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RESUMO

TUNHOLI, Lais Santos. Mecanismos de progressdo de doenca na Leucemia
Mieloide Crbnica e resisténcia aos Inibidores de Tirosina Quinase. Monografia.
(Residéncia Médica em Hematologia e Hemoterapia) — Instituto Nacional de Cancer
(INCA), Rio de Janeiro, 2023.

A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) é uma doenca mieloproliferativa clonal
caracterizada pela translocacéao t(9;22), resultando no gene de fusdo BCR-ABL que
codifica uma oncoproteina com atividade tirosina quinase constitutiva, sendo
essencial no desenvolvimento da doenca. A maioria dos pacientes é diagnosticada
em uma fase inicial, conhecida como Fase Crbonica (FC), porém se ndo for
adequadamente tratada, podera evoluir para Fase Acelerada (FA) ou Crise Blastica
(CB). Pacientes em FC geralmente obtém sucesso no tratamento com Inibidores de
Tirosina Quinase (TKI), porém alguns ndo respondem (resisténcia primaria) e outros
recaem apos resposta (resisténcia secundéria). O principal mecanismo de resisténcia
esta relacionado a mutacdées no oncogene BCR-ABL, induzindo a intensificacdo das
vias de proliferagédo/sobrevivéncia, aumento da instabilidade gendmica, ativagéo de
vias que levam ao bloqueio da diferenciacdo mieloide, aquisicdo da capacidade de
auto-renovacao e inibicdo de supressores tumorais. O tratamento de pacientes em CB
geralmente apresenta resultados ruins tanto com TKIs isoladamente ou combinado
com quimioterapia, logo, pacientes aptos devem proceder ao transplante alogénico de
medula 6ssea em primeira remissédo. Pode-se concluir que a melhor estratégia no
tratamento da doenca seria prevenir a evolucdo para fases avancadas, ja que,
obtemos resultados pobres com os tratamentos disponiveis atualmente para os
pacientes em CB.

Palavras-chave: leucemia mieloide cronica; BCR-ABL; inibidores de tirosina quinase;

mecanismos de progressao; mecanismos de resisténcia.



ABSTRACT

TUNHOLLI, Lais Santos. Mechanisms of disease progression in Chronic Myeloid
Leukemia and resistance to Tyrosine Kinase Inhibitors. Monograph. (Medical
Residency in Hematology and Hemotherapy) — Instituto Nacional de Cancer (INCA),
Rio de Janeiro, 2023.

Chronic Myeloid Leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative disease characterized
by the t(9;22) translocation, resulting in the BCR-ABL fusion gene that encodes an
oncoprotein with constitutive tyrosine kinase activity, being essential in the
development of the disease. Most patients are diagnosed in an initial phase, known as
the Chronic Phase (CF), but if not properly treated, it can progress to Accelerated
Phase (AF) or Blastic Crisis (AC). CF patients are usually successful in treatment with
Tyrosine Kinase Inhibitors (TKI), but some do not respond (primary resistance) and
others relapse after response (secondary resistance). The main mechanism of
resistance is related to mutations in the BCR-ABL oncogene, inducing the
intensification of proliferation/survival pathways, increased genomic instability,
activation of pathways that lead to blockage of myeloid differentiation, acquisition of
self-renewal capacity and inhibition of tumor suppressors. The treatment of patients
with BC generally has poor results either with TKIs alone or combined with
chemotherapy, therefore, able patients should proceed with allogeneic bone marrow
transplantation in first remission. It can be concluded that the best strategy in the
treatment of the disease would be to prevent the progression to advanced stages,
since we obtain poor results with the treatments currently available for patients with
BC.

Keywords: chronic myeloid leukemia; BCR-ABL; tyrosine kinase inhibitors;

progression mechanisms; resistance mechanisms.
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1 INTRODUCAO

A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) é caracterizada pela presenca do gene de
fusdo BCR-ABL1, que codifica uma tirosina quinase ativa constitutiva considerada o
condutor patogénico capaz de iniciar e manter a doenca (BAVARO et al., 2019).

Ocorre com uma incidéncia anual de 1,0-1,5 por 100.000 pessoas, e muito
raramente em criancas. No mundo ocidental, a idade média de inicio € de 50 a 60
anos, o que reflete a idade média da populacdo (PERROTTI et al., 2010).

Apesar da notavel eficacia dos inibidores de tirosina quinase (TKISs)
direcionados ao BCR-ABL1, alguns pacientes podem ndo responder (resisténcia
primaria) ou podem recidivar ap0s uma resposta inicial (resisténcia secundaria)
(BAVARO et al., 2019).

Acredita-se que o aumento nos niveis de transcricdo de BCR-ABL1 promova o
aparecimento de defeitos cromossémicos ou genéticos secundarios, induza a
interrupcdo da diferenciacao, perturbe a transcricdo do RNA, edicdo e traducao que,
juntamente com alteracdes epigenéticas e metabdlicas, podem levar a expansao de
células malignas altamente proliferativas e com interrup¢cdo da diferenciacdo
(BAVARO et al., 2019).

O presente trabalho tem por objetivo fornecer uma revisdo sobre o que é
conhecido acerca dos mecanismos de progressdo da LMC e mecanismos de
resisténcia aos TKIs, assim como uma breve revisao sobre o tratamento proposto para
as fases avancadas da doenca.

A compreensdo destes mecanismos € importante para o futuro
desenvolvimento de estratégias a fim de evitar a progressdo da doenca, visto que a
mesma apresenta bons resultados ao tratamento em fase inicial e progndéstico sombrio

em fases avancadas.



2 VISAO GERAL DA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) € uma doenca mieloproliferativa clonal
decorrente de uma célula-tronco hematopoiética (CTH) multipotente. A LMC ¢é
caracterizada por uma anormalidade citogenética Unica envolvendo os bragos longos
dos cromossomos 9 e 22, a translocacéo t(9;22)(g34;gq11), resultando em um derivado
220- tradicionalmente conhecido como cromossomo Philadelphia (Ph) (BAVARO et
al., 2019).

Essa translocacdo gera o gene de fusdo BCR/ABL, que é traduzido na
oncoproteina p210 em quase todos os pacientes com LMC. Duas outras proteinas
BCR/ABL, p190 e p230, geradas por genes de fusdo variantes, sdo detectadas
apenas ocasionalmente na LMC classica (CALABRETTA; PERROTTI, 2004).

Nas células hematopoiéticas da LMC portadoras do cromossomo Ph, o gene
de fusdo BCR/ABL codifica p210, uma oncoproteina que, ao contrario da p145 c-Abl
normal, possui atividade tirosina quinase constitutiva e esta predominantemente
localizada no citoplasma. A atividade da tirosina quinase é essencial para a
transformacdo celular e a localizagdo citoplasméatica de BCR/ABL permite a
montagem de substratos fosforilados em complexos multiproteicos que transmitem
sinais mitogénicos e antiapoptoéticos (HEHLMANN, 2012).

A LMC é caracterizada por um curso clinico trifasico. Mais de 90% dos casos
de LMC séo diagnosticados em uma fase inicial conhecida como fase cronica (FC).
Até 50% dos pacientes sdo assintomaticos nesta fase e a doenca é diagnosticada por
exames de sangue de rotina (BAVARO et al., 2019).

Se nao for tratada de forma eficaz, a LMC pode progredir para uma fase
acelerada (FA), que é varidvel em duracédo e pode ser seguida por uma crise blastica
(CB), que se assemelha morfologicamente a leucemia aguda: a diferenciacdo mieldide
e/ou linféide cessa e os blastos imaturos se acumulam na medula 6ssea (MO)
espalhando-se entdo para tecidos e 6rgdos. Vinte a 25% dos pacientes podem
desenvolver CB sem passar pela FA intermediaria. A OMS define a porcentagem de
blastos necesséria para a definicdo da CB em 20% (BAVARO et al., 2019).

A maioria dos casos de LMC CB pertence a linhagem mieloide, mas até um
terco pode se transformar em linfoide (YOHANNAN; GEORGE, 2022).



CB linféide é responséavel por quase 30% da LMC CB, sendo a linhagem de
células B mais comum. Muito raramente, os pacientes podem apresentar CB de
células T. A troca de linhagem é um evento raro em que 0s pacientes comeg¢am com
CB mieldide e mudam para CB linféide ou vice-versa (YOHANNAN; GEORGE, 2022).

Pacientes com LMC FC podem ser tratados com sucesso com inibidores de
tirosina quinase (TKIs) ABL1. O primeiro a ser introduzido foi o mesilato de imatinibe,
gue mostrou uma alta taxa de respostas e um perfil de efeitos colaterais aceitavel
guando avaliado como terapia inicial para LMC FC recém-diagnosticada no estudo
IRIS. No entanto, alguns pacientes podem né&o responder ao imatinibe (resisténcia
priméria) e outros recaem apds uma resposta inicial (resisténcia secundaria). Em uma
pequena proporcao de casos, o desenvolvimento de resisténcia € acompanhado ou
logo seguido pela progresséo para CB (BAVARO et al., 2019).

O problema da resisténcia tem sido o principal gatilho para o desenvolvimento
dos TKls de segunda geragdo (2G-TKIs) — primeiro aprovados para pacientes
resistentes ao imatinibe e posteriormente como terapia de primeira linha. Hoje, trés
2G-TKIls (bosutinibe, dasatinibe e nilotinibe) estdo disponiveis e um beneficio clinico
significativo em comparacdo com o imatinibe foi demonstrado por ensaios clinicos
randomizados (BAVARO et al., 2019).

Um TKI de terceira geracéo (ponatinibe) também esté disponivel para pacientes
com uma mutacao peculiar de resisténcia a TKI no gene BCR-ABL1 (o T315I, contra
o qual o imatinibe e os 2G-TKIls séo ineficazes) ou para quem nenhum outro TKI é
indicado (BAVARO et al., 2019).

Um esfor¢co para manter a capacidade de direcionar a mutagcdo T315l, mas
evitar possiveis toxicidades fora do alvo, levou ao desenvolvimento do asciminib
(ABL0OO01), o primeiro inibidor alostérico da ABL1 quinase a alcancar a avaliacdo clinica
(BRAUN; EIDE; DRUKER, 2020).

Estudos pré-clinicos demonstraram que o asciminib é um inibidor potente e
altamente seletivo de ABL1 com atividade contra muitas mutacdes pontuais de BCR-
ABL1, incluindo T315l (BRAUN; EIDE; DRUKER, 2020).

A resisténcia adquirida pode ainda ser categorizada como dependente de Bcr-
Abl ou independente de Bcr-Abl. A maioria dos pacientes que sao inicialmente
sensiveis ao tratamento com TKIs, mas depois se tornam insensiveis, desenvolvem
resisténcia adquirida que esta associada a muta¢cées no oncogene Bcr-Abl (ICHIM,
2014).



3 MECANISMOS DE PROGRESSAO DE DOENCA CONHECIDOS

O BCR-ABLL1 é necessario para a transformacao maligna, mas nao é suficiente
para sustentar a CB. De fato, os niveis de expressdo de BCR-ABLL1 (tanto no nivel de
RNAmM quanto de proteina) aumentam com a progressao da doenca, promovendo o
aparecimento de "hits" moleculares e cromossémicos secundarios que, em ultima
analise, levam a expanséao de clones de células malignas altamente proliferativas e
paradas na diferenciacado (BAVARO et al., 2019).

O fato de alguns pacientes progredirem repentinamente durante o tratamento
com TKI sugere que a progressao da doenca também pode envolver mecanismos
independentes de BCR-ABL1 (BAVARO et al., 2019).

A evolucao da FC para a CB é um fenbmeno multifatorial e provavelmente de
varias etapas. Acredita-se que a progressao da doenca pode ser desencadeada por
uma série de eventos distintos, mas funcionalmente equivalentes em diferentes
pacientes, em que 0 aumento nos niveis de transcricdo de BCR-ABL1 coopera com a
instabilidade genémica dependente e independente de BCR-ABL1 para determinar o
acumulo de eventos-chave no nivel de DNA, RNA e proteina que convergem para

subverter o controle do ciclo celular, diferenciacéo, apoptose (BAVARO et al., 2019).



Figura 1. Vias dependentes de BCR-ABL1 para transformacéo blastica
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A expressao/atividade relativamente alta de BCR-ABL1 em células tronco

CD34* CD38 e/ou progenitores precoces CD34* em comparacdo com progenitores mais
comprometidos, resulta no seguinte: intensificacdo das vias de

proliferacdo/sobrevivéncia; aumento da instabilidade gendmica; ativacdo de vias que levam
ao bloqueio da diferenciagdo mieloide, aquisicdo da capacidade de auto-renovagéo e
inibicdo de supressores tumorais com amplas funcdes reguladoras celulares (PERROTTI et
al., 2010).

3.1 BCR-ABL1 e instabilidade genémica

A instabilidade gendmica é provavelmente responsavel por dois grandes
problemas na LMC: resisténcia aos TKI e progressdo da doenca. Ambos o0s
fenbmenos podem ser induzidos pelo acimulo de mutacdes pontuais e aberracdes
cromossdmicas adicionais em células LMC FC, alterando irreversivelmente seu
fendtipo em dire¢do ao de LMC CB (PERROTTI et al., 2010).

BCR-ABL1 é considerado uma causa direta de instabilidade gen6émica, uma
vez que sua expressao e atividade sdo responsaveis pela geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), interrupcdo das vias de reparo do DNA e inibicdo da

apoptose induzida por dano ao DNA que pode resultar em aneuploidia, alteracdes



cromossOmicas, delecdes e inser¢cdes de DNA e mutacdes pontuais (BAVARO et al.,
2019).

Experimentos in vitro demonstraram que a expressdo da proteina BCR-ABL
sensibiliza as células a radiacao ionizante e faz com que as células acumulem danos
ao DNA induzidos por drogas (JABBOUR et al., 2014).

O controle dos niveis de ERO intracelulares € um dos mecanismos necessarios
para garantir a integridade gendmica, pois as ERO podem danificar tanto as
nucleobases e a desoxirribose incorporada no DNA quanto os nucleotideos livres,
levando a bases oxidadas e quebras de fita dupla (QFD) do DNA. Verificou-se que a
atividade da quinase BCR-ABL1 eleva os niveis intracelulares de ERO, e isso foi
marcadamente mais evidente em células LMC CB, exibindo niveis mais altos de BCR-
ABL1, do que em células LMC FC (BAVARO et al., 2019).

As células humanas podem usar trés mecanismos de reparo diferentes: reparo
por recombinacdo homologa (RRH), juncéo de extremidade ndo homoéloga (JENH) e
anelamento de fita simples (AFS) para reparar QFD. RRH é considerado um
mecanismo fiel, enquanto JENH e AFS geralmente geram pequenas ou grandes
delecdes. A quinase BCR-ABL1 estimula todos os trés mecanismos de reparo de QFD
para aumentar a instabilidade gendmica (SKORSKI, 2011).

O sistema de reparo de incompatibilidade (SRI) tem o papel de manter a
estabilidade gendmica, detectando nucleotideos mal incorporados, agindo como um
reparo por excisdo antes que surjam mutac¢des pontuais e induzindo a apoptose
celular em caso de danos irreparaveis no DNA. Stoklosa et al. demonstraram que a
quinase BCR-ABL1 é responsavel pela reducdo da atividade da SRI. A atividade
prejudicada de SRI em células de leucemia foi associada ao acumulo de p53, mas
nao de p73, e a falta de ativacdo da caspase 3 apds o tratamento com agentes
indutores de dano ao DNA. Isso resultou em um aumento de 15 vezes na taxa de
mutagdo em células positivas para BCR-ABL1. O "fendtipo mutante" resultante pode
ser o principal responsavel pelo acimulo de mutacbes pontuais na sequéncia do
dominio BCR-ABL1 quinase e em outros genes-chave, causando resisténcia a TKI e
promovendo a progressao da doenca (BAVARO et al., 2019).

O reparo por excisédo de base (REB) defeituoso também pode contribuir para o
acumulo de mutagBes pontuais. O REB é o principal responsavel pela correcdo de
danos ao DNA por processos de oxidagdo, alquilacdo e desaminacdo. No

compartimento da célula-tronco/progenitora, BCR-ABL1 inibe de maneira dependente



da quinase a atividade da uracil-N-glicosilase 2 (UNG2), uma das principais enzimas
gue inicia o REB reconhecendo e eliminando as bases de DNA danificadas (BAVARO
et al., 2019).

Figura 2. Papel do BCR-ABL1 na instabilidade gendmica
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Altos niveis de BCR-ABL1 sao responsaveis pela geracéo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e estimulam mecanismos de reparo de DNA infiéis (RRH = reparo de
recombinacdo homologa, JENH = juncéo de extremidade nao homéloga, AFS = anelamento

de fita simples), levando assim ao aumento do dano ao DNA (BAVARO et al., 2019).

3.2 Mecanismos de resisténcia independentes de BCR-ABL1

Embora as mutacdes do dominio quinase BCR-ABL1 sejam identificadas em
muitos individuos com LMC que recidivam no tratamento com TKI, a resisténcia pode
se desenvolver em outros sem mutagcdes aparentes no dominio quinase. Ha também
evidéncias de que a resisténcia a TKI pode se desenvolver por meio da reativacao
das vias de sinalizacdo a jusante de BCR-ABL1, incluindo MAPK, PI3K, SRC e
JAK/STAT, apesar da inibicao efetiva de BCR-ABL1 (BRAUN; EIDE; DRUKER, 2020).

A resisténcia independente de mutacdo do dominio quinase BCR-ABL1
também estd associada a presenca de mutacdes nos reguladores epigenéticos
ASXL1, DNMT3A, IDH1 e SETBP1. Além disso, essas mutacdes também estdo
associadas a progressao para crise blastica (BRAUN; EIDE; DRUKER, 2020).



N&o esta claro exatamente como essas muta¢des conduzem a resisténcia ao
TKI na LMC, embora os estudos na LMA fornegcam evidéncias de que essas mutagdes
facilitam algum grau de interrupcdo da diferenciacdo em blastos leucémicos, o que
pode resultar em diminuicdo da sensibilidade ao TKI (BRAUN; EIDE; DRUKER, 2020).

Os niveis do fator de crescimento placentario derivado da medula 6ssea estao
aumentados na LMC e promovem a proliferacdo de células LMC independentes de
BCR-ABL1 (BRAUN; EIDE; DRUKER, 2020).

O fator de crescimento de fibroblastos 2 liberado do estroma da medula 6ssea
também impulsiona a resisténcia ao imatinibe por meio da ativagdo da sinalizacao
MAPK a jusante (BRAUN; EIDE; DRUKER, 2020).

3.3 Anormalidades cromossdmicas adicionais

Em clones positivos para Philadelphia, o classico t(9;22)(q34;911) pode ser
encontrado em combinagdo com aberracées cromossémicas secundarias conhecidas
como anormalidades cromossomicas adicionais (ACAs) (BAVARO et al., 2019).

As recomendacdes da European LeukemiaNet sugerem que a presenca de
ACAs no momento do diagnostico deve ser considerada um sinal de “alerta” para
pacientes em FC inicial, exigindo um acompanhamento mais préximo desse
subconjunto de pacientes (BAVARO et al., 2019).

O aparecimento de ACAs no tratamento € bem conhecido como evolucéo clonal
(EC) e tem sido associado a evolucao da doenca, uma vez que a frequéncia de ACAs
€ maior em fases avancgadas, FA (=30%) e CB (=80%) (BAVARO et al., 2019).

Os ACAs mais comuns envolvidos na evolugdo do cari6tipo sao a trissomia 8
(a mais frequente), um segundo cromossomo Ph, um isocromossomo 17 (i(17Qq)) e a
trissomia 19. Essas aberragcdes sdo chamadas de “alteragdes de rota maior”
(BAVARO et al., 2019).

Algumas das alteracdes citogenéticas infrequentes séo trissomias dos
cromossomos 17 e 21, monossomias dos cromossomos 7, 17 e 21, translocacgoes
t(3;12), t(4;6), t(2;16) e t(1; 21). Elas sdo conhecidas como “altera¢des de rota menor”
(BAVARO et al., 2019).



3.4 Aberragfes centrossomais

O centrossomo € uma organela celular eucariética que organiza o fuso mitético
e garante a separacao bipolar fiel das croméatides irmas durante a mitose e a meiose.
Defeitos na funcdo do centrossomo podem levar a segregacdo incorreta dos
cromossomos, representando outra causa potencial de instabilidade gendmica
observada na LMC. Essas observacoes, vistas a luz da evidéncia de que a proteina
BCR-ABL interage com a proteina centrossomal, pericentrina, sugere que a atividade
BCR-ABL pode, em parte, causar e/ou propagar aberracbes centrossomais que
resultam, em Gltima analise, na perda da integridade cromossémica (JABBOUR et al.,
2014).

3.5 Mutacdes genéticas

O gene mais frequentemente mutado na LMC ¢é o préprio BCR-
ABL1. Mutacdes pontuais dentro do dominio quinase (DQ) ABL1 podem, de fato, ser
selecionadas durante a terapia com TKI, levando a falha do tratamento (BAVARO et
al., 2019).

As mutacdes interrompem os residuos de contato criticos entre os TKIs e seu
alvo ou induzem uma mudanga para uma conformacao que os TKIs podem ser
incapazes de se ligar (por exemplo, da conformacgédo fechada para a aberta da
quinase, que o imatinibe e o nilotinibe ndo conseguem reconhecer) (BAVARO et al.,
2019).

No nivel molecular, as muta¢cdes mais comuns detectaveis (além daquelas no
dominio BCR-ABL1 quinase) ocorrem nos loci dos genes supressores de
tumor P53 (20% a 30% dos casos) e no gene do fator de transcrigao relacionado ao
runt. (RUNX1) (38% dos casos) na CB mieloide e nos loci do inibidor 2A/2B da quinase
dependente de ciclina (CDKN2A/B) (50% dos casos) e fator de transcricdo Ikaros
(IKZF1) (55% dos casos) na CB linfoide (PERROTTI et al., 2010).

Pacientes com CB, muito mais frequentemente do que pacientes com FC,
podem acumular mdaltiplas mutagbes BCR-ABL1 DQ como resultado da terapia
seqguencial com TKIs (BAVARO et al., 2019).
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3.6 Perda ndo gendmica dafuncao supressora de tumor

Os efeitos poés-transcricionais, translacionais e pdés-traducionais dos altos
niveis de BCR-ABL1 resultam na ativagdo constitutiva de fatores com atividade
mitogénica, antiapoptotica e antidiferenciacdo relatada (por exemplo, MAPK ERK12,
MYC, JAK2, YES-1, LYN, hnRNP-E2, MDM2, STAT5, BMI-1 e BCL-2) e inibicdo dos
principais reguladores-chave de processos celulares, como aqueles regulados pelos
supressores de tumor p53, CCAAT/proteina de ligacdo potenciadora-a (C/EBPa), e
PP2A (PERROTTI et al., 2010).

A inativacéo de PP2A no nivel genético ou funcional demonstrou desempenhar
um papel crucial na progresséo do cancer. Na LMC, a inibicdo de PP2A é conseguida
principalmente através da formacdo de um complexo inibitério com a fosfoproteina
SET (BAVARO et al., 2019).

Assim, a incorporacdo de drogas ativadoras de PP2A nos protocolos
terapéuticos atuais para pacientes com LMC-CB e resistentes a imatinibe/dasatinibe
(incluindo T315I) tem ndo apenas o potencial de tratar a LMC CB, mas também de
erradicar a LMC no nivel das células-tronco (PERROTTI et al., 2010).

STAT3 é um mediador da resisténcia extrinseca ao TKI conferida as células da
LMC por fatores derivados da medula 6ssea. STAT3 Y7% ¢ fosforilado em células LMC
primarias resistentes a TKI de uma forma celular autbnoma (intrinseca), sugerindo que
PSTAT3 Y'%integra vias de resisténcia intrinseca e extrinseca (EIDE; O'HARE, 2015).

3.7 O papel dos microRNAs

MicroRNAs (miRNAs) séo conhecidos por desempenhar um papel essencial na
tumorigénese pela regulacdo pdés-transcricional da expressdo génica. A expressao
aberrante de varios miRNAs foi descrita na LMC, em associacdo com a sobrevivéncia
e autorrenovagédo de células-tronco, sensibilidade ou resisténcia a terapia com TKl e
progressdo da doenca. Neste Ultimo contexto, uma andlise de microarray revelou
perfis de expressao diferencial de varios miRNAs - ou seja, a regulacdo positiva de
miR-19a, miR-19b, miR-17, miR-20a, miR-92a, miR-221, miR-222, miR-126, miR-
146a, miR-181a, miR-181b, let7c e miR-155 e a regulacéo negativa de miR-150, miR-
452, miR-103 e miR-144— em amostras de CB. Outro miRNA chave é o miR-328, que
esta envolvido na regulagdo negativa de C/EBPa e no subsequente bloqueio da
diferenciacao mieloide (BAVARO et al., 2019).
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O miR-378, aumentado na medula éssea de pacientes com LMC, demonstrou
aumentar a expressdo de mdultiplos marcadores de células-tronco, incluindo Nanog,
Oct4 e c-MYC. Estudos anteriores ligaram esses fatores de transcricdo a leucemias
da linhagem mieloide. Os pesquisadores caracterizaram ainda mais as funcbes
oncogénicas do miR-378 validando que o FUS1, um supressor de tumor, é um alvo
do miR-378 nas linhagens de células K562; assim, o miR-378 induz a proliferacao de
LMC (RUDICH; GARZON; DORRANCE, 2022).



12

4 RESISTENCIA AOS INIBIDORES DE TIROSINA QUINASE

Atualmente, o termo "resisténcia” é usado para rotular um amplo e heterogéneo
espectro de niveis "ndo 6timos" de resposta a terapia com TKI, variando desde a falha
em atingir uma resposta molecular maior (RMM; definida como niveis de transcricao
BCR-ABL1 igual ou inferior a 0,1%) ou aumento nos niveis de transcricdo de BCR-
ABL1 levando a uma perda de RMM, a uma franca perda de resposta hematolégica
(BAVARO et al., 2019).

Até o momento, varias vias e mecanismos intrinsecos e extrinsecos celulares
foram sugeridos para contribuir para o fendtipo CTH resistente a TKI. Dentre os
mecanismos intrinsecos a célula, as vias Foxo, Sonic Hedgehog e Wnt/B-catenina sao
as mais extensivamente investigadas (BAVARO et al., 2019).

Varias vias estdo implicadas na resisténcia extrinseca, incluindo JAK/STAT e
CXCR4/CXCL12, e evidéncias sugerem que fatores extrinsecos promovem a
sobrevivéncia de células LMC primitivas apesar da inibicdo de BCR-ABL1 por TKI,
resultando na persisténcia da doenca (EIRING et al., 2015).

Foxo3a desempenha um papel fundamental na via de sinalizacdo do TGF-f3,
conduzindo a sobrevivéncia das células iniciadoras de leucemia (CILs) durante o
tratamento com TKI (BAVARO et al., 2019).

A ativagao da B-catenina nuclear e a expressao de seus alvos transcricionais
promovem a progressao da LMC, resisténcia ao inibidor da tirosina quinase e auto-
renovacao das células-tronco leucémicas. B-catenina nuclear desempenha um papel
na resisténcia ao TKI intrinseca, mas néo extrinseca da célula leucémica BCR-ABL1
quinase independente (EIRING et al., 2015).

Existem vérias explicacdes possiveis para a instabilidade genémica persistente
durante o tratamento com TKI. Primeiro, embora os TKIs inibam a atividade da
quinase BCR-ABL1 em células progenitoras da leucemia (CPLs) na LMC FC, sua
eficacia em células tronco leucémicas (CTLs) da LMC FC é questionavel. O efeito dos
TKIs na sinalizacao induzida por BCR-ABL1 quinase pode ser obscurecido por fatores
de crescimento, geralmente resultando em inibicdo incompleta ou mesmo estimulagao
de vias de sinalizacdo, como aquelas envolvendo STAT5, AKT e MAPKSs. Portanto, 0s
TKIs ndo podem eliminar completamente os efeitos da BCR-ABL1 quinase e podem
nao inibir efetivamente a instabilidade gendmica. Em segundo lugar, o imatinibe pode

exercer atividade mutagénica para induzir centrossoma e aberra¢cdes cromossoémicas.
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Em terceiro lugar, se as células LMC FC exibirem uma instabilidade gendmica
preexistente ativa responsavel pela geracdo de t(9;22), esse processo deve ser
independente da quinase BCR-ABL1 e continuara gerando erros apesar do
tratamento. Esta especulacdo implica instabilidade gendémica dependente e
independente de quinase BCR-ABL1 em células LMC (PERROTTI et al., 2010).

Sabe-se que o STAT5 tem varios papéis importantes nas fungdes das células
hematopoiéticas e imunes, como proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular. O
STATS pode ser ativado em condi¢cdes normais, geralmente por citocinas, como fator
de crescimento, por meio das vias JAK-STAT, mas também pode ser desregulado na
hematopoiese leucémica ou outra malignidade hematoldgica (PUTRI et al., 2019).

Acionado pela oncoproteina BCR-ABL1, STAT5 tem quatro papéis para apoiar
na LMC. A primeira é a capacidade de estimular a proliferacédo celular. Em segundo
lugar, aumenta a viabilidade celular pela regulagéo positiva de genes anti-apoptoticos,
como BCLXL e MCL1. Em terceiro lugar, a capacidade de neutralizar a morte celular
induzida por TKI e, por ultimo, aumentar a probabilidade de adquirir mutacdes de BCR-
ABL1 (PUTRI et al., 2019).

Ainda, outro mecanismo de resisténcia a drogas que desempenha um papel
importante na LMC ¢é regulado por miRNAs: os transportadores de drogas. Os
transportadores de efluxo permitem que as células evitem a terapia bombeando a
molécula para fora do citosol. As células mononucleares do sangue periférico de
pacientes com LMC resistentes a imatinibe em comparacdo com pacientes
responsivos mostraram uma diminui¢gdo no miR-214. Curiosamente, o miR-214 se liga
ao 3' UTR de ABCB1, que codifica para um transportador de efluxo de drogas
conhecido por ser regulado positivamente em malignidades multirresistentes a drogas,
embora o faca com homologia de sequéncia limitada (RUDICH; GARZON;
DORRANCE, 2022).

4.1 Biodisponibilidade dos TKls

Todos os TKIs usados na LMC sofrem extenso metabolismo hepatico de
primeira passagem pelo CYP3A4 e fortes indutores do CYP3A4 podem contribuir para
a resisténcia ao TKI. Os pacientes em TKIs devem passar por uma reconciliacao
completa da medicacg&o para evitar possiveis interacbfes medicamentosas que podem
afetar negativamente a eficacia do TKI (PATEL; O'HARE; DEININGER, 2017).
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5 TERAPEUTICA DA DOENCA AVANCADA

Ao decidir sobre a terapia apropriada para LMC CB, muitos fatores precisam
ser considerados, o que afetara a escolha da terapia. Os principais entre eles sao (1):
a CB é uma apresentacédo de novo ou uma progressdo com TKI ou outra terapia? (2)
A CB tem fendétipo mieléide, linféide ou misto? (3) A quais TKIls anteriores (se houver)
0 paciente foi exposto? (4) O paciente é conhecido por ter uma mutacdo no dominio
BCR-ABL1 quinase? (5) O paciente esta apto para quimioterapia intensiva e a
consideracdo de transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas (TCTH)
para terapia de consolidacéo pos-remissao é apropriada? (COPLAND, 2022).

A remissdo a longo prazo é incomum na LMC avancada, mas o TCTH
representa a melhor opcdo para pacientes em estagios avancados da LMC
alcancarem remisséo ou cura (JABBOUR et al., 2014).

Quando confirmada falha de tratamento, a analise de muta¢fes pode identificar
as relacionadas a resisténcia que podem auxiliar no planejamento do tratamento,
dependendo da sensibilidade ao determinado inibidor de TK, que pode ser avaliado
através da concentracao inibitéria (IC 50), um indice que avalia o quanto a droga é
capaz de inibir a linhagem mutante. Quanto maior o IC 50, mais medicamento é
necessario para inibir a TK e, portanto, mais resistente é a mutacdo. Mutac6es com
baixo grau de insensibilidade ao mesilato de imatinibe (M244V, M351T e F359V)
podem responder ao aumento de dose. Muta¢cdes com alto grau de insensibilidade
(Y253F, E255K/V) necessitam mudanca no tratamento (PAGNANO, 2008).

Dados In vitro e in vivo demonstraram que tanto o dasatinib como o nilotinib
tém um conjunto pequeno e distinto de mutacBes que conferem sensibilidade
diminuida: Y253H, E255K/V e F359C/V para o nilotinib e Q252H, E255K/V, V299L e
F317L para o dasatinib. Portanto, se a analise de mutacdo revelar qualquer uma
dessas mutacdes, esse TKI de segunda geracdo em particular deve ser evitado
(JABBOUR et al., 2011).

Os dados sobre o uso de TKI pés-transplante sdo limitados. Quando os
pacientes com LMC CB demonstraram sensibilidade ao TKI antes do TCTH ou néo
esgotaram todas as opc¢Oes de TKI, entdo o TKI pés-transplante é recomendado,
especialmente apds o TCTH de intensidade reduzida (COPLAND, 2022).

Indicadores de resposta precoce sao provavelmente os melhores preditores de

progressado. Estes incluem respostas citogenéticas e moleculares determinadas pelo
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monitoramento de todos os pacientes. A falha em alcangar marcos definidos detectara
pacientes de alto risco j& 3 meses apos o diagndstico. Pacientes que nao respondem
satisfatoriamente e séo classificados como de alto risco precisam de abordagens
alternativas, como TKI precoce de segunda geracéo, intensificacdo do tratamento ou
alo-TCTH precoce (HEHLMANN, 2012).

Para pacientes recém-diagnosticados com LMC FA/CB ou com sinais que
possam indicar alto risco de progressao para FA/CB (por exemplo, alto escore de risco
de Sokal ou Hasford, citogenética desfavoravel), recomenda-se que sejam tratados
intensivamente (JABBOUR et al., 2014).

A LMC CB linfoide é frequentemente tratado com protocolos de quimioterapia
para LLA Ph+ em combinac¢do com um TKI (YOHANNAN; GEORGE, 2022).

5.1 TKIs recomendados

5.1.1 Imatinibe

A dose recomendada de imatinibe na LMC CB é de 800 mg uma vez ao dia; no
entanto, muitos pacientes serdo intolerantes a essa dose, e 400 ou 600 mg uma vez
ao dia podem ser mais atingiveis (COPLAND, 2022).

5.1.2 Dasatinibe

A dose recomendada de dasatinib na LMC CB é de 140 mg uma vez por dia. Existem
algumas evidéncias de que o dasatinibe atravessa a barreira hematoencefalica, o que
o torna uma opcao mais atraente para pacientes com CB linféide ou evidéncia de

doenca do sistema nervoso central (COPLAND, 2022).

5.1.3 Nilotinibe

Nilotinib ndo esta licenciado em LMC CB (COPLAND, 2022).

5.1.4 Bosutinib

A dose recomendada de bosutinib na LMC CB é de 500 mg uma vez por dia
(COPLAND, 2022).
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5.1.5 Ponatinibe

No Reino Unido, o ponatinib esta aprovado para uso em pacientes com LMC
CB que falharam com um TKI de segunda geracédo ou tém uma mutacdo T315l. O
ensaio clinico PACE avaliou a eficacia de 45 mg de ponatinib em doentes com todas
as fases de LMC e LLA Ph+, incluindo 62 doentes com LMC CB. As respostas foram
de curta duracéo, com uma mediana de sobrevida livre de progressao de 3,7 meses
(COPLAND, 2022).
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6 EVOLUCAO

A maioria dos pacientes com LMC-CB nao tratados previamente com TKIs
responde inicialmente ao tratamento com esses agentes, isoladamente ou em
combinacdo com drogas quimioterdpicas convencionais, mas a maioria ainda
apresenta recaida dentro de alguns meses apoés atingir uma resposta hematologica
ou mesmo citogenética aparentemente completa. (PERROTTI et al., 2010).

Os resultados para pacientes com LMC CB sao universalmente ruins apés TKI
ou TKI em combinagcdo com quimioterapia. Portanto, pacientes que sao
biologicamente aptos o suficiente e com um doador adequado devem receber TCTH
(COPLAND, 2022).

Novas estratégias sdo necessarias para reduzir o risco de recaida apds o
TCTH, incluindo a reducdo da carga da doenca pré-transplante e, sempre que
possivel, o retorno dos pacientes a segunda fase crénica. Outras estratégias para
melhorar o resultado incluem TKI pds-transplante e otimizacdo do efeito enxerto
versus leucemia por meio da reducao precoce da imunossupressao e consideracao
de DLI profilatico (COPLAND, 2022).

Extrapolando os bons resultados clinicos do tratamento de LMC FC com TKis
e as respostas ruins alcancadas no tratamento de LMC CB, pode-se razoavelmente
concluir que a melhor abordagem para LMC CB seria a prevencao (PERROTTI et al.,
2010).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O uso dos TKIs no tratamento dos pacientes com LMC FC modifica
positivamente o desfecho clinico destes pacientes, porém na LMC CB, os resultados
permanecem insatisfatorios a longo prazo.

Os mecanismos de progressédo e resisténcia geralmente sdo multifatoriais e
nao estdo totalmente elucidados até o presente momento. A compreensao destes
mecanismos contribuira no desenvolvimento de estratégias a fim de evitar a
progresséo da LMC.

Para pacientes em CB, os resultados ao tratamento s&o ruins tanto com o uso
de TKl isoladamente quanto combinado com quimioterapia. O TCTH constitui a melhor
estratégia para pacientes em fases avancadas da doenca para alcancarem a remissao
ou a cura.

A LMC apresenta bons resultados ao tratamento em fase inicial e progndéstico
sombrio em fases avancadas, logo a melhor abordagem seria a prevencdo da
progressao, instituindo intervengdes precoces para pacientes que nao alcangam os

marcos definidos.
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