técnicas supracitadas podem ser utilizadas em associacio ou
separadamente, na monitorizagao dos doentes com LMC, dependendo da abordagem
escolhida, uma vez que, nao existe consenso quanto a abordagem 6tima de monitorizagao.
Ha desacordos relativamente a sequéncia e ao tipo de técnica a ser utilizada.

Uma outra abordagem a qual os autores de um artigo tomaram a liberdade de
chamar “I-don’t-care-about-any-such-studies” (“nao me importo com qualquer um destes
estudos”), fala-nos do custo-beneficio da monitorizagao em doentes idosos (270 anos),
propondo que niao se mude a terapéutica a nao ser que surjam evidéncias inequivocas de
recaidas hematologicas (aumento do numero de células leucémicas), que podem ser
detetadas no sangue periférico. Esta abordagem pode retardar intervencoes terapéuticas

benéficas, diminuindo a eficiéncia das mesmas dado o estado avancado da doenca®.
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A quantificagao do transcrito BCR-ABL pelo RQ-PCR ¢, frequentemente, utilizada para
monitorizar a DRM, nos doentes com LLA-Ph*. Todavia, a pratica e interpretagio dos
resultados nao é clara, nao havendo uma definicio de resposta 6tima, nem da frequéncia
otima de monitorizagao, ao contrario da LMC, em que ha mais evidéncias. No futuro, com
um melhor entendimento da cinética das mutagoes BCR-ABL, com um leque mais alargado de
ITC disponiveis e com um melhor entendimento da relagao entre os diferentes subclones
BCR-ABL e a evolugao da doenga a longo prazo, a pratica da monitorizagao serial de
mutagoes BCR-ABL ira assumir uma maior importancia. Atualmente, o impacto mais imediato

da monitorizagio do transcrito BCR-ABL, nestes doentes, é na terapia ap6s o alloHSCT?,
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5. Conclusdo

Na presente monografia, foi realizada uma abordagem aprofundada a uma anomalia
cromossomica especifica, denominada, cromossoma Filadélfia, que estd relacionada com
tipos de cancros particulares, nomeadamente, a LMC e a LLA-Ph".

O cromossoma Filadélfia resulta de uma translocagao reciproca de DNA entre os
cromossomas 9 e 22, originando um gene de fusao BCR-ABL que codifica uma proteina
quimérica (BCR-ABL) com atividade tirosinacinase desregulada. O reconhecimento da
importancia desta desregulagio no processo tumoral das doengas associadas a este
cromossoma, levou ao desenvolvimento de novos farmacos inibidores desta atividade
tirosinacinase alterada. Esta descoberta revolucionou o tratamento destas patologias, na
medida em que, permitiu o controlo da sua progressao, estando associadas, na maioria dos
casos, a taxas de sobrevivéncia superiores aquelas obtidas com as terapéuticas efetuadas
anteriormente a esta descoberta.

E de salientar, que tudo isto sé foi possivel gracas ao desenvolvimento de
metodologias laboratoriais de analise do cromossoma Filadélfia a varios niveis,
nomeadamente, citogenético e molecular, bem como de metodologias de avaliagao da
proteina de fusao BCR-ABL resultante da sua transcrigao. Estas técnicas, designadamente,
estudo do cariotipo, FISH, RT-PCR, RQ-PCR, entre outras nao relacionadas com o
cromossoma Filadélfia em si, mas com significado clinico relevante, tém implicagoes
importantes no estabelecimento de um diagnostico correto, bem como na monitorizagao
destes doentes, relativamente a resposta ao tratamento. Deste modo, e para finalizar,
constata-se a enorme relevancia da detecao do cromossoma Filadélfia tanto no diagnostico
como na monitorizagao da terapéutica das doengas a ele associadas, pelo que o objetivo
desta monografia foi cumprido.

E também importante notar que apesar dos importantes desenvolvimentos, quer em
termos de métodos de diagnostico e monitorizagao da doenga, quer em terapéutica,
questoes como a formulagao de uma norma padrao internacional para o diagndstico e
monitorizagao permanecem em aberto, sendo que, a criagdo desta norma seria um
importante contributo para uma maior coordenagao de procedimentos, favorecendo a
comparacao de resultados e a reprodutibilidade entre os estudos.

Por outro lado, para que se possam solucionar estas e outras questoes, €
fundamental uma maior aposta na investigacao e desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas, métodos de diagnostico e de monitorizagao mais sensiveis e mais custo-

efetivas.
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ANEXOS



Anexo |

Imatinib Nilotinib Dasatinib
(nM) (nM) (nM)

Native BCR-ABL1 260 13 0.8
M244V 38 1.3
G250E 48 1.8
Q252H
Y253H
Y253F
E255K
E255V
V299L

F311L

T3151

T315A

F317L

F317v

M351T

E355G

F359Vv

V3791

L387M

H396R

H396P

P-loop

ATP
binding site

Catalytic
domain

0.8
2
1.3
0.6

Figura 7 — Atividade dos ITC (imatinib, nilotinib e dasatinib) as diferentes formas mutantes da proteina

A-loop

High sensitivity

BCR-ABL, refletindo a sensibilidade a estes farmacos. Destaque com a seta azul da mutagao T315l que é
muito pouco sensivel a estas moléculas. (Imagem adaptada de: QUINTAS-CARDAMA, A; CORTES, |. —
Molecular biology of ber-abl | -positive chronic myeloid leucemia. Blood, |13, 8 (2009) 1619-1630)%.





