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RESUMO

O tratamento da leucemia mieloide cronica (LMC)raadicalmente modificado com a
introducdo dos inibidores de tirosina quinase (IT€) pratica clinica. Entretanto, a
resisténcia aos ITK é um problema clinico crescenie acomete 35% dos pacientes
com LMC em fase cronica (FC). Dentre os mecanisem®lvidos na resisténcia, se
destaca a presenca de mutacdes no dominio quib&3e da proteina BCR-ABL.
Porém, estas mutagdes ocorrem em 30—60% dos peiessistentes, evidenciando a
heterogenidade dos mecanismos subjacentes ao iaparer da resisténcia. Processos
epigenéticos, como a metilacdo do DNA, modificacio histonas e expressao de
microRNAs (miRNASs) ainda ndo foram amplamente emtiod em relacdo a resisténcia
na LMC. Os miRNAs, pequenos RNAs que regulam aesgdo génica, tém surgido
recentemente como um mecanismo epigenético impertam fisiologia do cancer. O
objetivo principal deste trabalho foi analisar @lf@des de resposta de um grupo de
pacientes com LMC submetidos a terapia com Imair(iiM), visando identificar
mecanismos genéticos e epigenéticos relacionaduosaceesposta e a resisténcia aos
ITK. Para isto, foram estudados 264 pacientes cohC liratados com IM por um
tempo médio de 30 meses (6-123), com 70% dos edsdiaando o inibidor por >12
meses. As taxas de resposta foram de 76% de rasptigienética completa (RCgC),
63% de resposta molecular maior (RMM) e 29% de astsp molecular completa
(RMC) nos pacientes com LMC-FC. Foi identificado @grupo de respondedores
tardios, que representam ~30% dos pacientes quealodncaram uma RCgC e/ou
RMM nos tempos 6timos apos inicio do IM. Um gruol®6 pacientes foi selecionado
para pesquisa de mutacbes no DQ. A presenca decGeatsfoi avaliada por
sequenciamento direto, por um ensaio de PCR aplecéico (PCR-AS) para deteccéo
da mutacdo T315l e a quantificagdo dos clones rostddi realizada por piro-
sequenciamento. Dos casos analisados, 23% apmesentautacbes no DQ. As
mutacbes mais frequentes foram T3151 (20%) e F85@11,4%). A quantificacdo
realizada por piro-sequenciamento forneceu infodmsaccomplementares relevantes
sobre o papel do tamanho do clone mutado na respastesisténcia. Em um grupo de
17 pacientes, selecionados de acordo a respostia atim IM, foi realizada uma
analise do perfil de expressdao de miRNAs madunas/éd dearrays de TLDA (do
inglés TagMan Low Density Arrgy Foi identificado um grupo de 4 miRNAs
diferencialmente expressos ao diagndstico quandgparados 0s grupos de pacientes
com resposta ao IM vs resistentes ao IM: miR-185]--18b, -125a-5p. Um grupo de
29 miRNAs apresentou um padrdo similar de variadaoexpressao durante o
tratamento. Os niveis de expressdo dos miR-45Reld8a mostraram uma correlacao
inversa com a carga tumoral aferida pelos niveistrdoscrito BCR-ABL. Esta
correlacdo foi mais consistente para 0 miR-148aaméisesn silico para predicao de
alvos para o miR148a indicaram 6 alvos potencialeneglacionados com a LMC: os
genes E2F3, PIK3R3, KK IKKp, p27Kip e SHP-2. Foi comprovado que a expressao
do miR-148a em linhagens celulares de LMC estaadgyor metilacdo do DNA.

vii



ABSTRACT

Introduction of tyrosine kinase inhibitors (ITK)amnatically modify the treatment of
chronic myeloid leukemia (CML). However, resistatiodTK is an increasing clinical
problem, affecting 35% of patients with CML in chro phase (FC). Among the
mechanisms involved in resistance, mutations irkthase domain (KD) of BCR-ABL
protein is the best described. However, these muattoccur in 30-60% of resistant
patients, indicating the heterogeneity of resistatepigenetic processes such as DNA
methylation, histone modification and microRNA (mMIR) expression have not been
fully described in the resistance setting. MicroRNAMIRNAS), small RNAs that
regulate gene expression, have recently emergednather epigenetic mechanism
acting on the physiology of cancer. The main objecdf this study was to analyze the
response patterns of a group of CML patients uradeggimatinib (IM) therapy, to
identify genetic and epigenetic mechanisms relétethe response and resistance to
ITK.cFor this, we studied 264 patients with CMLated with IM for 30 months (6-
123), with 70% of cases using ITK for >12 monthesponse rates were 76% of
complete cytogenetic response (RCgC), 63% of nramlecular response (MMR) and
29% of complete molecular response (CMR) in pasievith CML-CP. We identified a
group of late responders, representing ~30% okpatiwho did not achieve a RCgC
and/or MMR in the optimal time-points after IM imtion. A group of 126 patients
were selected for mutations analysis in the KDs@mee of mutations was assessed by
direct sequencing, allele-specific PCR assay (A®PG@r T315l detection and
quantification of the mutated clones was performmd pyro-sequencing. Of the
analyzed cases, 23% had mutations in the KD. The fnequent mutations were T315I
(20%) and F3591/V (11.4%). Quantification performig pyro-sequencing provided
additional relevant information about the role lo¢ imutated clone size in the response
or resistance. Acording to the response obtainegd IM, a group of 17 patients was
selected. In this group, we performed an expregsiofile analysis of mature miRNAs
through TLDA arrays (TagMan Low Density Array). Weentified a group of 4
miRNAs differentially expressed at diagnosis corepagroups of patients who respond
to IM vs. IM-resistant: miR-155, -451,-18b-125-%p.group of 29 miRNAs showed a
similar expression variation pattern during treattm&xpression levels of miR-451 and
miR-148a showed an inverse correlation with tumardbn as measured by levels of
BCR-ABL transcript. This correlation was more catant for the miR-148dn silico
analysis for target prediction of miR148a showeg@ddentioal targets related to the
CML: E2F3, PIK3R3, IKki, IKKB, p27Kip and SHP-2. It has been shown that
expression of miR-148a in CML cell lines is regathby DNA methylation.
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1. INTRODUCAO

1.1 A LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA NA ERA DOS INIBIDORES DE TIROSINA

QUINASE

A leucemia miel6ide cronica (LMC) é uma doenca opebliferativa crbnica
decorrente da expansao clonal de precursores heongtioos primitivos [GREAVES, 1997],
e constitui provavelmente a neoplasia hematologiess extensamente estudada. O curso
clinico da LMC é caracterizado por 3 estagios heldgicos e temporais diferentes. No
estagio inicial chamado de fase cronica (FC), aa¢clnéem um curso indolente e até pode ser
assintomatica. No entanto, se nao tratada, estpartmmento indolente muda drasticamente
entre 1 e 4 anos apos o diagnostico, quando a a@udui para uma fase acelerada (FA) e
progride para uma fase aguda ou crise blastica, (€zBBacterizada pela proliferacdo de células

indiferenciadas que sofreram uma parada na matufBlgENDERSONet al, 2002].

A alteracdo genética caracteristica da LMC ¢é unamstocacdo cromossdmica
reciproca entre a regido g34 do cromossomo 9 giaorgll do cromossomo 22, que em
aproximadamente 95% dos casos resulta na presengaothossomaPhiladelphia (Ph)
[NOWELL & HUNGERFORD, 1960; ROWLEY, 1973]. Moleculaente, a t(9;22)(q34;911)
envolve os genes BCR (do ingl&eakage Cluster Regipre ABL (do inglésAbelson
Leukemia Virus gerando um gene de fuséo que codifica uma petm atividade tirosina
quinase constitutiva, cuja presenca é condicdosséda e suficiente para a transformacao

maligna [GROFFENt al, 1984; THIJSENet a.l 1999] (Fig. 1.1A).

Especificamente na LMC, as quebras dentro do geR Bse localizam
majoritariamente na regido chamadajor-bcr (M-bcr), conservando as sequéncias génicas

até o exon 13 ou 14 (anteriormente conhecido coPne b3). Contrariamente, as quebras no



gene ABL ocorrem em qualquer luggrstreamdo exon Ibdownstreantdo exon la, ou entre
estes 2 exons. Devido ao splicing alternativo dAARINa porcdo do BCR se fusiona quase
que invariavelmente ao exon 2 do ABL, dando origessim aos RNAmM el3a2 ou el4a2
(b2a2 e b3a2, respectivamente) que levam a express@ima proteina de 210kD Bcr-Abl

(p21G°°** [IMELO, 1996].

A atividade tirosina quinase constitutiva da praéeBCR-ABL desregula diversas
vias de sinalizacdo celular (Fig. 1.1B). Nas c&luBCR-ABL+, diversas proteinas sao
fosforiladas em residuos de tirosina, por exempimteinas adaptadoras do tipo Shc,
proteinas do citoesqueleto, fatores de transcrogino STATS, proteinas quinases como
HCK (da familia Src), e principalmente a propriaBB&BL [DEININGER et al, 2000]. A
auto-fosforilacédo gera sitios de ancoragem em B®R-@ue permitem a ligacéo de proteinas
adaptadoras, como Grb2 e CrkL, que por sua vemjteas moléculas adicionais, tais como

Gab?2 e a subunidade reguladora p85 do fosfatiodiial 3" quinase (PI3K).

O resultado global € a formagdo de um complexoirizacdo multimérica que é
esencialmente mantido mediante interacbes depersleet fosforilacdo de tirosinas, o que
implica que a atividade de BCR-ABL é fundamentalsifalizacdo gerada a partir deste
complexo ativa mdltiplas vias, incluindo proteigasnases ativadas por mitdgenos (MAPK)
e PIBK/AKT/mTor [MELO & DEININGER, 2004]. O resultlr final € a inibicdo da

apoptose, um aumento da proliferacéo celular eflnadéo dos padrbes de adeséo celular.

O transplante de células tronco hematopoieticagéaloo (aloTCTH) foi utilizado
como terapia de primeira linha no tratamento da UM€muitos anos, e ainda € considerado
como a Unica modalidade terapéutica capaz de earaddbmpletamente a doenca [VELDEN
et al, 2003]. Excluindo-se a doenca enxerto contra liesp® a recaida representa a

principal causa de falha do tratamento, podend@is€uzir segundas remissdes duradouras
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com estratégias terapéuticas distintas, que inclueterferone. (IFN-a), infusbes de

linfécitos do doador e mais recentemente os ini@slola actividade tirosina quinase (ITK).

O desenvolvimento da primeira droga alvo-especifitadora da atividade quinase, o
Imatinibe (IM),modificou radicalmente o tratamento da LMC. O sscefo IM reside na sua
capacidade de inibir seletivamente a atividade rdéefna BCR-ABL ocupando o local de
unido do ATP no dominio quinase (DQ), impossihilita assim a mudanca conformacional

necessdria para a ativacéo proteica e levandote ceular [APPERLEY, 2007] (Fig. 1.1C).
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Figura 1.1: Formacédo do gene de fusdo BC-ABL e sua atividade quinase constitutiva. A[lEsquema da translocas
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O alcance das respostas obtidas com o IM supedas s modalidades terapéuticas
anteriores, em especial naqueles pacientes em dihkfoi administrado em FC precoce
(FCP). Os excelentes resultados obtidos pelo estiiS (do inglés International
Randomized Study of Interferon and ST)5flossibilitaram que o IM seja atualmente o
medicamento indicado como primeira linha de tratem@ara pacientes com LMC. Aos 18
meses, a taxa de obtencdo da resposta citogers@tiopleta (RCgC) foi de 76% para
pacientes tratados com IM, em comparacdo com o dd&i% pacientes tratados com IBN-
cytarabina P < 0.001) [O'BRIENet al.,2003]. Apds 7 anos de acompahamento, 0s pacientes
randomizados no bragco do IM no estudo IRIS, quetimearam em uso do ITK, ainda
apresentaram respostas duradouras satisfatorids: d&6 sobrevida global (SG), 81% de
sobrevida livre de evento (SLE) e 93% de sobrelida de transformacdo (SLT). Além
disso, 82% alcancaram uma RCgC, dos quais 17% denaen durante o tratamento

[O'BRIEN et al.,2008].

A resposta terapéutica na LMC pode ser estabeleeidadiferentes niveis de
sensibilidade: analise morfolégica (1%20uma célula tumoral em cada 100 células normais),
Citogenética (1x19- uma célula tumoral em cada 100 células norneaidplecular (1x10—
uma célula tumoral em cada 1 milhdo de células as)mAssim, de acordo com niveis
crescentes de sensibilidade, a resposta terapéubida ser estabelecida como Resposta
Hematologica (RH), Resposta Citogenética (RCg)Rmsposta Molecular (RM). Entretanto,
a introducdo dos ITK no tratamento da LMC fez neédge o estabelecimento de novos
parametros para definicdo de resposta terapédevajo ao grande niumero de pacientes que

atinge uma RCqgC.

Assim, tornou-se imprescindivel medir ou quantifigacarga tumoral para determinar

a doenca residual minima (DRM). O desenvolviment® rdetodologias moleculares
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avancadas, como o PCR gquantitativo em tempo reRlC]), possibilitou o estabelecimento
da carga tumoral através da medicdo dos niveisadscritos BCR-ABL no sangue periférico
(SP) ou medula éssea (MO) [GABER al, 2003]. Os niveis crescentes de BCR-ABL
mostraram-se preditivos da recaida pos-aloTCTH elekenvolvimento de resisténcia a
terapia com IM [BRANFORDet al, 2004]. Varios consensos foram propostos para o
estabelecimento de uma abordagem laboratorialcadéi que permita a comparacdo de

resultados moleculares entre diferentes gruposatdalho [GABERTet al.,2003].

A proposta foi construir uma Escala Internaciortd) (para afericdo dos niveis de
BCR-ABL por g-PCR. Uma linha de base foi estimadaadir dos valores de RT-gPCR de
um grupo pacientes com LMC ao diagnostico, sendwicimente considerada como
equivalente a 100% de carga tumoral. Assim, umacém de 3-log da linha de base (0,1%)
equivale a uma RM Maior (RMM), valor que represemta importante fator preditivo da
evolucéo clinica [HUGHESt al, 2006; BACCARANIet al., 2006]. Consequentemente, a
introducdo destas novas técnicas moleculares nmpathamento do paciente com LMC,
tem permitido a re-estratificagdo dos pacientesajcengcaram uma RCgC de acordo com 0s
niveis da RM, possibilitando a reorientacdo terap@&®e aumentando o sucesso do tratamento

pela possibilidade de intervengéo precoce.

Em 2006, um painel déexperts” elaborou uma série de recomendacfes para o
acompanhamento de pacientes com LMC tratados coreniMprimeira linha, que foram
amplamente aceitas pela comunidade médico-ciem{lB&@CCARANI et al.,2006 em nome
da LeukemiaNet]. Além de uniformizar as definicdesRH, RCg e RM, foram estabelecidos
parametros operacionais indicativos e/ou preditdesfalha terapéutica e de uma resposta
sub-6tima (Tabela 1.1). Em fins de 2009, foi pudddie uma revisdo destes parametros, onde

foi incluida a definicdo de uma resposta 6timauéileacédo da monitoragdo molecular, assim



como os dados obtidos pela incorporacéo a clinksal@iK de segunda geracdo (ITK-2G)

[BACCARANI et al, 2009].

Tabela 1.1: Definicdo de respostas e parametros opeionais para pacientes com LMC recém
diagnosticados tratados com IM em primeira linha sgundo a LeukemiaNet 2006 e 2009

Resposta Hematoldgica Resposta Citogenética Resposta Molecular
RHC: Plaquetas <450 {0 RCgC: 0% Ph
Leucdcitos <18/L RCgP: 1%-35% Ph
Definices Diferencial sem granulocitos RCgMe: 36%-65% Ph RMC: indica transcritos BCR-ABL
& imaturos e menos de 5% de RCgMi: 64%-95% Ph ndo-quantificaveis e ndo-detectaveis.
basofilos RCgN: > 95%Ph RMM: £0.10
Sem esplenomegalia RCgM: RCgC+RCgP
Tempo Rgfi?:;ta Falha Terapéutica Resposta Sub-6tima Atencéo
. L Alto risco, del9qg+,
Diagnostico NA NA NA ACAs nas células P
3 meses RHC e estNa’Sce)l ?J ;()?ggernegszao) Menor que RHC NA
0, 3 0,
<65%Ph+ Menor RHC N&o RCg (>95%)
Menor que RHC, Menos que RCgP
0,
6 meses >35% Ph+ no RCg (Ph+ >95%) (Ph+> 35%) NA
RCgC Menor que RCgP
12 meses (0%Ph+) (Ph+> 35%) Menor que RCgC Menor que RMM
18 meses RMM Menor que RCgC Menor que RMM NA
RMM estavel . ACA em célula sPh+ Qualquer aumento no nivel de
Qtuee:l]quoer ou P‘ggagpzhf:rggide §, perda de RMMS, transcritos, outras alteragfes
P melhorando gtT & mutacao cromossomicas nas células Ph+

RHC: resposta hematolégica completa; Ph: cromoss$tiniadelphia; RCgC: resposta citogenetica compRE&gP: resposta citogenetica
parcial; RCgMe: resposta citogenetica menor; RCgbtposta citogenetica minima; RCgN: resposta @itetica nula; RCgM: resposta
citogenetica maior, considerada como a RCgC + RE®HFC: resposta molecular completa; RMM: respostéeoudar maior; NA: ndo
aplicavel; ACA: alterag6es cromossdmicas adicignld: resposta hematolégica; *confirmado em 2 disia menos que se associe
progressdo a fase acelerada ou crise blastica; fconfirmado em 2 ocasides, a menos que se associe com perda de RHC ou progressao; falto
nivel de resisténcia IM; §confirmado em 2 ocasi@asenos que se associe com perda da RHC ou da;R@gE nivel de resisténcia ao
IM.

A eficicia na predi¢cdo do comportamento clinicdeseparametros foi validada num
estudo monocéntrico, onde pacientes foram claadidie de acordo a resposta ao IM como
“falha” ou “nao-falha”, de acordo aos 4 pontos temags propostos pela LeukemiaNet e
apresentados na Tabela 1.1. Este estudo demostralexelente correlacdo entre tempo de
alcance das respostas e progressao da doenc&edentdo ainda mais as recomendagdes da

LeukemiaNet [MARINet al, 2008].

Em particular, o alcance da RCgC se mostrou umpdages preditivos da resposta

terapéutica. Entretanto, ainda que estes parantetrgmorais tenham-se mostrado muito Uteis
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e eficazes na predicdo do comportamento clinidme-sa que existe um grupo de pacientes
gue alcancam as respostas almejadas mais tardegmenthamados “respondedores tardios”.
Diversos trabalhos mostram que o fato de atingipostas Otimas mais tardiamente se
correlaciona com uma maior possibilidade de dedeewaesisténcia e falhar a terapia

[O'BRIEN et al, 2003; CORTE®t al, 2005; QUINTAS-CARDAMAet al, 2009].

Entretanto, o comportamento dos respondedoresosaainda precisa ser elucidado,
principalmente naqueles pacientes que receberaemniNase cronica tardia (FCT), ja que néo
esta claro se nestes pacientes respostas tardestaeeis também se traduzem em um
prognostico desfavoravel [HOCHHAU& al, 2008a; IACOBUCCIet al, 2006a]. Em um
estudo realizado em pacientes com LMC em FCT toatawbm IM, foi observado que a
proporcéo de RCgC estavel foi similar entre paegque atingiram a RCgC em até 12 meses

e agueles que a atingiram mais tardiamente (80%6%g [PALANDRI et al.,2008].

O interesse pelo comportamento das respostas gestientes é ainda substancial, ja
gue eles ainda representam um grupo consideravgagsas onde o IM foi disponibilizado
mais tardiamente. Este é o caso do Brasil, ongcientes com LMC-FC do sistema publico
de saude puderam fazer uso do IM como primeiraalidr tratamento somente ao final de
2008. Neste contexto, o conhecimento do comportaim@as respostas nos pacientes com
LMC-FCT, sua estabilidade e duracdo sao parametrpsrtantes a ser considerados para o
correto manejo da terapia com ITK, mas ainda ssiderada a opcéo atual de utilizar ITK-

2G.

Atingir as respostas consideradas 6timas (RCgCl2omeses e/ou RMM aos 18
meses de IM) tem sido associado com um melhor clesfelinico e, ainda que os pacientes
que alcancam tais respostas mais tardiamente pegz@sentar também exelentes resultados

clinicos, estes ultimos enfrentam o problema dapatizéo entre a probabilidade de melhorar
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suas respostas ou progredir para a FA [CORTES,]20@8im, a obtencédo das respostas
consideradas 6timas no menor tempo possivel serimhjetivo a ser perseguido, embora
ainda nao esteja claro se a velocidade com a qualresposta é alcancada se traduz em uma

vantagem para a resposta terapéutica futura.

Por outro lado, o valor preditivo da resposta madkacainda € um ponto de discussao.
A obtencédo da RMM tem sido amplamente descrita comamportanteendpointassociado a
manutencdo da RCgC, e consequentemente, com daeésperapia com IM [PASCHKA&t
al., 2003; IACOBUCCI et al, 2006h PRESSet al, 2007]. Apos 18 meses de IM, a
probabilidade de perder a RCgC quando associaddM fei 0%, comparado com 25% para

0 grupo com RCgC mas sem RMM [MARE#t al, 2008].

Alguns estudos também demonstraram uma vantagesobravida livre de evento
(SLE) e de transformacdo de pacientes que apreseR@gC associada a RMM, quando
comparados com aqueles com RCgC sem RMM [HUGHES3;2BBEHLMANN et al,
2011]. Em uma andlise recente dos dados molecutivesstudo IRIS, foi relatado que
pacientes que alcancaram uma RMM em até 18 mesed/ depresentaram respostas
duradouras, com 95% de probabilidade de SLE e 3%raleabilidade de perda da RCgC,
enquanto isto foi observado em 26% dos pacientesndo alcangaram uma RMM apds 7

anos p< .001) [HUGHESet al, 2010].

Entretanto, outros estudos nao confirmaram dife@®mgignificativas na sobrevida
global (SG) e sobrevida livre de progressao (SldPa ps pacientes que atingem uma RMM.
Em um estudo retrospectivo de uma cohorte de 22iemtas com LMC tratados com IM,
MARIN e colaboradores ndo confirmaram o valor daNRMos 12 ou 18 meses como
indicador positivo da SLP apd6s 5 anos. Da mesmaeim@anDE LAVALLADE e

colaboradores ndo observaram diferencas na SGSt/Bunos pacientes com RCgC com
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RMM em comparacéo aqueles sem RMM [MARéN al, 2008; DE LAVALLADE et al,
2008]. Assim, se e como a obtencdo da RMM se traduzim beneficio clinico adicional

guando associada a uma RCgC ainda precisa sermgelinprendido.

Outros pontos de grande interesse para os pacieatesLMC tratados com ITK
constituem a estabilidade da RMM e a rapidez com egta é alcancada. PALANDRI e
colaboradores descrevem que 96% dos pacientes ddM &stavel ao longo do tempo
sustentam sua RCgC, enquanto isto ocorre com 794eliss que apresentaram uma RMM
oscilante ou instavel [PALANDRet al, 2009]. Resultados similares foram relatados pelo
grupo do MD Anderson Cancer Center, em um grup@#te pacientes com LMC tratados
com altas doses de IM: uma RMM duradoura e es{®&MM por >12 meses) foi associada

com uma maior SLP [KANTARJIAN al, 2008].

A rapidez na obtencdo da RMM correlaciona-se cona umaior probabilidade de
alcancar uma resposta molecular completa (RMC)ieptes com LMC que atingiram a
RMM ap6s 9 meses de tratamento com IM tém 93% deahilidade de evoluir para uma
RMC. Alcancar uma RMC poderia ser consideradmadpointideal, j& que foi sugerido que
em alguns pacientes atingir uma RMC esta assoaiadspostas mais duradoduras [PRESS

al., 2007; BRANFORDet al, 2007].

Mais ainda, a perspectiva de alcancar uma RMC éritaupte frente a possibilidade de
suspender o IM em pacientes que apresentam umadid@el. Recentemente, foi realizado
na Franga um estudo clinico, onderapointprimario foi avaliar a persisténcia de remisséo
molecular apds descontinuacdo do IM. O estudo S{dM inglés Stop Imatinib Tria),
mostrou que 50% dos pacientes que atingiram uma RBMGnantiveram por pelo menos 2

anos, ainda a mantém apos descontinuar o IM [MAHDAI, 2010]. Ainda que metade dos



pacientes que suspenderam o medicamento continpseatando RMC, a descontinuacao

do IM ndo é recomendada fora de estudos clinicos.

1.2 A HETEROGENEIDADE DOS MECANISMOS SUBJACENTES RESISTENCIA

AOS ITK

A pesar dos exelentes resultados observados coaamento com ITK em pacientes
com LMC, a resisténcia a terapia € um problemaccicrescente. Ainda que observada
principalmente em pacientes em FA ou CB, aproximmtde 35% dos pacientes com LMC
em FC desenvolvem resisténcia ou intolerancia aoAs&im, atualmente um dos grandes
desafios € reconhecer precocemente o0 paciente rqu&alhar ao ITK, possibilitando a

reavaliacdo precoce da estratégia terapéutica [GOAND, 2009].

A resisténcia ao IM pode ser classificada como @nian(ou refrataria) quando existe
falha em atingir uma resposta inicial, ou como sdéua quando a resposta previamente
obtida durante o tratamento é perdida. Com baseaetasnendacdes atuais propostas pela
LeukemiaNet, resisténcia primaria ao IM é definidano uma falhgara alcancar uma RHC
aos 3 meses, qualquer RCg aos 6 meses, RCgP amsutia RCgC aos 18 meses de IM

[BACCARANI et al, 2006; 2009].

A procura pelo entendimento dos mecanismos sulipEeao aparecimento da
resisténcia aos ITK tem-se intensificado na ultobaada, sendo identificados mecanismos
tanto dependentes quanto independentes de BCR-BBhire os descritos, encontram-se a
sobre-expressdo do geMDR-1 (do inglésMulti Drug Resistancejle a amplificagdo do
proprio BCR-ABL [GORREet al, 2001; BARNESet al, 2005]. Foi relatado que variacoes
na absorcdo gastrointestinal e no metabolismo @Eodeilambém afetar as respostas, assim

como o influxo—efluxo celular do medicamento, defeinos mecanismos de apoptose ou de
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reparo celular, e o desenvolvimento de vias alteeade transducéo de sinais [APPERLEY,

2007] (Fig. 1.2).
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Figura 1.2: Mecanismos propostos relacionados a resisténcia abEKs. Os mecanismos dependentes de BER-
incluem amplificacdo ou duplicacdo génica e mutsche dominio quinase da porcdo deng ABL. Mecanismc
alternativos independentes de BBRL incluem transporte do medicamento dentro dalaéuno plasma, persisténcie
células tronco leucémicas, ativagcdo de vias ddizigdo complementares, defeitos nos mecanismozpdeo do DNA ele
regulacédo da apoptose e, mais recentemente, mudepigeenéticas. DQ: dominio quinase do gene BBR- Adaptado
modificado de ROYCHOWDHURY & TALPAZ, 2011.

Contudo, a presenca de mutacées no DQ da prot€irABL tem sido apontado
como o principal fator relacionado com o aparecimela resisténcia. Descritas pela primeira
vez em 2001, as mutagcdes no DQ constituem sem avichecanismo mais amplamente
estudado. GORRE e colaboradores estudaram 11 fecieom LMC-CB ou leucemia
linféide aguda (LLA) resistentes ao tratamento dMne em 6 dos 9 casos analizados foi
observada a mutagdo pontual C>T no nucleotideo §44,resulta em uma mudanca de

aminoacido na posigéo 315, designada como T315R&Exet al, 2001].

A treonina da posicdo 315 forma uma ligacdo deoli@nio crucial com o IM, e a
auséncia de um atomo de oxigénio na isoleucina dmpa formacdo dessa ponte,

desestabilizando a estrutura. Além disso, o volumagr da isoleucina induz um choque
11



estérico com o IM, o que levou a chamar o residiode ‘atekeepérdo IM [APPERLEY,
2007]. Até o momento a mutacdo T315I é a que repta maior desafio clinico-cientifico,
ja que € a unica que confere resisténcia totaMae hos ITK-2G. Esta mutacdo aparece em
aproximadamente 15% dos pacientes com leucemiagB&-apresentam resisténcia ao IM e
sua presenca foi correlacionada com uma diminuig&orespostas e da SLP [HAYETEE

al., 2005; MULLERet al, 2009a].

As mais de 100 mutacdes ja descritas acometemsdyeesiduos de aminoacidos
localizados ao longo de todo o DQ envolvendo, penglo, o dominio de ativacas-{oop
aminoacidos 381-402 da porcao do gene ABL), o damie ligacdo ao fosfatdP¢loop
aminoacidos 244-255), e o dominio catalitico (aragidos 350-363) [BRANFORt al,

2002] (Fig. 1.3).

SHTFY
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Figura 1.3: Mutacdes no dominio quinase do gene B(-ABL. A: O esquema tridimencional do dominio quinase mastra
localizagdo do imatinibe em verde. Old®p € indicado com circulos verdes, e a localiaadd mais de 60 mutagi
clinicamente descritas mostra-se com circulos viliose O local da mutagdo T3151 também é indicadgtoMapa dt
dominio quinase do BCR-ABL indicando as sustituicoesushinoacidos reportados como resistentes ao itmatiRtoop:
sitio de unido ao fostato; SH2 e SH3: regides deato com proteinas portadoras de dominios SH2% BHoop: dominic

de ativag@o. K247R e Y320C foram reportados como SA¥sstrelas amarelas indicam posicdes de amincacitave
para a unido do IM. Adaptado e modificado de SCHINR et al, 2000; SOVERINkt al, 2011.
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Na conformacéo inativa, a ativacdo Adoop, principal elemento regulador do DQ,
bloqueia o centro catalitico. Mutacdes Adoop desestabilizam a estrutura e imposibilitam
adotar uma conformacédo inativa, esencial para eidnamento do IM. OP-loop é um
dominio altamente conservado, rico em glicina, sgielobra sobre o IM quandodsloop se
une ao medicamento atraves de pontes de hidrogdigacdes van der Waals [APPERLEY,
2007]. Alguns estudos tém sugerido que as mutagdééxloop teriam particularmente um
prognoéstico adverso, enquanto outros trabalhos reaentes nao confirmam estes achados.
Assim, a incidéncia, frequéncia e implicacao pragica das diferentes mutacdes ainda € uma
questdo em aberto, podendo ser influenciada poilomtatores [BRANFORDet al, 2003;

JABBOUREet a.l 2006; NICOLONIet al, 2007].

Recentemente, foram relatados pacientes portaddeesuma mesma mutacao
apresentando comportamento clinico diferenciadoVSRINI et al, 2006b; JABBOURet
al., 2008; ESKAZANet al, 2011], e alguns trabalhos que analisaram a caélbs clones
mutado em comparacdo com clones ndo mutado denfexcieom LMC, mostraram que o
aumento do alelo mutado nem sempre esta relacioaadaparecimento da resisténcia
[KHORASHAD et al, 2006]. Em conjunto, estas observagdes evidengisma presenca de
uma mutacdo ndo seria condicdo Unica e absoluta @aparecimento de resisténcia ao
tratamento com ITKs, e que a quantificacdo da ndotggpderia ser importante durante o
acompanhamento de pacientes portadores de mutada® rem algunas situagdes. Assim, o
estudo de grupos de pacientes com uma mesma muéagécial para tentar elucidar o real

valor das mutac¢des no status da resisténcia acs ITK

Diferentes ensaios realizadosvitro mostraram que as mutagdes conferem diferentes
niveis de resisténcia, variando segundo a locdactipo de mutacao [AZAMt al, 2003;

O'HARE et al, 2007; RADAELLI et al, 2009]. Os ITK-2G, como Dasatinibe e Nilotinibe,

13



foram especialmente desenvolvidos para tentar auperesisténcia associada ao IM. Mais
potentes, seriam capazes de eliminar 80 - 95%ldoesmutados [O’HARIEt al, 2007]. No
entanto, trabalhos que analisaram o valor preditvpresenca de mutacdes para 0 sucesso do
tratamento com ITK-2G, mostraram que as taxas sjgosta sdo semelhantes para pacientes
com ou sem mutacdes, evidenciando assim a comptxido fendbmeno de resisténcia

[KHORASHAD et al, 2008a; MULLERet al, 2009a; BRANFOREet al, 2009].

Por outro lado, ainda que a expansao de clonesyuaacdes no DQ seja claramente
um dos mecanismos responsaveis pelo desenvolvindentesisténcia ao IM, estas mutacdes
ocorrem em 30-60% dos pacientes resistentes, darisagundo a série analisada. Assim,
tem ficado cada vez mais evidente que a falta sjgosta ao tratamento com ITKs depende de
mecanismos muito heterogéneos, e de que outrosneaod BCR-ABL-independentes

seriam relevantes e devem ser estudados.

Além disso, a questdo da definicdo de resisténcpripmente dita parece ser mais
complexa do que a simples perda de uma respodefjida ou o fato de néo atingir as
respostas almejadas nos tempos propostos. Ainda difdceis de classificar seriam o0s
pacientes que claramente atingem uma RMM, mas geanalcangcam uma RMC (RT-PCR-
nestede RT-gPCR negativos), sendo sempre detectado ueh Ibdsal de transcritos. Em
teoria, estes pacientes também poderiam ser coadaie de alguma forma resistentes
[APPERLEY, 2007]. Assim, pareceria provavel quemacanismos envolvidos na resisténcia
aos ITKs (ou uma combinagdo dos mesmos), sejamredifs em grupos de pacientes com

LMC de acordo com a variagcéo do alcance da respadtcular.

Ao que parece, 0 sucesso ha reversao do quadesidééncia aos ITKs apenas sera
possivel através do entendimento de todos os nmsmagrimoleculares envolvidos e de como

estes interactuam entre eles no contexto da fgielta célula neoplasica.
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1.3 MECANISMOS EPIGENETICOS NAS NEOPLASIAS HEMATOIECAS: O PAPEL

DOS MICRO-RNAS NA LMC

O papel na tumorigenese das alteragbes genétaiascdmo mutacdes, delecdes e
translocacoes, € bem conhecido [HANAHAN & WEINBERZ)00]. Porém, nos ultimos
anos, fortes evidéncias demostram que os procepsgsnéticos também desempenham um
papel central no processo neoplasico [JONES & LAIRID99; ESTELLER, 2002,
HERMAN & BAYLIN, 2003]. O termo “epigenética” seaefere a mudancas estaveis na
expressao génica que nao envolvem alteracdes n@&raag primaria de nucleotideos (nt)
[GALM et al, 2006]. Dentre os mecanismos mais estudados, tacden a metilacdo do
DNA e a modificacdo post-translacional das histpr@msno acetilacdo e ubiquitincacao
[TOYOTA & ISSAB, 2005; RICEet al, 2007]. Contudo, mais recentemente, pequenos
RNAs nao codificantes tém surgido como mais um men# epigenético atuante na

fisiologia do cancer.

A metilacdo do DNA caracteriza-se pela adicdo degampo metil no carbono 5 das
citosinas. Aproximadamente, 1% das bases do genlbumano sao 5-Metilcitocinas
localizadas no contexto de dinucleotideos CpG, gstdo distribuidos numa forma néo-
randomica dentro do genoma [GARDINER-GARDEN & FROMR| 1987]. As regides
ricas em dinucleotideos CpG, chamadas de ilhas dp€alizam-se principalmente nos
promotores génicos, podendo ser encontradas tarabémicio da sequéncia codificante ou
nos primeiros introns, onde alguns genes possueuoriemtes sequéncias reguladoras da
transcricio [HERMAN & BAYLIN, 2003; ESTELLER, 2005De uma forma geral, as
células neoplasicas se caracterizam, por um laatoipa hipometilagdo global, e por outro,
pela hipermetilacdo de ilhas CpGs localizadas esmptores génicos cujo silenciamento €

importante na patogénese da neoplasia [FEINBER#S, 1988; EHRLICH, 2002].
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Padrbes anormais de metilacdo do DNA tém sido remmdos em diferentes tipos de
tumores solidos [FEINBERG®t al, 1983; ESTELLERet al, 1999; ESTELLERet al, 2000;
VARAMBALLY et al, 2002; SELIGSONet al, 2005; MAUNAKEA et al, 2010; HANSEN
et al, 2011]. Assim, os estudos do metiloma (padrédo délagdo do genoma inteiro) de
diferentes neoplasias tém-se intensificado nosna#ti anos, no intuito de se demarcar os
mecanismos moleculares subjacentes ao perfil ddagéi de cada tumor. Da mesma
maneira, o0 silenciamento da expressao génica neg@dmetilacédo foi descrito também em
diversas neoplasias hematologicas, incluindo védnms de leucemias [MELKgt al., 1999;
NGUYEN et al, 2000; TOYOTA et al, 2001; GARCIA-MANERO et al, 2002;

GUTIERREZet al, 2003; ESTELLER, 2003; ROMAN-GOME al, 2004].

Especificamente na LMC, varios trabalhos tém aadtiso estado de metilacdo de
genes envolvidos em diferentes vias de sinalizagfidar, visando relacionar a metilacéo
com as diferentes fases da doenca ou até mesma qoogressao [NELKINet al, 1991;
HERMAN et al, 1997; SUNet al, 2001; NAGYet al, 2003; ROMAN-GOMEZet al.,2005;
ORTMANN et al, 2005; AGIRREet al, 2006; YANGet al., 2006]. Entretanto, ainda se
conhece muito pouco sobre o perfil de silenciamg@taco produzido pelos mecanismos de

metilagdo na LMC e sua relagdo com o fendOmenosistéacia aos ITKs.

Apoés a era do sequénciamento de genoma inteirtécagas para estudos de larga
escala foram direcionadas para desenvolver abardagee permitissem determinar o
catalogo completo das sequéncias transcritas poorganismo Até muito recentemente, a
descricdo de um transcriptoma (conjunto de todostrasscritos em uma célula) era
essencialmente limitada a caracterizacdo dos pedig transcricdo de genes conhecidos,
principalmente RNAs mensageiros, além de alguns RN&@o codificantes (RNAnNc), tais

como RNAs de transferéncia e pequenos RNAs nusleare
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No entanto, niveis inesperados de complexidade ¢canae a surgir. Em 1993, foi

descoberto que a expressdo da proteina LIN14£aenorhabditis elegansra regulada por

um pequeno RNA codificado pelo gelive4 [LEE et al, 1993; WIGHTMAN et al, 1993].

No entanto, somente no ano de 2000, quando out faqueno, det-7, foi identificado e

demonstrado ser altamente conservado em variasiespgue um novo cenario da regulacéo

da expresséao génica foi revelado [REINHA&Tal, 2000; PASQUINELLet al, 2000].

O desenvolvimento de novas tecnologias, comarosys de alta resolucdo e, mais
recentemente, as técnicas de sequenciamento deresitducdo para RNARNAseq)
possibilitaram entender que o transcriptoma doarétos superiores € ainda mais complexo
do que imaginado, e que a transcricdo nao é eespinas as regides do genoma que contem
genes com funcionalidade bem definida. Assim, fodlacritas outras muitas espécies de
RNAnNc, como os endo-siRNA (do ingléedogenous small interfering RNA&xo-siRNA (do
inglés exogenous small interfering RINA os microRNAs (miRNAs) [GHILDIYAL &

ZAMORE, 2009].

Os miRNAs sédo pequenos RNANnc de cadeia simplepaxiemadamente 22 nt de
comprimento, altamente conservados entre plamasrtebrados e vertebrados [AMBROS,
2003]. O descobrimento de que os miRNAs regulanatiegmente a expressdo génica em
diversos organismos eucariotos, revolucionou oscfpios biomoleculares classicos. Esta
nova classe de genes reguladores constitui um msewande silenciamento post-
transcricional, que atua através do reconhecimdatsequéncias especificas no RNA alvo

[FIRE et al, 1998].

De uma forma geral, os miRNAs sao transcritos cqmexursores primarios (pri-
mMiRNA) que logo sdo clivados pelo complexo enziomtDrosha-DGCR8/Pasha6 para

formar um pre-miRNA de 70-100 nt (Fig. 1.4). Uma weanslocados ao citoplasma, os pre-
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MiRNAs séo processados para obter miRNAs maduroftadelupla de 19-24 nt, que se
mantém unidos ao complexo protéico RISC (do ingB#\-induced silencing comp)eaté
reconhecer sua sequéncia alvo [LUNDal, 2004; BARTELet al., 2004; SAITOet al.,

2005].

Processamento candnico miRtrons

I-m=—

’ Transcrigao ’ Transcrigao

m’'G e{Exen 1|Exon 2|
RNAm maduro

Pri-miRNA

Processamento

Citoplasma

Pre-miRNA Degradagéo da
fita passageira

Figura 1.4: Biogénese dos miRNA:Os miRNAs sdo processados a patértranscritos gerados pela RNApolll a parti
genes independentes ou de introns de genes cddifiade proteinas. Na via candnica, 0 procesantEntorecursc
primario (pri-miRNA) ocorre em 2 etapas, catalisapasdois membros da familia RNase Dirosha e Dicer, operando

complexos com proteinas de unido a dsARN (dsRBPs).epemplo, DGCR8 e TRBP em mamiferos. No nucle
complexo Drosha-DGCR8 processa o pri-miRNA em um psecude ~70nt (préaiRNA), que é exportado pare
citoplasma. Alguns préiiRNAs séo produzidos a partir de introns muitoasi{mirtrons) como resultado de splicing ¢
desmache, abolindo o passo pelo DraS:ER8. De qualquer maneira, a clivagem pela Dicaistida pela TRBP r
citoplasma produz um duplex miRNA/miRNAfe ~20pb. Nos mamiferos, Argonaute2 (AGO2), urtarge endonuclea
RnaseH-like, suporta o processamento da Dicerrdivab braco 3' de alguns pr@RNAs, formando assim intermedié
chamado precursor miRNA AGO2-clivado (pré-ac-miRNEjn seguida, umfita do duplex miRNA/mMiRNA* (miRNA)

incorporada em um complexo de silenciamentiuzida via miRNA (miRISC), enquanto que o outrorfinto (fite
passageira ou miRNA*) é liberado e degradado. Gersten a fita retida € a que tem o extremo 5 mearstel nc
miRNA/MIRNA*. GW182: proteina glicina-triptofano; m7G&G-metilguanosina-cap; PABP: proteina de ligacat- Ao
Adaptado e modificado de KR@Gdt al, 2010.

Os genes dos miRNAs tém sido identificados em taosromossomos humanos,

tanto como sequéncias independentes com promof@riprquanto em introns de genes
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codificantes, podendo encontrar-se ou ndo agrupashos transcritos policistronicos
[RODRIGUEZet al, 2004; WEBER, 2005; ALTUVIA, 2005]. Até hoje, foraidentificados
mais de 650 miRNAs no genoma humano, e estimasappoximadamente 30% dos genes
codificantes sejam regulados por eles [LEW1&l.,2005; GRIFFITHS-JONESt al.,2006].

O papel dos miRNAs na fisiologia celular ainda Badwem entendido, tendo sido descrito em
diversos processos celulares, como diferenciagélm, € metabolismo celular [BARTEEt

al., 2004; PASQUINELLIet al, 2005; BOEHMet al, 2006; CARLETONet al, 2007].

Diversos trabalhos mostraram que cada tecido nopmsdui um Unico e especifico
perfil de miRNAs, ou miRNAoma, e que este concqitwleria ser aplicado a tipos de
neoplasias diferentes [LIdt al, 2004; HEet al, 2004]. No tecido hematopoiético, varios
mMiRNAs parecem ter um papel regulador central rarehiciacdo de cada linhagem
hematopoiética, e cada tipo celular teria um peditacteristico de miRNAs [LAWRIE,
2007]. Assim, foi proposto, por exemplo, que os +hi8a e -181a regulam a diferenci¢cao do
progenitor multipotente, direcionando tanto pafaremmacdo de progenitores mieléides quanto
de progenitores linféides. No entanto, o miR-14Biiia o comprometimento linféide em
estadios precoces, e 0s miR-155, -24a e -17 o @yngiimento mieldide [GEORGANTAS
et al, 2007] (Fig. 1.5). Durante a diferenciacdo mietid miR-16, miR-103 e miR-107
foram preditos de inibir o comprometimento precpeea granulocitos/macrofagos, entanto
que o mMiR-223 exerce um papel central na regulaz@@ranulopoiese, estando super-

expresso nesta linhagem [FA&tlal, 2005; GEORGANTASt al, 2007].

Por outro lado, foi observado que a expressado ieatogo miR-150 (expresso
seletivamente em células B e T maduras, mas naseesiprogenitores), em células tronco
murinas e em seus progenitores, reduz significadrde os niveis de células B maduras

circulantes, em linfonodos e no baco, sem afetanivs de células T e os da serie mieldide
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[MONTICELLI et al, 2005; ZHOUet al, 2007]. Este efeito na ontogenia da célula B pader
ser explicado por um blogueio na transcicdo dadestaro-B ao estadio pre-B [ZHOEt al,
2007]. Assim, estes achados revelam o papel catdratgulacdo mediada por miRNAs no

sistema hematopoiético.

miR-128a
mifl-181a
miR-155
miH-24a

miR-17 miR-223

miR-223

| Nesaive
mifi-150 im—ﬂ
R-2.
miR-223 st mif-221 L
miR-222
miR-150 | miR-17-92

rsor de .E b ursof de
miR-150 W
R-15b miR-16
miR24 '* mif-297 ' miR-451
miR-??a mif “9“ miR-181a) miR-424
miR-150 miR-150
me 155~ MiR-142
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Figura 1.5: Expressdo de miRNAs na Hematopoie. A figura mostra quais miRNAs estdo enidbs na hematopoiese
como sua expressdo varia durante a diferenciacapraigenitor multipotente nas diferentes linhageniRNAs: alte
expressaomiRNAs baixa expressao. CD8+: linfocito T CD8; CD4+: linfécT CD4; TH1: linfécito Thelper 1; THZ
linfécito T-helper 2; G: granulocito; Mo: monicito; Ma: macrgéa E: eritrocito; PI: plaquetas. Adaptado e madifio d
FABBRI et al, 2009.

Interessantemente, os genes dos miRNAs localizaimeggentemente em regides do
genoma associadas ao cancer, como por exemplapdantperto de oncogenes ou genes
supressores de tumor. Esta associacao constifuiunaira evidéncia forte do envolvimento
dos miRNAs em processos neoplasicos [CAEINI., 2004]. Evidéncias crescentes sugerem
que os mMIRNAs tem um papel importante na patogérassediferentes neoplasias
hematoldgicas, e que em alguns casos poderiam estatvidos com o0 prognostico da

doenca [BRYANTet al, 2009].
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Alguns miRNAs aparecem com baixa expressao, enguattos sdo sobre-expressos,
desta maneira € proposto que alguns miRNAs podean ebmo genes supressores de tumor
ou alternativamente como oncogenes (oncomiRs)gtLal, 2005]. Na leucemia linfoblastica
aguda (LLA) foi observado uma sobre-expressacldster miR-17-92, associado também
com uma funcéo oncogenica em diversos tumores [ZANEet al, 2007]. Outros trabalhos
identificaram assinaturas diferentes de miRNAs par& e para leucemia mieloide aguda
(LMA), relatando que através de apenas 4 miRNAR({t#8a, -miR-128b, miR-let-7b e
miR-223) € possivel diferenciar a linhagem em leuies agudas ao diagnostico com uma

acuracia de 98% [Met al, 2007].

Outros relatos recentes tém identificado assinatut@ miRNA associadas com
translocacdes envolvendo a regido 11923, trisoraizrdmossomo 8 e mutacdes do gene
FLT3 (do ingles,FMS-like tyrosine kinase)3Da mesma forma, um perfil especifico de
mMiRNA foi associado com o estado mutacional do ¢éPkl1 (do inglésNucleophosminle
do geneFLT3 em pacientes com LMA [GARZONt al, 2008a; GARZONet al., 2008b].
Vérios outros trabalhos analisando o papel de afifes miRNAs tém surgido em diversos
tipos de leucemias e linfomas [KLUIVER al, 2005; RAVECHEet al, 2007; CHENet al,

2008].

Entretanto, o papel dos miRNAs na LMC ainda tero piouco estudado. Um trabalho
com linhagens celulares mostrou quaustermiR-17-92 é transativado pelas proteinas MYC
e BCR-ABL [VENTURINI et al, 2007]. Mais recentemente, foi demonstrado tamgéeno
gene ABL é um alvo direto do miR-203, e que tantecamismos genéticos quanto
epigenéticos tém a capacidade de inativar este miRNkn modelo de linfoma T [BUEN®t
al., 2008]. Interessantemente, uma alta taxa de m@&tléoi observada no promotor do miR-

203 em neoplasias Ph+, incluindo LLAs B, LMC e &gkns celulares, entretanto, estes
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achados nao foram corroborados em outras neoplasiaslteracdes no gene ABL [BUENO
et al, 2008]. A relacdo entre o perfil de expressdo @deNAs e os diferentes tipos de
resposta obtidos com a terapia com ITKs ainda néongpletamente entendido. Da mesma
maneira, a variacdo da expressao dos miRNAs ducacteso da LMC e sua relagdo com o

fendbmeno de resisténcia aos ITK, sdo questbes amdiberto.

Ainda se conhece pouco sobre 0s mecanismos quiameguexpressao dos miRNAs,
sendo descrito que alguns poderiam estar silergiaun cancer mediante padrdes de
metilacdo aberrante de ilhas CpG adjacentes a@s gkrs miRNAs e/ou por modificacdes de
histonas [LEHMANNet al, 2008]. Por outro lado, recentemente foi desaritea série de
mMiRNAs capazes de regular, direta e indiretameatexpressdo de proteinas chave da
maquinaria de metilacdo celular, como as DNMTs, KBAe polycomb [FABBREt al,

2007; BENETTIet al, 2008; SINKKONENet al, 2008].

Assim, estes "epi-miRNASs" representam uma novaovssibre o papel dos miRNAs
dentro da complexa rede de mecanismos reguladaregmiessao génica, mostrando que séo
capazes de influenciar diversos processos celutarde através de mecanismos genéticos
quanto epigenéticos. Entretanto, o entendimentocateelagdo entre os mecanismos de
metilagdo e a expressdo dos miRNAs, no cancer eah gena LMC em particular, ainda &
uma area onde se precisa aprofundar muito no conéeto, fundamentalmente quando se

leva em consideracgao a possibilidade da utilizagéierapias demetilantes.

22



2. OBJETIVOS

O objetivo principal do presente trabalho foi aselios padrdes de resposta de um grupo de
pacientes com LMC submetidos a terapia com IM, ndsaidentificar mecanismos

genéticos e epigenéticos relacionados com a respastesisténcia aos ITK.

Para isto, foram propostos o0s seguintes objetieognglarios:

* Analisar as respostas citogenética e molecularndegupo de pacientes com LMC

tratados com IM, visando identificar diferentesndad de resposta terapéutica.

* Realizar um estudo mutacional no dominio quinasgat® BCR-ABL no grupo de
pacientes com resposta sub-6tima e/ou classificambyeo resistentes, visando
correlacionar a presenca de mutacdo com o cursicclie estabelecer tipo e

freqUiéncia das mutacdes no grupo estudado.

* Analisar o perfil de expressdo de microRNAs madamsliagnostico, em grupos de
pacientes diferenciados de acordo com o tipo g®stg alcangada, visando avaliar o

possivel valor preditivo destes perfis em relacéasposta obtida.

* Avaliar a mudanca no perfil de expresséo de micragkhkhaduros ao longo do curso
da LMC, visando identificar possiveis moléculasoalde regulacédo por microRNAs

que possam contribuir com o fenaotipo resistente.

* Iniciar a caracterizacdo funcional dos microRNAsoagados com a resisténcia e/ou

resposta a terapia com ITKs na LMC.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL E AMOSTRAS ESTUDADAS

No presente trabalho foram estudadas amostras de pa6ientes com LMC
registrados no laboratério de Biologia Molecular@entro de Transplante de Medula Ossea
(CEMO) do Instituto Nacional do Cancer (INCA), Rle Janeiro. Os casos incluidos neste
estudo tiveram o diagnéstico de LMC realizado ptogenética (presenca do cromossomo
Ph) e/ou por biologia molecular (método de PCR pmhateccdo do gene BCR-ABLjde
secdo 3.5.1 O estudo obedece as diretrizes de pesquisadvendo seres humanos do
Conselho Nacional de Saude (Res. n° 196/1996)atd@com o projeto no Comité de Etica

em Pesquisa do INCA de numero 100/04 e 129/10 (@hex

Na etapa inicial do trabalho, foram analisadasapastas hematoldgica, citogenética
e molecular de 204 pacientes tratados no Institigicional de Cancer (INCA) que utilizaram
IM como primeira e/ou segunda linha de terapia.(Bifj). Os critérios de inclusdo para esta
analise foram (i) dados clinicos completos e @opmenos 6 meses de uso do ITK. Visando
construir a cinética de resposta obtida por cadeepte ao longo do acompanhamento, foram
construidos bancos de dados contendo informac@@sad e laboratoriais. As informacfes
clinicas e demograficas de cada paciente foranadze do prontuario mediante uma ficha
especialmente desenhada para este trabalho (Afjegoehcontram-se detalhadas na secéo

3.12.

Apds a analise do tipo de resposta obtida em caslta, €oi identificado um grupo de
65 pacientes do INCA que apresentaram uma respobtatima ou que foram classificados
como resistentes ao tratamento com ITK, de acavdaatérios propostos pela LeukemiaNet
e discutidos anteriormente na se¢ao 1.1 [BACCARANAI, 2006; 2009]. Neste grupo, foi

avaliada a presenca de mutagcdes no DQ do gene EBLReAespecificamente a presenca da
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mutacdo T315l. Adicionalmente, no intutito de idigcdr a frequéncia e tipo de mutacéo
apresentada pelos casos de LMC acompanhados pelatiaio de Biologia Molecular do

CEMO que néo alcancaram as respostas 6timas npesgmopostos de uso de IM, também
foram estudadas amostras de 61 pacientes provesidatcentros parceiros localizados no

Rio de Janeiro e/ou adjacéncias (Anexo ).

Uma vez caracterizados os pacientes de acordo wamrespostas e confirmada ou
nao a presenca de mutacdes no DQ, foram selecioraadostras de 1dasos de pacientes
com LMC do INCA para a realizacdo de wsoreeninginicial de expressdo de miRNAs
maduros mediantarrays de TLDA (vide secao 3.7.1)0s critérios para escolha destes casos
foram (i) ter no minimo 24 meses de acompanhamenign de ITKs, (ii) disponibilidade de
amostras ao diagndéstico e/ou durante o tratamemo IGK e (iii) dados completos das
cinéticas de resposta citogenética e molecular. shm® de sangue periferico (SP) de 5
doadores sadios do CEMO foram utilizadas como otmntrormal de expressao de miRNAs
maduros. Posteriormente, na avaliacdo de expretsdniRNAS por ensaiosingles (vide
secao 3.7.2)foram incluidas também amostras de 4 pacientespresentaram mutacdes no

DQ do gene BCR-ABL (Fig. 3.1).

3.2 CULTURA DE LINHAGENS CELULARES

As linhagens celulares listadas na Tabela 3.1 foutiizadas no decorrer deste
trabalho com diferentes objetivos: para estudosxgeessédo de miRNAs; para construcao de
controles de qualidade para o método de RT-gPCR; guaantificacdo de transcritos BCR-
ABL e para realizacdo de ensaios funcionais. Asalgens criopreservadas em nitrogénio
liquido foram descongeladas gradualmente em 15endado fetal bovino (SFB) Cellgro®
(Mediatech, Inc), centrifugadas durante 7 minutd2@0 rpm e lavadas com meio completo
RPMI-1640 Cellgro® (Mediatech, Inc) suplementadencb0% de SFB. As células foram

mantidas em suspensdo a uma concentracdo de @M%-d&llilas/ml em meio RPMI-1640
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suplementado com 10% de SFB, 100 Ul/ml de pengil{®igma) e 50 pg/ml de
estreptomicina (Sigma). Foram cultivadas a 37°C wema atmosfera de 5% de €®m
condicbes de total esterilidade. As linhagens foremmgeladas em criotubos a uma
concentracéo aproximada de® télulas/ml em SFB contendo 10% (v/v) de di-matlféxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich). As caracteristicas das dgkns utilizadas encontram-se detalhadas
na Tabela 3.1. A viabilidade celular e a contagerm@mero de células foram estimadas por
exclusdo com azul de tripan utilizando um contadotomatico Vi-CELL® (Beckman

Coulter, Inc).

204 casos de LMC INCA

Construgao de banco de
dades com informacies
clinicas e lahoratoriais

Casos de LMC Centros Parceiros
Adjacentes ao Rio de Janeiro que
apresentaram resposta sub-dtima ou
resistencia ao ITK
Analise de Respostas N=61
Cytogenetica e Molecular

™

Respondedores

Respondedores Sub-otimos ou Resistentes
Otimos M=65

~o _—

Analise de Presenca de
mutacoes no DO
N=126

Avaliacao da Frequencia

Rvaliacio da Expressio
de MIENAs maduros
N=21

e tipo de mutagoes no
grupo estudado
N=29

Figura 3.1: Desenho do EstudcEste quadro apresenta o desenho do estudo e sdkecasos gra as diferentes etapas

trabalho. Primeiramente, foram analisadas as respogogenética e molecular de um grupo de 20k p@s com LMC d

INCA tratados com imatinibe. Os pacientes foramsifi@ados em respondedores 6timos, sub-6timos sistegtes. /

presenca de mutacdes no dominio quinase do gene BLReA analisada em 65 casos considerados responsegab-
6timos ou resistentes ao imatinibe, conjuntamente 61 casos provenientes de centros adjacentescadeRaneir

encaminhados ao 8so laboratério para pesquisa de mutacdo. Em 292fbsasos analisados foram identificadas mut

no dominio quinase. Adicionalmente, para pesquiaeasiacdo da expressdo de microRNAs maduros, feeetionadc

21 casos de pacientes do INCA, disinados segundo a resposta alcancada com ITKsesarma de mutagoe
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Tabela 3.1: Caracteristicas das linhagens celularestudadas

Linhagem Origem Celular Caracteristicas Referéncia
K562 LMC t(9;22)(g34;911) [ATCC, CCL 243]
KBM-5 LMC-CB 1(9:22)(934;q11), IM-F [RICCI et al, 2002]
Kasumi-1 LMA t(8:21)(q22;922) [ATCC, CRL-2724]

LMC: Leucemia mieloide cronica; CB : Crise BlasticéM-R: Resistente ao Imatinibe; LMA: Leucemia inide aguda ; ATCC,
American Type Culture Collection.

3.3 METODO DE ISOLAMENTO DE RNA TOTAL

As amostras de SP e/ou medula 6ssea (MO), assim atiguotas das linhagens
celulares, foram processadas para obtencédo de BisIAApOs lise de hemacias nas amostras
de SP e/ou MO, uma quantidade de 5-8xulas foi ressuspendida em 1 ml de Trizol®, de
acordo com as instru¢des do fabricante. As cékradrizol® foram agitadas mecanicamente
(vértex) e incubadas por 3-5 min a TA, apo6s o do@m adicionados 0,2 ml de cloroférmio
(Merck). A amostra foi centrifugada a 12.000 rpnr @0 min a 4°C. A fase aquosa foi
transferida para um tubo novo e o RNA foi precgotanediante a adicdo de 0,5 ml de
isopropanol (Merck), seguido de centrifugacédo &AQ.rpm por 10 min a 4°C. O sedimento
(RNA) foi lavado com 1 ml de etanol 75%, secadddgpdr 5-10 min e solubilizado em 12 pl

de HO-DEPC.

A quantificacdo e o grau de pureza do RNA foranliadas por espectrofotometria
(Nanodrop), pela leitura no comprimento de onda2é® e 280 nm, considerando-se como
pura uma amostra de RNA com valor da razdo 260f28ximo a 2,0. As fracOes
predominantes do RNA ribossémico (28S, 18S e 5@)ricavaliadas por eletroforese em gel
de agarose 1,2 % em tampao fosfato,fNRO, 0,1M) seguido de coloracdo com brometo de
etidio (0.5 pg/mL) e avaliacdo sob luz ultraviolefavisualizacdo dessas foi considerada
evidéncia da integridade do RNA. Apos avaliacadiguantitativa, o0 RNA foi utilizado para

sintese de DNA complementar (cDN@&)de secéo 3.4¢ armazenado a -70°C.
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3.4 METODO DE SINTESE DE DNA COMPLEMENTAR (cDNA)

Para a quantificacdo dos niveis de transcritos elte 8CR-ABL, as reacfes de
retrotranscricdo foram realizadas em volumes dé@@ Para a sintese do cDNA,.@ de
RNA total foram incubados com iniciaodres randomidmexaméricos [gM] (Random
Hexamer Primers, Invitrogen) por 10 min a 65°C.ciatiou-se entdo uma mistura contendo
tampéao [20mM Tris-HCI (pH 8,4), 50mM KCI], Mg&l2,5mM], DTT [10mM], dNTPs
[ImM], a enzima transcriptase reversa Supersttigtou/ml) (Invitrogen), o inibidor de
RNAse RNAguard(1U/ml) (Invitrogen) e HO-DEPC até completar o volume. A incubacéo
foi realizada por 10 min a 42°C. Apos o terminageteotranscricéo, os tubos foram incubados
a 65°C por 5 min, para interromper a acéo da trgmase reversa. O cDNA foi armazenado a

-20°C.
3.5 DETECCAO E QUANTIFICACAO DE TRANSCRITOS BCR-ABL
3.5.1 PCR qualitativos para BCR-ABL

A presenca do gene BCR-ABL foi identificada medeanima primeira amplificacado
com varios pares de iniciadores a fim de detedaisaformas caracterizadas como b3a2,
b2a2 e ela2 (PCR Multiplex, sensibilidade IX100 gene BCR normal foi amplificado
como controle do procedimento de extracdo de RN éranscricdo reversa. Mediante um
resultado negativo do PCR Multiplex, foi realizashaa segunda abordagem para amplificar o
transcrito BCR-ABL em baixos niveis. O PCR em niolidNestedcom uma sensibilidade de
1x10°, foi realizado em duas etapas, utilizando iniciadamais internos na segunda etapa
[CROSSet al., 1994; OTAZUet al, 2000; GABERTet al, 2003]. O resultado das reacées de
PCR foi avaliado por eletroforese em gel de aga?ésecorado com brometo de etidio (0.5

png/mL) e visualizado sob luz ultravioleta.
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3.5.2 Padronizacédo do ensaio de quantificacdoamesdritos BCR-ABL por PCR em Tempo

Real (RT-gPCR)

A padronizacdo do ensaio de queantificacdo absalaetéranscritos BCR-ABL foi
realizada mediante uma reacédo de RT-qPCR multgrtexermociclador ABI 7000, incluindo
sonda especifica marcada 5’FAM-3'TAMRA e iniciadorpara isoformas b3a2 e b2a2,
utiizando o sistema TagMan®, segundo protocologabetecidos por consorcios
internacionais [MARINet a.| 2005; HUGHESet al, 2006]. O gene ABL foi utilizado como
controle enddgeno. Diluicbes seriadas de DNA pld&hforam utilizadas cometandards
do numero de coOpias para realizacdo de uma cuhd@g@aO mesmo plasmideo é utilizado
para quantificacdo de BCR-ABL e de ABL, controlargi@alquer variacdo na eficiéncia de
quantificacdo do plasmideo. Foram incluidas tamaérastras de controle de qualidade com
altos e baixos niveis de BCR-ABL, além de 3 tipdsrdntes de controles negativos. A
padronizacdo e controle do ensaio de quantificaaf@soluta foi desenhada segundo as
recomendacfes propostas pelas MIQEs (do ingi@ésmum Information for publication of
Quantitative real-time PCR Experimenf8USTIN et al, 2009]. A obtencédo do fator de
correcao especifico para validacdo dos resultadmmneersdo para Escala Internacional foi
realizada através do programa internacional deop&ficdo de ensaios de RT-gPCR para
BCR-ABL liderado pela Dra Susan Branford, CentrdBitdogia do Céancer, Universidade de

Adelaide, Australia [BRANFORI2t al, 2008].
3.6 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE MUTACOES DO GRE BCR-ABL
3.6.1 RT-PCR para amplificacdo do DQ e sequencitorgireto

A identificacdo de mutacdes do DQ do gene BCR-A8iLréalizada amplificando o
fragmento de interesse mediante uma reacao de E@Rhested, segundo protocolo descrito

por BRANFORD e colaboradores (Fig. 3.2A) [BRANFORDal, 2002]. Apos amplificacao,
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os produtos foram avaliados por eletroforese endgelgarose 1.5% e purificados mediante o
sistema QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) seda recomendacdes do fabricante. Uma
vez purificados os produtos foram preparados pagéiénciamento direto em placa de 96
pocos, utilizando-se o conjunto de reagentes BigDerminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

(Applied Biosystems).

As reacbes foram preparadas a um volume final dgl16ontendo 4 ul do produto
purificado, 2 pl do oligonucleotido iniciadofofward ou reverse (1 pmol/ul) e 4 pl da
mistura comercial BigDye®. As amostras assim piagas foram submetidas a uma reacao
de sequénciamento por 30 ciclos (95° C 20 seg.C508 seg. e 60° C 1 min.) com uma etapa

final a 10° C em um termocilador Veriti® Thermald®r (Applied Biosystems).

A precipitacdo dos produtos foi realizada adiciaima,5 volumes de alcool absoluto,
seguido de uma centrifugacéo a 4000 rpm por 30twsrellavados uma vez com alcool 70%.
Uma vez secos, os produtos foram ressupendidosmpab de corrida (EDTA 10mM pH
8.0/formamida) e colocados para leitura das sed@aEnem um sequenciador ABI 310
(Applied Biosystems). A analise das sequéncia$eita com o programa Mutation Surveyor
(Softgenetics), e comparadas com as dos genes BXBR. elisponiveis nos bancos de dados

online (GenBank acesso M14752 modificada).

3.6.2 Desenho e padronizacdo de um PCR-Alelo BHame¢AS) para deteccdo da mutacao

T315I

O desenvolvimento de uma metodologia molecularigenqgue permitisse detectar a
presenca da mutacdo T315l em baixos niveis foilimdei através de um PCR-AS. Este
ensaio foi padronizado em colaboragdo com o grigeyado pela Dra Rosério Uriarte da
Asociacion Espafiola Primera de Socorros Mutuos, téateo, Uruguay. Para isto,

iniciadores para amplificacdo do DQ do gene ABLne especifico para a mutacdo T315I
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foram utilizados numa mesma reacao (Fig. 3.2B) [BIRARD et al, 2002; WILLIS et al,
2005]. Os produtos foram avaliados por eletroforese gel de agarose 2%, corado com

brometo de etidio (0.5 pg/mL) e visualizado sobultavioleta.

A sensibilidade da técnica foi estimada atraveglitiecOes seriadas construidas a
paritr de RNA de uma amostra de LMC com a mutacdtbTe RNA da linhagem celular
K562. As misturas de RNA foram retro-transcritasapabter cDNA e analisadas pelo ensaio
PCR-AS T315.Como controles negativos da reacédo, foram utiligadmostras de 15
pacientes com LMC respondedores ao IM e 10 amosigapacientes com doencas Ph
negativo. Segundo o racional do desenho do PCR#A8,caso mutado seriam observados 2
fragmentos num gel de agarose: um de 863 pb comdspte ao DQ do ABL e outro de 320
bp correspondente a mutacdo T315l. Nos casos semtacdo, apenas o fragmento maior

seria visualizado (Fig. 3.2B).

Produtos de ~1.500 e ~860 pb

T315 - T315+

863 ph — —

320 pb —

Figura 3.2: Pesquisa de mutagGes no Dominio QuinasA: reacdo de sequenciamento direto. B: Reacdo d®CR-AS
para deteccdo da mutacdo T315lEsquema de amplificacdo da reagdo dentro do DQede BCRABL. Setas preta
iniciadores Abl-KF e Abl-KR; seta vermelha: iniciadii315. Num gel de agarose, espseadentificar duas bandas num ¢
positivo para a mutagdo, e apenas uma banda erasomegativo para a mutagéo.
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3.6.3 Quantificacdo de mutacdes do gene BCR-ABLpporsequenciamento

Em casos onde foram identificadas mutacbes por esegamento direto, a
quantificacdo de mutacdes do DQ do gene BCR-ABLrdalizada por piro-sequencimento,
no intuito de poder avaliar-se 0 aumento ou ding&éoido clone mutado em comparacao com

o clonewild-typede BCR-ABL durante o acompanhamento do tratamemtoITK.

De uma forma geral, no pirosequenciamento, a €mtesDNA ocorre atraves de um
complexo conjunto de reacdes quimicas, que insl@reimas ATP sulfurilase e luciferase e
0s substratos adenosina 5’ fosfossulfato e luoifeniesultando na producéo de luz detectavel
quando um nucleotideo é adicionado. Assim, quanddlA polimerase incorpora um Novo
nucleotideo em uma cadeia crescente de DNA, piaifosé gerado de maneira
estequiométrica, resultando na producdo de ATP. T Aroduzido leva a converséo
enzimatica da luciferina com emisséo de fétonsyu® ppssibilita a quantificacdo. A medida
gue os componentes da reacdo diminuem, um now aécteagentes € introduzido e entdo a

incorporacao de nucleotideos especificos € avatiagaaneira sequencial.

Para a amplificacdo dos fragmentos de interessatifada uma estratégia de PCR-
nested. Na primeira etapa foi amplificado um fragtoede ~1.500 pb, visando amplificar
uma regido do transcrito BCR-ABL [BRANFORE& al, 2002]. Na segunda etapa, foram
utilizados 4 pares de iniciadores desenhados pawaifwar 4 fragmentos que contém
algumas das mutacdes de importancia clinica paes@osta aos ITK, sendo sempre um dos
iniciadores do par biotinilado [YINt al, 2010] (Fig. 3.3). Assim, 1,5 ul do produto de PCR
da primeira etapa foi colocado no mix de PCR dars#g etapa, contendo o par de primers
especifico para a amplificacdo do fragmento quetitioa uma mutacdo sabidamente

conhecida em cada amostra.
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Os produtos biotinilados obtidos em cada reacd@Cie foram preparados para piro-
sequenciamento. Para isto, os produtos foram idlmsbacom a resina Streptavidin
Sepharose™ High Performance (GE Healthcare), eeposhente filtrados utilizando a
estacdo de trabalho PyroMark Q24 Vacuum Workstaf{i@Qragen) de acordo com as
especificacbes do fabricante. Seguidamente, osumedoram fixados em ethanol 70%,

denaturados em 0.2 M NaOH e lavados com uma sotlleed0 mM Tris—acetato (pH 7.6).

Os produtos foram colocados em uma placa prepgrada piro-sequencimento,
contendo tampéo de anelamento comercial (Qiageérud do iniciador de sequenciamento.
A reacdo de piro-sequenciamento foi realizada nparetho Q24 Pyrosequencer (Qiagen)
utilizando o conjunto de reagentes PyroMark Gold (Qiagen), segundo recomendacdes do
fabricante. A quantificacdo de transcritos mutasis/mutados foi calculada por comparacao

mediante o programa PyroMark Q24 Software (Qiagen).

e o

PCRset1 PCRset2 PCRset3 PCRsetd
3 = o
WIT = L] g
on% ZEr "83 ©o
SEER 5ho 888 3
Qo> L =W e

Figura 3.3 Esquema do dominio quinase do gene ABIA Localizagéo doprimersutilizados na reagdo nested para o-piro
sequenciamento. As mutacdes que podem ser quadsiiccom este ensaio encontram-se sinalizaaslominio de
ativacéo; C: dominio catalitic&®-loop dominio de unicao ao ATP.

3.7 ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO DE miRNAS MADURO

3.7.1 Analise de expresséo poraysde TLDA

A analise do perfil de expressdo de miRNAs madtobeealizada utilizandarrays

de TLDA (do inglésTagMan Low Density Arrgyem aparelho ABI PRISM® 7900HT
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Transcription (Applied Biosystems), no Laboratédo Departamento de Patologia do
hospital A.C. Camargo, Sado Paulo, em colaboracdn ooDr Fernando Soares. Esta
plataforma representa o procedimento mais compkeensra umscreeningglobal de

mMiRNAs, com conjuntos de primer-sonda comerciaisresamente validados.

Para isto, primeiramente foi realizada uma reagddrahscricdo reversa especifica
para miRNAs a partir de 1000ng de RNA total, sedgmplificacéo, utilizando o conjunto
de reagentes TagMan® MicroRNA Reverse Transcripti@pplied Biosystems) e o0s
iniciadores Megaplex™ RT Primers (Pool A) (AppliBobsystems), segundo recomendacdes
do fabricante MlegapleX™ Pools Protocol 4399731(Fig. 3.4). Este conjunto de iniciadores
permite obter simultaneamente o miR-cDNA de 377 MAR maduros3 RNAs pequenos

utilizados como controles enddgenos e 1 contrajatne.

Apos a retrotranscricdo, 6 pul do cDNA obtido deacachostra foi colocado em uma
placa de TLDA TagMan® Human MicroRNA Array v2.0 i@y A), adicionando 450 ul da
mistura comercial TagMan® Universal PCR Master Niplied Biosystems) e 444 pul de
H.0. As sondas darray séo do tipo TagMan MGB, com uraporter (FAM™) no extremo
5 e quencherndo fluorescente no extremé A preparacdo darray foi realizada segundo

recomendacdes do fabricant@gMarf Array User Bulletin 4371129

As condi¢cBes de reacao utilizadas foram 50°C 2 84r5°C 10 min, e 45 ciclos de
97°C 30s e 59.7°C 1 min. O valor do ciclo de gdeaigdo (Cq) foi obtido através do
programa SDS v2.3 e vistos mediante exportacacgayana ABI TagMan RQ manager. O

valor do threshold foi estabelecido em 0.2, concomeendado para placas TLDA.
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Figura 3.4: Esquema de trabalho comarrays de TLDA para miRNAs. 1: Isolamento de RNA total a partir de Triggl
2: Transcrigdo reversa com TagMan® MicroRNA RT kiMegaplex™ RT Primers; 3: Preparagédo da placa TLD.
corrida das placas em aparelho ABI 7900HT e andbiseresultados.

3.7.2 Andlise de expressao por ensaingles

As diferencas de expressdo de miRNAs observadaseéatrdosarrays de TLDA
foram confirmadas através de ensasiisglesde expressao especificos para o miRNA de
interesse, utilizando os conjuntos comerciais TagMaMicroRNA Assays (Applied
Biosystems), que permitem obter especificamenteRe¢DNA de cada miRNA escolhido e
sua quantificacdo por RT-gPCR utilizando iniciadoeesondas TagMan® desenhados para

cada miRNA maduro.

Para obtencdo do miR-cDNA&50ng de RNA total previamente extraido das anm®stra
clinicas e/ou das linhagens celulares utilizadasenabalho, foi retrotranscrito utilizando o
conjunto de reagentes TagMan® MicroRNA Reverse Saaption (Applied Biosystems) e o
primer fornecido no TagMan® MicroRNA Assay, de atmrcom as recomendacgdes do
fabricante TagMar® MicroRNA Assays Protocol 4364031 RevBrevemente, o RNA foi
colocado numa reacao com volume final de.bontendo 50nM do primer de RTyllde
tampéao, 3.33 U/ml da enzima MultiScribe RT e 0.ZBlde inibidor de RNAseA mistura

de RT mix foi incubada a 16°C 30 min, 42°C 30 rBBPC 5 min e 4°C indefinidamente.

ApoOs a retrotranscrigdo, a quantificagcdo foi reaml& em aparelho ABI PRISM 7000

(Applied Biosystems). As reacdes foram padronizadaa um volume final de 10ul, com 2ul
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do produto de RT, 6ul da mistura comercial TagMd&h@versal PCR Master Mix (Applied
Biosystems) e 2ul da mistura comercial primer/sopdea qPCR fornecida no TagMan®
MicroRNA Assay. As reacdes foram colocadas numaapkde 96 pocos a 95°C 10 min
seguidos de 45 ciclos de 95°C 15 seg e 60°C 1Tdas as reacdes de PCR foram feitas em

triplicata utilizando o controle enddgeno escolhjdde secédo 6.1.1)2
3.8 ANALISE DE DADOS DE EXPRESSAO DE miRNAS GERAD®®R RT-gqPCR

Para a analise dos dados de expressdo de miRNAilipando o programa GenEx
Enterprise (MultiD Analyses AB, Sweden), uma feresuta de analise integrada desenhada
especificamente para normalizacdo e analise desdddoexpressdo gerados por gPCR e
baseado nos principios do método do CT comparditiiéAK et al, 2001]. Este método
considera resultados normalizados da expressaergoajvo e do endodgeno de cada amostra,
assim como a expressdo do alvo e do enddgeno deloima amostra de referéncia, o
“calibrador”, cuja expressao do alvo € muito baiRasta forma, foi obtida a média dos
valores de CT para os miRNAs alvos e para o enddgsnolhido de cada amostra. Em
seguida, calculou-se&Ct, que é a diferenca entre o CT do alvo e o C&ratvgenoACT =
CT (alvo) — CT (endogeno)], para cada uma das aassAssim pode-se calcularAACT,
que representa a diferenca entrA@T da amostra e ACT do calibrador AACT = ACT

(amostra) ACT (calibrador)].

Para aplicagdo deste método e a realizacdo daaeslatistica dos dados utilizando o
programa GenEx Enterprise, primeiramente foi radlizum pre-tratamento dos dados, que
incluiu definicdo docut-off de amplificacdo emissing data normalizacdo com o gene de
referéncia escolhido, comparagdo com uma amostfaidée como calibrador e
transformacédo logaritmica do resultadog®). Os dados assim pre-processados foram

analisados com o mesmo programa visando identifit&NAs diferentemente expressos
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entre os grupos. As comparacoes entre valores médicexpressao foram realizados com
testet de student (2-caudas). O ajuste do va@grara comparacdes multiplas (nos dados
gerados com osrrays) foi realizado pelo método de Benjamini-Hochbefg.analise
supervisionada dos dados foi realizada através éodn de average-linkage com correcéo
Euclidiana. A selecdo do melhor gene enddgeno daiizada aplicando os algoritmos

geNorm e NormFinder.

3.9 ANALISEIN SILICOPARA PREDICAO DE ALVOS DE miRNAS

A predicdo de genes alvos dos miRNAs de interesiseedlizada utilizando as bases
de dados PicTar (http://pictar.mdc-berlin.de), PITHttp://genie.weizmann.ac.il), RNA22
(http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22.html), Targatsc (www.targetscan.org) e Miranda
(www.microrna.org/microrna). A funcdo e localizac@ios genes alvos preditos foram
pesquisadas utilizando as bases de dados Geneo@nidittp://www.geneontology.org) e

GenomeNet (http://www.genome.jp).

3.10 ENSAIOS FUNCIONAIS PARA AVALIACAO DA EXPRESSADE miRNAS

As linhagens celulares de LMC K562 e KBM-5, dessrina secdo 3.2, foram
utilizadas para ensaias vitro desenhados para avaliar o papel da metilacdo néodg da
expressdo dos miRNAs de interesse e/ou para awalefeito da super-expressdo de um

determinado miRNA mediante transfeccao de precessore-miRNAS.

3.10.1 Ensaios de demetilacdo do DNA

Os ensaios de demetilacdo do DNA foram realiza@dsslinhagens K562 e KBM-5
utiizando o agente demetilante 5-aza-2’-deoxyayéd (5-Aza-d) em 2 concentracoes
diferentes, 0.5 uM e 1uM. Estas concentracdes Aeasd foram escolhidas por serem as
utilizadas em ensaios demetilantes para avaliagdexgresséo de alvos. Para estes ensaios,

37



de cada linhagem celular foram preparadas 4 garedan uma concentracdo de 0.5%10
células/mL em meio RPMI-1640 Cellgro® (Mediateai;)l Em uma das garrafas a solucéo
salina PBS 1x Cellgro® (Mediatech, Inc) foi utildeacomo agente controle e em outra foi
adicionado 10ul de DMSO (Sigma), veiculo do ageméenetilante. As células foram

cultivadas por 72hs, sem trocar o meio. A viabdelae a quantidade de células foram

estimadas diariamente.

Apoés 24hs, 48hs e 72hs de tratamento uma aliquotzada tratamento foi separada
para extracdo de RNA total. Adicionalmente, apdss7Rma outra aliquota foi utilizada para
extracdo de proteinas totais para afericdo dodsndee apoptosévide secédo 3.110 RNA
total foi extraido como descrito na secdo 3.3 evaiagdo da expressdao do miRNA de

interesse foi realizado como descrito na se¢a@.3.6.
3.10.2 Ensaio de transfec¢do com precursores R&AS

Para os ensaios de transfeccdo com pre-miRNAsnfpraparadas culturas de 12 mL
das linhagens K562 e KBM-5 com 7.2%1€elulas/mL em fase de crecimento exponencial
para cada miRNA analisado. Primeiramente, foi peggmuma solucédo A, contendo 57ul do
agente de transfeccao Lipofectamine™ 2000 (InvéndY) e 570ul de meio Opti-MEM®
(Gibco®). Esta solucdo foi incubada a 37°C por H.nHosteriormente, foi preparada a
solucéo de transfeccéao B, contendo 275ul da solac235ul de meio Opti-MEM® e 22l

do pre-miR ou do RNA controle negativaxfambl@.

Apés incubacgdo a 37°C por 20 min, 250ul da soli&oram colocados em uma
suspensédo de 7.2¥86elulas/mL de cada linhagem celular. Uma aliqaetzada garrafa de
cultura foi extraida ap6s 24h, 48h e 72h para gétemle RNA total com Trizol®, e as 96h
para obtencdo de proteinas totais. A viabilidadeumero de células foram estimados

diariamente como descrito previamente na segao 3.2.
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3.11 EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS E WESTERN-BLOT

A técnica de Western-Blot foi utilizada para aféagos niveis de apoptose mediante
marcacdo da proteina PARP, uma poli-ADP-ribosenpaiase envolvida na resposta do
reparo do DNA em resposta a stresse do meio. $taraas células foram lavadas com PBS 1x
Cellgro® (Mediatech, Inc) e centrifugadas 4 min a0 rpm. O pellet celular foi
resuspendido em 120ul de uma mistura de extragéderado o tampao de lisis RIPA (150
mM NacCl, 1.0% IGEPAL® CA-630, 0.5% desoxicolato stedio, 0.1% SDS, 50 mM Tris,
pH 8.0) (Sigma-Aldrich), inibidor de fosfatase (1(§igma-Aldrich), inbibidor de protease
(1x) (Sigma-Aldrich) e 1 mM DTT (Invitrogen™). Ap&®@rtexar por 5 seg, a preparacéo foi
mantida em gelo por 20 min, vortexada novamente5peeg, e mantida por 10 min a 4°C.
Posteriormente, apos centrifugacdo por 10 min 80D02rpm a 4°C, o sobrenadante foi

coletado e colocado em um tubo eppendorff de 1.5 mL

ApoOs a extracao, as proteinas foram quantificadbsmpétodo de Bradford utilizando
o0 conjunto de reagentes Bio-Rad Protein Assay Rib-(ad Laboratories, Inc), segundo
recomendacfes do fabricante. Brevemente, 1 partsotlggdo comercial Dye Reagent
Concentrate (Bio-rad Laboratories, Inc) foi diluidan 4 parte de ¥ MilliQ. Para a
quantificacdo, 1mL da solucéo foi colocado em awéndividuais e foram adicionados 2l
de cada concentrado proteico. As medidas foranuadas em aparelho SmartSpec Plus

Spectrophotometer (Bio-rad Laboratories, Inc) a®m®bde absorbancia.

Os extratos de proteinas foram diluidos para umeestdracgéo final de 60pug em 10l
de tampéo RIPA, aos que foram adicionados 10p&gdo Laemmli (62.5 mM Tris-HCI,
pH 6.8, 2% SDS, 25% glycerol, 0.01% w/v azul dentwtenol) (Bio-rad Laboratories, Inc).
As diluicBes assim preparadas foram incubadas 5a@BPC e mantidas em gelo até seu uso.

As proteinas foram aplicadas num gel do tipo SD&PA-20% Criterion Tris-HCI precast
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Gels (Bio-rad Laboratories, Inc), e corridos em wuba de eletroforese Criterion Cell (Bio-
rad Laboratories, Inc) com tampéao Tris/Glycine/SQX 25 mM Tris, 192 mM glicina,

0.01% SDS, pH 8.3) (Bio-rad Laboratories, Inc) an38, 160v por aproximadamente 2hs.
Apoés a corrida, as proteinas foram transferidaggeloa uma membrana de nitrocelulose
(Trans-Blot® Turbo™ Mini Nitrocellulose) utilizando sistema semi-seco Trans-Blot®

Turbo™ transfer system (Bio-rad Laboratories, Inc) a @6~ 10 minutos.

Ao termino da transferéncia, as membranas forawuieladas por 1h a TA em tampao
TBS-T-leite (20 mM TRIS, 140 mM NacCl, 0,1% Tween PQL% Triton e 5% de leite em po6
desnatado) em agitacdo constante. Posteriormenteembranas foram incubadas com os
anticorpos primarios GAPDH (Santa Cruz Biotechngldgc) (diluicdo 1:15000) e PARP
(Cell Signaling Technology, Inc) (diluicdo 1:1008in tampao de bloqueio por 12hs em
agitacao continua em camara fria (4°C). Apos azesgio de 3 lavagens com tampéo TBS-T,
as membranas foram incubadas com o anticorpo s&tandntirabbit e/ou antimouse
(diluicdo 1:2000) (GE Healthcare) por 1h a TA. Bastmente, foram realizados 3 lavagens
com TBS-T e logo as membranas foram reveladas ¢odeldeteccdo Amersham™ ECL™

detection systems (GE Healthcare).

3.12 DEFINICOES E REGISTRO DAS CARACTERISTICAS CLQO-

DEMOGRAFICAS DOS PACIENTES E ANALISE ESTATISTICA

Os critérios para definicdo de FC, FA e/ou CB zdilios neste trabalho foram de
acordo aos estabelecidos pela WHO (do inglésld Health Organization[VARDIMAN et
al., 2002]. Os pacientes com LMC em FC foram classifiic em FCP ou FC Tardia (FCT)
segundo o tempo transcorrido desde o diagnésticdodaca até o inicio do IM (FCT >12
meses desde o diagnostico). No presente trabathdefinicbes de resposta hematoldgica

completa (RHC) e progressdo de doenca seguiu t&riasi propostos pela LekemiaNet
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[BACCARANI et al, 2006, 2009]. A RCq foi definida de acordo a prgao de metafases
Ph+ como completa (0% Ph+), parcial (Ph+ 1% - 34%@nor (Ph+ 35% - 95%) e nula (Ph+
96% - 100%). A resposta citogenética maior (RCgM)cbnsiderada como a RCgC+RCgP.
A resposta molecular (MR) foi estabelecida de az@aks niveis de BCR-ABL/ABL obtidos
por RT-gPCR e convertidos para a El aplicando orfde correcao laboratorio-especifico
(vide secao 4.1)1 A resposta molecular maior (RMM) foi definidanco valores< 0.1%
BCR-ABLF'. A definicdo de uma RMC requereu a nédo deteccamanscrito BCR-ABL por

RT-gPCR e por PCRlestedem 2 amostras consecutivas.

A resposta Gtima, falha terapéutica e respostadsnia foram estabelecidas segundo
critérios recomendadovifle Tabela 1.1secdo 1.1 Perda de resposta ao IM foi definida
como a perda da melhor resposta obtida (RH ou R&Zga a resposta molecular, a perda de
resposta foi definida apos 2 analises moleculareserutivas. Os pacientes foram analisados
quanto a SG, SLE e SLP. A SG foi determinada contengo a partir do diagndéstico da
doenca até a morte por qualquer causa, sendo adasao momento da interrupcdo do
tratamento ou na data do ultimo dado disponivebLk foi definida a partir do momento de
inicio do tratamento com IM até a primeira docuragéd de um evento. Os eventos foram
definidos como: morte (qualquer causa), progrepséa FA ou CB e perda de resposta (RH,
RCg ou RM). A SLP foi definida como o tempo entrmicio do IM e a data da progressao.
Os pacientes sem progressédo foram censurados nemtwma interrupcdo do tratamento

com o inibidor ou na data do ultimo dado disponivel

As principais caracteristicas clinicas e demoga&fidos pacientes estudados foram
obtidas dos registros do arquivo médico de INCA iarege uma ficha de coleta de dados
elaborada para o presente trabalho. Cada paci@stsuipuma ficha individual com as

informacdes que foram consideradas relevantescomm sexo, idade, data do diagnostico,
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fase da doenca ao diagnoéstico, SOKAL, tempo e dgpdratamento prévio aos ITK, data e

tempo para inicio da terapia com ITK, entre outros.

Bancos de dados com as informacdes clinicas, dixlogogenética e as informacdes
de biologia molecular foram criados nos programaseE (Microsoft) e SPSS 18.0 para
analise estatistica. As variaveis categoricas fodmscritas utilizando-se proporcfes, e as
continuas através da mediana. A comparacdo dosesakntre os diferentes grupos foi
realizada pelos testes de qui-quadrado ou test® edeaFisher. Valores de probabilidade
(p)<0,05 foram considerados como estatisticamentafisigtivos. As analises de sobrevida
global (SG), sobrevida livre de progressédo (SLRplerevida livre de evento (SLE) foram
realizadas pelo método de Kaplan e Meier e comparadm o teste de log-rank [KAPLAN

& MEIER, 1958].
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4. ANALISE DAS RESPOSTAS OBTIDAS EM PACIENTES COM LMC TRATADOS

COM IM
4.1 RESULTADOS
4.1.1 Ensaio de RT-gPCR para afericdo da respastecuiar

Como mencionado anteriormente, com a introducadedspia com inibidores da
atividade tirosina quinase, os ensaios de RT-gR&iResentam atualmente uma ferramenta
chave na monitorizacédo dos transcritos BCR-ABLamgb do tratamento. O estabelecimento
da escala internacional (El), assim como as recdaggies sobre procedimentos laboratoriais,
interpretacdo e expressao dos dados, permitiraarmadmizacdo dos resultados moleculares
[HUGHES et al, 2006]. Os laboratorios interessados em utiliz&éf,gprecisam padronizar
todos seus procedimentos, assim como obter umdatoprrecéo laboratério-especifico que,
uma vez validado, pode ser aplicado por cada cesrtroparticular para expressar seus

resultados na EI [BRANFORB al, 2008; MULLERet al, 2009b].

O ensaio de RT-gPCR aqui utilizado foi desenhadpadronizado segundo as
recomendacgdes estabelecidas. Primeiramente, dikiigériadas de DNA plasmidial foram
preparadas para serem utilizadas catamdardsdo niumero de cépias mediante construgédo
de uma curva padréo, tanto para o gene alvo quanéoo endégeno (Fig. 4.1A). Estas curvas
foram avaliadas em triplicata para cada reacdoomstcucdo dostandardsé realizada bi-
anualmente a partir do sub-clonado de um plasmadiginal cedido pelo Dr NCP Cross,

contendo o inserto BCR-ABL [CROS$ al,, 1994].

O numero de cépias da preparacéo plasmidial foutzdo através da relagéo entre o
tamanho do plasmideo + tamanho do inserto (emrab3formados em massa pela utilizacédo

do nimero de Avogadro (6,02 x 0 Uma vez determinado o nimero de cépias da
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preparacdo stock, diluicbes seriadas foram rea&guhra construcdo da curva padrao,
desenhada para cobrir a faixa dinamica d& 10.d. Em cada corrida, foram incluidas
também amostras de controle de qualidade com atdsixos niveis de BCR-ABL,
preparadas mediante diluicdes das linhagens cetulds62 (BCR-ABL+) e Kasumi (BCR-
ABL-). A utilizacdo destas amostras permite momwitoa variabilidade inter-ensaio e a
qualidade do processo como um todo, desde a eatdacRNA. Além disso, em cada corrida
foram incluidos um NTC (do ingléson-template contrpluma amostra de DNA), um NAC
(do inglés non-amplification contrgl uma amostra de cDNA BCR-ABL-) e um branco

(tampéo de corrida).

A padronizacdo e o controle do ensaio de quantficaabsoluta seguiram as
recomendacfes propostas pelas MIQEs [BUSAlMI, 2009]. Assim, foram calculadas as
seguintes informacgdes técnicas do ensaio: efi@édaireacdo: 96% (desvio standard 0.01);
sensibilidade do ensaio: > 4 logs; limite de délect. OD): 10 copiasslope -3.43 (-3,36-

3,49)intercept 41,1 (40,8- 41,6); R2: 0,997 (0,995-0,999).

Os resultados obtidos por RT-gPCR foram consideradpresentativos quando o
namero de coépias do gene ABL detectado>080.000. Um resultado de RT-gPCR foi
avaliado como negativo quando nao foram detectadoscritos BCR-ABL em uma amostra
com um numero de copias do ABL considerado reptasen. Os niveis de BCR-ABL foram
calculados pela relacdo BCR-ABL/ABL% e convertig@sa El através da aplicagdo do fator

de correcédo especifico do laboratério de Biolog@edular do CEMO.

Para obtencdo do fator de conversdo, um numeresemativo de amostras foi
guantificado simultaneamente pelo Lab. de Biolddgi@lecular do CEMO e pelo Lab. de
referencia internacional (Project for Standardaatiof BCR-ABL RQ-PCR methods,
Adelaide, Austrdlia). Utilizando o método comparatde Bland & Altman, o laboratério de
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referéncia calculou a diferenca bias entre seu método e o do Lab. de Biologia Moleaddar
CEMO (Fig. 4.1B). O fator de conversao é represtnfzelo anti-log do viés [BRANFORD

et al, 2008]. O fator de correcao calculado para noslsoratorio foi de 0,53. Apos periodos
estabelecidos pelo Lab. de referéncia (12-15 mesesds sets de amostras sdo enviados e
medidos por ambos os laboratorios, a fim de mamitpossiveis variagbes do método e assim

re-ajustar o fator de correcéo de cada centro.
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Figura 4.1: Padronizacdo e validagdo do monitoramé¢a molecular para LMC por RT-qPCR. O fluxo dc
acompanhamento molecular para LMC comeca com aigidirdo tipo de transcrito BCRBL mediante um enss
guantitativo do tipo multiplex nas amostras virgelestratamentoA: Padronizacdo de um ensaio estavel e contrc
Standard curveslas amostras de DNA plasmidial utilizadas na dfieexdo, com os valores ddopee R2 dentro dc
parametros permitidos sugeridos (-3,3, -3,59 €7,290).B: Calculo e validagdo de um fator de converséo &bdo-
especifico (FC). Cada valor BCABL/ABL é convertido para a escala internacional (@&)icando o FC validado pelo L
de Biol Molec Australianao, Adelaide. Para isto, mimero representativoedamostras, incluindo pacientes em dive
fases da doenca foram testados em paralelo no atahior de Biologia Molecular do INCA e no Laboratéde Adelaide
Um plot foi gerado para calcular o FC (i) e os mesmos dadosos dados convertidos (ii). 880 houvesse diferenca
viés médio estimado, a linha pontilhada estaridDeassim, o FC foi o antilog do viés médio. O FCviidado com unr
troca subsequente de amosti@s.Os graficos mostram um exemplo de como a aplicagiFC reduz o coeficiemtde
variagcdo em 70 das nossas amostras para os vespesificos de 0,01%, 0.1%, 1% e 10%.
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4.1.2 Principais caracteristicas clinico-demoged&ficdo grupo estudado e definicdo dos

critérios de resposta

No intuito de identificar pacientes com diferenpagirbes de resposta a terapia com
IM, foram analisadas, de acordo aos dados institacs disponiveis, a resposta citogenética e
molecular de 204 pacientes com LMC tratados no IN@Rprincipais caracteristicas clinicas
e demograficas dos casos incluidos nesta anakseitiiea sdo apresentadas na Tabela 4.1. O
grupo estudado incluiu 119 homens e 75 mulheres, wma mediana de idade de 45 anos
(18-85). Cento e cinco pacientes utilizaram IM coprameira linha de tratamento, 93
pacientes receberam IFdNpor um periode 1 més antes do IM e 6 pacientes receberam IM
apos recaida de aloTCTH. As principais causas seodénuidade do tratamento com leN-
foram intolerancia (n=11), toxicidade grau 3/4 (@x2rogresséo (n=3) e resisténcia ou falha
(n=40). Adicionalmente, 19 pacientes iniciaramrag& com IM por requerimento pessoal e

devido a disponibilidade do novo tratamento natingéo.

Assim, 130 pacientes foram classificados como F@B eomo FCT no momento do
inicio da terapia com o inibidor. Apds um tempo méie uso do IM de 30 meses (6-123),
com 70% dos casos utilizando o inibidor por >12 esed52 pacientes continuam com IM
(75%). Destes, 36 casos iniciaram terapia com ITKA&s causas de suspenséo do IM foram:
resisténcia/falha terapéutica (n=30), aloTCTH (p#&plerancia ou toxicidade (n=8), 6bito

(n=5) e abandono do tratamento (n=1).
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Tabela 4.1: Caracteristicas clinicas e demograficalos pacientes estudados (n=204)

N (faixa
Idade ao diagnéstico, a 45 (1-85)
Sexo
Masculino 119
Feminino 85
Fase ao inicio do IM
LMC-FC 178
FCP 130
FCT 48
LMC-FA 26
Tratamento prévio ao IM
Nenhum 105
INfe- 93
aloTCTH 6
indice Sokal
Alto 40
Intermediario 51
Baixo 99
Desconhecido 14
Tempo médio de acompanhamento (Eguléitmo dado disponivel), meses 43 (8)22
Tempo médio de uso de IM, meses 30 (6-123)
Tempo médio de uso de IhNFneses 3 (1-108)
Tempo médio desde o diagndsticoratéoi do IM, meses
LMC-FC 3 (1-184)
FCP 2 (1-10)
FCT 42 (13-184)
LMC-FA 2 (1-67)

IM: imatinibe; FC: fase cronica; FCP: fase cronjm®coce; FCT: fase cronica tardia; FA: fase acéferdNFa: interferone;
aloTCTH: transplante de células tronco hematopzziétalogénico. Dg: diagndstico.

4.1.3 Andlise descritiva das respostas citogersstibidas com IM

Do grupo de pacientes estudado, 172 (172/204, 84&pm dados de citogenética
disponiveis (154 LMC-FC e 18 LMC-FA). Para o gruptal, a melhor resposta citogenética
cumulativa obtida foi MCgR em 86% (RCgC, 75%, RQdP%o), menos que parcial em 5%
dos casos, e 9% tiveram RCg nula (Tabela 4.2). @uamesma analise foi realizada apenas
no grupo de pacientes com LMC-FC, foi observado 8@ atingiram uma RCgM, 76%
RCgC, 10% RCgP e 5% RCgMe (Tabela 4.2). A obterdgiouma RCgC ndo se viu
influenciada pela duracdo da FC [83/113 (73%) deKCIFCP vs 34/41 (82%) dos LMC-
FCT, p= 0,7, teste qui-quadrado] nem pela utilizacdo iprele INFe [68/85 (80%) dos

LMC-FC INF-a seguido de IM vs 50/69 (73%) dos IM LMC-FC prinaglinha,p= 0,21, teste
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qui-quadrado]. A obtencdo da RCgC também néo ferelte entre os grupos com indice

Sokal distinto = >0,05).

Tabela 4.2: Melhores respostas citogenética obsedas (n=172)
Grupo Total LMC-FA (n=18) LMC-FC (n=154)

RCgM 149 (86,6%) 16 (89%) 136 (87%)
RCgC 129 (75%) 12 (66,5%) 117 (76,5%)
RCgP 20 (11,6%) 4 (22,5%) 16 (10,5%)

RCgMe 7 (4%) - 7 (4%)

RCgN 16 (9,4%) 2 (11%) 14 (9%)

RCgM: resposta citogenética maior; RCgC: resposta citdga completa; RCgP: resposta citogenética
parcial; RCgMe: resposta citogenética menor; RCgN:ostapcitogenetica nula; LMC: leucemia mieloide
cronica; FA: fase acelerada; FC: fase cronica.

Um total de 139 pacientes com LMC-FC tiveram dad@poniveis durante os
primeiros 12 meses e ao longo do tratamento comN&&te grupo, foi analisado o tempo
transcorrido para obtencdo da RCgC. Ao todo, 185%cf7alcancaram uma RCgC. Oitenta e
nove casos (89/105, 85%) alcancaram a RCgC ducaptémeiro ano de tratamento, com
uma mediana de tempo de 6 meses (3-12 meses)ne ¢taasificados como “respondedores
citogenéticos 6timos”. Dos restantes 16 casosc@eaaram a RCgC apos 12 meses de IM

(entre 12 - 24 meses) e 8 pacientes apds 24 mesesgia com M.

Assim, 16/105 (15%) dos pacientes com LMC-FC quivetam uma RCgC foram
considerados “respondedores citogenéticos tardidgjiie necessitaram mais de um ano para
alcancar a RCgC. Estes respondedores tardios eapaes 32% (16/50) dos pacientes que néo
alcancaram uma RCgC durante os primeiros 12 mesgatdmento com IM. Apenas 2 casos
dos respondedores tardios alcancaram a RCgC aptentude dose do IM (de 400 mg/dia
para 600 mg/dia)Aproximadamente, metade dos respondedores tardid6, (56%) foram
pacientes classificados como LMC-FCT. Quando asddis segundo a duracdo da FC até o

inicio do IM, 73% (19/26) dos pacientes classifeadomo LMC-FCT obtiveram a RCgC em
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até 12 meses de tratamento, em contraste com 90%®}7dos LMC-FCP =0,016, teste
log-rank). Estes resultados mostram que os pasieqie iniciam IM em uma LMC-FCP

alcancam a RCgC em um tempo menor que os LMC-FGT 4R).

o8 ' 1 LMC-FCP
| LMC-FCT

o
m
|

RCgC cumulativa
o
-
1

T T T T T T
o 10 20 30 40 50

Tempo inicio do IM até RCgC

Figura 4.2: Distribui¢éo dos tempos de obtengdo dRCgC. Este grafico mostra a distribuicdo dos tempos phtenca
da RCgC entre pacientes classificados como LMC-FCPM@-ECT, (FCT >12 meses desde o diagndstico da doere
acordo ao método de Kaplan-Meier. Estes resultamlostram que os pacientes que iniciam IM em uma LINGE-
alcangam a RCgC em um tempo menor que os LMC-BEQT, 016, teste log-rank).

A RCgC se manteve estavel em 94% (99/105) dos casaksados, apdés uma
mediana de acompanhamento de 33 meses (2-109 rdeseds) a obtencdo da resposta, 70%
dos casos apresentaram um tempo de acompanhamaptogore 12 meses. Dos 6 casos que
perderam a RCgC obtida, 5 foram classificados caoegpondedores otimos (4 deles
iniciaram o tratamento com IM em LMC-FCP), sende g@m apenas 2 casos a RCgC esteve

associada a uma RMM.

Dentre os respondedores tardios, apenas 1 pagerdeu a RCgC. Excetuando este
paciente, os respondedores tardios sustentaranR@y& estavel apos 74 meses de uso do

IM (27-115 meses) e um tempo médio de acompanhantend0 meses apds obtencdo da
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RCgC (3-90 meses), com 80% dos casos com um temp@ampanhamento maior que 20
meses. O respondedor citogenético tardio que peeddRCgC estava em LMC-FCT,
apresentava indice Sokal baixo e alcancou a RCg€ 24 meses de IM, seguida de uma

RMM.

4.1.4 Resultados dos estudos moleculares e adakseespostas

A RM foi classificada de acordo a expresséo dogrgalobtidos mediante o ensaio de
RT-gPCR convertidos para El, como descrito antewmte. Do grupo estudado, 182
(182/204, 89%) tiveram dados disponiveis do acomgaento molecular (164 LMC-FC e 18
LMC-FA). Para o grupo total, a melhor resposta makr cumulativa obtida foi: RMC em
27,5%; RMM 32,4%, uma reducédo de 2-log em 16,5% &-tbg em 10,5% dos casos. Um

grupo de 13.1% nao obteve reducao alguma de aargaral (Tabela 4.3).

Quando a mesma analise foi realizada apenas no gaupacientes com LMC-FC, foi
observada uma RMC em 29% dos casos, RMM em 34% (@8%aeducdo de pelo menos 3-
log), reducéo de 2-log em 16,5%, reducédo de 1-tog®& e nenhuma reducdo em 11,5%
(Tabela 4.3). A obtencdo da RMM néo se viu influada pela duracdo da FC (67% dos
LMC-FCP vs 71% dos LMC-FCTp=0,65 teste qui-quadrado) nem pela utilizacdo prelei
INF-a (74% dos LMC-FC INFe seguido de IM vs 62% dos LMC-FC IM primeira linies,
0,15, teste qui-quadrado). A obtencdo da RMM tamb&amfoi diferente em relagdo ao indice
Sokal p= >0,05). Dos 103 casos que apresentaram reducdmeldemenos 3-log, 45%

(47/103) alcangcaram também uma RMC.
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Tabela 4.3: Melhores respostas moleculares obsenasi(n=182)
Grupo Total LMC-FA (n=18) LMC-FC (n=164)

RMC 50 (27,5%) 3 (17%) 47 (29%)
RMM- < 0.1% EI (3-log) 59 (32,4%) 3 (17%) 56 (34%)
>0.1-1% ElI (2-log) 30 (16,5%) 3 (17%) @B,5%)
1-10% EI (1-log) 19 (10.5%) 4 (22%) 15 (9%)

> 10% El 24 (13,1%) 5 (27%) 19 (11,5%)

RMM: resposta molecular maior; RMC: resposta molecatampleta, El: escala internacional; LMC:
leucemia mieloide crénica; FA: fase acelerada; &€e tronica.

Um grupo de 110 pacientes com LMC-FC tiveram dadisponiveis durante os
primeiros 18 meses e ao longo do tratamento comN&&te grupo foi analisado o tempo
transcorrido para obtencdo da RMM. Ao todo, 65 £ad®%) alcancaram uma RMM.
Cinquenta e um casos (51/65, 78%) alcancaram a RMinte os primeiros 18 mesgs
tratamento, com um tempo médio de 11 meses (6-X&she foram classificados como
“respondedores moleculares 6timos”. Dos restanesa%os, 7 alcancaram a RMM apés 18

meses de IM (entre 18 - 24 meses) e 7 pacientas2dpdmeses de terapia com o inibidor.

Assim, 14/65 (21%) dos pacientes com LMC-FC quevetam uma RMM foram
considerados “respondedores moleculares tardi@sjii¢ necessitaram mais de 18 meses para
alcancar a RMM, representando 25% (14/55) dos peseque ndo alcangcaram uma RMM
até os primeiros 18 meses do tratamento com IM.hdM®ncaso dentro do grupo de
respondedores tardios alcangcou a RMM apo6s aumentdode do IM. Apenas 3 dos 14
respondedores moleculares tardios (21%) foram p@selassificados como LMC-FCT. Nao
foram observadas diferencgas entre a duracdo dae~€imicio do IM em relacdo a rapidez de
obtencdo da RMM (80% LMC-FCP vs 72% LMC-FCT em a& meses de tratamento;

p=0,208, teste log-rank).

A RMM se manteve estavel em 95% (62/65) dos cagpés uma mediana de

acompanhamento de 17 meses (3-77 meses) apos reabtda RMM, 60% dos casos
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tiveram um tempo de acompanhamento >12 meses. Paso3 que perderam a RMM obtida,
1 foi classificado como respondedor molecular ot{iniziou o tratamento com IM em LMC-
FCP) e 2 como respondedores tardios (1 LMC-FCP LMC-FCT). Dentre o grupo de
respondedores moleculares tardios, 86% (12/14)tiveaam uma RMM estavel apos 48
meses (24-83 meses) de uso do IM e um tempo médicampanhamento de 15 meses (2-43
meses) apos obtencdo da RMM, com 86% dos casosicotempo maior a 12 meses. Os
dois respondedores tardios que perderam a RMMativéndice Sokal baixo ao diagnostico,

alcancando a RMM entre 18-24 e apds 24 meses dedfidectivamente.

A associacdo da RMM com a manutencdo da RCgC &bisada em um grupo de 116
casos gque apresentaram RCgC e tiveram dados disgoda resposta molecular. Destes, 99
casos apresentaram RCgC associada com RMM e/ou BRMEC,casos apresentaram RCgC
sem associacdo com RMM e/ou RMC. Quando realizaatgalise da probabilidade de perda
da RCgC de acordo ao tempo, houve uma difereng#isaiva entre 0s grupos com ou sem
RMM (p=0,0001, teste log-rank) (Fig. 4.3). O grupo deiggges com RCgC sem associacao
com uma RMM foi caracterizado por uma perda prectzc®&CgC, comparado com 0 grupo
gue apresentou RCgC com RMM, em que a perda fdficagta mais tardiamente. Nenhum
dos casos que apresentou RCgC+RMC perdeu a respotsta, com o qual 100% dos
pacientes a sustentaram apds um tempo médio dgpanbamento de 9 meses (5-45 meses).
Os respondedores citogenéticos oOtimos e tardiogyie@m uma RMM em propor¢des

similares (precoces 84% vs tardios 85%).

A reducdo da carga tumoral em até 2-logs (valgiés BCR-ABL em comparacéo
com valores >1% BCR-ABY) foi analisada aos 3 e aos 6 meses do inicioadartrento com
IM. A reducdo de até1% BCR-ABLF aos 3 e/ou aos 6 meses foi relacionada com uma
maior probabilidade de alcancar uma RMM em um tedgaté 18 meses de uso do inibidor

(p=0,004 ep=0,017 teste log-rank, respectivamente) (Fig. 4Msim, a probabilidade de
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obter uma RMM até 18 meses de uso de IM foi de 108%985% para 0s pacientes com
reducdo de >2 & 2-log de BCR-ABLY%' aos 3 meses, respectivamente, e de 96% e 62,5%

aos 6 meses, respectivamente.

RCgC+RMM
RCgC =em RMM

0,641 =+

0,44

Probabilidade de perda RCgC

0.2 i s

0.0 FH AR e p=0,0001

T T T T T T T
Q 20 40 &0 80 100 120

Tempo de uso do IM

Figura 4.3: Andlise da Perda da RCgCQuando realizada a andlise de probabilidade deapdadRCgC ao longo
tratamento com IM, houve uma diferenca signifiGtantre os grupos, em que 0s pacientes com RCgC sem fRidiv
caracterzados por uma perda precoce comparado com o gagppatientes com RCgC associada a RMM, em que a
foi verificada mais tardiamente. Método de Kaplaaidl com comparacgéo log-rank.
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Figura 4.4: Probabilidade de alcangar uma RMM. Analise de distribuicdo de probabilidade de alcangaa RMM en
até 18 meses de tratamento com IM, de acordo &dedde carga tumoral medida por RFCR. Os pacientes for.
classificados segundo reducao de até 2-log (vatli##sEl), aos 3 e aos 6 nessde iniciada a terapia com IM. Os pacie
com reducdo de atél@g nos tempos avaliados apresentaram uma maibtapil@ade de atingir uma RMM em até
meses. Método de Kanl-Meier com comparacéo I-rank
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Uma analise recente dos dados moleculares do edlEpmostrou que a obtencéo
da RMM ap6s 18 meses de uso do IM (valereéd% BCR-ABLY) esteve relacionada com
uma SLE de 95%, comparada com uma SLE de 86% mpo giel pacientes que apresentaram
valores dentre 0,1-1% BCR-ABLe de 65% nos casos com valores >1% BCR-ABL
[HUGUES et al, 2010]. Assim, a SLE foi analisada no grupo eslodao presente trabalho
em relacdo a diminuicdo de até 2-logs do valor GRBBL%" aos 6, 12 e 18 meses do
inicio do tratamento com IM, ndo tendo sido obseagadiferencas significativas nesta analise

(p=>0,05, teste log-rank) (Fig. 4.5).
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Figura 4.5: Probabilidade da sobrevida livre de evento com tramento com IM. Andlise da probabilidade da sobrey
livre de evento (SLE) foi realizada de acordo augéd de carga tumoral apresentada aos 6, 12 e désrde iniciado
tratamento com IM. Os pacientes foram classificaggindo reducéo de até 2-log (valaz&% El) nos tempos analisac
Esta analise ndo mostrou diferencas significativEtodo de Kaplan-Meier com comparacgéo log-rank.

Por outro lado, o grupo de pacientes com LMC-FC dawfos disponiveis durante os
primeiros 18 meses e que alcancaram uma RMM (nf6bpgnalisado segundo a resposta
molecular apresentada apos 12 meses de tratanmmnttVMcem relacdo a posterior obtencao
da RMC. Esta andlise mostrou que a probabilidadaldencar RMC foi maior para os
pacientes que apresentaram uma RMM aos 12 mesedataento com o inibidor comparado

com aqueles com valores >0,1%BCR-ABRos 12 meses (100% vs 58@6= 0,001 teste
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log-rank) (Fig. 4.6). A probabilidade de obter uRBIC em qualquer tempo foi 4,8 vezes
maior (Hazard ratio) nos casos que apresentaramRMM durante os primeiros 12 meses

de tratamento com IMpEO,002, regressédo de Cox, IC 95% 1,7-13,3)

1 RMM a0z 12 mesesde (M

Sem RMM 30z 12 meses de IM
0,87

0.6

Probabilidade alcangar FMC

0,249

b 1 p=0,001

T T T T T T
o 0 40 60 a0 {1s)

Tempo uso 1M (meses)

Figura 4.6: Probabilidade de obtencdo de uma RMCAndlise da probabilidade de alcangar uma RMC em quakguguc
durante o tratamento com IM. Os pacientes forassiflaados de acordo a resposta molecular aprekeatos 12 mes
de uso de IM. Os grupo que obteve uma RMM em atédses de tratamento, tewma probabilidade 4,8 vezes maio
obter uma RMC. Método de Kaplan-Meier com comparéggoank e regressao de Cox.

4.1.5 Anélise de SG e SLP

Apds um tempo médio de 43 meses de acompanhanoegtapo de pacientes com
LMC estudado neste trabalho apresentou uma SG @eed6ma SLP de 96% (Fig. 4.7A).
N&o foram identificadas diferencas significativasS(G e SLP dentre 0os grupos de pacientes
com indice Sokal distintq€>0,05, teste log-rank). Entretanto, cabe mencionaro grupo
com classificacdo de indice Sokal alto, mostrototama menor SG quanto SLP (Fig. 4.7B).
Em contraste, quando a SG e SLP foram analisadasaddo a obtengdo da RCgC em algum
momento durante o tratamento com inibidor, foi ob®#o que o grupo de pacientes com
RCgC apresentou uma alta e maior probabilidad®blegidas mais longap< < 0,001 teste

log-rank) (Fig. 4.7C). A probabilidade de uma noelBG foi 21 vezes maior (Hazard ratio)
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nos pacientes com RCg@=0,005, regressédo de Cox, IC 95% 2,56-188) e de melhor

SLP 5,35 vezes maior (Hazard ratipF@,001, regressédo de Cox, IC 95% 2,05-13,09).
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Figura 4.7: Andlise de sobrevida global e sobrevida livre de pgresséo. Aandise da probabilidade de sobrevida glok
livre de progresséo foi analisada no grupo t(A3 de acordo ao indice Sokal discriminado ao diagrsia doencéB) €
de acordo a obtencéo de uma RCgC em algum moment@tdménto com IMC). O grupo de acientes com RC¢
apresentou uma alta e maior probabilidade de simla®wmais longas (C).
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4.2. DISCUSSAO

O desenvolvimento de uma terapia alvo-especificaudesso no tratamento da LMC
constitui sem duvida o melhor exemplo da tradugi@ahhecimento do laboratoério para a
clinica. O alcance das respostas obtidas com aufMreu todas as modalidades terapéuticas
anteriores, e atualmente virtualmente todos oseptas com LMC recém diagnosticados

utilizam ITKSs.

O tratamento de pacientes com LMC com IM tem detnads altas taxas de resposta,
com obtencdo de uma RCgC em 65 - 85% dos casasndeRMM em 40 - 70% e de uma
RMC em 10 - 40% [O'BRIENet al, 2003; DRUKERet al, 2006; KANTARJIAN et al,
2006]. Os resultados obtidos apds 7 anos (84 medseafompanhamento dos pacientes do
estudo IRIS mostram 86% de SG, 81% de SLE e 93% &lém disso, 82% dos casos
apresentam uma RCgC, dos quais apenas 17% a parderante o tratamento [O BRIEM
al., 2008]. Os dados obtidos das analises realizadgwes@nte estudo mostram resultados
semelhantes aos relatados na literatura. Apos mpaemédio de acompanhamento de 43
meses, nossa série apresentou 95% de SG e 96%Pje@h 76% de RCgC no grupo de
pacientes com LMC-FC, 63% de RMM e 29% dos casas RMC. Dos casos apresentam
uma RCgC, apenas 6% a perderam durante o tratameptmis uma mediana de

acompanhamento de 33 meses (2-109 meses) destnedubda resposta.

Segundo o tempo transcorrido desde o diagnosticmeaca, um paciente com LMC-
FC pode ser classificado como LMC-FCP ou LMC-FCTCTF>12 meses desde o
diagnostico). Atualmente, com a introdugcdo dos ITEpde-se que todos 0s pacientes
intolerantes ou resistentes ao IMPpodem ser considerados como LMC-FCT, independente
do tempo transcorrido desde o diagnéstico [BACCARANal, 2006]. Entretanto, diversos
trabalhos que analisam o comportamento clinico reg®ostas obtidas em pacientes tratados
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com IM como segunda linha de tratamento, reforcamonceito de que uma série de
pacientes intolerantes ou resistentes aod\iede ser considerada como LMC-FCT sempre e
quando todos ou a maioria dos casos também initeapia com IM apds 12 meses do

diagnéstico.

Na série de pacientes com LMC aqui analisada, eseopor definir a LMC-FCT em
relacdo ao tempo transcorrido desde o diagnoshicoBrasil, a utilizacdo de IM como
primeira linha de tratamento para pacientes com LMCsistema publico de saude foi
somente autorizada em 2008, pelo que na nosstigdti, € consequentemente na série aqui
estudada, existe um grande numero de pacientesegabeu IM como segunda linha de
tratamento, com uma grande variacdo de tempo tarte entre o diagndstico e o inicio do
IM. Neste contexto, o comportamento das resposiaspacientes com LMC-FCT na nossa
coorte, sua estabilidade e duracdo devem ser dhdilzados para uma melhor compreenséo

e avaliacao da resposta terapéutica.

Na literatura, existem numerosos trabalhos relata@sdrespostas obtidas em pacientes
com LMC-FCP tratados com IM em primeira linha. Etdnto, os estudos que analisam
pacientes com LMC-FCT com IM como segunda linhdra@mento sdo menos frequentes,
descrevendo taxas de RCgC que variam entre 45-égundo a série analisada, e taxas de
RMM de 60-74% [KANTARJIANet al, 2002; CERVANTESet al, 2003; ROSTlet al,
2004; LAHAYE etal., 2005; PALANDRIet al, 2008]. No presente trabalho, a obtenc&o da
RCgC e/ou da RMM néo estiveram influenciadas pelagho da FC, mostrando que 82%
dos pacientes com LMC-FCT alcancaram uma RCgC e dafd RMM. As respostas
obtidas pelo grupo de pacientes estudado nestallialsdo semelhantes as descritas na
literatura, apesar da proporcado de RCgC obtidaossmgrupo ser ligeiramente mais elevada

(Tabela 4.4). A nosso entender, esta diferenca pdlidir o numero amostral disponivel para
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nossas analises, muito menor na nossa série egigeds descritas (n=41, LMC-FCT). A
Tabela 4.4 mostra em detalhe as respostas relatadasitras séries de pacientes LMC-FCT

tratados com IM e os resultados obtidos nesteltraba

Tabela 4.4. Respostas obtidas em pacientes com LMEGT descritas em series anteriores
N° de casos Tempo médio desde

Trabalho analisados Diag-IM (meses) RCgM RCgC RMM/RMC
Kantarjian et al, 2002 454 34 60% 41% DND
Cervantes et al, 2003 150 21.5 66% 44% DND
Rosti et al, 2004 191 38 61% 44% 60%
Silver et al, 2004 532 DND 65% 52% DND
Kantarjian et al, 2004 261 35 (aprox.) 73% 63% 74%
Lahaye et al, 2005 139 31 61% 49% 63%
Palandri et al, 2008 277 38 71% 55% 74%
Hochhaus et al, 2008 454 34 67% 57% DND
O presente trabalho 154
LMC-FCP 113 2 - 73% 67%
LMC-FCT 41 42 - 82% 71%

® Mesma série, apos mais 6 anos de acompanhamerig; @agndstico; IM: imatinibe; RCgM: resposta gitnetica
maior; RCgC: resposta citogenetica completa; RM#dposta molecular maior; RMC: resposta moleculampdeta; DND:
dado néo disponivel.

Por outro lado, diversos estudos descrevem a agiat&le um grupo menor, mas
importante, de pacientes que precisam de um tengor que o estipulado para atingir as
respostas Otimas, os chamados “respondedores darffitOCHHOUS et al, 2008a;
PALANDRI et al.,2008; LUCASet al, 2008; QINet al, 2009; HOCHHOU St al, 2009a].
Alguns dos trabalhos que analisaram pacientes ddf@ ttatados com IM em primeira linha,
sugerem uma associacao entre alcancar respostatatidiamente e um progndéstico adverso.
[O'BRIEN et al., 2003; CORTESet al, 2005; QUINTAS-CARDAMA et al, 2009].
Entretanto, algumas séries ndo confirmam esta iagdo¢ e mostram que o risco de
progressao € similar entre respondedores citogesébrecoces ou tardios [DRUKER al,

2006].

Em um trabalho realizado por IACOBUCCI e colaboradem pacientes com LMC-
FCT, foi analisado o tempo de alcance da RCgC. @sres mostram que o grupo de

respondedores tardios apenas tem uma cinética feaits, mas apos 4 anos de
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acompanhamento, estes respondedores citogenédiahsst apresentam taxas similares de
RMM aqueles apresentadas por respondedores precassisn como uma SLP e SG
semelhante (88% vs 100% e 92% vs 100%, respectitainpACOBUCCI et al, 2006a].
Em outro estudo realizado por PALANDRI e colaboraddoi observado que, apdés 72 meses
de tempo médio de acompanhamento, a proporcao g€ R&avel foi similar entre pacientes
que atingiram a RCgC em até 12 meses e aqueles gtiegiram mais tardiamente (80% vs

75%) [PALANDRI et al.,2008].

No presente estudo, 15% e 21% dos pacientes gaacalam uma RCgC e uma
RMM, respectivamente, foram classificados comogoesiedores tardios”, por precisarem de
um tempo maior para alcance das respostas Otimagpraposto pela LeukemiaNet
[BACCARANI et al, 2006; 2009]. Estes pacientes representam 328%edds pacientes que
nao alcancaram uma RCgC até os 12 meses e uma Rd/ds 48 meses do tratamento com
IM, respectivamente. Nossos dados indicam que apemamente metade do grupo de
respondedores citogenéticos tardios esta reprelseptar pacientes que iniciaram o IM em
FCT (56%). Entretanto, apesar da cinética mais)ergtes pacientes cursaram com uma alta
taxa de RMM (85%). Além disso, uma vez que a rdsposogénetica e molecular foram
alcancadas, se mantiveram estaveis. Cabe aindaanangue ndo é um consenso que 0S
mesmos parametros de resposta descritos pela LeaMenpara pacientes com LMC em uso
de IM em primeira linha possam ser aplicados aoeptes que utilizam IM apds tratamento

com INF.

Neste contexto, a identificagcdo e descricdo do cotamento dos respondedores
tardios descrito no presente trabalho € uma infoimamportante para a definicdo dos
parametros apropriados para a intervencao tergpéubis pacientes da nossa instituicdo. De

fato, estes pacientes representaram aproximadar8@ftedos casos que nao alcangaram
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CCgR até 12 meses e/ou RMM até 18 meses. Em aRenasos o aumento de dose foi
necessario para atingir a CCgR, em todos o0s ouwas®s, as respostas ideais foram
alcancados sem modificacdo da terapia. Assim, essangérie, ndo considerar a existéncia de
respondedores com uma cinética mais lenta, ressuétar que 30% dos pacientes candidatos a
mudar para um tratamento com ITK-2G, teriam chaneaes tardiamente de alcancar RCgC
e/ou RMM mantendo a terapia com IM. A importancestd analise esta no fato de que,
diferentemente dos pacientes acompanhados pela eingaiMet para geracdo das
recomendacfes, em relacdo ao uso de IM em funcéiaedpostas obtidas ao longo do
tratamento, um grupo representativo dos paciemnpesestudados foram tratados previamente

com INF.

Por outro lado, tem que ser considerado que o terpequéncia da RCgC e RMM
constituem atualmentendpointsprimarios em estudos clinicos para a avaliacaefidacia
do tratamento com ITKs. Entretanto, cabe ressgliarparametros precoces (aos 3 meses ou
6 meses de tratamento) capazes de discriminar egoranca entre 0s pacientes que iréo
responder obtendo resposta estaveis dos outrosnd@pieainda ndo foram identificados.
Assim, no contexto atual, € recomendado que pdizagbo das respostas como parametro
preditivo da terapia (por exemplo, RCgC ou RMM)rissos que competem a obtencdo das
respostas citogenética e/ou molecular devem sesidemados. Para isto, a realizacdo de
analises que incluam o calculo dos CIFs (do ingléaulative incidence functionao invés
de analises realizadas mediante curvas 1-KM (Kadkaier) seriam altamente recomendadas

[PFIRRMANN et al, 2011].

A obtencdo da RMM tem sido amplamente descrita camoimportanteendpoint
associado a manutencdo da RCgC [PASCHiAI, 2003; IACOBUCCIet al, 2006a]. Em

um trabalho realizado por PRESS e colaboradoraglfiado que a obtencdo de uma reducao

61



molecular de até 2-log ao momento da RCgC, ou ldg &m qualquer momento posterior, é
um fator preditivo independente significativo daPJIPRESSet al, 2007]. De forma similar,
MARIN e colaboradores mostraram que a probabiliddelperder a RCgC quando associada
a RMM foi 0%, comparado com 25% para o grupo cong®éas sem RMM apos 18 meses
de terapia com IM [MARINet al, 2008]. Nossos resultados estdo de acordo cors esta
observacdes, mostrando uma probabilidade signifamaente menor de perder a RCgC
precocemente quando associada com uma RMM, malg,ama nossa série, 0% dos casos

gue apresentaram RCgC associada com RMC perdspasta citogenética obtida.

A reducdo de >3-log nos niveis de BCR-ABE%m sido associada com uma menor
incidéncia de progressao, e a reducéo de pelo niefags apos 3 e 6 meses de tratamento
com IM tem sido associada com o alcance da RMM emenor risco de progressao. No
estudo realizado por BRANFORD e colaboradoresidientificado que 100% dos casos com
uma reducdo >2-log aos 3 meses e 86.4% dos casosigt@l reducdo aos 6 meses
alcancaram a RMM em até 24 meses de tratamento fBRARD et al, 2003]. Os resultados
obtidos no presente trabalho estdo em concord&oamiao relatado na literatura, mostrando
que 100% e 96% dos pacientes que apresentarandesdde até1% BCR-ABLF aos 3 e 6

obtiveram uma RMM em até 18 meses de uso do IM.

De maneira similar, a rapidez na obtencdo da RMMNetaxiona-se com uma maior
probabilidade de alcancar uma RMC. Pacientes gugiram a RMM apds 9 meses de
tratamento com IM tém 93% de probabilidade de evplra uma RMC [PRES& al, 2007,
BRANFORD et al, 2007]. Os dados do presente estudo mostram que@entes que
apresentaram uma RMM aos 12 meses de tratamento ocambidor tém 100% de

probabilidade de atingir também uma RMC.
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Entretanto, a andlise de nossos dados nédo confianoomurelacdo entre a obtencéo da
RMM ou reducdo de até 2-log (valored% ") e uma melhor SLE relatada na literatura
[HUGHES et al, 2010]. Contudo, os dados de SG e SLP obtidogesepte série coincidem
com o descrito em outros trabalhos, evidenciandoraa eficacia do IM no tratamento da
LMC. Da mesma maneira, 0 grupo de pacientes quevehtma RCgC em algum momento
durante o tratamento com inibidor, apresentou Bogiivamente uma melhor SG e SLP, em

concordancia com outros relatos [DRUKERal, 2006; GUILHOTet al, 2009].
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5. MECANISMOS GENETICOS: ANALISE DE PRESENCA DE MUT ACOES NO

DOMINIO QUINASE DO GENE BCR-ABL
5.1 RESULTADOS
5.1.1 Selecéo de casos e amostras

Para a analise da presenca de mutacdes no DQ doBgeR-ABL realizadas neste
trabalho, foram utilizadas amostras de pacientes IchiIC em uso de ITKs acompanhados
pelo laboratério de Biologia Molecular do CEMO, yeaientes dos servicos de Hematologia
e CEMO do INCA, além de pacientes de outros cerparseiros localizados no Rio de

Janeiro e adjacéncias.

Os critérios de inclusdo para esta analise seguasanecomendacdes atuais propostas
pela LeukemiaNet para pesquisa de mutacdes [BACOWRA al, 2009; SOVERINIet al,
2011]. Foram estudados pacientes em FA/CB, pasianie apresentaram falha terapéutica
e/ou resposta sub-6tima (falha em atingir uma RHCqoalquer RCg aos 3 meses de
tratamento com IM; RCgM aos 6 meses; RCgC aos Iseshee pacientes que tiveram um

aumento dos niveis de transcritos BCR-ABL que vea perda da RMM.

Uma correlagdo teorica entre a quantidade de ceRiter e os niveis de transcritos
BCR-ABL expressados na El é realizada no intuiteedealizar as respostas citogenética e
molecular. Assim, uma RCgM é equivalente a valatesl0% BCR-ABE' e uma RCgC
corresponde aproximadamente a 1% BCR-ABBRECCIA et al, 2011]. Pacientes que
apresentaram valores >10% BCR-ABlaos 6 meses de tratamento com IM e >1% BCR-
ABLF aos 12 meses s&o considerados respondedoresiraob-@t incluidos na anélise de

presenca de mutagoes.
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Do total de 581 pacientes atualmente monitoradis lpab. de Biologia Molecular
(204 do INCA e 377 de outros centros), um grupdl2eé (22%) se adequou aos critérios
descritos anteriormente e foram analisados parsepga de mutacdes no DQ (65 casos
provenientes do INCA e 61 de outros centros) (Fif, Materiais e Métodos). A0 momento
da andlise, 13 casos se encontravam em FA e 1ECemA selecdo das amostras em relacéo

ao critério utilizado é detalhada na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Critérios de selecdo de amostras par&gquisa de mutagées no DQ do gene BCR-ABL

Procedéncia Falha terapéutica* Resposta sub-6tima* FA/CB Perda RMM
INCA (n=65) 16 31 13 5

Centros parceiros adjacentes
Rio de Janeiro (n=61)

INCA: Instituto Nacional de Cancer; FA/CB: fase lacada e/ou crise blastica; RMM: resposta moleauiaior. *Segundo critérios
recomendados pela LeukemiaNet [BACCARANal, 2009; SOVERINEt al, 2011].

32 29

5.1.2 Pesquisa de mutac¢des no DQ do gene BCR-ABL

A andlise de muta¢Bes no DQ foi realizada por serjamento direto, de acordo com
protocolos ja estabelecidos [BRANFORDal, 2002]. As amostras que apresentaram alguma
modificacdo de sequéncia foram submetidas a uma aomplificacdo por PCR, purificagao,
sequenciamento e andlise do fragmento, no inteitcodfirmar a mutacao detectada. Dos 126
casos analisados, 29 apresentaram mutacdes noJ3og). (R mutagéo foi detectada em 6/13
(46%) dos pacientes em FA e em 23/113 (20%) dosemas em FC. As principais
caracteristicas clinicas dos casos portadores decfies sdo apresentadas na Tabela 5.2. O
grupo de pacientes portadores de mutacdes inclilndnens e 5 mulheres, com uma
mediana de idade de 43 anos (18-82). O tempo naédide o diagndstico até o aparecimento
da mutacéao foi de 35 meses (3-93), e o tempo nuEtide anicio do tratamento com ITKs

até o aparecimento da mutacao foi de 32 meses)(3-96
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Tabela 5.2: Principais caracteristicas dos pacierggportadores de mutagdes no DQ do gene BCR-ABL (ngp

Acomp. apos Acomp. ap6s

Pt Idade Sexo VIED d~e Sokal . LFEES LRI s [N . falha IM ITK-2G MG RIES AR ~1 ° LS ~2 ° deteccdo mutagéc
mutagao inicio IM (meses RtaIM (meses, ITK-2G mutagao mutagao
(meses) (meses)
14 18 M G250E 0,6 FCP 15 RCgM 12 20 Sim RMM FCT NA 20
17 55 M M351T 1,02 FCP 5 RHC 4 5 Sim RHC FA NA 58
18 63 F F486S 5,2 FA 41 RCgC 12 3 Sim RHC FCT NA 3
19 54 F F359I 1,9 FCT 9 RHC 8 9 Sim RHC FCT NA 98
20 24 M T315I 0,69 FCP 39 RCgP 24 24 Sim RHC FCT NA 24
21 25 M T315I 0,85 FCP 12 RCgP 9 15 N&o NA FCT NA 15
34 70 M E258K DND FCT 63 RCgP DND 12 Sim RCgP FCT NA 12
36 49 M E255K 0,64 FCT 66 RCgC 20 24 Sim RCgC FCT NA 24
83 82 M Y253H 1,78 FCT 36 RCgC 28 NA N&o NA FA NA 68
93 45 M E459K 0,75 FCP 53 RCgC 24 36 Sim RMM FCT NA 48
95 27 F Y253H/T315I 2,8 FCT 3 RHC 2 12 Sim RCgC FCT FA 15
98 44 M E255K/T3151  DND FCT 78 RHC DND 9 Sim DND FCT FA 38
106 38 M M244V 0,75 FCP 95 RCgC 84 DND DND DND FCT NA erBa seguimento
124 20 M E453A 0,52 FCP 48 RCgC 12 DND DND DND FCT NA 14
155 52 M A397P 4,9 FA 19 RCgC 6 3 Sim RHC FCT NA 3
189 58 F F317L 0,93 FCT 84 DND DND 30 Sim 0,5% BCR-ABL® FCT NA 72
202 31 M M244V DND FCP 18 RCgP 6 15 Sim RMM FCT NA 15
205 45 M G250E DND FCT 48 RCgP DND DND DND DND DND NA Perda seguimento
206 37 M V268M/E355G 1,03 FCP 48 RCgP 21 17 Nao NA FCT FCT 17
207 23 M F359/E450G 0,54 FCP 29 RCgP 15 21 Sim RCgP FCT FCT 24
208 61 M F317L/E275K 0,73 FA 24 DND DND DND Sim RHC FCT DND 15
209 34 F T315I DND DND 25 RCgP DND 3 Sim RHC DND NA 3
210 43 M T315I DND FCT 36 RCgP 15 14 Sim RHC FCT NA 14
211 43 M E255V DND FCT 48 DND DND 15 Sim RCgC FCT NA 15
212 30 M F359Vv/T3151 DND FCT 36 DND DND 2 Sim DND FCT DND 14
213 63 M F359I DND DND DND DND DND DND Sim RMM FCT NA 3
214 48 M M244V DND DND DND DND DND DND Sim DND FA NA 8
215 56 M 298V DND FCP DND DND DND DND DND DND FA NA Perda seguimento
216 55 M F486S DND FCP 24 RCgP 15 24 Sim RMM FCT NA 24

Pt: numero do paciente. IM: imatinibe. Rta: respo8tomp: acompanhamento. ITK-2G: inibidor tirosqnanase de segunda geragéo. M: masculino, F: lemiRCT: fase cronica tardia. FCP: fase croniexzpce. FA: fase
acelerada. RCgP: resposta citogenética parcial CR@ggposta citogenética completa. RCgM: respasiganética maior. RHC: resposta hematol6gica cermpRMM: resposta molecular maior. §: 6bito. DNRRdo ndo

disponivel. NA: ndo aplicavel.
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Quando os resultados no grupo de LMC-FC foram ada$ segundo o critério de
incluséo para o ensaio, foi observado que as mesaigiam identificadas edb/48 (31%)
dos pacientes que apresentaram falha terapéuticé/6® (10%) dos que apresentaram uma
resposta sub-6tima e em 2/5 (40%) dos pacientegivgram aumento dos niveis de BCR-
ABL com perda da RMM (Fig. 5.1). Estes resultadés soncordantes com as estimativas
relatadas recentemente pela LeukemiaNet, que descpge aproximadamente 29% dos
pacientes com LMC-FC com critério de falha e 16%s despondedores sub-6timos

apresentam mutacdes no DQ, assim como 27% dos BACSOVERINI et al, 2011].

100% ~

®casos ndo mutados

50% - H casos mutados

Figura 5.1: Distribuicdo de mutacdes detectadas segdo o critério de selecaoO grafico mostra a porcentagernr
casos mutados vs ndautados detectados neste trabalho de acordo aésagittilizados para a sele¢do dos paci
submetidos a pesquisa de mutagdo, em comparagaascheyiiéncias descritas pela LeukemiaNet. Alpreta marca
estimativa relatada em SOVERIet al, 2011.

Nos 29 casos portadores de mutacoes, foram idemtés um total de 35 mutacdes
afetando 18 residuos proteicos distintos, com Geptes apresentando duas mutacdes
distintas, concomitantes ou ndo. Ao momento dacdatede mutacdes, 24 pacientes estavam
em tratamento com IM e 5 em uso de ITK-2G (3/5 sgmtaram 1 mutacdo com o regime de

tratamento anterior e uma nova com o ITK-2G). © gpnumero das mutacdes identificadas

neste trabalho sdo apresentados na Tabela 5.3.ufe;@es mais frequentes foram T315I
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(7/35, 20%), F3591/V (4/35, 11,4%), M244V e E255K(3/35, 8,7% de cada uma delas). As
35 mutacgdes identificadas neste trabalho localzasa ao longo do DQ do gene BCR-ABL
(Fig. 5.2). Sete mutacdes foram identificadasPAoop (7/35, 20%), uma no dominio SH3
(1/35, 3%), duas no dominio SH2 (2/35, 6%) e umadoop (1/35, 3%). O restante das
mutacOes foi identificado em diferentes locais dQ Bao relacionados com um dominio

proteico especifico.

Os residuos proteicos localizados nas posicoes353,317 e 359 sdo considerados
essenciais para a resposta ao tratamento com INygasua interacdo com o medicamento
através de pontes de hidrogénio e/ou interacOesneler Waals € chave para a estabilidade
da unido do IM e/ou do ATP [SOVERINt al, 2011]. No presente trabalho, 15/35 (43%) das
mutacdes identificadas se localizaram nestes dominM253H (n=2), T315l (n=7), F317L
(n=2) e F359I/V (n=4) (Tabela 5.3 e Fig. 5.2). Qdmras mutacdes identificadas foram
classificadas de acordo a resisténcia e ou sedsitid ao IM segundo dados de ensaios
vitro (valores de Igg), observou-se que 12/35 (34%) foram caracterizadaso atribuindo
alto grau de resisténcia ao IM (valores dey¥3000 nM), 14/35 (40%) como de resisténcia
intermediaria (valores de #3000 nM) e 1/35 (3%) como sensiveis ao medicamento
(valores de Ig< 1000nM). Os valores de dgpara o IM ndo foram encontrados na literatura

para 8/35 (23%) das mutacdes detectadas nestthtvaba

Tabela 5.3: Muta¢des no DQ do gene BCR-ABL identifi  cadas neste estudo (n=35)

Mutacgao Numero (%) Valor de IC 5 Mutacéo Namero (%) Valor de IC 5
T351l 7 (20) >3000nM M351T 1(2,8) <1000nM
F317L 2 (5,8) <3000nM V268M 1(2,8) NA
M244v 3(8,7) <3000nM E355G 1(2,8) <3000nM
F3591/V 4(11,4) <3000nM E459K 1(2,8) NA

E255K/V 3(8,7) >3000nM E453A 1(2,8) NA
G250E 2 (5,8) <3000nM E450G 1(2,8) NA
Y253H 2(5,8) >3000nM E275K 1(2,8) NA
F486S 2(5,8) <3000nM L298V 1(2,8) NA
E258K 1(2,8) NA A397P 1(2,8) NA

Valores de ICs, para imatinibe de acordo a O’'HARE et al., 2007 e RADELLI et al., 2009. Sensivel £1000nM, Intermediario
<3000nM, Resistente >3000nM. O valor das mutacdes resistentes ao imatinibe se mostram em negrito. NA: ndo avaliado.
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Figura 5.2: Localizacdo das mutacdes identificadasonpresente estudoP-oop: sitio de unido ao fosfato; SH2 e S
regides de contato com proteinas portadoras denitisnSH2 e SH3; Aeop: dominio de ativacdo. As estrelas ama
indicam posicdes da35 mutacdes identificadas neste trabalho. Asgiatsaem vermelho indicam aminoéacidos diretan
associados na unido do IM.

As sete mutacdes detectadas puboop foram identificadas em amostras de 7
pacientes, sendo que em dois deles a mutacdo T@l&mbém detectada posteriormente
(pts 95 e 98). As mutacbes E255K (pB6), E255V (pt211) e G250E (ptld), foram
identificadas no momento da falha terapéutica acildmg/dia apos 60, 48 e 12 meses de
tratamento, respectivamente. Em ensamyitro, a mutacdo E255K/V confere resisténcia
completa ao IM e parcial ao dasatinibe e nilotinilee a mutagcdo G250E resisténcia
intermediaria ao IM sendo totalmente sensivel atamnento com dasatinibe e nilotinibe
[O'HARE et al, 2007]. Apés a detecgdo das mutacdep-tlmop (E255K/V e G250E) nestes
pacientes, o IM foi suspenso, tendo sido iniciaciamento com ITK-2G (dasatinibe,
100mg/dia). Atualmente, os 3 pacientes se encongranRCgC com niveis moleculares de
~1% BCR-ABL™ e/ou RMM (pt14) apds 24, 15 e 20 meses de seguimento do tratament
com o ITK-2G, respectivamente. Na ultima amostspalnivel, ndo foi possivel detectar a
presenca da mutagdo nos & e 14 com a sensibilidade oferecida pelo sequenciamento

direto.

As mutacdes G250E (205 e Y253H (pt83) foram identificadas apds falha ao IM.
No caso do p205 a mutacao foi identificada apds 24 meses trattorzm IM 400 mg/dia,
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utilizado como tratamento de resgate da recaidardaloTCTH. Este paciente teve perda do
seguimento. Até o ultimo dado disponivel, 0206 fazia uso de IM 800 mg/dia, mantendo
altos niveis de carga tumoral e presenca constintmutacdo. No p83, a mutacéo foi
detectada apds 30 meses com IM 600mg/dia. O padaleceu 6 meses depois de detectada
a mutacdo. Assim, 3/7 (42%) dos casos que apreasntautacdes n@-loop obtiveram
respostas satisfatérias com o tratamento com um2GEK Exemplos de esferogramas
observados nas analises de presenca de mutacbeadaaneste trabalho sdo apresentados

na Fig. 5.3.

Como mencionado anteriormente, o residuo T315 siderado essencial para a uniao
estavel do IM a proteina BCR-ABL, e a mutacao T¥Lalque representa atualmente o maior
desafio terapéutico, ja que confere resisténc@dast os ITKs disponiveis na pratica clinica.
Esta mutacao foi a mais frequentemente detectagmesente estudo, isoladamente (n=4) ou
em combinacdo com outras mutacdes (n=3). A muteg&esponde a uma mudanca de base

anica ACT >ATT na posi¢do 944 e produz uma trocarda treonina por uma isoleucina.

Nos pts20, 210e 209 a mutacdo T315I foi detectada apos 39, 36 e 2&ssterapia
com IM 400mg/dia, respectivamente. Os pacientesagores desta mutagcdo apresentaram
uma RCgP associada a valores de BCR-ABL 2-f0&® momento da deteccéo. Apds a
identificacdo da mutacéo, o tratamento com ITK-BGHiciado (dasatinibe 100mg/dia). Até
0 ultimo dado de acompanhamento, a mutacao T318ktectada em forma continua nestes
3 casos, e 0s pacientes mantiveram uma RHC e migaiarga tumoral que variaram entre 1-
7% BCR-ABLF' apds 24, 14 e 3 meses em uso de ITK-2G, respemive. O pt21 é

descrito com maior detalhe na segao 5.1.3.2.
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Figura 5.3: Analise de mutacdes no DCEsferogramas tipicos observados neste trab@lh@aciente83 portador a
mutacédo Y253HB: paciente93 portador da mutagdo E459K. AS caixas vermelhadasimo sitio da mutagéo.

Os pacientes com LMC podem adquirir mais do que omata¢do no DQ do gene
BCR-ABL durante a terapia sequencial com ITKs. ullss anteriores descrevem que apos o
aparecimento de uma mutagcdo, 0S pacientes apresemta risco mais elevado de
aparecimento de uma segunda mutagédo, quando calopar@m aqueles que ndo apresentam
nenhuma mutacdo [SOVERINt al, 2009b]. No presente trabalho foram identifica@os

pacientes portadores de 2 mutacoesqpt98, 206, 207, 208e212) (Fig. 5.4).

Nos paciente95 e 98, a primeira mutacao (Y253H e E255K, respectivamefti
identificada no momento da falha ao IM, apés o guetamento com ITK-2G foi iniciado.
No paciente98, o IM foi ministrado como terapia de resgate defuts recaida de aloTCTH.
Apbs 3 e 4 meses de terapia com o segundo inibidepectivamente, o primeiro clone
mutado ja ndo foi detectado por sequenciamenta@od@a ambos 0S casos, entretanto, foi
identificada uma segunda mutacdo, a T315l. Apddeatificacdo da segunda mutagdo, o
paciented5 foi submetido a um aloTCTH com sucesso. O pacigdfaleceu 3 meses apoés a

identificacdo da mutacdo T315I (Fig. 5.4).
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No caso206 as duas mutacbes (V268M e E355G) foram detectaglaggéncia de

uma resposta sub-6tima ao IM. Apenas a mutacao@&Posle ser identificada nas ultimas 3

amostras do seguimento, e atualmente o pacienéseapa uma RMM sem ter modificado

seu tratamento com IM. No cag07, as duas mutacoes (E450G e F359I) foram detectedas

momento da falha terapéutica ao IM. Apds trocand®dor, o paciente apresentou uma RCgP

e niveis de transcritos BCR-ABL >16%Na dltima avaliacdo, somente o clone F359I foi

detectado por sequenciamento direto. Nos c@8&e 212 ambas as mutacfes foram

identificadas na falha terapéutica ao IM, sendealatias até a ultima amostra disponivel de

cada caso. No cag®8 a segunda mutacao foi identificada apds 8 mesasi@denento com o

ITK-2G. Atualmente, ambos pacientes ndo fazem wséTHs, e foram encaminhados para

aloTCTH.
Y253H+ Y253- /T35 T315l+
Pt 95 | | | —_— | | | | | -(I EEEENR
Imatinibe 600mg | Dasatinibe 100mg aloTCTH
Recaida
E285K+ E255K~ /T315+ T35+
Pt98 hemmmsm : : =
aloTCTH Imatinibe 600mg Nilotinibe 400mg §
V2BBM+/E356G+  E355G+ E356G+
Pt 206 [om s s s
INF-a Imatinibe 400mg
E450G+ E450G+/F3501+ E450G+F359l+ F350l+ F3500+ F350l+
Pt 207 — '
Imatinibe 400mg Nilotinibe 400mg
F37L+ F317L+ /E2T5K+
Pt 208 [ s s - . f— [ -‘---I
INF-wHy | Imatnibe 400mg | Nilotinibe | Dasatinibel iy
400mg 100mg
F359V+/T315l+ F350V+ / T3151+
Pt 212 l - -
Imatinibe 400mg | Imatinibe | INF-a
800mg

Figura 5.4: Pacientes portadores de 2 muta¢deEsta figura mostra 0 momento da identificacdo dess dnutacoes ¢
cada paciente e a resposta obtida a terapia, seéedtficados 3 padrdedistintos: pacientes que apresentaram
mutagc8es em momentos distintos do acompanhamestdg® 98), pacientes em que as duas mutacdes ideatificada
conjuntamente apenas por um tempo (pts 206 e 2@Acientes em que ambas as mutacdes forantifidadas até
finalizacdo do tratamento com ITKs ou Ultimo dadpdnivel.
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Assim, na nossa série, em 21% (6/29) dos casom fatentificadas 2 mutacdes. Na
analise temporal da deteccdo das mutacdes desteso8, foram observados 3 padrbes
distintos em relagdo ao momento da deteccdo dadegnutacdo e as respostas obtidas com
os diferentes algoritmos de tratamento: (i) paeerque apresentaram as 2 mutacdes em
momentos distintos do acompanhamento, (ii) pacepta que as duas mutacbes foram
identificadas conjuntamente por um tempo, detectaedapenas um clone mutado no ultimo
periodo do acompanhamento, e (iii) pacientes emaquEas as mutacdes foram identificadas
até a finalizacdo do tratamento com ITKs (Fig. 5@) interesse pela identificacdo de
pacientes portadores de 2 ou mais mutacdes e ndanento do comportamento dos clones
mutados € uma questao atual e relevante no cordaxttilizacéo dos ITK-2G, e diretamente

relacionada com a sensibilidade alcancada peladolegia utilizada.

5.1.3 Padronizacdo de ensaios de piro-sequenciarpard quantificacdo de mutacdes do DQ

do gene BCR-ABL

Para avaliar o tamanho e a cinética do(s) cloma(gpado(s) nos pacientes em que
foram detectadas muta¢cGes no DQ por sequenciardeato, um ensaio de quantificagéo por
piro-sequenciamento para pacientes com LMC foiqgradado com base no trabalho de YIN
e colaboradores [YINt al, 2010]. Esta metodologia permite a deteccao deangadrelativa
dos niveis dos transcritos do clone mutado em coagf@a aos transcritagild-type do gene

BCR-ABL.

O ensaio padronizado neste trabalho permite, camscode 4 pares derimers a
quantificacdo de 11 tipos de mutacdes distintasluimdo aquelas mais frequentemente
apresentadas pelos pacientes resistentes ao IMBKWB5E255K/V, T315I, F317L, M351T e
H396R/P). Como descrito na secdo 3.6.3, para aifesapéio dos fragmentos por piro-

sequenciamento, foi utilizada uma estratégia de -R€&Red Na primeira etapa foi
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amplificado um fragmento de ~1.500 pb, contendgsaostcrito BCR-ABL, e na segunda

etapa, o fragmento correspondente a mutacao aigetificada.

A padronizacdo dos diferentes ensaios de piro-setareento para mutacdes de
importancia clinica para a resposta aos ITK fociada para quantificacdo das mutacdes
F317L, T315l, E255K e M244V, escolhidas por seresngae conferem um alto grau de
resisténcia ao IM. Amostras seriadas de 4 paciertes LMC portadores destas mutacdes
foram analisadas por piro-sequenciamentoZp{98, 18% 202. Os dados obtidos mediante
a quantificacdo dos clones mutadosikel-type foram comparados com dados de RT-gPCR e

de sequenciamento direto.

Como mencionado anteriormente, no paciente nur@8doram identificadas as
mutacfes E255K e T315] em amostras de difereme@gso® de acompanhamento. O paciente,
um homem de 44 anos, foi diagnosticado com LMC RBh+ 1997 e submetido a um
aloTCTH em 1999 no CEMO-INCA. Em abril/l2004 o patée apresentou recaida
hematoldgica e, apds ndo obter melhora com infdsd@nfocitos do doador (DLI, do inglés
donor leukocyte infusigninicia tratamento com INE-em agosto/2004. Em novembro/2004
inicia tratamento com IM 400mg/dia, e recebe DLVamaente em abril/2005 e agosto/2005.
A primeira mutagdo, E255K, foi identificada no martee da falha terapéutica ao IM em
maio/2010. Nesse momento, o tamanho do clone ortid mutacao era de 78% (Fig. 5.5).
Apbs 2 meses de terapia com o ITK-2G (nilotinibe)glone E255K era indetectavel por
sequenciamento direto, e apenas niveis muito baifkkdam detectados por piro-
sequenciamento (3-4% do clone E255K+). Entretaato, fevereiro/2011 se identificou o
aparecimento de uma segunda mutacdo, a T315I. th gaste momento, os resultados de
quantificacdo mostraram que o clone majoritario @eafato o T315l (73%). O paciente

faleceu 3 meses apos a identificacdo da segundsc@aut
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Figura 5.5: Paciente portador das mutacdes E255K e T31 A: o grafico mostra a cinética de deteccao das ditfes
mutacdes e dos niveis de expressdo de BCR-ABL%EI cieria 98 ao longo do acompanhameiocomparacao d
resultados obtidos por sequenciamento direto @ipoisequenciamento de duas amostras do paciente,aimaraento d
troca de inibidor e outra no momento de identif@aga segunda mutacéo.

No paciente202 foi identificada a mutagdo M244V. O paciente, unmbm de 31
anos, foi diagnosticado com LMC Ph+ em 2009, imd@ tratamento com IM 400mg/dia.
Ap6s 18 meses sem obtencdo de RCgC e apresentdmeis r10% BCR-ABE!, o
tratamento com ITK-2G foi iniciado em fevereiro/20Imomento em que se detecta a
presenca da mutacdo por sequenciamento direto.aAtifjoacdo retrospectiva da mutacao
mostrou niveis de 5-6% do clone mutado nas amostt@siores. As analises destas amostras
por sequenciamento direto ndo detectaram muta&tgess(6). Com a mudanca de inibidor, a
carga tumoral diminui. O piro-sequenciamento mastpee a diminuicdo da carga tumoral foi
acompanhada pela reducédo do clanld-typedo BCR-ABL, e que os niveis de carga tumoral
observados em julho/2011(~0,1% BCR-ABLforam devidos principalmente & presenca do

clone positivo para a mutacdo M244V.
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Figura 5.6: Paciente portador da mutacdo M244V. Ao grafico mostra a cinética de detecgcdo da mutagias niveis ¢
expressdo de BCR-ABL%EI no paciente 202 durante antextito com ITKsB: comparagdo dos resultados obtidos
sequenciamento direto e por piro-sequenciamento.

5.1.3.1 Paciente portador da mutagdo F317L

A mutacdo F317L corresponde a mudanca genética TTA>na posicdo 951, que
produz a troca de uma fenilalanina por uma leuc@maaminoacido 317 da proteina. Esta
mutacdo determina uma resisténcia intermediaridva@ ao dasatinibe [O"HAREt al,
2007]. Embora vérios trabalhos confirmem os redolan vitro, alguns relatos recentes
mostraram que a presenc¢a da mutacdo F317L podeserapre se traduzir no aparecimento
de um fendtipo de resisténcia clinica em paciectms LMC tratados com dasatinibe

[FABER et al, 2010].

No presente trabalho, a pacieri®9, de sexo feminino, 58 anos, foi diagnosticada
com LMC em 1999 no servico de Hematologia do ING¥. andlises de citogenética

mostraram um cariétipo Ph-, mas a presenca da2)(9¢2 confirmada por FISH e pela
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biologia molecular (Multiplex BCR-ABL+, If). A paciente fez uso de hydroxyureia desde o
diagndstico até fevereiro/2002, apds o qual faiauo tratamento com IN&{por um periodo
de 4 meses. Em julho/2002 a paciente iniciou tratamcom IM 400mg/dia, alcancando uma
RHC. Em julho/2009 o IM foi suspenso de maneiranitefa por intolerancia. Seguidamente,
deu-se inicio a terapia com dasatinibe 100mg/dia, @pntinua até o ultimo dado disponivel.

A paciente permaneceu em FC ao longo de todo oaamamento (Fig. 5.7A).

A monitorizagcdo molecular da LMC era baseada enpdest de PCR qualitativos
(multiplex e PCRnested até novembro/2005, a partir dai, a quantificagas niveis de
transcritos de BCR-ABL passou a ser realizada gegRCR. Niveis elevados de BCR-ABL
foram detectados consistentemente durante todogoinsento da terapia com IM (PCR
multiplex+ e valores >10% BCR-ABL. (Fig. 5.7A). A mutacdo F317L foi detectada por
sequenciamento direto em setembro/2008, quando tggie de teste molecular ficou
disponivel na instituicdo, e a analise retrospaati¢ material arquivado mostrou a presenca
da mutacdo F317L em todas as amostras coletadaspompanhamento da terapia com

IM.

Excetuando a amostra de junho/2012, o clone F31liée foi detectado por
sequenciamento direto desde mar¢o/2009. Recentenfenpossivel quantificar o tamanho
do clone mutado através do piro-sequenciamentotrama® que o clone F317L+ se manteve
em baixos niveis durante todo o periodo (5-10%ggahdo a ser em alguns momentos quase
indetectaveis (Sep/08-Jul/09). Estes resultadososkeam que a alta carga tumoral que a
paciente apresentava era principalmente pela edipaths clone BCR-ABLwild-type (Fig.
5.7). No dltimo dado disponivel, a paciente apresemiveis BCR-ABE' em torno de

0,51%, mas uma RMM nunca foi alcangada.
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Figura 5.7: Paciente portador da mutagdo F317L. A:o gréfico mostra a cinética de deteccdo da mutggd
sequenciamento direto e os niveis de expressao deABCREI no paciente 189B: cinética do clone F317Len
comparacao com o clone BCR-ABild-typepor piro-sequenciamento.

5.1.3.2 Paciente portador da mutacao T315I

A mutacdo T315I corresponde a mudanca genética AGTT na posicao 944, que
produz a troca de uma treonina por uma isoleuananmnodacido 315 da proteina. O paciente
21, um homem de 20 anos, foi diagnosticado com LME& &h julho/2009. Em agosto/2009
inicia IM 400mg/dia, e alcanca RCgC com RMM seissese depois, em fevereiro/2010.
Entretanto, em maio/2010, com a perda da RMM pneside alcancada, a pesquisa de

mutacdes por sequenciamento direto detecta a geedarmutacéo T315I.

Com a perda subsequente da RCgC 5 meses aposceadetia mutacéo, o paciente
suspende o0 uso do IM e inicia tratamento com dN&mn outubro/2010, tratamento que
mantem até o Ultimo dado disponivel. A analise osgtectiva das amostras do

acompanhamento, tanto por sequenciamento diretotayer PCR-AS \(ide secao 5.1)4
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mostrou que com a técnica mais sensivel era pbsdamtificar a mutacdo na amostra de

fevereiro/2010 (Fig. 5.8).

ApOs um ano de tratamento com INF+a ultima amostra do acompanhamento
(novembro/2011), o paciente apresentava 7% céRitase niveis de transcritos BCR-ABL
dentre 1-5%. Este paciente nunca fez uso de ITK-2G. A condtruga cinética do clone
positivo para a mutacdo T3151 mostrou que, apdés aonmento substancial de
aproximadamente 5% para 80% do clone T315I+, enpenimdo de um ano (fevereiro/2010
ate fevereiro/2011), a quantidade permaneceu veragnte estavel desde o inicio do
tratamento com INk; em torno a 70-80%. Estas observacfes evidenciae) cpmo
esperado, a carga tumoral identificada através eldigéio de transcritos BCR-ABL era um

reflexo do tamanho do T315I+ (Fig. 5.8).
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Figura 5.8: Paciente portador da mutacéo T315l. ( grafico mostra a cinética do clone T315I+ em camgi&o com
clone BCR-ABLwild-type por piro-sequenciamento e os niveis de express8GRABL%EI| no paciente 21. Na pa
inferior da figura se indica o resultado obtido geguenciamento direto para pesquisa de mutacqes, RCRAS par:
pesquisa da mutagdo T315I, nas amostras analisdadir: sequenciamento direto. PCR-RER alelo especifico pe
mutacgdo T315l. +: positivo. -: Negativo.
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5.1.4 Padronizacdao e utilizacdo de uma reacao A para deteccdo da mutacdo T315lI

Dentre as diversas metodologias descritas parteag@® de mutacdes no DQ do gene
BCR-ABL, o método baseado na amplificacdo por R RPE&guido por sequenciamento
direto, que apresenta uma sensibilidade de aproeimente 20%, € a metodologia mais
amplamente utilizada, tendo sido extensamente titiscna literatura que esta sensibilidade
se correlaciona satisfatoriamente com a cliniceeguentemente precede o aparecimento da

resisténcia a terapia com ITKs [BRANFORDal, 2003].

A utilizacdo de metodologias mais sensiveis pasguyisa de mutacdes € uma questao
controversa, ja que foi relatado que a identificagé um clone mutado em baixa quantidade
nao se traduz necessariamente no aparecimenta fdeurresisténcia [SOVERINgt al,
2009a]. Entretanto, métodos altamente sensivermocensaios de PCR alelo-especifica,
podem ser Uteis para deteccdo de mutacdes queaonfierte grau de resisténcia aos ITKs,
beneficiando os pacientes portadores com uma jateeleempo para possivel intervencao
terapéutica. Dentro deste contexto, a deteccdoogeealevido a utilizagdo de uma
metodologia de maior sensibilidade apresenta urelgamtral para a mutagédo T315I, ja que é
a Unica mutacdo altamente resistente a todos os Hialmente disponiveis na pratica

clinica.

Assim, foi desenvolvido um ensaio de PCR-AS paemtificar a mutacdo T315I,
utilizando 3primersem uma mesma reacdo: 2 externos (Abl-KF 5’-cg@apezactgtct -3’ e
Abl-KR 5'-tccacttcgtctgagatactggatt -3’) e um teroeespecifico para a mutagdo (AS-T315
5'- cgtaggtcatgaactcaa -3’). O ensaio foi padrahizpara um volume total de 50 pl, contendo
10 pmol dosprimers Abl-KF e AS-T315, 3 pmol dprimer Abl-KR, 1x de tampé&o de PCR
(Invitrogen), 1.5 mmol/l MgClI2, 0.2 mmol/l de cad&ITP, 6% de DMSO, 1.5U da enzima

DNA polymerase Tag Platinum (Invitrogen) e 5 pilcilNA.
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As condi¢cbes de amplificacdo foram 5 min a 94°Quis® de 37 ciclos de 30 seg
94°C, 40 seg a 56.5°C e 1 min a 72°C, e extensab ID min a 72°C. Amostras de 15
pacientes com LMC com RCgC e RMM, e 10 pacientes neoplasias hematologicas néo-
LMC foram utilizados como controles negativos. Aaka da temperatura de anelamento dos
primers foi critica para o sucesso do meétodo, sendo G6zb%emperatura com melhor
amplificacdo dos controles positivos T315l. Terapgas maiores de 60°C nao produziram
amplificacdo, enquanto que temperaturas menor&8%& mostraram bandas de amplificacao

inespecificas no grupo controle ndo-LMC (n=10) [MRIQUE et al, 2011].

No intuito de avaliar o nivel de sensibilidade drsao, foram realizados testes em
triplicata com diluicbes seriadas de misturas dARIM um paciente com LMC portador da
mutacdo T315] e RNA da linhagem celular K562 (1/1/a00, 1/500, 1/1.000). As diluicdes
foram retro-transcritas e avaliadas mediante oienda PCR-AS. O nivel minimo de
deteccéo do ensaio foi de(Fig. 5.5). A diluicdo 1/1.000 deu resultados pess em 78%
dos ensaios (Conf. Int 95% = 0,40-0,97), a dilui¢&00 em 89% (Conf. Int 95% = 0,51-
0,99), entanto que as diluicdes 1/100, 1/10, ernasstias controle sem diluicdo, deram

resultados positivos em 100% dos casos.

Os 126 pacientes com LMC selecionados para pesdaisautacdes foram avaliados
pelo ensaio de PCR-AS. A mutacao T315I foi detectaoh 7/126 (5%) dos casos e em
nenhuma das amostras controle (0/15). Em 6/7 dessqgaositivos, a mutacao foi detectada
também por sequenciamento direto. No c28oa mutacdo ndo foi detectada na primeira
andlise por sequenciamento. Com o dado positiv@@R-AS, foi realizada uma segunda
analise das sequencias, onde foi observado urmpidto pequeno, previamente considerado

comobackgrounddo ensaio de sequenciamento direto.
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Em 3 dos casos portadores de mutacdo T315R(pt81 e 95) foi possivel realizar o
ensaio de PCR-AS de forma retrospectiva, e assgargmmparar o momento da deteccao da
mutacdo mediante este método com os resultadesgdersciamento direto. Nesses 3 casos, 0
PCR-AS detectou a presenca da mutacdo T315| seanprana amostra anterior a detecgao
através do sequenciamento direto, mostrando assiihdade do ensaio na deteccao precoce

desta mutacéo.
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Figura 5.9: Deteccdo da mutagdo T315l. s Ensaio de sensibilidade para o PER- Linha 1: Controle positivo (C+) s
diluir; linha 2: diluicdo de C+/K562 1/10; linha @iluicdo de C+/K562 1/100; linha 4: diluicdo de C+/K5620D; linha 5
diluicdo C+/K562 1/1000; linhas 6 e 7: duas amostet MC BCR-ABL+ /T315-; linha 8: controle negativo BER.B:
Esferograma representativo de uma sequéncia deasmpositivo para a nacédo T315l. A caixa vermelha indica a t
mutadaC: Linhas1-4 pt21: a mutacéo foi detectada por sequenciamento dieetonostra da linha 3Linhas 5-7 pR0: a
mutacéo foi detectada por sequenciamento diretanmastra da linha 6. Linhas 8-12 $f: a mutacéo foi detectada
sequenciamento direto na amostra da linha 12. kidBae 14: amostras n&8MC. Linha 15: linhagem celular K562. Lin
16: amostra de um caso de LMC portador da mutac&dlLF3inha 17: amostra controle positivo T315I. h#n18: control
negativo de PCR. M: marcador de peso molecular.
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5.2 DISCUSSAO

A pesquisa para identificacdo de mutacdes no D@ede BCR-ABL é rotineiramente
utilizada em pacientes com LMC tratados com ITKe géo apresentam respostas 6timas de
acordo com o tempo transcorrido desde o iniciordtainento [BACCARANIet al, 2006;
2009]. A presenca de mutacdes no DQ é o parametroaibr associacdo com o fendtipo de
resisténcia a terapia com ITK. Consequentementehem®r o status mutacional de um
paciente constitui uma informacdo de base complEm@ara a definicdo da uma estratégia
terapéutica individualizada para um paciente efipeciEste parametro € fundamental se

considerarmos a disponibilidade atual de utilizaeios ITK-2G.

A frequéncia e tipo de mutacdo se associam aoipenétsistente em 30-60% dos
casos resistentes ao IM, variando nas distintasss@nalisadas. Segundo a LeukemiaNet, a
pesquisa de mutacdes no DQ do gene BCR-ABL € rewmdex@a em casos de falha
terapéutica e/ou de resposta sub-6tima ao IM [SAOMERt al, 2011]. Dos pacientes com
LMC-FC que apresentam falha ao tratamento com Bdma-se que aproximadamente 29%
sejam portadores de mutagdes. Diferencas na freguda mutacdo entre os pacientes com
resisténcia primaria ou secundaria foram observiggla¥ERINI et al, 2006a; SOVERINEt

al., 2011].

Trabalhos recentes relatam que mutagdes no DQ ARl sdo detectadas em ~
16% dos respondedores sub-6timos. Estas frequépoidsm variar de acordo a série
estudada, ja que é bem estabelecido que os paciemte resposta citogenética sub-6tima
compreendem um grupo muito heterogéneo, associaeMmlacdes clinicas diferenciadas.
Ainda que um grupo minoritario seja portador de agdés, as recomendacdes atuais
ressaltam que o conhecimento do status mutacianalnad respondedor sub-6timo € uma

informacédo central para a definicdo da estratégapéutica.
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Os resultados da pesquisa de mutacdes deste trabsifio em concordancia aos
estimados pela LeukemiaNet [SOVERINt al, 2011]. No grupo de LMC-FC foram
identificadas mutacfes em 15/48 (31%) dos pacieqiesapresentaram falha terapéutica e
em 6/60 (10%) dos que apresentaram uma respostéatisuln Dos casos com LMC-FA
analisados neste estudo, 46% apresentaram mutagd®®. Assim, na nossa série, 97/126
(77%) dos casos que tiveram indicacdo para pesdaisautacdes, ndo apresentam mutacdes
no DQ do gene BCR-ABL, sugerindo que outros mecaossque nao a presenca de mutacao,
podem estar operantes nos pacientes deste estaskifichkdos como respondedores sub-

otimos ou com falha terapéutica.

Um aumento dos niveis de transcritos BCR-ABL desnu 2 vezes foi associado
com a presenca de mutacdes, sendo proposto cooradeatorte na monitorizacdo molecular
para se iniciar o estudo mutacional [BRANFORDal, 2004]. Estas observacfes nao foram
confirmadas por outros estudos, entretanto, fqbgesto que este aumento deve ser observado
em pelo menos 2 amostras consecutivas para sedex@to um indicador forte de presenca
de mutacbes no DQ do BCR-ABL [WANGt al, 2006]. Mais ainda, o consorcio
internacional recomenda a pesquisa de mutactesagpprando 0 aumento nos niveis de
BCR-ABL resulta na perda da RMM, considerando quedgoutro aumento como uma
situacdo de "cuidado" [SOVERINgt al, 2011]. No presente trabalho, 2/5 (40%) dos
pacientes que tiveram aumento dos niveis de BCR-&@h perda da RMM foram positivos

para a analise de mutac¢des no DQ.

Mais de 100 mutacdes diferentes ja foram descnita®Q do gene BCR-ABL. As
mais comumente identificadas em pacientes com LME apresentam resisténcia a terapia
com IM sdo aquelas que envolvarm aminoacidos da posi¢do 248-255. Particularmeuste,

mutacbes G250E, Y253H/F e E255K/V, compreendemamunto aproximadamente o 50%
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das mutacdes detectadas nos casos resistentes. 80utkds das mais frequentes sdo as
detectadas na regido de ligacdo do inibidor, pdaiimente T315] e F317L, e no dominio
catalitico da proteina, como as mutacbes M351T BIIFBBRANFORD et al, 2007;
APPERLEY, 2007]. O tipo e frequéncia das 35 mutagdentificadas no presente estudo
estdo de acordo ao descrito na literatura, sendoaés frequentes T3151 (20%), F3591/V

(11,4%) e M244V e E255K/V (8,7% de cada uma delas).

O P-loop é um dominio altamente conservado, onde frequamensao identificadas
mutacdes nos pacientes resistentes ao IM. Algunsles tém sugerido que as mutacdes do
P-loop teriam particularmente um progndstico adverso.ugmestudo realizado em pacientes
com LMC, BRANFORD e colaboradores relataram que743los pacientes portadores de
mutacdes tinham mutac¢des pdoop, sendo que 12 destes 13 pacientes evoluiram gaka a
e faleceram, em contraste com 3/14 pacientes cotacies em locais diferentes Bdoop
[BRANFORD et al, 2003]. Entretanto, outros trabalhos n&o confirmestes achados

[JABBOUR et al, 2006].

Atualmente, com a introducdo dos ITK-2G na pratigaica, um grande nimero dos
pacientes com LMC resistentes ao tratamento cone ihbrtadores de mutacdes prdoop
obtém respostas satisfatorias apos a mudancahiddoni Assim, a questdo atual parece ndo
ser apenas a localizagcdo pdoop, mas o tipo de mutacdo apresentada. Os ITK-2Gs mai
potentes e com quimicas diferentes, parecem sazespule reverter o quadro de resisténcia
ao IM produzido pela maioria das mutacdes, com géacale um grupo pequeno e bem
caracterizado composto, por exemplo, pelas mutatgasl, F317L, e E255K/V [MULLER
et al, 2009]. O valor adverso das mutagbes que ocorrenp-loop parece estar mais
associado ao uso do IM, que se une apenas a c@y@omnativa da proteina BCR-ABL,

sendo menos criticas para o funcionamento dos IGKPArticularmente, esta situacdo é mais
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clara para o dasatinibe, que se une tanto connaafativa quanto inativa da proteina BCR-

ABL [TOKARSKI et al, 2006].

Através de ensaiof vitro, sabe-se que os distintos ITK-2G apresentam niveis
variaveis de sensibilidade/resisténcia as diveragacdes, assim, conhecer o tipo de mutacéo
apresentada por um paciente antes da mudancaaledrdo para ITK-2G € uma informacao
que auxilia a escolha terapéutica. Entretantota®lde pacientes portadores de mutacdes
tidas como de resisténcia intermediaria que obtéas lbespostas com os distintos ITKs séo
crescentes na literatura, indicando que é dos @stwutinicos que virdo as evidéncias

definitivas do comportamento dos clones mutados.

Sete das 35 mutacdes (20%) detectadas no pressaéhd foram identificadas i

loop. Destes 7 casos, 3 (42%) obtiveram respostasatétisls apos tratamento com ITK-2G
(os pacientes portadores das mutacdes E255K, EZ5®250E, identificadas durante o
tratamento com IM), alcancando uma RCgC com valdees¢ranscritos BCR-ABL entre 1-
0,019, Por outro lado, em dois casos com mutacdgsioop, a mutacdo T315! foi também
identificada posteriormente. O clone portador daagéo dop-loop ja ndo foi detectado por
sequenciamento direto apos poucos meses de tempia ITK-2G nestes 2 casos. Assim, na
série estudada no presente trabalho, a introdue&ond TK-2G foi eficiente para erradicacéo
do clone com mutagcdo np-loop, sendo que 5/7 eram mutagbes classificadas como de

resisténcia intermediaria a algum dos ITK-2G

Embora a presenca de mutacdes no DQ tenha sidoitaepancipalmente em
pacientes com LMC-FA ou em pacientes com LMC-FC ¢talim terapéutica, alguns estudos
sugerem que mutagOes podem ser encontradas vieni@ram todos os pacientes com LMC
ao diagnostico quando uma técnica de alta semkitidi € utilizada [SOVERINdt al, 2009a]

Além disso, sugerem que seja pouco provavel queiaria dessas muta¢des confira uma
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vantagem a célula neoplasica sob a presséo salieisvA Ks. Assim, alguns autores colocam
0 conceito de que a utilizacdo de técnicas desahaibilidade para procura de mutacdes néo é

recomendavel, ja que poderia levar a decisdeséetiaps precipitadas.

Entretanto, esta linha de pensamento parece estdanuo, sobre tudo a luz da
utilizacdo dos ITK-2G. Em um trabalho recente, PARKe colaboradores, utilizando uma
técnica de alta sensibilidade (limite de deteccd@b-0.5%), mostraram o impacto da
identificacdo precoce de mutacdes em pacientefathsam a terapia com IM. Nesse estudo,
os autores identificaram um total de 132 mutacdes6d pacientes. Apds a mudanca de
tratamento para um ITK-2G, 84% dos clones com ndgmqetectadas em baixo nivel
aumentaram rapidamente, podendo ser detectadaeguenciamento direto. Estes pacientes
apresentaram uma menor probabilidade de obtenc&Cd€ e de SLE, comparado com os
pacientes sem mutacdes [PARKERal, 2011]. Assim, pareceria que a deteccdo de clones
mutados em baixos niveis apos falha ao IM oferaagma informacgéo a ser considerada na

selecéo da terapia subsequente.

A nosso entender, a utilizacdo de um método sdnsigedeteccdo deve ser
considerada principalmente para a mutacdo T3154 wez que a sua deteccdo em baixos
niveis poderia indicar uma conduta de acompanhanatimico e laboratorial mais frequente,
permitindo assim a intervencado terapéutica em utoacgsio de ainda baixa carga tumoral,
principalmente tendo em conta que diversos inileislaespecificos para a mutagdo T315I
estdo sendo desenvolvidos, e que pelo menos unat(Ribn ARIAD Pharmaceuticals) se

encontra em fase de estudo clinico.

Neste contexto, n0s desenvolvemos um ensaio deAS para a detecgdo da mutacdo
T315I, que representa um ensaio facil e convenieata ser utilizado na rotina laboratorial

para a procura rapida da mutacdo. O método se ouostnsivel, especifico e reproduzivel,
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com uma sensibilidade de 1x3,6em contraste com a sensibilidade do sequenciandineto
(20%), o que permitiu detectar a mutacdo T315lammh presenca de baixos niveis de carga
tumoral. Além disso, esta metodologia € simplifc@dr ndo precisar um PCR adicional para
avaliar a qualidade do cDNA, ja que na mesma retg@abém € amplificado um fragmento

de 863 pb, utilizado como controle interno de glzade [MANRIQUEet al, 2011].

Com este tipo de ensaio, a mutacdo T315I foi dedecem 7/126 pacientes resistentes
ao IM e em nenhuma das amostras controle. Em utesdeasos, a mutacédo nao foi detectada
na primeira analise por sequenciamento direto, seledectada somente em uma segunda
analise, apos o resultado do PCR-AS. A mutacao ITi34& foi detectada em amostras que
apresentaram outras mutacdes. Este ensaio, jumm sequenciamento direto, constitui uma
estratégia eficaz para o acompanhamento de paxieoi® LMC e deteccdo rapida de

mutacoes.

Tem sido também relatado que a utilizacdo de tésnicais sensiveis € importante
para identificar pacientes portadores de multiplasacées. Em um trabalho recente realizado
em pacientes com LMC resistentes ao IM, foi mostrqe mediante a utilizagdo deste tipo
de abordagem, foi possivel identificar um grupo tamor de varias mutagbes que
apresentaram um risco elevado de progndéstico amlvassim, a idéia proposta pelos autores
€ que em posse de informacdo precoce da presengaitdedes por conta de uma maior
sensibilidade, estes pacientes, que representadtioldos casos analisados nesse trabalho,
poderiam beneficiar-se com um monitoramento maggjuiente ou com a utilizagdo de
terapias experimentais para reduzir o risco elewdmdalha aos ITK-2G [PARKER al,

2012].

Pacientes portadores de mais de uma mutacao tenredatados frequentemente na

literatura nos ultimos anos, sendo proposto queptss resistentes ao IM que apresentam ao
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menos uma mutacdo no DQ teriam uma maior probali#idde adquirir uma segunda
mutacdo sob a pressédo seletiva dos ITK-2G [SOVERIN&I, 2009b]. Desta maneira,
pareceria provavel que neste sub-grupo de pacjamiss alta instabilidade genética poderia
promover rapidamente o aparecimento de varias Besague seriam ou nao selecionadas
dependendo do ITK-2G utilizado. A identificacdo dleas mutacdées no mesmo clone BCR-
ABL, as chamadascbmpound mutatiofis tendem a aumentar a atividade oncogénica do

clone BCR-ABL+.

Assim, a identificacdo e monitoramento de pacieot®#s dupla mutacdo mediante
técnicas mais sensiveis e/ou que permitam a gueaghio dos clones e a construcédo de uma
cinética ao longo do tratamento ocupa um papelralenestes casos. Diversos relatos na
literatura descrevem padrbes diferenciados de cdeampento dos clones mutados
[KHORASHAD et al, 2008b]. Na nossa série, 6/29 casos mutados apaese duas
mutacdes, sendo detectados 3 padrdes distintoslagdo ao tipo e momento de deteccédo da
mutacdo. Um dos padrdes observados reflete a deté@pnsiente de um dos clones mutados
(pts 206 e 207), muitas vezes associado a mudanca de inibidor. Umno @omportamento
observado mostra a persisténcia de deteccdo desambautacdes, sendo associado, de uma

forma geral, a presenca de mutacdes como T3158bulHpts208e212).

O terceiro padrao observado esteve relacionadoccaparecimento de uma segunda
mutacdo, a T315l, identificada apds poucos mesesrdpia com ITK-2G, em um momento
em gue 0S pacientes comecavam a responder a rrapéate o clone portador da primeira
mutacdo identificada n&o era mais detectado. Estiedp de comportamento dos clones
mutados e a recaida em tratamento com ITK-2G pedaepca de uma nova mutacdo é
frequentemente relatada na literatura [KHORASHAD al, 2008b; SOVERINIet al,

2009b]. A cinética dos clones mutados através dbzagfio dos ensaios de piro-
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sequenciamento no pacier@® permitiu inferir que muito provavelmente, as 2 agdes
encontravam-se em dois clones BCR-ABL distintogjyé enquanto um representava o 80%

da carga tumoral, 0 outro permaneceu indetectavel.

Estes resultados levantam a questdo do momentarmedao do clone T315I1, ja que
o fato da mutacado ter sido detectada pouco tempe apinicio da terapia com ITK-2G
implica que, muito provavelmente, ele existia erfgidamente selecionado pela presenca do
inibidor. O mecanismo preciso que vincula o apaneato de um clone com uma mutacéo
resistente com o0s eventos subsequentes ndo é elarefanto, este tipo de situacdes
evidencia a necessidade de deteccdo precoce dmmeresistente emergente com o objetivo

de erradica-lo o antes possivel.

Além da importancia na avaliagcdo da cinética dased mutados em pacientes
portadores de mais de uma mutacao, as técnicapegmetem a quantificacdo de mutacdes
sdo também importantes no acompanhamento de pEigoie apresentam apenas uma
mutacdo. O comportamento clinico diferenciado otasky entre pacientes portadores de uma
mesma mutacao sugere que a presenca de um detdoneinae mutado ndo seria condicao
Unica e suficiente para predicdo precoce de remmdst resisténcia a terapia com ITKs. De
fato, alguns trabalhos que analisaram a cinétisacttimes mutado em pacientes com LMC,
mostraram que o0 aparecimento da resisténcia nerpreessta relacionado ao aumento do
clone positivo para a mutacdo [KHORASHA® al, 2006]. Assim, o conhecimento do

comportamento cinético do clone portador da mutégéma informacéo adicional relevante.

Por outro lado, o monitoramento da cinética de géiga como F317L e T315I,
descritas de sensibilidade intermediaria e/ou @tden resistente aos ITK-2G, pode ser
considerado chave para a correta avaliacdo daéggarderapéutica. No presente trabalho, a

quantificacado dos clones mutados nd®9, portador da mutacdo F317L, permitiu identificar
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que, mesmo durante o periodo em que foi possivetide a mutacdo pelo sequenciamento
direto, o clone F317L ndo era majoritario, chegaraloniveis maximos de 40%.
Consequentemente, os altos niveis de transcritd?-BBL observados até a mudanca de
tratamento com ITK-2G, ndo seriam provocados p&oecportador da mutagcdo. Assim,
neste caso fica evidente que outros fatores, qoeangresenca da mutacdo F317L, estédo

relacionados com a resisténcia ao IM.

FABER e colaboradores descreveram pela primeiraunezaciente F317L positivo
que alcancou e manteve uma RCgC e RMM com dasaiptib falha ao IM, e, recentemente,
ESCAZAN e colaboradores e OYEKUNLEA e colaboradaetataram mais 2 novos casos
com comportamento clinico semelhante [FABER al; 2010; ESCAZANet al, 2011;
OYEKUNLEA et al, 2011]. Além disso, POTENZA e colaboradores egtah um caso de
LLA Ph+ onde a mutacdo F317L foi identificada dieaa terapia com IM. Curiosamente, a
mutacéo ficou indetectavel sob a administracaaatarnento combinado de IFiNe IM, e o
paciente alcancou uma RMC logo ap0ds iniciar tratameom dasatinibe [POTENZ&t al,
2009]. Um quadro de linfocitose e/ou derrame pletoridentificado em alguns desses
pacientes anteriormente mencionados, e 0s autooggem que essas situacdes clinicas
possam ter contribuido para a eficacia terapéudticdasatinibe, sugerindo possiveis efeitos

imunomoduladores do medicamento.

No caso descrito em nosso trabalho, apesar de tensa&lo detectada linfocitose, a
paciente relatou dor no peito, mas sem febre eisnimermais de gasometria arterial,
eletrocardiograma e eco-cardiograma. As radiogradia térax também mostraram estavam
normais (ndo disponivel para revisdo). Embora aepte mantivesse uma RHC estavel
durante todo o acompanhamento, o nivel de BCR-ABL$é permaneceu elevado, com

deteccdo da mutacdo. Nossos dados contribuem pdesaade que a presenca da mutacao
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F317L ndo sempre se traduz em um prognostico am\ers pacientes com LMC tratados
com dasatinibe, ressaltando a importancia do comieeto e descricdo destes casos para um

melhor entendimento do real papel dos clones mataddratamento e resposta da LMC.

Por outro lado, a cinética do clone T315I+ no2dt permitiu observar que a
estabilidade observada nos niveis de transcritd?-BBL do paciente a partir do momento
em que a terapia com o IM foi suspensa, foi acoimgada por uma relativa estabilidade na
quantidade do clone mutado, em torno de 70%. Dogerslatos sugerem que a cinética dos
clones mutados podem ser alteradas quando a pressfiva do inibidor € retirada. Em um
trabalho recente, HANFSTEIN e colaboradores mastnagque a interrupcado do tratamento
com ITKs pode levar a diminuicdo do clone portadarmutacdo T315] até niveis muito
baixos, oferecendo uma alternativa terapéuticapsemue acompanhado de um frequente

monitoramento da cinética do clone mutado [HANF3V &l al,, 2011].

Fica cada vez mais evidente a necessidade de ddégemnto de plataformas que
permitam monitorar o tratamento dos pacientes cavC Lem uso de ITKs através de
informacgdes integradas que incluam, por exemplaguantificacdo da carga tumoral, a
avaliacdo da presenca de mutacdes e o comportariagta@o dos clones mutados wid-
type ao longo do tratamento. A construcdo deste tipo ptiaformas permitird um
entendimento mais completo da situacdo particularcdda paciente, possibilitando a
construcdo de um algoritmo individual e adaptaddramento para cada caso, 0 que sem

duvidas se traduzird em um enorme beneficio tetapépara os pacientes com LMC.
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6. MECANISMOS EPIGENETICOS: O PAPEL DOS MIRNAS NA L MC

6.1 RESULTADOS

6.1.1 Andlise do perfil de expressao de miRNAs masiporarraysde TLDA

6.1.1.1 Selecéo de pacientes e amostras

Para andlise de expressdao de miRNAs maduros apays de TLDA foram
selecionados 17 pacientes com LMC-FC Ph+ tratadms BM. Os critérios de selecéo
incluiram (i) disponibilidade de amostras ao diagitd, (i) dados clinicos e laboratoriais
completos e (iii) um tempo minimo de 24 meses ggisgento apos o inicio do tratamento
com ITKs. O grupo estudado incluiu 11 homens e theras, com uma mediana de idade de
40 anos (18-73). Os pacientes foram discriminad®sacbrdo ao tempo transcorrido do
diagnéstico da doenca até o inicio do tratamentm dM (FCT >12 meses desde o
diagndstico) em FCP (n=13) ou FCT (n=4). Antes Mo 12 pacientes receberam IFeNpor
>1 més. Cinco pacientes receberam IM como printieina de tratamento. O tempo médio de

acompanhamento desde o diagndstico até o ultimo diadonivel foi de 55 meses (18-112).

Quando classificados de acordo aos critérios d@ostd recomendados pela
LeukemiaNet, dez pacientes foram caracterizadosocmapondedores 6timos (Resp-IM)
(RCgC em até 12 meses de IM 400mg/dia) e 7 conisteates ao IM (Resist-IM) (Tabela
6.1) [BACCARANI et al, 2006; 2009]. Seis dos 7 pacientes resistentesamiavam 100%
Ph+ aos 6 meses e/ou >35% Ph+ apds 12 mesesatadrad de IM, e 1 paciente perdeu a
RCgC apds 5 meses de té-la alcancado. O tempo nuedioso de IM dos pacientes
classificados como respondedores foi de 45 mese87B com manutencdo de uma RCgC
estavel durante uma mediana de acompanhamento ohests (24-79) a partir da obtencéo

desta.
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Tabela 6.1: Principais caracteristicas dos paciendeselecionados para analise de perfil de express#mmiRNAs (n=21)

Pt | Idade | Sexo Classificagéo Uso IM (meses Melhor Rta IM ITK-2G Uso do ITK-2G (meses) | Melhor Rta ITK-2G Mutacéo
1 40 M RCgC com 1-0.1% BCR-ABt 50 1-0.1% BCR-ABI' Nao NA NA N&o

2 29 F RCgC com 1-0.1% BCR-ABY. 42 1-0.1% BCR-ABI' N&o NA NA N&o

3 31 F RCgC com 1-0.1% BCR-ABt 56 1-0.1% BCR-ABLY N&o NA NA N&o

4 49 M RCgC com RMM 62 RMM N&o NA NA N&o

5 67 F RCgC com RMM 48 RMM Nao NA NA Nao

6 51 F RCgC com RMM 68 RMM Nao NA NA Nao

7 21 M RCgC com RMC 32 RMC Nao NA NA Nao

8 41 F RCgC com RMC 32 RMC N&o NA NA N&o

9 48 M RCgC com RMC 77 RMC N&o NA NA N&o
10 39 M RCgC com RMC 87 RMC N&o NA NA Nao
11 35 M 100% Ph+ aos 6 meses com EI>10% 15 RCgP Sim DND DND Nao
12 43 M 100% Ph+ aos 6 meses com EI>10% 7 RHC Sim 15 RCgP Nao
13 23 M Perda da RCgC, nunca RMM 38 RCgC Sim 6 RMM Nao
14 18 M >35% Ph+ aos 12 meses com EI>10% 15 RCgM Sim 20 RMM G250E
15 28 F >35% Ph+ aos 12 meses com EI>10% 10 RCgM DND DND DND N&o
16 52 M 100% Ph+ aos 6 meses com EI>10% 6 RHC Sim 6 RMM Nao
17 73 M 100% Ph+ aos 6 meses com EI>10% 63 RCgP Sim 12 RCgP M351T§
18 63 F NA 41 RCgC Sim 3 RHC F486S
19 54 F NA 9 RHC Sim 9 RHC F35918
20 24 M NA 39 RCgP Sim 24 RHC Y315l
21 25 M NA 12 RCgP Nao NA NA T315I

Pt: numero do paciente. IM: imatinibe. Rta: respofEK-2G: inibidor tirosina quinase de segundaagéo. M: masculino, F: feminino. RCgP: respostageihética parcial. RCgC: resposta citogenética taimpRCgM:
resposta cito genética maior. RHC: resposta hedwgital completa. RMM: resposta molecular maior.i8tad Ph: Philadelphia. DND: dado néo disponivek: Nao aplicavel.
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Todos o0s pacientes classificados como resistentdigzatam ITK-2G apdés o
tratamento com IM. Além das 17 amostras ao diagm)sB amostras de 4 pacientes
resistentes (ptd2, 13, 15 e 16) coletadas durante diferentes momentos do tratanmem
ITKs foram também estudadas parrays de TLDA (vide secédo 6.1.1)4 Um pool de
linfécitos de 5 doadores sadios foi utilizado commntrole de expressdo de mMIRNAs
(calibrador). Adicionalmente, 4 pacientes portadate mutacées no DQ do gene BCR-ABL
(pts 18, 19, 20 e 21) foram incluidos para a analise de expresséao meai@ssinglesde RT-

gPCR yide secdo 6.1.2)1

6.1.1.2 Escolha do controle de expressédo enddégeno

O primeiro passo para a analise de expressdo deblAsi foi escolher o controle
endogeno mais adequado para o nosso estudarr&@s de TLDA contém 3 RNAs pequenos
para serem utilizados como controles de expressdégeno: RNU44, RNU48 e U6. Dois
meétodos estatisticos distintos foram utilizadosapesta escolha: os algoritmos geNorm e o
NormFinder. O algoritmo geNorm calcula e comparaator M dos genes candidatos,
assumindo que estes ndo sao co-regulados, elinnandhaior. O valor M descreve a
variacdo do gene comparado com todos os outrosdedos. O processo € repetido até que
reste apenas um par de genes, que sado os recorogpdad a analise [VANDESOMPEI€E
al., 2002]. O algoritmo NormFinder, na sua busca petthor gene de referéncia, incorpora a
informac&o da variacdo de cada gene em grupos dst@s, calculando a variacao intra-

grupo e a variacao entre-grupos [ANDERSE&IN, 2004].

As analises realizadas tanto com o geNorm quamtoa@dlormFinder mostraram que
0s trés controles enddégenos se comportaram de nasaisfatoria. Entre tanto, o RNU48
apresentou os melhores resultados: o geNorm calauto valor M=0,8814 e o NormFinder

um valor de desvio standard de SD=0,49 (Fig. 6&Bsim, o RNU48 foi o enddgeno
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escolhido para normalizacdo dos dados de express@uRNAs de LMC obtidos a partir das

placas de TLDA e de ensaios simples de RT-gR@fR secdo 6.1.1.3).
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Figura 6.1: Escolha do gene de referencia. Os resultados da andlise com o algoritmo geNodicanmam que o melh
par de genes para serem utilizados como controlégemo de expressdo eram RNU48 e U6 (em vermddhd@). algoritme
NormFinder mostrou que a melhor escolha estavaseptada pelo gene RNU48 (em vermelho), que apoesant desvi
standard menor. M-value: valor M; SD: desvio staddacc SD:desvio standard acumulado.

6.1.1.3 Expressao de miRNAs maduros: analise dpaeel como marcador preditivo

O RNA total foi obtido com sucesso em todas as &m®slos pacientes com LMC

utilizadas para esta parte do estudo. De manena, ges concentracdes de RNA obtidas

variaram dentro de valores de 0.9-2.5 pg/uL, cora amédia 1.8 pg/uL. Os valores de Cq

obtidos para o gene constitutivo em todas as aaso&iram entre 18,5 e 22,3 (com média de

19,8) valores considerados como indicadores stiisgfa da qualidade do miR-cDNA obtido.

Os resultados obtidos através da utilizacdamays de TLDA mostraram que foi

possivel medir a expressao de 211 miRNAs madurae@as as amostras estudadas. Valores

de Cg> 38 foram considerados além do limite de detecg@dédnica, pelo que foram

excluidos da andlise. De uma forma geral, todasresstras andlisadas expressaram miRNAs

caracteristicos de células hematopoiéticas, com@xemplo, miR-142, miR-146, miR-150,
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miR-155, miR-181, miR-222 e miR-223. Em contrast&iR-105 (caracteristico do epitélio),
miR-10b (caracteristico de baco e intestino), m8k-{caracteristico do sist. nervoso central)
e miR-147 (caracteristico epitélio do colon), némm encontrados expressos nas amostras
estudadas. Urplot de amplificacdo tipico observado em cada correl®@-gPCR se mostra

na Fig. 6.2.

Figura 6.2: Perfil de expressdo de miRNAs maduros por placas dELDA. A figura mostra um grafico tipico
amplificacdo de expressdo de miRNAs maduros anakspdr placas de TLDA. O valthresholdfoi setado em 0.Z;,0mc
recomendado para placas TLDA. Na parte esquerdiigden aparecem alguns dos dados de medicdo foloegel
aparelho ao finalizar a corrida.

No intuito de analisar uma possivel correlacdoeeatrexpressdo dos miRNAs ao
diagnostico e a obtengcdo da resposta ao IM, fdizeeln uma analise supervisionada
comparando a expressao de miRNAs em amostras gogieco entre os grupos de pacientes
Resp-IM e Resist-IM. O perfil de expresséo mml de amostras de doadores foi utilizado
como calibrador. Esta analise mostrou um grupo deiRNAs diferencialmente expressos
entre os dois grupos: miR-155, miR-18b, miR-616R+hR25a-5p, miR-503, miR-451, miR-
146b-3p e miR-152 (Fig. 6.3). Para demostrar stliaagdo de apenas estes oito miRNAs
poderia discriminar os dois grupos apropriadameioierealizada uma andlise adusters

supervisionada baseada no métodavkrage-linkageom corre¢édo Euclidiana.
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Esta andlise gerou um dendograma onde os grupgsIMes Resist-IM apareceram
claramente separados, sugerindo que o perfil deess@o destes 8 miRNAs poderia ser
utilizado como marcador precoce preditivo da refsptesapéutica de um paciente em uso de
IM (Fig. 6.3). O valor médio de diferenca entre &apupo assim como o valprcalculado
para cada miRNA, sdo apresentados na Tabela G2 nRater um risco de erro tipo | de até
0,05, o valor decut-off do p foi ajustado para 0,0058. Nao foram observadasratitas
estatisticamente significativas quando foi anahsaddiferenca do perfil de expressao de
MiRNAs maduros no grupo dos Resp-IM em relacédo difesentes niveis de resposta
molecular alcancada (1-0.1% BCR-ABLRMM ou RMC) p= >0,05). Assim, o perfil de
mMiRNAs ao diagnostico foi correlacionado apenasapartipo de resposta citogenética

alcancada pelos pacientes em uso de IM.
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Figura 6.3: Andlise supervisionada de expressdo @eiRNAs entre Res|-IM e Resis-IM. A: grafico de expessado dc
miR-155, miR-125a-5p, miR-146b-3p, miR-152, miR-18hiR-451, miR-503 e miR-616. Redi@: grupo com RCgC
ResistiM: grupo sem RCgC. B: dendograma demonstrando a sgmamentre os quando utilizada a expressao
miRNAs. FC:fold change Os \alores de FC apresentados sdo em relacéo aos ajvesentados pelo pool de doad
sadios. utilizado como calibrad
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Tabela 6.2: miRNAs diferencialmente expressos em astras diagnéstico de Resp-IM e Resist-IM

Diferenca média entre

miRNA Teste K-S grupos (EC) p pc (Benjamini-Hochberg)
miR-155 Sim -14,955 1E-8 1E-8
miR-18b Sim 4,312 0,000162 9,6E-5
miR-616 Sim -4,472 0,000200 0,002474
miR-125a-5p Sim -2,347 0,001650 0,001668
miR-503 Sim 3.515 0,003847 0,001668
miR-451 Sim 5,723 0.00002 0,0001
miR-146b-3p Sim 2,518 0,005336 0,002285
miR-152 Sim -3,491 0,007155 0,002474

Teste K-S: teste de normalidade Kolomogorov-Smirfr@ fold changePc: valorp corrigido. O valomp foi obtido através do testede
2caudas.

Para confirmacao das diferencas observadas engmipgs através dos dados gerados
com osarrays foram realizados, nas mesmas amostras, ensaglesde expressao de cada
MiRNA de interesse por RT-gPCR. A padronizacdo dmopolo para estes ensaios foi
realizada com o miRNA-222, escolhido por encorgmraltamente expresso em todas as
amostras de LMC analisadas. O gene utilizado coomtrale enddgeno para estes ensaios
também foi 0 RNU-48. Foram confirmadas as difersrimexpressao entre os grupos Resp-
IM e Resist-IM ao diagnéstico para os miR-155, M, miR-18b, miR-125a-5pp£
0,0014; 0,001; 0,005 e 3,4E-5, respectivamentegtate 2caudas) (Fig. 6.4). Entretanto, os
ensaiossinglesnado reproduziram as diferencas observadasamags para os miR-146b-3p,
miR-152, miR-616 e miR-503%€ 0,08; 0,88; 0,89 e 0,9, respectivamente, tedee2caudas).
Os valores ddold change(FC) dos miRNAs com diferencas significativas aonfdas

mediante os ensaios de expressiglesestdo detalhados na Tabela 6.3.
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Figura 6.4: Confirmacao por ensaios singles das difencas observadasOs graficos mostram a expressao diferen:
dos miR-451, miR-155, miR-125a-5p e nmiBb em amostras ao diagndstico nos pacientes fidadsis com
respondedores e resistentes. Estes dados foraimuachds a traves de ensaios simples de RT-qPCR. Iktiriibe; Resp

IM: resnondedores ao IM: ResIM: resistentes ¢ IM. FC: fold chanae

Tabela 6.3: Valores de FC dos miRNAs -451, -155,28a-5p e -18b nas 17 amostras ao diagnoéstico

R‘?;E’S';M miR-451 miR-155 miR-125a-5p miR-18b Re(s';f;')'M MiR-451 miR-165 miR-125a-5p miR-18b
1 -0,505 -0,490 0,045 -0,899 11 -1,430 -1,260 0,965 -1,739
B 2,87¢ 1,159 11,414 0,215 02 1,850  -0,825 1,815 -1,469
3 6,644 0,409 1,774 2,865 13 3,195  -0,010 2,715 0,414
4 0,30¢ 0,394 -1,064 -0,074 14 -1,120 -1,265 0,155 -4,934
5 0,201 1,794 -1,534 1,405 15 2,805  -1,785 4,155 -0,669
6 -2,42  -0,290 -3,924 -0,414 16 -5,220 -0,915 2,065 -0,029
7 3,229 0,429 -2,814 1,795 17 -4,640 0,334 4,345 -1,769
8 4,004/ 1,404 -0,464 0,850
9 4,189 0,809 -1,324 4,895
10 1,02¢ 0,644 -0,634 0,915

Valor Valor

Médio (FC) 1,95 0,62 -1,49 1,15 Médio (FC) -2,89 -0,81 2,31 -1,57

IM: Imatinibe; FC:fold change Pts: pacientes; Resp-IM: grupo respondedor aoRbkist-IM: grupo resistente ao IM. Os valores Ge F
foram obtidos dos ensaiseigles de expressdo nas amostras diagnoéstico. O vak dedicado € relativo aos doadores sadios.

6.1.1.4 Andlise da variacao do perfil de miRNAsashte o tratamento da LMC com ITKs

No intuito de identificar padrbes de variacdo deressdo de miRNAs durante o curso
da LMC em tratamento com ITKs em relacdo a respdsiam estudadas amostras

sequenciais coletadas em distintos momentos danteatto de 4 dos pacientes classificados
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como Resist-IM (Tabela 6.4). Estes pacientes foeaoolhidos por apresentarem diferentes
padroes de respostas aos ITKs, 0 que permitizegalma analise comparativa em relacéo a

expressao dos miRNAs em diferentes situacfes pgeses

As amostras selecionadas incluiram, além das 4teascmo diagnoéstico (100%Ph+)
de cada caso, 3 amostras em estagio de n&do respoda(100% Ph+ e >10% BCR-ABI)
(pts 12, 15e 16), 1 amostra em RCgC em uso IM (0% Ph+ com 1% BERA (pt 13), 1
amostra com perda da RCg com IM (90% Ph+ e >10%-BBR™) (pt 13), 2 amostras em
RCgC com ITK-2G (0% Ph+ com 0,6-1,2% BCR-ABL(pts 12 e 16) e 1 amostra em
estagio de ndo resposta ao ITK-2G (100% Ph+ e >B@R-ABL®) (pt 12). Para esta
analise, as 12 amostras foram agrupadas em 3 dagegtiagnostico (n=4), resposta (n=3) e
recaida e/ou nao-resposta (n=5). Os resultadoa deslise foram expressos em relacdo ao

pool de doadores sadios.

Tabela 6.4: Pacientes e amostras selecionadas paanalise da variagdo da expressdo de miRNAs
durante o tratamento da LMC com ITKs

Pacientes analisados com amostras sequenciais

Paciente Dg R-IM Néo-R-IM Recaida com IM R Dasa N&o - R - Dasa
12 X X X
13 X X X X
15 X X
16 X X X

IM: imatinibe; Dg: diagnéstico; R - IM: resposta cdiM; Nao - R- IM: ndo resposta com IM; R - Dasa:p@sta com
dasatinibe; N&o - R- Dasa: ndo resposta com désatin

Como uma primeira abordagem de andlise dos dadasiage com osarrays, foi
investigado o padrdo de expressao apresentado p@RISAS que apresentaram correlacéo
confirmada com a obtencdo de RCgC: miR-155, miR-bdR-125a-5p e miR-451. O miR-
451 foi o uUnico que apresentou uma diferenca e8taimente significativa quando
comparada a variagao entre amostras diagnosticeyosta g= 0,005; teste¢-de 2 caudas,

com valor decut-off do p ajustado para 0,012) (Fig. 6.5). Este resultadootstra uma
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associacdo entre um aumento dos niveis de expréssadR-451 e a obtencdo de uma RCgC
durante o tratamento com ITKs. A analise do padeiexpressédo dos outros miRNAs néo foi
significativa p= >0,012) (diagnostico vs. resposta: miR-125g5®,09; miR-18lp= 0,26 e
miR-155p= 0,66; resposta vs. recaida e/ou nao-resposta4siR= 0,05; miR-125a-5p=

0,21; miR-18kp= 0,82 e MiR-15%= 0,91).

Quando esta analise foi realizada com os dadogptessdo dos 384 miRNAs obtidos
do array de TLDA, foi observado que um grupo de 29 miRNAsaentavam um padrao de
variacdo de expressao similar ao identificado jparaiR-451. Este padrdo de expressao se
mostrou inversamente relacionado com a carga tumota seja, baixa expressdo dos
mMiRNAs ao diagnostico, um aumento da expressao htengdo de uma RCgC e uma
diminuicdo do nivel de expressdo em uma situacaea#da e/ou ndo resposta com terapia
de ITKs. Embora a maioria das comparacdes nao nenhesultado em diferencas
estatisticamente significativas, muitas das asedegm mostraram valores bem proximos
(borderling. O valor decut-off do p foi ajustado para 0,0017, a fim de manter um rideo

erro tipo | de até 0,05.

O comportamento cinético similar apresentado ptase29 miRNAs durante o curso
da LMC em tratamento com ITKs indicam que sua esg&e pode ser co-regulada e que
alguns destes miRNAs poderiam estar relacionados pwcanismos de resposta e/ou
resisténcia aos ITKs (Fig. 6.6). Os valores deisggmcia (valorp) da comparacdo entre 0s
grupos, diagndstico vs. resposta, e resposta esidae e/ou nao-resposta, para estes 29

MIiRNAs s&o apresentados com detalhe na Tabela 6.5.
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miR-125-5p

miR-18b miR-451

Figura 6.5: Padrao de expressdo d miR-155,-125¢5p, -18b e-451 durante o tratamento com ITKs.A figura
mostra a variagdo da expressdo durante o tratardent®C dos 4 miRNAs que apresentaram um valor pvedgare
obtencdo da resposta citogenética 6tima com trat@meom IM. As amdsas estudadas pertencem a 4 paci
classificados como ResiB#. Azul: amostras ao diagnostico; verde: amosémsestagio resposta; vermelho: amo
em estagio de recaida e/ou ndo resposta.*: diferesiatisticamente significativa, vajpr0,005 (valorp ajustado pal
0,012 para assegurar um erro de tipo | de até.(F@¥old change.

Tabela 6.5: Valores de significancia dos 29 miRNA=m padrao de expressao similar durante o curso

da LMC em tratamento com ITKs

i DgVs-ReSD  Nagpesecaida | MRNA DYVS.ReSD  \aopeenRecaida

Valor p Valor p Valor p Valor p
miR-103 0,3585 0,0283 miR-296-5p 0,0058* 0,1454
miR-135b 0,0156 0,2715 miR-31 0,0022* 0,2835
miR-140-5p 0,1559 0,0314 miR-335 0,0603 0,0361
miR-141 0,0197 0,2583 miR-338-3p 0,1945 0,0191
miR-142-5p 0,0683 0,0244 miR-342-3p 0,0015 0,5134
miR-146a 0,0006 0,2102 miR-342-5p 0,0008 0,1756
miR-146b- 0,0168 0,0660 miR-451 0,0059* 0,0744
miR-148a 0,0265 0,0001 miR-502-5p 0,0068* 0,5484
miR-150 0,0038* 0,2619 miR-598 0,0280 0,2326
miR-193b 0,0140 0,1869 miR-618 0,2420 0,0186
miR-197 0,0853 0,0101 miR-642 0,0336 0,0332
miR-21 0,0194 0,1035 miR-636 0,1582 0,5982
miR-26a 0,0867 0,0311 miR-708 0,0159 0,1062
miR-28-3p 0,0022* 0,0968 miR-95 0,0275 0,3751
miR-29b 0,0078* 0,0900

O valor de cut-off do p ajustado para 0,0017. Os valores

consideradoborderline

estatisticamsgteficativos sdo sinalizados em negrito. *: valor
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Figura 6.6: Padrdo d¢ expresséo similar apresentado por 29 miRNAs durasto curso da LMC em tratamento com ITKs.Azul: amostras ao diagndstico; verde: amostras sagie
resposta; vermelho: amostras em estagio de reeddando resposta.*: diferenca estatisticamentefisigtiva; ¥: diferencia estatistica consideradaderline (valor p ajustado para 0,0017 p

assegurar um erro de tipo | de até 0,05).fold changeOs miRNAs sinalizados com caixas azuis foram estothpara serem estudados mais detalhadanvide sicdo 7.2.1 e 7.1).
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6.1.2 Andlise do padrao de expressédo do miR-451
6.1.2.1 Andlise do padrao de expressédo do miR-dbpazientes individuais

Com base nos resultados gerados a partirad@ys de TLDA em relacdo ao valor
preditivo da resposta ao IM dos niveis de expredsamiR-451 ao diagndstico e a variacado
do perfil de expressédo deste miRNA observado derartratamento com ITKs, decidiu-se
investigar com amplitude o papel do miR-451 na LNR@ra isto, a expressédo do miR-451 foi
analisada mediante ensaios de express#gpespor RT-gPCR em amostras do diagndstico e
do acompanhamento de pacientes resistentes améld portadores de muta¢cdes no DQ com
padrbes de resposta diferentes aos ITKs 1@isl3, 15 e 16) [SCHOLL et al, 2011]. O
padréo de correlacéo inversa observadoan@s/s foi confirmado nos grupos de amostras ao
diagndstico, resposta e recaida/nao-respostaadaelinversa entre os niveis de expressao do
miR-451 e a quantidade de células Ph+ é evidergegngos de diagndstico e de resposta,
entretanto, € menos clara no grupo de amostrascdéda/ndo-resposta, onde e expressao do
MiRNA-451 e a carga tumoral estdo elevage®,2; p=0,05 ep=0,3; testa-de 2 caudas)

(Fig. 6.7A).

Para discriminar melhor a relacdo entre a expredsaniR-451 e a carga tumoral, a
expressdo do miRNA foi analisada em cada paciesgaradamente para obtencdo de uma
cinética de expresséo individual ao longo da taraPara isto, o nivel de expressao do
MIRNA nas amostras coletadas em momentos de resgdstentes durante o tratamento
com ITKs foi comparado com o nivel de expressdesgmtado na amostra diagndstico do
proprio paciente (Fig. 6.7 B-E). Nos caddse 15, a relagéo entre a expressdo do miR-451 e
os niveis de BCR-ABL% foi sempre inversa (Fig. 6.7 B-C). Entretanto,casos12 e 16
mostraram um aumento da expressdo do miR-451 agegaesenca de um elevado nimero

de células Ph+ e/ou de transcritos BCR-ABL. Isioofiservado em ambos os pacientes, em
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amostras coletadas durante a terapia com IM e tandpé situacdo de resposta diferente ao

dasatinibe (Fig. 6.7 D-E).

A
Pacientes individuais analisados
; p=0.02 s p=0.3 :
i Paciente Amostra FC {vs. Dg}

12 121 -4.82
122 012
e o 123 2.22
g 13 121 -6.90
& . 132 1.30
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Figura 6.7: Expressdo do miRN~451 em amostra seriadas de LMC em tratamento com ITKs.A: Gréafico Box ¢
Whisker representando a expressdo do 4%R-durante o curso do tratamento de da LMC de #emas. Dg: amost
diagndstico; Resposta: amostras com 0%Ph+; NaoRe#Restida: amostras com 100% Ph-E:BRerfil de expressédo
miR-451 durante o tratamento de cada paciente indiviBaaras: Pretas: amostra representando o vaktivelde doadort
sadios; Azul: amostra diagndstico; Verde: amostiaasposta ao IM (0%Ph+ com 1% BCR-ABL Vermelto: amostra e
n&o resposta ou da recaida (100%Ph+ e >10% BCREpBLinza: amostras em resposta ao dasatinibe (0%&Mm+0.6-
1.2% BCR-ABIF'); Roxo: amostra em nao resposta ao dasatinibe (®88% >10% BCR-ABE). B: Pt 15, C: Pt 13, D:
12, E: Pt 16. Os pontos pretos indicam a medig&orieeis de BCR-ABLY%medidos por RlGPCR. A tabela mostre
diferencia de expressdo de cada paciente indivitkrak, os resultados estdo Eapresentados comss&predold change
(FC) de cada paciente em relag&o ao préprio diasigndde acordo ao métodd*#". D: doadores.
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Em concordancia com nossas observacoes, forteénevad sugerem a existéncia de
um loop de regulacéo reciproco entre 0 miR-451 e o BCR-ABDPOTOVA et al, 2011].
Apesar das limitacdes devido ao pequeno tamanlamastra, estes resultados sugerem que
outras moléculas mediadoras podem estar envolwdld@sncionamento dmop de regulacao
reciproco entre 0 miR-451 e o BCR-ABL, ja que orgadnverso ndo é observado em todas

as situacoes (casg e 16 discutidos anteriormente).
6.1.2.2 Andlise da expressédo do miR-451 em pacgudadores de mutacdes no DQ

Em dois casos do grupo de amostras classificada® deesist-IM incluidos nos
arrays de TLDA foram identificadas mutacdes no DQ do gBa&R-ABL. Nesses casos (pts
14 e 17), as mutacbes no DQ foram detectadas ao momentesisténcia, ndo estando
presentes nas amostras do diagnostico de amboac@nies. Na analise da expressdo do
miR-451 nas amostras do diagndstico destes 2 dasafservado que os niveis do miR-451
pareciam estar relacionados com o grau de resigtdndM conferido pelo tipo de mutacao,

segundo dados de ensailyitro.

O pt17 apresentou a mutagdo M351T, estabelecida comdvekas IM por ensaios
in vitro [O'HARE et al, 2007]. Diferente do esperado pela presenca dest&cao,
este paciente, em uso de IM, evoluiu muito rapiddaepara a FA e faleceu, ndo respondendo
tampouco a terapia com ITK-2G. Vale destacar qesfencaso, os niveis de expresséo do
miR-451 apresentados ao diagnostico foram muiteosa@m comparacdo com os doadores
sadios (valor ddold change-4,640). Em contraste, a mutacdo G250E, identiicao caso
namerol14, é descrita em ensai@s vitro como capaz de conferir resisténcia intermediaria
ao IM. ApGs mudar para uma terapia com ITK-2G, @igr@e alcangou uma RCgC em
5 meses de tratamento. Curiosamente, o nivel deessgp do miR-451 deste paciente ao

diagndstico foi muito proximo dos niveis apreseosagelos doadores sadios (valorfdkl
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change-1,120). O paciente continua atualmente manterideisnbaixos de expressdo do
miR-451, ainda em RCgC com ITK-2G. Estes 2 casmssrdm uma evolucéo clinica diferente
do esperado em relacdo as mutacOes apresentadasdpacser "revisitados” no contexto de

uma expressao diferenciada de um miRNA particular.

Para melhor avaliacdo da possivel relacao entpgeessdo do miR-451, o tipo de
mutacdo e a resposta alcancada com os ITKs, o gleipasos Resist-IM que apresentaram
mutacdes ao longo do tratamento foi ampliado. Asaiexpressao do miR-451 foi analisada
em amostras do diagndéstico e de acompanhamentoregrupo de pacientes portadores de

mutacdes no DQ (Fig. 6.8).

Como uma primeira abordagem, foi analisado o nieekxpressao do miR-451 nas
amostras do diagnostico de 6 casos resistentdd agbrtadores de mutacédo (Fig. 6.8). Esta
analise mostrou que os dois pacientes com a mufB8&bI, apresentaram niveis altos de
expressdo do miR-451 ao diagnostico em relacaa@adores (pt20 e 21). Os casos com
mutacdes descritas como sensiveis ou com senad®lithtermediaria aos diferentes ITKs em
estudosin vitro, apresentaram niveis baixos de expressdo do miRbAdiagndstico.
Interessantemente, 0s 2 casos com menor nivelpdesséo do miR-451, foram pacientes que
nao responderam ao tratamento com ITKs e vieraaleadr independentemente do grau de
resisténcia conferido pela mutacdo (caddse 19, portadores das mutacées M351T e

F3591/V, respectivamente) (Fig. 6.8).

A andlise da expressdo do miR-451 nas amostrastadak durante o
acompanhamento destes pacientes permitiu constnarcinética individual de expressao do
miRNA ao longo do tratamento, utilizando a prommmaostra do diagnéstico como calibrador
(Tabela 6.6). A relacéo entre a expressdo do miReéisante o tratamento com ITKs e a

resposta obtida pelos pacientes portadores de dgagtag@riou em cada caso, sem apresentar
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um padrao definido, entretanto, de uma forma gefagkis baixos de expressdo do miR-451
(valores de FC <1) estiveram relacionados com wesposta deficiente a terapia com ITKs
(Tabela 6.6). Estas observacdes reforcam a idetpe@s niveis do miR-451 ao diagndstico
poderiam ser um fator preditivo da resposta aodMue o nivel de expressao ao longo do
tratamento poderia estar relacionado com a resmgbshkal a terapia, como um parametro
complementar a presenca de mutacées no DQ. Aléso,dsidenciam ainda mais a natureza
multifatorial do fenbmeno de resisténcia aos IT&adpcando os miRNAs, em particular o

miR-451, como um possivel parametro associadordiif® resistente.

# W T3151
Gl Bl Fa36s
: [ T35l
135 W Fasov
[ M351T
0.5 G250E
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miR-451

Pacientes portadores de mutagdes selecionados para analise da expressdo do miR-451

Paciente Mutagdo Imatinibe Dasatinibe Milotinibe
17 M351T SEN SEN SEN
14 G250E INT SEN SEN
18 F4865 SEN INT SEN
19 F358I/v INT SEN INT
20 T3151 RESIS RESIS RESIS
21 T315l RESIS RESIS RESIS

Figura 6.8: Nivel de expressdo do miR51 em amostras diagnostico de pacientes portadorde mutagcdes no DQ c
gene BCR-ABL. Os resultados estdo apresentados como expres$ald dhangede cada paciente em relacéo aos naeissentado p
doadores sadios de acordo ao métotftf'2Barras: verde escuro: paciente 21 (FC: 1,4); vermglaociente 18 (FC10;9), cinza
paciente 20 (FC: 3,4); azul: paciente 19 (FC: -3d)ce claro: paciente 17 (FC: -3,1); rosa: paciédté~C: -1,8). FCfold
change SEN: sensivel. INT: sensibilidade intermediariaSRE resistente.
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Tabela 6.6: Expressao do miR-451 durante 0 acompaaimento de pacientes portadores de mutacdes

Pt Mutagao Amostra FC Pt Mutagéo Amostra FC

20 T315I D 1,81¢ 18 F486S D -0,81¢
20.1 0,83: 18.1 0,19¢
20.2 -2,651 18.2 0,87¢

21 T351| D -0,15¢ 18.5 -0,26¢
21.1 -0,95¢ 19 F3591/V D -1,741
21.2 -1,36¢ 19.1 1,69¢
21.c 2,92¢ 19.2 0,04:
21.4 -0,44¢ 14 G250E D 0,48¢

17 M351T D -1,86¢ 14.1 -1,09¢
17.1 3,40¢ 14.2 0,60¢
17.2 -1,541

D: diagnéstico. FCfold changeexpresso em relagéo ao nivel do diagnéstico de paciente.

6.1.3 Andlise do padrao de expressédo do miR-148aaementes individuais

Como descrito anteriormente, os dados obtidos &r phos arrays de TLDA de
amostras ao diagnoéstico, nao indicaram um papélitpm@ do miR-148a para obtencdo de
uma RCgC com IM. Entretanto, os resultados geraoselacdo a variacdo do perfil de
expressao dos miRNAs durante o tratamento com (pt&sl2, 13, 15 e 16), mostraram uma
expressao diferenciada do miR-148a entre os grdpasmostras, com uma diferenca muito
significativa entre o grupo de resposta em comparap grupo de recaida/ndo-resposta:
diagndstico vs. resposta 0,02; e resposta vs. recaida/ndo-respwsta,0001 (testeé-de 2

caudas, com valor dait-offdo p ajustado para 0,017) (Fig. 6.6).

O padrao de variacdo do miR-148a durante o tratiomémn similar ao descrito para o
miR-451, ou seja, inversamente relacionado comaatglade de células Ph+. Entretanto, a
variacado entre a resposta e a recaida/nao-redpostada maior para 0 miR-148a do que a
encontrada para o miR-451. Os resultados obsenradasalise dos dados dasays foram
confirmados através de ensamiaglesde RT-gPCR: diagndstico vs. respopta 0,006, e

resposta vs. recaida/nao respogta 86,0005 (teste-de 2 caudas) (Fig. 6.9).

Para discriminar melhor a relacédo entre a expredsdniR-148a e a carga tumoral, a
expressdo deste miRNA foi analisada separadamerte gbtencdo de uma cinética de

expressdo para cada paciente ao longo do tratancentolTKs, comparando o nivel de
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expressdo do mIRNA nas amostras do acompanhamemto a nivel de expressao

apresentado na amostra diagndéstico do propriomadEig. 6.9 C-F).

Esta andlise mostrou que no caso do miR-148a, enmaste com o observado no
miR-451, a relacdo entre a expressdo do miRNA aiwss de BCR-ABLY%' foi sempre
inversa, sendo observado em todos o0s casos e amoasttependentemente do ITK utilizado.
Estes resultados sugerem que este miRNA poderianteenvolvimento central com os

mecanismos de resisténcia e/ou resposta operantestaimento da LMC com ITKs.

Diferentemente do observado para o miR-451, nadd@mitificada nenhuma relacao
entre 0s niveis de expressdo ao diagnostico do 1##R- e tipo de resposta obtido com
tratamento com inibidores em pacientes portadoeesiatacées no DQ do gene BCR-ABL
gue conferem distinto grau de resisténcia aos ITismesma maneira, a construcdo de uma
cinética individual de expressdao do miRNA ao lodgaratamento com ITKs néo apresentou

um padrao definido em relagédo a carga tumoral emento de aparecimento da mutacao.

Estas observagcbes mostram que a correlagéo invbssavada entre a expressao do
miR-148a e a carga tumoral é bem clara em situad®dmixa ou alta carga tumoral (100%
Ph+ ou 0% Ph+), entretanto, o padrdo inverso natisénguivel quando os pacientes
apresentam niveis intermediarios de respostas, csmuservados nos pacientes portadores
de mutacdes aqui estudados. Assim, para definiocsgncomporta a variagdo da expressao
do miRNA dentro da nuance de carga tumoral queaoptes apresentam no tempo desde o
inicio da terapia com ITKs até a obtencdo de umg@®& necessario realizar estudos de

expressao em amostras seriadas com pouco temptedelo.
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Pacientes individuais analisados

Paciente Amostra FC{vs. Dg) Paciente Amostra FC {vs. Dg}

12 Dg -0,551 15 Dig -1,239
121 -3,60 15.1 -0,391
122 -0.706

13 Dg -1,288 18 Dg -0,009
13.1 1,544 16.1 -1,011
132 -1,325 16.2 0979
13.3 0,980

Figura 6.9: Expressdo do miRN/148a em amostras seriadas de LMC em tratamento coriKs. A e B: Gréfico Box
Whisker representando a expressdo do miR-148 du@murso do tratamento de da LMC de 4 pacientes.abgstr
diagndstico; Resp: amostras com 0%Ph+; NdoResp/Reeafistras com 100% Ph+; dados obtidos medianteag de
TLDA (A) e confirmagdo mediante ensaios simplefd@eqPCR. C-F: Perfil de expressdo do ni#Ba durante o tratame
de cada pacientmdividual. C: Paciente 16, D: Paciente 13, E: &atel 12, F: Paciente 15. Os pontos pretos indic
medicdo dos niveis de BCR-ABI®¥medidos por RGPCR. A tabela mostra a diferencia de expresséo dte macien
individualmente. Os resultados estdo apresentanioe expresséo dimld changede cada paciente em relagdo ao prt
diagnéstico de acordo ao métodtf*?.

112



6.1.4 Andlisan silico para determinacao de possiveis alvos do miR-148a

Os resultados obtidos nas andlises do perfil deeegfio do miR-148a durante o curso
da LMC e sua invariavel relacédo inversa com a qdadé¢ de células BCR-ABL+, tanto em
pacientes em tratamento com IM e/ou com ITK-2Gicemh que este miRNA poderia ter um
papel central na regulacédo de genes relacionagoaparecimento de resisténcia na LMC.
Assim, foi realizada uma busca com ferramemtaslico através de diversas bases de dados,
para analise dos possiveis alvos do miR-148a quieron estar relacionados com o0s
mecanismos de resisténcia aos ITKs. Utilizando Igsriamos das bases de dados PicTar,
PITA, RNA22, Targetscan e Miranda, foram identifioa um total de 525 genes
possivelmente regulados pelo miR-148a. Primeiramerg 525 genes foram agrupados por
pertencerem ou ndo a diferentes vias de sinalizegliidar e/ou pela descricdo prévia de seu
envolvimento com diversos tipos de neoplasias. Desneira, foram selecionados um total
de 311 genes segundo sua relacdo com processassah@vfuncionamento celular ou por
pertencer a diferentes vias de transducdo de srelsionadas com diferentes tipos de

cancer.

Dentre estes 311 genes, 6 genes foram encontradosetacdo direta com a LMC:

E2F3, PIK3R3, CHUK, IKBKB, PTPN11 e CDKN1®$0,002, FDR=0,02). O papel central
destas proteinas na regulacdo da proliferacdo aceil sobrevida da célula é bastante
conhecido. A fungcdo de cada uma destas proteinpseSentada na Tabela 6.7. A regulagéo
da expressao génica mediada por miRNAs implicaconteecimento de uma porcdo da
sequencia do RNAm por parte do miRNA, chamada deé&eia semente ou sequerssad

As sequéncias de reconhecimento podem encontemsgialquer lugar do gene, entretanto,
de uma forma geral, as sequéncias semente locdizedporcdo 3"UTR dos genes alvos séo

descritas como as de maior potencial reguladonnmAsss sequencias sementes para 0 miR-
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148a nos 6 genes anteriormente descritos foranisadat (Fig. 6.10). A identificacdo das
sequenciaseedfoi baseada na predicdo das mesmas pelos algeriila 5 bases de dados
utilizadas, sendo que aquelas preditas por 4 #&igosiou menos foram descartadas. Todas as
sequéncias preditas escolhidas localizaram-se r@@@énica 3'UTR, apresentando altas
forcas de ligacdo (em todos os casos <-10). Pagareess CDKN1B, CHUK, E2F3 e PIK3R3
foram identificadas uma sequendaedpara cada gene, entretanto, nos genes PTPN11 e

IKBKB foram identificadas duas sequencseedpor gene.

Tabela 6.7: Func&o dos genes preditos como alvosmdr-148a com importancia na LMC

Gene Outros Nomes Funcéo
E2F3 E2F-3, Membro da familia de fatores de transcricdo E2BePerucial no controle do ciclo celular e da agédo
KIAA0Q075 de supressores de tumor. Se liga especificamgrf@Bade uma forma dependente do ciclo celular.
PIK3R3 P55, p55- Unidade reguladora das proteinas quinases da GIBtS8e As proteinas PI3-K classe | ativam a
GAMM proteina quinase B (AKT) na via PISBK/AKT/mTOR.
CHUK IKK-a, IKK1,  Membro da familia de proteinas serina / treoniriaage. IKKo também tem sido relatada de regular
IKKA a proteina do ciclo celular ciclina D1 em formadpendente de NF-kB.
IKBKB IKK- B, IKK2, IKK-B serve como uma subunidade de proteina quinaseslkBatividade produz ativagdo da via IF-
IKKB kB. A IKK- B ativa fosforila a proteinaBo, que se liga a NF-kB para inibir a sua funcéo.
PTPN11 PTP-1D, Proteina tirosina-fosfatase, conhecidas por regutex variedade de processos, incluindo o
SHP-2 crescimento celular, diferenciacao, e transformag®mgénica.
CDKN1B CDKN1B, Proteina que pertence a familia de quinases Cip d&inibidores dependente de ciclina (CDK).
P27KIP1 Importante proteina inibidora do ciclo celular.
N T ITY ' S s
113:5’ GGACAUCCUGUAUAAGCACUGA 3’ CDKN1B 495:5% cUACCUCCUUGUGUUGCACUGA 3’ CHUK
t I A - A RRR AR
2023:5’ GUGCCUACUGGAAAUGCACUGu 3’ E2F3 188:5’ cUCAGCCAUGCCGCUGCACUGA 3° PIK3R3
e (RN o B I TELLLE:
288:5’ AAGCAGUUAAAUUGUGCGCUGu 3° PTPN1it1 1282:5’ GGAGAUUCACACUAUGCACUGG 3’ IKBKB
A lext 1 de 1= DL
£63:5' caGAAGUUGACCUUUGCACUGG 27 PTPN11 133:5’ AUGGUGGUUCCUGCUGCACUGA 3’ IKBKB

Figura 6.10: Sequencias semente preditas para redwctimento do miF-148a Na figura se apresentam as sequenci
reconhecimento do miR-148a com os alvos preditogdiante ferramentas silico: CDKN1B, CHUK, E2F3, PIK3R:
PTPN11 e IKBKB. Todas as energias de ligacédo pregiss o heteroduplex foram maiorl®; valor considerado minir
para uma ligacéo forte: CDKN1B -24,2; CHUK -21,7; B2E3,3; PIK3R3 -25,3; PTPN11 -27,0 e -25,9 e IKBKB,R%e -
25,2
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6.1.5 Ensaios funcionais para o miR-148a

6.1.5.1 Ensaio de transfec¢cdo com precursores ite-m

No intuito de elucidar o papel do miR-148a na LM&@am realizados ensaios de
transfeccdo com precursores pre-miR em células wtar&. Para isto, foram utilizadas as
linhagens celulares K562 e KBM-5, derivadas deqrdes com LMC. Esta parte do trabalho
foi desenvolvida no Laboratério de Terapia Experitaedo MD Anderson Céancer Center,

Houston, Texas, em colaboracdo com o Dr George Cali

Primeiramente, foi determinado o nivel de expreskimiR-148a nas duas linhagens
estudadas. Aliquotas das linhagens em cultura ssinum tratamento foram utilizadas para
extracdo de RNA total, posterior sintese do miR-AEIM8a e medicdo da expressado por
ensaiossingles de RT-gPCR. Ambas as linhagens apresentaram nivei baixos de
expressdo do miR-148a em comparacdo com os ninasemtados peloool de amostras de
doadores sadios (valores de FC -1,156 e -2,070 pardinhagens K562 e KBM-5,
respectivamente) (Fig. 6.11A e tabela da figuraje Eesultado reforca o conceito da relagéo
inversa entre expressdo do miR-148a e a carga alymadicando que a regulacdo da
expressao deste miRNA poderia ocupar um papelatetgntro do mecanismo patogénico da

LMC.

Os ensaios de transfecgcdo com precursores pre-onénfrealizados no intuito de
avaliar o efeito da sobre-expressdao do miR-148aliehagens celulares de LMC que
expressam niveis muito baixos deste miRNA. Os eagareram duracdo de 96 hs, tempo
apos o qual as culturas transfectadas com o preld& ou com o controle negativo

(scrambl¢ foram sacrificadas. ApOs 24 e 48hs de tratametiigotas de ambas as linhagens
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celulares foram separadas para obtencdo de RNI\ pata afericdo dos niveis de expresséo

do miR-148a maduro apds a transfeccéo.

De maneira geral, as concentracdes de RNA obtidaaram dentro da faixa de 2.4-
3.7 pg/uL, com uma meédia de 2.1 pug/uL. O valor deoftido para 0 gene constitutivo
(RNU48) em todas as amostras foi de 19,6 a 21,Byresm estes considerados como
indicadores satisfatorios da qualidade do miR-cOidfido. A presenca do miR-148a maduro
foi confirmada através de ensaiosdgileglesRT-gPCR nas culturas de células transfectadas
com o pre-miR-148a apos 24 e 48 hs da transfeegdor (médio do FC 6,94). Em contraste,
nas culturas de células transfectadas com o centegativo §cramble o nivel de expressao

do miR-148a foi muito baixo (valor médio do FC H,(QFig. 6.11B e tabela da figura).

B KsE25CR 2
B K62 pre148 24
B KBS SCR24
] KBMS pre14624
B K552 SCR 48
-+ | I K582 pre148 48
[ KBS SCR 48
O KBMS pre148 45

_ | W Doador
B Kse2 &
B KBNS

FC
FC

miR-148a miR-148a

Valores de FC do miR-148a

K562 -1,156 K562 SCR 24hs -5.84

KBM-5 -2.070 K562 pre148a 24hs 7.685
KBM-5 SCR 24hs - 6.085
KBM-5 pre148a 48hs 6.785
K562 SCR 48hs - 4.085
K562 pre148a 48hs 6,36
KBM-5 SCR 48hs -4.21

KBM-5 pre148a 48hs 7,085

Figura 6.11: Ensaios de transfec¢do com o [-miR-148a. A:avaliagdo da expressdo do niiB8a nas linhagens celule
K562 e KBM-5 sem nenhum tratamento. O grafico mogtra em ambas as linhagens a expressédo ddlA8R-€ muit
baixa em comparacdo com os niveis apresentados gefmlores sadioB8: o grafico mostra uma alta expressdo do-miR
148a nas culturas das linhagens K562 e KBM-5 tréadies com o pre-miR48a, em contraste com a baixa expressé
culturas transfectadas consaramble FC:fold change SCR:scramble Pre-148: pre-miR-148a.
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O numero de células e a viabilidade celular foraaliadas diariamente. Os valores
obtidos apods 24, 48, 72 e 96 hs de cultura sdcsamados na tabela da Fig. 6.12. Os
resultados obtidos durante o transcurso do ensaculturas controle (transfectadas com o
precursorscrambl@ e nas culturas transfectadas com o pre-miR-148atraram que a
viabilidade celular foi similar entre os tratamenfmra cada linhagem, apresentando valores
sempre >80%. Da mesma maneira, a taxa de cresondenambas as linhagens com os
distintos tratamentos também foi similar (Fig. §.12stes ensaios iniciais de transfeccéo
indicaram que a presenca do miR-148a maduro nataséhdo apresentou um efeito em
relacdo a viabilidade e a proliferacéo das linhad€s62 e KBM-5. Além disso, unvestern-
blot realizado com extrato de proteinas coletadas @plds da transfeccdo com precursores,
também nao identificou diferencas na apoptose @strdiferentes tratamentos em ambas as

linhagens (Fig. 6.12).

A
K562 KBM5S
2000000 1600000 ’
1800000 1400000 S
1600000 Lo N i
1400000 7 1200000 2
E 1200000 /"f' / E 1000000 /
@© 1000000 ,)/// / 8 800000 /
800000 600000 -
600000 __<J/ 200000 N
400000
200000 200000
0 T T T T i 0 T T T T |
Ohs 24hs 48hs 72hs 96hs Ohs 24 hs 48 hs 72 hs 96 hs
=4=SCR —#=Pre-MiR =4=SCR  ==Pre-MiR
Tempo Medida K3625CR Ki‘;g]' fs‘;’ K362-5CR Kﬁi}% 4%’:
T hs Vigbilidade 93% 95% 93% 93% K562 K562 KBM-5 KBM-5
Contazem 0,651 0fcaliml 0, 6x10%calml 0 fxt0fsliml  0,6x10%alml B SCR  148a SCR 148a
2dhs  Viabilidads LECA a1%, 935, §5%
Contagem 0,.9%10%slmt 0.4x10%celml 05x10%elml  0.5%10%slml GAPDH _
48hs  Viabitidads 932, 94% 95% 86%
Contagem 1351 0celiml 1x10¥calim 12510celiml 0,8x10Fceliml
Ths  Vigbilidade 982 985, 95% 90%
Contagem 1 4x10%cet/mt 1xlFceliml 1 Ixt0fceliml  1x10Sceliml PARP _
O6hs  Viabitidads 97% 93%, 98%, 94,
Contagem 1651 0Fcalim 1,851 0%l Ldxt0eliml 1, 5xi0eeliml

Figura 6.12: Avaliagdo do ndmero e viabilidade celar durante o ensaio de transfeccdo com o p-miR-148a. A: Os
graficos mostram a curva de crescimento celularlidaagens celulares K562 e KBBl-durante o ensaios de transfe
com o pré-miR-148a e o contraderamble B: Gel de westeriplot para avaliacdo de apoptose. O resultado n&tron
diferencas entre as células transfectadas com-mit€l48a e o scramble. SCBcramble Pre-148: pre-miRk48a. PARF
anticorpo para deteccéo de atividade apoptotica.
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6.1.5.2 Ensaio com o0 agente demetilante 5-azax&/dgidina (5-Aza)

Diversas evidéncias sugerem que a expressao dd.#d&-€ regulada por metilacdo
do DNA em tecidos tumorais. Em um trabalho publicpdr LUJAMBIO e colaboradores foi
mostrado que a expressdo do miR-148a é regulageeatde hipermetilacdo de uma ilha
CpG proxima ao gene do miRNA, no cromossomo 7plén2,diversos tipos de tumores
sélidos [LUJAMBIOet al, 2008]. No intuito de confirmar se na LMC a exgésdo miR-
148a é também regulada por metilacdo do DNA, foraalizados ensaios com o agente

demetilante 5-Aza nas linhagens K562 e KBM-5.

Para isto, aliquotas contendo 0.5k&@lulas/mL de cada linhagem foram incubadas
por 72 hs com o agente 5-Aza. No ensaio, as célas incubadas com duas concentracées
diferentes de 5-Aza, 0,5uM e 1uM. Estas concengsmgbram escolhidas por terem sido
previamente descritas como as mais apropriadasupiizacdo em ensaios com 5-Aza para
avaliacdo de expressao de alvos nas linhagensadsisiJYOUSSEFet al, 2004]. Neste
ensaio, foram preparadas também 2 culturas deaséhdm 0.5x10células/mL de cada
linhagem para serem utilizadas como controles negatla acdo do 5-Aza, uma contendo a

solugéo salina PBS e outra contendo DMSO, utilizzaoo veiculo do agente demetilante.

Os resultados relativos a viabilidade e quantidbdeélulas no decorrer do tratamento
de todas as culturas sado apresentados na tabé€lg.d&13. Os resultados mostram que na
presenca do 5-Aza, as células cresceram em umanaixa menor quando comparadas aos
controles (Fig. 6.13A). A viabilidade celular tamibdoi menor nas células tratadas com o

agente demetilante, entretanto a viabilidade némca80%.

Apbs 24hs, 48hs e 72hs de cultura, uma aliquotageptativa de cada tratamento foi

separada para extracdo de RNA total e sintese BecBINA-148a. Os resultados de RT-
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gPCR mostraram que efetivamente na presenca da5h@mve um aumento de expressao do
miR-148a (Fig. 6.13B). Estes dados proporcionam ewidencia indireta de que também na

LMC a expresséao deste miRNA é regulada por metldgadDNA.
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5 = — 200000
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Comtagem 28¢10°  1.3x10% 0 3= 0550 10° 1310 2 xio? A0 Ofxi®
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Figura 6.13: Ensaios de demetilacdo com o agent-Aza. A: Os graficos mostram a curva de crescimento cetidar
linhagens celulares K562 e KBM-5 durante os ensdgodemetilacédB: avaliagdo da expressdo do miB8a na linhage
K562 durante o tratamento com o agentkza-apos 24, 48 e 72 horas de tratamento. Os gsafimstram que nas cultu
com o agente demetilante houve um aumento da esg§wek miR-148a. Valores de FC apés 24hs: cont®IRL): -0,8;
DMSO: -0,27; Aza 0,5uM: 0,22; Aza 1uM: 0,94. Valerde FC apds 48hs: controle (CTRL): -0,06; DMSQ2:- Az:
0,5uM: 0,82; Aza 1uM: 0,44. Valores de FC apds 72bstrole (CTRL): -0,6; DMSO: 0,29; Aza 0,5uM: 0,4&a 1uM:
-0,08
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6.2 DISCUSSAO

Durante os ultimos anos, tem ficado cada vez maderte que o estudo dos perfis de
expressdo de miRNAs e o entendimento da regulagdsud expressdo sdo pecas chave
dentro do quebra-cabeca dos processos subjacent@smeer e aos mecanismos de resposta a
diferentes terapias. Nos dias de hoje, diversasodokigias bem estabelecidas, como
microarrays northern-blot RT-gPCR ou hibridacaim situy, sdo amplamente utilizadas para o
estudo dos miRNAs. Entretanto, o estudo destes RMAscodificantes constitui um desafio
per se ja que seu pequeno tamanho (19-25 nt) e a gserdelhanca de sequéncia com seus
RNAm alvos, dificultam sua deteccdo de forma acur&stas caracteristicas tém constituido
importantes obstaculos técnicos, levando a ne@bside adaptar e/ou desenvolver novas
metodologias para seu estudo, colocando assimothasda plataforma a ser utilizada para
cada pesquisa em particular e dos métodos de eud@idados a serem aplicados, como uma

questao central para obtencao de resultados camisist

A escolha da metodologia a ser utilizada para wdestlo perfil de miRNAs na LMC
constituiu um ponto importante de discussédo nestetp de doutorado. A literatura mostra,
através da experiéncia obtida dos estudos de plersxpressao total ou GEP (do ingBEmne
Expression Profilee mais recentemente, com os dados obtidos attdasdsrays para estudo
de perfis de metilacdo do DNA, que a utilizacéo plgaformas distintas, ou mesmo a
aplicacdo de diferentes algoritmos de andlise dgjainfluenciam consideravelmente o

resultado final [YAUK & BERND, 2007; SUNt al, 2011].

As variagcoes de resultados encontrados com aagiiz de diferentes plataformas
podem ser atribuidas a diferentes fontes, incluikdselecdo e preparo da amostra,
hibridizacao e intensidade do sinal gerado, eniteos. No entanto, a normalizagao dos dados

€ um passo essencial para reduzir os erros e tenwsrdados brutos em resultados validos.
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De uma forma geral, nos estudos de expressdo gesaliaados por microarrays, 0S
meétodos de normalizacédo partem das premissas detqted de transcritos é abundante e que
a expressao da maioria dos genes avaliados é wptmstAntretanto, os microarrays
construidos para o estudo dos miRNAs séo geralntent®ixa densidade, ja que o numero
total de miRNAs conhecidos é relativamente pequeri®00). Assim, os métodos de
normalizacdo baseados nas caracteristicas menammndd sdo perfeitamente aplicaveis aos
mMiRNAs, isso resulta em que atualmente grandesrgesfosejam dedicados a desenhar
algoritmos especificos para normalizacdo de dadosxgressao de miRNAs obtidos com

estas metodologias.

O PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) tem sidgplamente utilizado para
estudos de expressdo genica, sendo consideradanpiéos como o padrdo-ouro para
validacdo de resultados obtidos atravésmieroarrays e como método de escolha para o
estudo de miRNAs maduros [SCHMITTGERt al, 2008]. A tecnologia TagMan®,
altamente especifica e sensivel, foi adaptadapesquisa de miRNAs mediante a criacdo de
uma estrutura dstem-loop podendo ser utilizada atualmente para realizalgi@nsaios
singlesde gRT-PCR ou através de matrizes de baixa delesidamo placas de TLDA (do
inglés TagMan Low Density Arrgy consideradas como uma plataforma medium-

throughputja que permitem a avaliacdo simultanea de até 38MNAs [CHEN et al.,2005].

A utilizacdo das placas de TLDA para o estudo deNwis tem sido validada através
da comparagdao com outras metodologias, mostrando alta reprodutibilidade. Trabalhos
comparando varias plataformas mostraram que osotesenddgenos incluidos nas placas de
TLDA se apresentam como 0S mais estaveis, comdakempenho e valores pequenos de
desvio standard, fatores chave quando se trabathaaoalise de expresséao relativa [WANG

et al, 2011b]. As analises para escolha do melhor edbgealizadas neste trabalho
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confirmam estas observacdes. Os trés controleggendé avaliados (RNU44, RNU48 e U6)
apresentaram pouca variacdo, mostrando grandeiliesidd (valores M de 0,998 e 0,881
obtidos pelo algoritmo geNorm e desvios standardee €0,535-0,838 segundo o algoritmo

NormFinder).

Por utilizar a tecnologia de PCR, ou seja, da diogtido de fragmentos, esta
metodologia ndo apresenta o problemabdokgroundde sinal, que tem que ser calculado e
extraido, por exemplo, quando utilizadas as platads demicroarrays Entretanto, a
utilizacdo de placas de TLDA ainda € consideradaltdecusto e com capacidade limitada de
avaliacdo de alvos. Além disso, ap0s a obtencdedddtados gerados mediante as placas de
TLDA, ainda € necessario uma validacdo dos resastadediante ensaios de expressao
singlespor RT-gPCR, isso porque as placas de TLDA naeanc replicatas técnicas. Os
resultados apresentados no presente estudo mostae apesar da padronizacédo da técnica,
apenas o 60% das associacdes de significanciaficketas com osrrays de TLDA foram
confirmadas por ensaiosingles de RT-gPCR (4/8 miRNAs com valor preditivo ao
diagnostico, miR-155, -451, 18b e 125a-5p; e 2f2relincas de expressdo ao longo do

tratamento com ITKs, miR-451 e -148a).

Além das consideracgfes técnicas a respeito dahesdal plataforma para a realizacdo
do estudo, a escolha do calibrador mais adequaraalgoritmo de tratamento dos dados
para avaliar a expressao de miRNAs mediantays de RT-gPCR também representou um
grande desafio, ja que ainda ndo foram definido@npetros especificos para a andlise de

dados gerados através destas plataformas.

A escolha do melhor calibrador para ser utilizadeapaplicacdo do método do CT
comparativo € um problema constante que se enfrgmémdo se realizam estudos de

expressao relativa. Para estudos de expressaagiandRT-qPCR, por exemplo, a literatura
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mostra que a escolha do calibrador utilizado éavatj sendo utilizadas linhagens celulares
com alta e/ou baixa expresséao do alvo estudaddptaormal (que depende do tipo de tumor
estudado) ou a utilizacdo da mediana de expressadvd calculada de um dos grupos de

pacientes estudados [LOSSé&&l, 2001; ALENCARet al,, 2011].

No caso dos estudos de expressdo de miRNAs na BMiteratura, ainda que nao
muito extensa, mostra que as estratégias maigadis sdo a comparacdo com 0s niveis de
expressao apresentados por pool de amostras de doadores sadios e/ou a mediana de
expressdo de cada miRNA apresentada pelo grupo adenges considerados como
respondedores [SAN JOSE-ENER# al., 2009; POLAKOVA et al, 2011]. No presente
trabalho, a utilizacdo de ambas as estratégiasalileragdo foram testadas, apresentando
resultados semelhantes na comparacdo entre ossgrdpsim, a utilizacdo dos niveis de
expressdo dpool de amostras de doadores sadios foi escolhidagpogsentar a contraparte

normal do tecido neoplasico estudado.

Em termos gerais, o tratamento estatistico e @and@ls dados de expressdo de
mMiRNAs podem serem realizadaos aplicando o méted@™ comparativo [LIVAKet al,
2001] utilizando uma simples versdo de planilhasddemao Excel, seguido de diferentes
abordagens, como por exemplo, normalizacdo e ttanatdo dos dados em log2-utilizando
programas como o0 BRB Array-Tools (http://linus.niti.gov/BRB-ArrayTools), identificacdo
da expresséo diferencial entre grupos aplicandégarisno SAM (do inglésSignificance
Analysis of Microarrayse agrupacéo e visualizagdo dos dados medianggapnas como o

Cluster 3.0 e Java TreeView 1.0.

Neste trabalho, utilizamos ferramentas mais conggl@specialmente desenhadas para
andlise de dados gerados @orays de RT-gPCR, que permitem a realizacdo de analises

totalmente integradas. Este tipo de ferramentasjifmm um extenso pré-processamento dos
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dados, onde sao incluidas diversas variaveis, abefimitacdo docut-off de amplificacéo,
testes de dadosutliers, utilizacdo de diversos calibradores, escolhardthor gene de
referencia, ajuste do valqr para significancia para dados multiples, assimaaliversas
opcoOes de classificacdo e comparacao de dadostifitstde andlise permitiu, por exemplo, a
identificacdo de padrdes de variacdo da expressamdgrupo de 29 miRNAs durante o

curso do tratamento da LMC com ITKs.

Evidéncias crescentes sugerem que os miRNAs podes&a utilizados como bio-
marcadores, ja que sua expressao tem sido coomdatda com o diagndstico, o progndstico e
a predicdo da resposta terapéutica de diversasasexy) sendo bem documentada em varios
tipos de leucemias. Em 2004, TAKAMIZAWA e colabovaes foram os primeiros a
descrever o valor prognéstico dos miRNAs, mostragde a expressao do miR-let-7 era
reduzida no cancer de pulméo, e que pacientes apmsbniveis de expressao deste miRNA
apresentaram uma menor sobrevida global pés arwgrativa [TAKAMIZAWA et al,

2004].

Em um estudo realizado em pacientes com LLC, CAtIdblaboradores relataram a
importancia dos miRNAs miR-16-1 e -15a no diagieéste/ou prognéstico da doenca,
identificando também que certos perfis de expredsdmiRNAs poderiam ser utilizados para
distinguir células B normais de células B maligf@aLIN et al, 2005]. Por outro lado, os
autores mostraram que uma assinatura Unica dessgpree miRNAs esta associada a certos
fatores progndsticos, como expressdo da proteird-ZA e estado mutacional dos genes

IgVH.

Enquanto nas leucemias agudas e na LLC o papemiRBIAs tem sido bastante
estudado, na LMC ainda se conhece muito pouco sabegpressdo destes RNAs néo

codificantes e seu possivel valor preditivo da oetp a terapia com ITKs. Na literatura,
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existe apenas um trabalho que comparou o perékgeessédo ao diagnéstico de 250 miRNAs
em 8 amostras de LMC de pacientes que utilizarantdho primeira linha de tratamento
[SAN JOSE-ENERIZet al, 2009]. Dos 8 pacientes analisados nesse trat@goresentaram
resisténcia primaria (Ph+>35%) e 5 foram clasgiidsacomo respondedores 6timos (RCgC

em até 12 meses de IM 400mg/dia).

Os autores identificaram 19 miRNAs diferencialmesxpressos entre 0s 2 grupos: 0s
pacientes classificados como resistentes apreaentd8 miRNAs com expressao reduzida
(miR-7, -23a, -26a, -29a, -29c, -30b, -30c, -1Q@6#, -134, -141, -183, -196b, -199a, -224, -
326, -422b e -520a) e 1 com expressdo aumentada-1®i) em comparacdo com o0s
respondedores oOtimos, demostrando também que nediamperfil de expressdo destes
MiRNAs era possivel separar claramente os 2 grupestre os genes alvos preditos para
estes miRNAs, encontram-se varios transportadadardilia ABC, como ABCC5, ABCAl
e ABCB6 (alvos potenciais dos miR-199a, -183 e -2®spectivamente) e genes como
RAB11A(do inglés Ras-related protein Rab-11a) (possilal do miR-520a) ou SIRT1 (do
inglés Sirtuin 1) (possivel alvo do miR-199a), rdeenente relacionados a resisténcia ao IM
[SAN JOSE-ENERIZet al, 2009]. No presente trabalho, foi identificado gnupo de 8
miRNAs diferencialmente expressos ao diagndsti@anda comparados os grupos Resp-IM
(n=10) vs Resist-IM (n=7). Quando aplicado, estdilpde miIRNAs permitiu uma clara
discriminacéo entre os grupos. Deste perfil, 4 mARKbram confirmados por ensaios de RT-
gPCR singles miR-155, -451, -18b, -125a-5pp{ 0,0014; 0,001; 0,005 e 3,4E-5,

respectivamente).

Estes resultados sugerem que o perfil de expratesies 4 miRNAs ao diagndstico
poderia ser um fator precoce preditivo da obterdgioma RCg 6tima durante o tratamento

com IM, j& que o parametro para a classificacaogtdagos de pacientes Resp-IM e Resist-IM
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foi o alcance de uma RCgC. Em contraste, nenhurfesedca no perfil de expressao de
mMiRNAs para o alcance de uma RMM foi observadogesnodo que outros mecanismos, que
nao a expressdao dos miRNAs avaliados, estarianmcadas na obtencdo de uma RMM ou
RMC, ou seja, no alcance de niveis mais baixosadgactumoral. Na literatura, ndo existe
nenhum trabalho que compare a expressdo de miRNAs diferentes “profundidades”

(<0,1%, 0,1-1%, 1-10-%) de RMol alcancados durarnézapia com ITKs.

O miR-155, localizado no cromossomo 21(banda g2&.pyocessado a partir de um
transcrito primario nao-codificante de aproximadat@el500 pb. Este miRNA é considerado
um gene "master”, por estar envolvido na regulagidiversos processos celulares. A super-
expressao do miR-155 foi observada em diversadamap hematoldgicas; LLC e linfoma de
Burkitt, e em varios tumores solidos; cancer dan@ia, mama e colon [EISt al, 2005;
IORIO et al, 2005; YANAIHARA et al, 2006; GIRONELLAet al, 2007; RAlet al, 2008;

NIKIFOROVA et al, 2008; GREITHERet al, 2010].

Caracterizado como um oncomiR, um aumento de esgwedo miR-155 induz um
aumento da proliferagéo celular. Entre seus alawdirsnados, encontram-se 0s transcritos
dos genes c-MAF e SHIP1 (do ingesc homology region 2 domain-containing phosphatase
1). Algumas evidéncias também sugerem que o miRed& envolvido em unoop de
regulacdo negativa com o NF-kB, mediante o confpokd-transcricional das proteinas IKK
e IKKa, chaves na regulacdo da ativagéo da via NF-kBNFSEEBEN & KARIN, 2002].
Nossos resultados mostraram niveis maiores de ssgwedo miR-155 nos pacientes com
resposta 6tima em comparacdo ao grupo Resist-Iflyenestaria em concordancia com o

modelo de regulacdo negativa da via NF-KB por pdoteniR-155.

O miR-18b pertence acluster miR-106-363, homologo doslustersmiR-17-92 e

miR-106b-25, localizado numa regido inter-génicacdomossomo X. Altos niveis deste
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mMiRNA tém sido relacionados com uma forte inibicioexpresséo do receptor de estrogeno
a em ceélulas de cancer de mama, bloqueando assarated de sinalizacédo [LEIVONESt

al., 2009]. Em leucemias de origem T, foi relatado gseper-expressao dlustermiR-106-

363 teria um papel oncogénico, ja que a frequéeiauper-expressao foi de 46% dos casos
analisados [LANDAISet al, 2007]. A expressao deste miRNA foi maior no grujm
respondedores Otimos. Este € o primeiro traballeorelata uma correlacdo entre a expressao
do clustermiR-106-363, e especificamente do miR-18b, na LM& reposta terapéutica aos

ITKs.

O miR-125a-5p pertence ao cluster mir-99b/let-7eifiba, e se localiza numa regido
intergenica do cromossomo 19. A familia do miR-£28onstituida pelos miR-125a, miR-
125b1, e miR-125b2, ndo se tendo informacao sabestes miRNAs desempenham funcdes
diferentes na biologia da célula ou se suas distifingbes atuam de maneira cooperativa.
Diversas evidéncias sugerem que os membros dadait?b regulam a expresséo de fatores
pro-apoptoticos, promovendo a sobrevida de popetac@élulares hematopoiéticas imaturas
[GUO et al, 2010; OOlet al, 2010]. Um estudo recente demostrou através daasnia
vitro que a co-expressao do miR-125b com o BCR-ABL tasrh um fendtipo celular mas
agressivo, em comparacao a expressao somente deABCRBOUSQUET et al, 2010].
N&o existem estudos na literatura avaliando a delantre a expressao do miR-125 e a

resposta a terapia com ITKs na LMC.

O miR-451 foi descrito como um supressor de tunmor \érios tipos de cancer,
induzindo a retencéo celular entre GO/G1 e deseaoakd os processos de apoptose [AHU
al., 2008; WANGet al, 2011a]. Localizado no cromossomo 17 (banda glfoPpbservado
em modelosn vitro, que sua expressao exerce um papel chave norsesdoi tumoral em

glioblastomas, e que sua acdo conjunta com o0 IMesewimores apresenta uma agao
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cooperativa, provavelmente através da regulac@xpi@essao de varias proteinas da via Akt
[GAL et al, 2008]. A expressédo do miR-451 também foi relamilancom o gene MDR1 em

células de cancer mama, onde foi observado quansaféccdo do miR-451 em células MCF-
7/DOX-resistentes resultou no incremento da sditabie das células ao medicamento, com

uma diminuicao da expresséao da glicoproteina-P [KOMHUK et al, 2008].

Recentemente, foi relatada uma relacédo entre @isnile expressdo do miR-451 e a
atividade quinase da proteina BCR-ABL, sendo sdgema existéncia de unoop de
regulacdo entre ambos que poderia representar uranmeo de manutencdo das células
leucémicas [LOPOTOVAet al, 2011]. Os resultados apresentados no preserialhoa
confirmam a relagéo inversa entre a expressao Bed®i e a quantidade de transcritos BCR-
ABL, sendo concordantes com o modelo da existéieiamloop de regulacdo: niveis baixos
de expressdo ao diagnostico, aumentados na regpastzamente diminuidos na recaida ou
em situacbes de nado resposta aos ITKs. Nossodadssi|lestendem estas observacgoes,
indicando que os niveis ao diagnéstico do miR-46depam ser preditivos da resposta a

terapia com IM.

As andlises seriadas onde se observa a variac@&xpmassdo do miR-451 em um
mesmo paciente realizadas neste trabalho, colonaev&éncia a importancia da realizagcéo
deste tipo de estudo. Dos 4 casos com amostrasadad ao longo do tratamento, dois
pacientes se adequam ao modelo de relagdo invetsa expressao do miR-451 e carga
tumoral. Entretanto, 2 casos apresentaram-se wlié&reou seja, com amostras expressando
altos niveis do miR-451 em associagdo a um altcemtwal de células Ph+. Estas
observacbes sugerem que outras moléculas estejamividas no funcionamento di@op

miR-451-BCR-ABL.
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N&o existem até o momento trabalhos que analiseslagdo entre a presenca de
mutacbes do DQ do gene BCR-ABL e a expressdo dé&NAsBRem pacientes com LMC
tratados com ITKs, e em particular a do miR-451.aAalises realizadas no presente estudo,
em amostras ao diagnodstico de 6 casos resistenteM ae portadores de mutacdes
relacionadas com distintos grau de resisténcialBids, mostraram que 0s niveis muito
baixos de expressdo do miR-451 ao diagndstico sel@cionam com uma evolucgéo clinica
adversa independentemente do tipo de mutacdo apadae Em contraste, 0os pacientes com
niveis altos de expressdo do miR-451 ao diagngstipresentaram respostas consideradas

satisfatérias no contexto da presenca da mutacisl.T3

Nossos resultados da analise da variacdo do derBkpressdo de miRNAs durante o
curso da LMC em tratamento com ITKs, revelaram 2ZieniRNAs apresentaram um padréo
similar ao miR-451: uma baixa expressdo do mMiRNA demgnodstico, um aumento da
expressdo na obtencdo de uma RCgC e uma dimindigaoivel de expressdo em uma
situacdo de recaida e/ou ndo resposta a terapidTdésn Além do miR-451, dentro deste
grupo encontram-se também o miR-150, miR-146a,neiR-103. Estes miRNAs também
foram identificados com expressdo variavel duramtératamento com ITKs em outros
estudos. FLAMANT e colaboradores estudaram a oil pdef expressdo de miRNAs em
amostras de 10 pacientes com LMC, comparando ¢ dévexpressao ao diagndéstico e aos
dias 7 e 14 ap6s o inicio da terapia com IM. Osragtobservaram um aumento na expressao
do miR-150 e miR-146a e uma expressao reduzidai@e 12-3p e miR-199b-5p apds o dia

14 de tratamento [FLAMANEt al, 2010].

A expressdo diminuida do miR-150 também foi rekatapor AGIRRE e
colaboradores, em um estudo realizado em célul&1€B mononucleares de pacientes com

LMC ao diagnéstico, quando comparados a doadowissspAGIRRE et al, 2008]. Estes
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resultados sdo concordantes com o aumento de sdprebservado no presente trabalho nos
miR-150 e miR-146a nas amostras com RCgC, quanopa@das ao nivel de expressao
apresentado nas amostras ao diagnostico. Em astirdog onde foi comparado o nivel de
expressdo de miRNAs em amostras de pacientes gnodizco, em RMM, e em recaida
hematoldgica, também foi descrita uma variacaaxpeessao dos miR-451, miR -150 e miR-
103, em concordancia com o observado no preseniedoefPOLAKOVA et al, 2011].
Assim, pareceria provavel que tanto a variacaoxgaessdo do miR-451, quanto dos miR-
150, miR -103 e miR-146a, esteja relacionada come&sanismos moleculares subjacentes a

resposta e/ou resisténcia aos ITKs.

De uma forma geral, o0 modelo proposto de reguldegexpressao genica mediada por
mMiRNAs, implica que quando o miRNA esta presenteattas concentracdes, a expressao do
gene alvo esta diminuida. Das analises de varidgdxpressado durante o curso da LMC em
tratamento com ITKs realizadas no presente trabalhmadrdo apresentado pelo miR-148a
chamou especialmente a atencdo, ja que apresentaugtande diferenca de expresséo
guando comparadas as amostras do diagndstico iesp@stas, assim como as resposta vs
recaida e/ou ndo respostas. Além disso, o0 padracexgeessdo mostrou-se sempre
inversamente correlacionado com a carga tumonalp taas amostras agrupadas como nas
andlises realizadas nas amostras seriadas de aadsmtp individual. Assim, este miRNA
apresentou-se como um bom candidato para se estagadetalhadamente a variacdo da sua

expressao dentro do modelo apresentado para a LMC.

O miR-148a localiza-se no cromossomo 7pl15.2, elégcrito com baixa expressao
em Varios tipos de tumores sélidos, como tumorsg@atestinais, cancer de célon, mama e
pulmé&o [CHENet al, 2010; MAGRELLIet al, 2009]. Esta reducao da expressao geralmente

observada em varios tipos de cancer levou a sifmdE que miR-148a poderia exercer uma
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funcdo de gene supressor de tumor, e consequerieenmmupar um papel central na
tumorigénese. Até 0 momento existem poucos gewnes abnhecidos deste miRNA, entre
eles se destacam o repressor transcripcional TGdB2demetiltransferases DNMT1 e
DNMT3b, e a proteina quinase MSK1 [LUJAMBIQ al, 2008; BRACONIet al, 2010;

DUURSMA et al, 2008; FUJITAet al, 2010].

As analisisin silico para predicdo de alvos para o miR148a realizadagresente
trabalho, indicaram 6 alvos especificamente retemos com a LMC: os genes E2F3,
PIK3R3, IKKa, IKKB, p27Kip, SHP-2. O fator de transcricdo E2F3, menda familia E2F,
tem um papel central no controle do ciclo celulaaeacdo de diversos supressores de tumor,
ligando-se especificamente a proteina RB de unmaafalependente do ciclo celular [XX]. Na
LMC, foi demostrado que a presenca de este fattmradscricdo é condicdo necessaria para a

transformacao maligna exercido pela proteina BCR-ABRING et al, 2008].

A proteina PIK3R3, é a unidade reguladora da PiBage de classe |, que por sua vez
ativa a proteina quinase B (ou AKT) na via PISK/AKTOR [KHARAS et al, 2008]. O
funcionamento desta via e central na manutencaonésanismos de proliferacao e sobrevida
celular na LMC. As proteinas IKK- e IKK-B, membros da familia de proteinas
serina/treonina quinase, sdo importantes reguladativacdo da via NF-kB. Ambas as
proteinas tem a capacidade de fosforilar a proleB@ que se mantém unida ao NF-kB para
inibir a sua funcdo. Tem sido relatado também ¢& & € capaz de regular a proteina do
ciclo celular ciclina D1 de uma forma independeseeNF-kB. Na LMC, foi observado em
ensaiosin vitro que o bloqueio da via NF-kB pode ser um mecanisimaesgate para

sobrepujar a resisténcia ao IM [CILLOBH al,, 2006].

A proteina SHP-2 é uma proteina tirosina-fosfatasea classe de moléculas de

sinalizacdo que regulam uma variedade de processatares, incluindo o crescimento,
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diferenciacédo, e transformacdo oncogénica. Na LK&C,observado que a atividade das
proteinas Akt quinase e Erk 1/2 quinases foramvetiteente reduzidas apos bloqueio da
expressao de Shp-2, evidenciando assim que ediinar@ requerida para a transformacéo
mediada pelo Bcr-Abl [CHENet al, 2007]. A proteina p27 codifica uma proteina que
pertence a familia Cip/Kip de inibidor dependengecitlina (CDK), sendo referida muitas
vezes como uma proteina inibidora do ciclo celltatretanto, na LMC foi proposto que p27
poderia ter um papel oncogénico dependendo daidadate localizacdo dentro da célula

[AGARWAL et al, 2008].

A interacdo miIRNA/mRNA ¢é baseada na complementadedie uma sequencia de 7
ou 8 nucleotideos entre a estrutura do miRNA e AAlRNchamada regido ou sequencia
semente. Evidéncias crescentes mostram que os niiRMM@eriam exercer sua funcéo
reguladora através do reconhecimento de sequémeiegiao 5’UTR ou até mesmo na regiao
codificante de alguns genes [KRGdt al, 2010]. Entretanto, a regulacdo mediada por
reconhecimento na regido 3'UTR do RNAmM constitéi atmomento o mecanismo descrito
como o de maior potencial de regulacdo. Os rexdtalds analisés silico da predicao de
reconhecimento dos 6 alvos preditos para o0 miR-BaMC realizados neste trabalho,
mostram que todas as sequéncias preditas locatizam-regido 3'UTR do RNAm dos alvos,
e todas apresentaram altas forcas de ligacdo (e®noe -10). Estas observagdes fortalecem

0 aspecto da existéncia de uma forte regulagédesiabtos por parte do miR-148a.

Assim, as informacdes coletadas através dos rdssltabtidos neste trabalho, a
expressdo diminuida do miR148a no diagndstico eecaida/ndo resposta, e aumentada na
resposta, seu comportamento sempre inverso a dadetide carga tumoral (tanto em
amostras agrupadas quando na analise de paciedigisiuais), conjuntamente com o papel

descrito dos seis alvos identificados dentro doettoda LMC, fazem pensar que o miR-148a
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poderia estar exercendo um papel central nos nwoasi de resposta e/ou resisténcia aos
ITKs (Fig. 6.14). De acordo ao modelo proposto @EataViC, a expressao dos genes E2F3,
PIK3R3, IKKa, IKKB, p27Kip e SHP-2 € importante para a manutencadfedotipo

leucémico, 0 que seria concordante com a baixaeszfio do miR-148a observada nas

amostras diagnostico e recaida/néo-resposta (Hi).6
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Figura 6.14: Modelo de acéo proposto para o m-148a na LMC. A figura mostra o esquema proposto das vie
transducéo de sinal alteradas na LMC. O efeito fitzd diferentes vias alteradas é de um aumento bravéda e d
proliferacdo celular. Segundo relatos da literatar@xpressdo dos genes E2F3, PIK3R3,dKKKKB, p27Kip e SHF2
(sinalizados com um circulo vermelho), séo fundaaisrpara a manutengéo do fendtipo leucémico. Assiracional indic
gue ante uma diminuicdo da expressdo dessas @®temmo a que poderia ser alcancada atrevésillicdo da traduci
pelo miR148a, a transducéo de sinais nas diferentes uviessejudicado, com uma consequente diminuigdpatencia
neoplasico. De maneira contraria, uma situacamoa lexpressdo do miR-148a (como a observada nastras dignosticc
e de recaida e/ou ndo resposta neste trabalh@ senicordante com um aumento da expressdo despasteéinas
possibilitando a manutencgéo das vias atuantesotegso leucémico.

Em contraste, com um aumento na expressao do n8R-I1skria esperada uma
diminuicdo da expressao dos alvos e, consequentemena interrupcdo dos mecanismos de
sobrevida, proliferagcéo e inibicdo da apoptoseas#o totalmente compativel com o aumento
nos niveis de expressdo do miR-148a observado mastias em resposta. Ainda que 0s

ensaios de transfeccdo com o precursor do miR-felflezados no presente trabalho, nao
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mostraram um efeito na proliferacéo ou viabilidadkilar, estes resultados marcam o inicio

dos trabalhos funcionais, indicando a necessidadealizacdo de novos ensaios.

Por outro lado, se conhece muito pouco sobre oamnos que regulam a expressao
dos miRNAs, sendo descrito que sua expressao mdafetada por mudancas genéticas,
como mutacdes, delecbes ou amplificacdes e tamtréwéa da hipermetilacdo de sequencias
do DNA [CALIN et al, 2005; SAITOet al, 2006; LEHMANNZet al, 2008; CROCE, 2009].
Em um trabalho recente onde foi avaliado o pewilndetilacdo de miRNAs em diversos
tumores solidos e linhagens celulares, foi compiovgue a expressdo do miR-148a esta

regulada por metilacéo.

Os autores observaram que os miR148a, miR-34bR;%i, miR-9-2, e miR-9-3 sao
transcritos através de promotores proprios. Tamsnptores se apresentaram sempre nao
metilados nos tecidos normais utilizados como obatio que demostra que a metilacdo das
ilhas CpG proximas a estes miRNAs parece ser céaspercifica [LUJAMBIOet al, 2008].

Os dados obtidos a partir dos ensaios com agemertidantes realizados no presente
trabalho estdo de acordo com a existéncia de uramsco regulatorio da expressédo do miR-
148a também por metilagcdo na LMC. Quando as liniegelulares k562 e KBM-5 foram
tratadas com o agente demetilante 5-Aza, a exmessd miR-148a aumento

significativamente.

Recentemente, foram descritos uma série de miRb#sazes de regular a expressao
de proteinas chave da maquinaria de metilacdoacehs chamados epi-miRNAs, colocando
um nivel a mais de complexidade no intrincado esgude regulagdo da expressdo genica
[FABBRI et al, 2007; BENETTIet al, 2008; SINKKONENet al, 2008; IORIOet al,

2010]. Curiosamente, foi relatado que algumas fprase demetiltranferases (DNMTS)

134



também constituem alvos dos miR-148a e miR-148bJRBMA et al, 2008; CROCE,

2009].

As pesquisas de predicdo de alvos realizadas neemiee trabalho mediante
ferramentasin silico também identificaram alguns membros de esta fandidé proteinas
reguladoras do estado de metilacdo celular comsiyms alvos do miR-148a. Estes dados
sugerem a existéncia de uoop de regulacdo da expressdo, que envolve mecanidenos
inibicdo da trasncricdo do miR-148a mediante ngEtidado DNA do seu promotor especifico
e a inibicdo da traducdo de algumas DNMTs pela alghoniR-148a. Assim, pareceria
provavel que a relacédo da expressao do miR-148aosamecanismos subjacentes a resposta
e/ou resisténcia ao tratamento com ITKs, assim ceenopapel na patogénese da LMC, seja
dependente de um intrincado e complexo balanco resanismos de metilacdo e/ou

demetilacdo atuantes nas células neoplasicas.
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7. CONCLUSOES

* As taxas de resposta foram de 76% de RCgC, 63% M R 29% de RMC nos
pacientes com LMC-FC. A obtencédo das respostaesi@ve associada com a duracao
da FC nem com o uso prévio de IMFFoi identificado um grupo de respondedores
tardios, que representam ~30% dos pacientes qualcgiagaram uma RCgC e/ou RMM
nos tempos o6timos apds inicio do IM. As respostaangadas pelos respondedores

tardios, apesar de mais lentas, foram estaveis.

* Mutag¢des no dominio quinase do gene BCR-ABL fordemiificadas em 23% dos casos
analisados, sendo detectadas em 31% dos pacientedatha terapéutica, 10% dos
respondedores sub-6timos, 46% dos LMC-FA e 40% pmhusentes que perderam a
RMM. As mutacOes mais frequentes foram T315l (20%), F858.1,4%), M244V e
E255K/V (8,7%), sendo que 5/7 pacientes com mutade-loop tiveram uma resposta
satisfatoria com ITK-2G. A quantificacdo do cloneutado realizada por piro-
sequenciamento forneceu informagdo complementare sobpapel do tamanho clone

mutado na resposta ou resisténcia.

No presente trabalho, foi identificado um grupddeiRNAs diferencialmente expressos
ao diagndstico quando comparados 0s grupos denpesieom Resposta ao IM vs
Resistentes ao IM. Destes, 4 miRNAs foram confimsagor ensaios de RT-qPCR
singles miR-155, -451, -18b, -125a-5p, sugerindo que dilpde expressdo destes
mMiRNAs ao diagndstico poderia ser um marcador pegueditivo da obtencédo de uma

RCg 6tima durante o tratamento com IM.

As andlises da variacdo do perfil de expressédoiB&As durante o curso da LMC em

tratamento com ITKs, revelaram um padréo simila2®&miRNAs: uma baixa expresséo
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do miRNA ao diagnostico, um aumento da expressaBR@gC e uma diminuicdo do

nivel de expressdo em uma situacao de recaida@boresposta a terapia com ITKSs.

Foram escolhidos para uma analise particularizadaniiR-451 e miR-148a, descritos
como associados ao BCR-ABL e com funcéo de suprdsstumor, respectivamente. Os
niveis de expressdo de ambos os miRNAs mostraraarcamelacdo inversa com a carga
tumoral aferida pelos niveis do transcrito BCR-ABista correlacdo foi mais consistente

para o miR-148a.

As andlisesin silico para predicdo de alvos para 0 miR148a indicararalves
especificamente relacionados com a LMC: os gends3EPIK3R3, IKkKx, KK},
p27Kip e SHP-2. Foi comprovado que a expressao ikel#8a em linhagens celulares

de LMC esta regulada por metilacdo do DNA.

137



8. PERSPECTIVAS

Sao perspectivas futuras deste trabalho:

. Realizar novas analises no grupo de pacientes chbi@ kstudado neste trabalho,
considerando os riscos que competem (CIFs) conmeagdno das respostas citogénetica e

molecular, assim como a estabilidade destas respost

. Desenvolver e validar a técnica de piro-sequencitongara todas as mutagdes
importantes no manejo clinico do paciente com LM&ato com ITKs, criando um
algoritmo integrado para caracterizacdo e acompaahi® dos pacientes com mutacdes

no dominio quinase do gene BCR-ABL.

. Validar os resultados preditivos da expressao déNws miR-155, -451, -18b, -125a-
5p ao diagnostico, utilizando uma coorte indepetedde casos de LMC ao diagndstico,
selecionados de acordo com os mesmos critériogrte do banco de amostras do

Laboratorio de Biologia Molecular-CEMO.

. Aprofundar as avaliacdes da variacao de expressaaRl-451 e miR-148a, aumentando
0 numero de amostras ao diagndstico, em resposta eecaida ou/ndo resposta de
pacientes com LMC tratados com ITKs, visando tamlagralisar a expressdo destes

miRNAs durante o tratamento em um nimero maioradéeptes individuais.

. Realizar uma analise mais detalhada da express&uRid51 e miR-148a em pacientes
com e sem mutacdes no dominio quinase do gene BBIR#® intuito de discriminar (i)
um possivel papel destes miRNAs na modulacdo geostEresisténcia em pacientes
portadores de mutacfes que comferem um grau ind&ne de resisténcia aos ITKs, e
(i) o padréo de variacdo destes miRNAs durantetangdo das respostas ou em estadios

precoces do aparecimento da resisténcia.
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Dentro do planejamento do trabalho, foram desershaelmres para realizacdo de ensaios
in vitro de Luciferase, a fim de avaliar o reconhecimemts @ alvos propostos para o
miR-148a na LMC (E2F3, PIK3RS3, IKK IKKB, p27Kip e SHP-2). Os primers para
amplificacdo da sequencia semente de cada alvargianfdesenhados, e os fragmentos
foram amplificados com sucesso. A construcdo dderag no plasmideo PGL3 se
encontra em andamento. Paralelamente, o desenketai®s que permitam avaliar a

eficiéncia da transfecgdo, conjuntamente com aessgo do alvo, esta sendo realizado.

Avaliar o status de metilagdo do promotor do miR&lém pacientes com LMC tratados
com ITKs, visando correlaciona-lo com os niveisegdpressdao do miRNA em amostras
do diagnostico, resposta e recaida/ndo respostitmito de elucidar o impacto dos
mecanismos epigenéticos mediados por metilacAdaags gossiveis interconexdes, na

resisténcia ao IM na LMC.
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In a recent issue of Leukemia Research, Lopotova et al. [1] sug-
gest the existence of a reciprocal regulatory loop between BCR-ABL
and microRNA-451 (miR-451) as a maintenance mechanism of the
leukemic state of CML cells. The authors also report that down reg-
ulation of miR-451 might be inversely related to BCR-ABL kinase
activity in chronic myeloid leukemia (CML) cells. MiRNAs are non-
coding RNAs of 21-25 nucleotides that have been implicated in
a number of biological processes, regulating gene expression by
promoting mRNA degradation or repressing its translation. Aber-
rant miRNA expression has been described for a variety of solid
tumors and hematological malignancies, including CML. Some miR-
NAs, as for example miR-150, miR-151, miR-10a and miR-96 were
seen aberrantly expressed in purified CD34+ population and total
leukocytes from peripheral blood of CML patients [2]. The role of
miRNAs in CML resistance has not been thus far fully evaluated. By
real-time PCR Lopotova et al. [1] investigated miR-451 expression
in samples of CML patients treated with Imatinib (IM) at the time
of diagnosis (n=14), in major molecular response (MMR; n=14),
in hematological relapse (n=17) and in suboptimal response to IM
(n=7) and found miR-451 down regulated in most of the diagno-
sis and hematological relapse samples in contrast with normal or
slightly increased levels observed in MMR and suboptimal response
samples.

* Corresponding author at: Molecular Biology Laboratory. Bone Marrow Trans-
plantation Center, Instituto Nacional de Cancer (INCA), Praca da Cruz Vermelha 23,
6° Andar, CEP 20230-130, Rio de Janeiro, Brazil. Tel.: +55 21 3207 1506; fax: +55 21
3207 1217.

E-mail address: vscholl@inca.gov.br (V. Scholl).

0145-2126/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.leukres.2011.08.023

Our preliminary results of miRNA expression profile arrays of
CML samples confirm and extent these observations. With the aim
to identify a potential mature miRNA expression signature asso-
ciated with IM resistance, a retrospective study of 17 IM treated
chronic phase (CP) CML Ph+ patients classified according to the
European LeukemiaNet recommended response criteria was per-
formed. Ten patients were characterized as optimal IM-Responders
(achievement of complete cytogenetic response, CCyR, within 12
months of IM 400 mg/day) and 7 as IM-Resistant patients. Six of
the 7 IM-Resistant patients harbored 100% Ph+ cells at 6 months
of IM therapy or >35% Ph+ cells after 12 months of IM, and one
patient lost an achieved CCyR after 5 months. The studied patients
had a median overall follow-up of 55 months (range 33-112), and
at least 18 months of tyrosine kinase inhibitor (TKI) therapy. The
IM-Responders sustained a stable CCyR after a median 45 months
of IM usage (range 32-87) and median follow-up of 30 months
(range 24-79) after CCyR achievement. All IM-Resistant patients
underwent second-generation TKI therapy (2GTKI), with Dasatinib.
In addition to the 17 diagnostic samples, 8 sequential samples of 4
IM-Resistant patients (pt 12, 13, 15 and 16) serially collected dur-
ing TKI treatment were studied (Table 1). A pool of total leukocytes
from 5 healthy donors was used as a control for miRNA expres-
sion array data. Total RNA was isolated from peripheral blood
by lysis procedure in Trizol® (Invitrogen, Carlsbad) and RT reac-
tion was performed using Megaplex™ RT primers Human Pools
A v2.1 (Applied Biosystems) according to manufacturer’s instruc-
tions. MiRNAs expression profile of every sample was performed
using the TagMan Low Density Array (TLDA) Human MicroRNA
Arrays v2.0 (A) (Applied Biosystems) using RNU48 as endogen con-
trol, in an ABI 7900HT platform. Statistical analysis was performed
with GenEx Enterprise software (MultiD Analyses AB, Sweden).
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Table 1
Fold change expression of miRNA-451 in the studied samples.

IM-Responder vs. IM-Resistant (diagnosis samples relative to healthy donors) Sequential analyzed patients

IM-Responders Patient FC IM-Resistant Patient FC Patient Sample FC (Sample vs. Hd) FC (Sample vs. Dx)
1 0.804 11 -5.866 12 12.1 -4.91 -4.82
2 1.287 12 -4.910 12.2 0.03 0.12
3 4.723 13 -7.143 12.3 2.13 2.22
4 0.451 14 -0.021 13 131 -7.14 -6.90
5 3.187 15 -1.927 13.2 1.11 1.30
6 -1.497 16 -7.497 133 -0.68 -0.49
7 4.980 17 -6.882 134 3.36 3.55
8 3.453 15 15.1 -1.92 -1.72
9 4.701 15.2 -1.06 -0.86
10 1.882 16 16.1 -7.49 -6.70
16.2 0.25 1.05
16.3 1.67 2.46
Mean 2.397 -4.892
Pvalue Unpaired t-test (2-sided) 0.00002 Pvalue Paired t-test (2-sided) Dx vs. Resp 0.02
Benjamini-Hochberg correction 0.0001 Dx vs. NoResp/Relap 0.05

Resp vs. NoResp/Relap 0.30

IM: Imatinib; FC: fold change value; Hd: healthy donor; Dx: diagnosis samples; Resp: samples with 0%Ph; NoResp/Relap: samples with 100%Ph.

Our preliminary analysis showed that miRNA-451 was down
regulated in the diagnostic samples of the IM-Resistant group when
compared with the IM-Responder group (p=0.00002 unpaired t-
test 2-sided, Benjamini-Hochberg correction p=0.0001) (Fig. 1A
and Table 1). Because CML patients with CCyR might present
heterogeneity in respect of their molecular responses during TKI
therapy, we analyzed the miR-451 expression among our 10 CCyR
patients discriminated according to their achievement of molecu-
lar responses. Four patients achieved CCyR associated to a complete
molecular response (undetectable BCR-ABL transcripts by RT-qPCR
and nested PCR techniques 10~), 3 patients with CCyR associated
to a MMR or <0.1% BCR-ABL International Scale (IS) values and 3
patients with CCyR associated to 1-0.1% BCR-ABL'S values. No sig-
nificant differences in the miRNA-451 expression were observed
between patients with CCyR when discriminated by the depth of
their molecular responses (p=0.11, 0.14 and 0.95, respectively).
This suggests that the predictive value of miR-451 levels at diagno-
sis in respect to the achievement of a CCyR with IM therapy is not
extended to the molecular level.

Samples of resistant patients were also examined for the pres-
ence of mutations in the kinase domain of BCR-ABL by direct
sequencing. G250E and M351T mutations were detected in 2
patients at the time of resistance but not in the diagnostic samples.
Patient 14 harbored the G250E mutation, described as interme-
diate resistance to IM by in vitro assays [3]. After changing to a
2GTKI therapy, the patient achieved a CCyR after 5 months of treat-
ment. Interestingly, miR-451 expression levels of this patient at
diagnosis were very close to the healthy donor levels (Table 1).
Conversely, patient 17 presented the IM-sensitive M351T mutation.
This patient progressed to accelerated phase and died, not respond-
ing to 2GTKI therapy. Worth noticing, in the latter patient miR-451
expression levels at diagnosis were very low when compared to
healthy donor levels (Table 1). These observations strengthen the
multifactorial nature of TKI resistance in CML and reinforce the
potential use of the miR-451 expression level at diagnosis as a
predictive parameter of TKI response.

In 4 resistant patients (pts. 12, 13, 15 and 16) follow-up samples
were available for sequential miRNAs expression analysis, allow-
ing us to assess miRNAs expression variation during the course
of CML TKI treatment. In addition to the 4 diagnostic samples, 8
sequential samples were grouped for analyses according response
status and TKI treatment as follows: 1 sample at IM-Response,
3 samples at IM-No-Response status, 1 sample at IM-CyRelapse,
2 samples at Dasatinib-Response and 1 sample at Dasatinib-No-
Response. Two different data analyses were performed. As a first

approach, expression data of the healthy donor pool was used
as a calibrator to compare the miRNA-451 expression in diag-
nosis and follow-up samples (Fig. 1B). This analysis showed that
miR-451 is down regulated in most of the diagnostic samples
in contrast with the increased levels observed in TKI therapy
response samples. However, such correlation was less evident
in the Non-response samples/IM-CyRelapse, where miRNA-451
expression was still high (p=0.02, p=0.05 and p=0.3, paired t-test
2-sided) (Fig. 1B and Table 1). These results are in full agreement
with the data published by Lopotova et al. [1]. To further extend
these results, miR-451 expression of each individual patient dur-
ing TKI therapy follow-up samples at different response status were
compared with the diagnostic sample of the respective patient
(Fig 1C-F). In agreement with the putative model of a regulat-
ing loop between BCR-ABL and miRNA-451, in cases 15 and 13
the relationship between miR-451 expression and BCR-ABL%'S lev-
els were inversely correlated (Fig. 1C and D). In contrast, cases
12 and 16 showed increased miR-451 expression compared with
their own diagnosis levels despite the presence of high number of
Ph+ cells and/or BCR-ABL%'S transcripts. This was observed dur-
ing IM therapy and also in different Dasatinib response situation
in both patients (Fig. 1E and F). To our knowledge, this is the first
report of miR-451 expression analysis in sequential samples from
single CML patients, which also have a relatively long follow-up.
Despite the limitations owing to the small sample size, our data
suggest that besides BCR-ABL, others mediators may be involved
in the regulation of miR-451 expression during CML TKI treat-
ment.

All together, our results confirm the reported inverse correla-
tion between BCR-ABL and miR-451 levels, and introduce new data
supporting the idea that miR-451 expression levels at diagnosis are
correlated with response to IM therapy. Also, our data contribute
to the notion of the complexity of the mechanisms underlying TKI
therapy resistance in CML, and to a better comprehension of the
dynamics of miR-451 expression during TKI treatment, thus rein-
forcing a putative role of miRNAs in the resistant phenotype.
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Tyrosine kinase inhibitors have changed the management and outcomes of chronic myeloid leukemia
patients. Quantitative polymerase chain reaction is used to monitor molecular responses to tyrosine
kinase inhibitors. Molecular monitoring represents the most sensitive tool to judge chronic myeloid
leukemia disease course and allows early detection of relapse. Evidence of achieving molecular
response is important for several reasons: 1. early molecular response is associated with major
molecular response rates at 18-24 months, 2. patients achieving major molecular response are less
likely to lose their complete cytogenetic response; 3. a durable, stable major molecular response is
associated with increased progression-free survival. However, standardization of molecular techniques
is still challenging.

Keywords: Leukemia, myelogenous, chronic, BCR-ABL positive,; Cytogenetic; Monitoring, Mutation;
Polymerase chain reaction

Introduction

Chronic myeloid leukemia (CML) is most frequently diagnosed in the chronic phase
(CP) and, if left untreated, the disease will progress to the accelerated phase (AP) and,
eventually within 3-5 years, to the terminal blast phase (BP).

CML is characterized by a reciprocal translocation between chromosomes 9 and 22,
which creates the BCR-ABL fusion gene. Breakpoints in the 4BL gene are often upstream
ofexon 2 (ABL a2 fusion type) and rarely downstream of exon 2 (ABL a3). Breakpoints in
the BCR gene are more variable; the most frequent are downstream of either exon 13 or exon
14 (e13 and e14 previously referred to as exons b2 and b3), leading to e13a2 or e14a2 mRNA
fusion subtypes, respectively. These isoforms are found in approximately 98% of CML
patients and are referred to as the major BCR-ABL fusion subtype. Both BCR-4BL mRNA
molecules encode a 210 KDa constitutively active kinase protein, which is essential for
leukemic transformation in CML. Most BCR-ABL breakpoints in CML patients are accounted
by a variety of fusions, which involve BCR exons 6, 8 or 19 (e6a2, e8a2 or e19a2) and ABL
exon 3 (el13a3 or el4a3), which encodes the p210 KDa protein. Less than 1% of CML show
a breakpoint downstream of BCR exon 1 (ela2) resulting in an mRNA fusion encoding the
p190 KDa oncoprotein.®

International Randomized Study of Interferon and STI571 (IRIS) trial
and European Leukemia Net criteria to monitor response in chronic
myeloid leukemia

CML treatment was revolutionized by the advent of imatinib mesylate (IM), a
tyrosine kinase inhibitor (TKI).® IM has become the treatment of choice for newly
diagnosed patients in CP-CML based on the results of the International Randomized
Study of Interferon and STI571 (IRIS) trial and confirmed by the recent 8-year update.®*
However, whilst the vast majority of newly diagnosed CP-CML patients in the IRIS trial
treated with IM have a sustained benefit at 8 years, many patients do not reach what is
considered an optimal response. Approximately 35% of CML patients initially treated
with IM fail due to refractoriness (primary resistance), loss of response after an initial
response (secondary resistance), or intolerance.® In addition, 12-33% of patients meet
criteria for suboptimal response at any given time.® Unless the disease can be controlled
with further therapy, these individuals invariably progress to the blastic phase that is
usually terminal. With the aim of improving the results of IM therapy, second-generation
TKIs, Dasatinib and Nilotinib, have been introduced to treat patients with IM resistance
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or intolerance. To date, their use in Brazil is limited mainly to
these situations.

The effectiveness of TKIs is evaluated by cytogenetic
and molecular responses at defined time-points. In this
scenario, tumor burden reflected by these responses is a
predictive parameter of individual response to TKIs and is
considered the main biomarker to test the efficacy of new
drugs in clinical studies. The concepts that the therapeutic
benefit of a TKI can be predicted by the speed of reduction
in tumor burden (the number of Philadelphia* or BCR-ABL"
cells) and that disease response is the major parameter for
estimating the probability of progression-free survival (PFS)
and overall survival (OS), are now well established.
Conversely, acquisition of additional abnormalities is
associated with resistance.

Achievement of complete cytogenetic response (CCyR)
has remained the gold standard for an optimal outcome in
CML because it is associated with an improved probability
of survival.” After achievement of CCyR, the main parameter
for response assessment, is the molecular response (MR),
measured by the reduction in BCR-ABL transcripts using
reverse transcription quantitative polymerase chain reaction
(RT-gPCR) and classified according to a uniform scale referred
to as the International Reporting Scale (IS) that is valid for
any patient and attributes an absolute value of 0.1% to a 3
log reduction from a hypothetical 100% BCR-ABL value at
diagnosis.®

Molecular biology for BCR-ABL monitoring:
measuring BCR-ABL transcripts

The IS resulted from recent effort to create an
international standard, where laboratory-specific values of
the BCR-ABL/constitutive gene for each patient sample
obtained by RT-qPCR are converted to an IS score applying
a derived laboratory-specific correction factor validated by a
reference laboratory.®” According to the recommendations
of the European Leukemia Net (ELN), optimal responders
should achieve a major molecular response (MMR), a<0.1%
value on the IS, by 18 months of therapy.

Reaching a proficient approach to reliably monitor
molecular responses in BCR-ABL" patients requires several
steps, including the standardization of a stable and
controlled assay according to the Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time Polymerase Chain
Reaction Experiments (MIQE) guidelines,'” the internal
validation in a clinical setting, and international validation
with a reference laboratory, in order to obtain a correction
factor to convert BCR-ABL levels according to the IS. This
process, including the different levels of validation based
on the experience of the Molecular Biology laboratory at
the Instituto Nacional de Cancer (INCA), is shown in Figure
1. Since 2006, 661 patients with CML treated at INCA and 18
centers throughout Brazil were investigated and
successfully monitored.
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The work flow for CML molecular monitoring in our
laboratory starts with the definition of the BCR-ABL
transcript type by a qualitative multiplex assay in pre-
treatment samples.('" This procedure is performed to assure
that RT-qPCR monitoring will target the correct fusion type
and false negative results occurring due to the presence of
atypical transcripts (fusions involving exon 6 BCR e6a2,
e8a2, e19a2 and exon 3 ABL e13a3 or e¢14a3 fusions) not
contemplated in the quantitative assay will be safely
excluded.">! If the fusion subtype is not identified by
qualitative polymerase chain reaction (PCR) prior to starting
treatment, qRT-PCR false negative results cannot be
excluded.

Molecular responses are assessed by absolute
quantification via RT-qPCR assays at diagnosis and then
approximately every 3 months, independently on the type of
cytogenetic response of the patient. A multiplex RT-qPCR,
including hydrolysis probes and primers for both e13a2 and
el4a2 transcripts, is run with ABL as the control gene. For
absolute quantification purposes, every RT-qPCR run
includes standard curves prepared using plasmids, as well
as "low" and "high" copy quality controls, as recommended
(Figure 1).09

Each BCR-ABL/ABL value is converted to the IS
applying our laboratory-specific conversion factor which was
validated by the Australian Molecular Laboratory at Adelaide.
For this, a significant number of samples, including patients
in various disease phases, were tested at different times using
different RT-qPCR runs, both in the INCA laboratory and at
the validating center in Adelaide.

BCR-ABL transcripts are undetectable with the
reference molecular methodology at a sensibility of 4.5 log.
Definition of a complete molecular response (CMR) requires
an undetectable BCR-ABL transcript level by RT-qPCR
confirmed by negative nested-PCR, where the lowest limit of
detection is 10

Thus, molecular responses are reported according to
BCR-ABL transcript levels as compared to a standardized
baseline used as an IS. MMR s a 3-log reduction from the
baseline or the absolute value of < 0.1% on the IS.
Accordingly, a 2-log reduction ranges from 1% to 0.1% in the
IS; a 1-log reduction from 10% to 1% in the IS and non-
significant reduction is equivalent to values of more than
10% in the IS.

The adoption of these laboratory procedures has
overcome the clinician's lack of confidence in molecular test
interpretation related to differences in protocols that can result
in greatly varying end-points. This was important for several
reasons as it: (i) provides an early tool to predict patient
response; (i) allows the use of BCR-ABL/ABL values to guide
clinical decisions; (iii) facilitates patient mobility between
different clinical facilities and (iv) facilitates interpretation of
clinical research among different reference centers in the
world, since MMR is the primary end-point of various clinical
trials of ABL-inhibitors.
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Figure 1- Standardization and validation levels for proficient chronic myeloid leukemia molecular monitoring

The work-flow for chronic myeloid leukemia (CML) molecular monitoring in our laboratory starts with the definition of BCR-ABL transcript type by qualitative multiplex assay
in pre-treatment samples.

A: Standardization of a stable and controlled absolute quantification assay according to Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments
guidelines. Plasmid standards with a BCR-ABL insert are prepared twice annually by sub-cloning an original plasmid kindly provided by Dr. NCP Cross. Multiplex reverse
transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) with hydrolysis probes and primers for both e13a2 and el4a2 transcripts are run with ABL as the control gene.
The same plasmid is used to quantify BCR-ABL and ABL, which should control any variation in plasmid quantification efficiency. Standard curves are prepared to cover a dynamic
range of 10°-10', and the assay limit of detection is 10. Together with the standards, in each RT-qPCR assay a NTC (non-template control, with DNA sample), NAC (non-
amplification control, with a negative BCR-4BL ¢cDNA), Blank (only reaction buffer) and “low” and “high” copy quality controls are included. The quality control stocks are
prepared with cell dilutions of K562 and Kasumi cell lines. The RT-qPCR results are considered reliable if the ABL copy number is > 30,000 and RT-qPCR negativity is defined
as undetectable BCR-ABL transcripts only when a sample meets acceptable criteria for the ABL copy number. Definition of a complete molecular response (CMR) requires an
undetectable BCR-ABL transcript level by RT-qPCR confirmed by negative nested-polymerase chain reaction (PCR), whose lowest limit of detection is 107.

B: Conversion factor (CF) calculation and validation. Each BCR-ABL/ABL value is converted to the IS applying our derived laboratory-specific CF as validated by the Australian
Molecular Laboratory at Adelaide. For that, an expressive number of samples, including patients in various disease phases, were tested in parallel at INCA laboratory and at the
validating Center at Adelaide. Bias plot of the data generated at INCA for calculation of the CF (i) and the same data with converted validation data (ii). If there were no difference
in the estimated mean bias, the dotted line would be at 0, thus, the CF was the antilog of the mean bias. The CF was validated by subsequent sample exchange.

C: The plots show an example of how the application of our CF reduces coefficient of variation in 70 of our samples at the specific values of 0.01%, 0.1%, 1% and 10%.

What is the importance of MMR after complete
cytogenetic response?

As most CML patients treated with a TKI will reach a
CCyR, quantification of residual BCR-ABL transcripts by
RT-qPCR is the only available tool to further monitor response
kinetics. It is assumed that the amount of BCR-ABL transcripts
mirrors the number of residual BCR-ABL Ph+ cells. A close
agreement between the absolute value of BCR-ABL transcripts
given as 1% in the IS and a CCyR can be demonstrated.® The
ELN recently updated its recommendations to standardize
treatment for patients with CML."» It recommends that a patient
should be seen as an optimal responder to IM when a CCyR is
achieved within the first 12 months of treatment. Attainment of
a MMR within 18 months is associated with an improved
probability of prolonged event-free survival. Conversely, failure
to achieve MMR at 18 months is regarded as a suboptimal
response. The time required for a patient to reach a CCyR and

Rev Bras Hematol Hemoter. 2011;33(6):455-60

a MMR is considered an early predictor of therapeutic
response with a direct correlation with clinical outcome.

However, clinical trials do not necessarily reproduce
"real" clinical practice. While most randomized clinical studies
in the world were carried out with newly diagnosed CP-CML
patients, our experience was built on the responses of patients
treated with IM as second-line therapy after treatment with
interferon-alpha because Brazil public health care centers were
not allowed to use IM as front-line therapy until 2008. Thus,
a late responder group, compared to the ELN
recommendations for CP-CML patients treated with first-line
IM, was identified. Late responder patients represented
approximately 40% of the patients that did not achieve optimal
responses. Attainment of CCyR at any time was associated
with a better OS. The results of this study show that an early
predictor marker able to discriminate between the competing
possibilities of achieving an optimum response versus
progression is still missing.
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The group of patients with CCyR was heterogeneous,
consisting of those who had CCyR associated to MMR or
not. The individual value of MMR was demonstrated in
several studies.®?? A recent work established an association
between MMR and loosing CCyR. After 18 months of IM
treatment, the probability of loosing CCyR when associated
to MMR was 0% compared to 25% for patients witha CCyR
but no MMR.®V Patients who achieve MMR at 6, 12 or 18
months after initiating IM treatment have a probabilities of
93%, 69% and 37%, respectively, to evolve with a lasting
CCyR.®»Thus, achievement (and speed to achieve) MMR is
apredictive factor for a durable CCyR. Rapidity in obtaining
a MMR correlates with a higher probability of achieving a
CMR. Patients achieving a MMR at 9 months have a 93% of
probability of evolving towards a CMR. Also, achievement
of a MMR within 12 months of starting the IM regimen was
associated with a better PFS.07'® However, other studies have
not confirmed significant differences in OS and PFS in CCy
responders in respect to the level of molecular response
achieved.®® The additive effect of MMR associated to CCyR
highlights the importance of a better understanding of the
role of duration, extension and stability of a MMR in respect
to clinical evolution.

Once achieved, does the major molecular
response become more stable over time?

Besides the prognostic value of an early MMR, whether
a stable MMR occurring during the course of a stable CCyR
is an additive parameter to predict a better clinical evolution
is a matter of discussion. A stable molecular response is
associated with a lasting CCyR.?Y MMR has been subdivided
as stable (persistent MMR), unstable (occasionally less than
MMR) and never reached MMR. A significant difference was
observed, in terms of duration of CCyR and PFS between
patients with stable versus unstable MMR and patients who
never reached MMR. After a long follow-up from the first
assessment of a cytogenetic response, 96% of patients with
stable MMR maintain a CCyR compared with 79% of patients
with unstable molecular response. Similar results were
reported by the MD Anderson Cancer Center (MDACC)
group of 276 CML patients treated with high-dose IM
therapy; a durable and stable MMR (continuous MMR
lasting for a period > 12 months) was associated with a longer
PFS.

What is the meaning of fluctuating BCR-ABL
levels?

Clinicians should be aware of inherent assay variations
within a laboratory. Therefore, values may fluctuate, but
without clinical significance, on occasions. What
constitutes a significant change varies between laboratories.
Different patterns of molecular responses based in
fluctuations of BCR-ABL levels have been reported in the
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literature. Molecular monitoring may allow early recognition
of acquired resistance. Increasing levels of BCR-ABL
transcripts or suboptimal molecular responses (fluctuations
athigh BCR-ABL levels, i.e. 10%-1% on the IS at 18 months)
are associated with increased risk of resistance due to
mutations and loss of CCyR. In our experience, an increase
of the BCR-ABL load to higher than 1% on any occasion is
correlated with a loss of CCyR. In contrast, fluctuations at
low BCR-ABL levels of from < 0.1% IS values to undetectable
levels, were associated with maintenance of the molecular
response. Whether the stability and clinical value of an
absolute clearance of BCR-ABL" cells as detected by the
most sensitive methodology (4.5 log by RT-qPCR) is the same
as fluctuations of BCR-ABL at lower levels is still to be seen.

Are molecular remissions all the same?

MMR comprises those patients with tumor burden
decreases to the range 0f 0.1% - 0.001% on the IS. The latter
(MMR <£0.001%) includes patients with undetectable levels
by the most sensitive techniques available today (Nested-
PCR and RT-qPCR) which are controversially classified as
CMR. This difference between MMR and CMR is important
because there is still a debate regarding the possibility of
stopping IM in patients with a stable CMR. A French study
showed that half of the patients who achieved and
maintained CMR for a period of 2 years remained in CMR
after IM discontinuation.® The primary endpoint of the Stop
Imatinib Trial (STIM study) is the evaluation of the persistence
of molecular remission after IM discontinuation. Although
50% of patients who suspended IM are reported in CMR, the
discontinuation of the drug is not recommended outside
clinical trials.

Resistance to tyrosine kinase inhibitors

Selection or evolution of resistant clones is a major
cause of treatment failure in targeted therapy for CML. The
most common identified cause of resistance in TKI-treated
patients is the acquisition of point mutations in the tyrosine
kinase domain of BCR-ABL that could (i) interfere with binding
of IM to the ATP pocket;?® (ii) prevent the adoption of the
conformation required for optimal TKI binding or (iii) stabilize
the enzyme in a conformation that is inaccessible to the action
of TKI.

Mutation analysis remains an important tool in TKI
resistance assessment. The current recommendation for
mutation analysis is on IM failure or suboptimal response.
The latter includes failure to achieve a CHR or cytogenetic
response (CyR) (95% Ph") by 3 months; major cytogenetic
response (MCyR) by 6 months; CCyR by 12 months, and
MMR by 18 months. Among these parameters, the
association between MMR at 18 months and acquisition of a
resistant phenotype due to a point mutation in the BCR-ABL
kinase domain is the least well defined.
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Among the cohort of 661 patients in this study, 125
were retrospectively selected for mutation analyses using
direct sequencing, according to their timing of cytogenetic
and molecular response achievement and extent of molecular
response. Point mutations involving 17 different amino acids
were detected in 25 patients. A double mutation was observed
in three patients. Table 1 depicts position and frequency of
BCR-ABL mutations found in IM treated patients. No
published report of the V268M mutation was found in the
literature.

Table 1 - BCR-ABL mutations detected in imatinib-treated chronic
myeloid leukemia patients, selected according to cytogenetic and
molecular parameters

BCR-ABL Location N° of patients Frequency
mutation carrying the (%)
mutation
M244V - 1 4
G250E p-loop 2 8
Y253H p-loop 2
E255K p-loop 3 12
V268M 1 4
L298V - 1 4
T3151 Contact site 4 16
F317L Contact site 3 12
M35I1T kinase domain 1 4
E355G kinase domain 1 4
F359Vv kinase domain 3 12
E450G 1 4
E453A - 1 4
E456K 1 4
M458V - 1 4
F486S - 2 8

#Twenty-ﬁve patients were positive for BCR-ABL mutations; the frequency
is higher than 100% as three patients in the same sample had two mutations

Different increments in BCR-ABL levels (2 fold, 0.5-log
and 1-log) assessed in at least two different samples were
defined as parameters for mutation screening. Screening for
mutant variants of BCR-ABL is frequently performed by
Sanger's direct sequencing. The sensitivity of this method is
of approximately 10-20% of total BCR-ABL" cells; this
sensitivity is assumed to be effective for detecting and
characterizing mutations throughout the kinase domain.

There may be a role for more sensitive mutation
analysis, particularly when considering the lack of TKI
effectiveness against T3151 mutated clones®” and when
considering therapeutic options after IM resistance. However
this has not yet been established. Due to the existence of
different mechanisms accounting for the resistant phenotype,
different point mutations will differentially impact specific
TKIs. Mutation analysis is always recommended before
changing to another inhibitor after resistance. The use of
dasatinib will be preferred for CML patients resistant to IM
carrying a Y253H, E255V/K or F359C/V mutation, while
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nilotinib should be indicated in the presence of the V299L or
F317L mutations.?®? To date, the T315I mutation confers
resistance to all available TKIs.

Conclusions

Detection of biomarkers that allow early prediction of
response to TKIs is a major challenge. In an era of targeted
TKI therapy, the key point is to select the appropriate agent
at the appropriate juncture for each patient, with the aim of
achieving long-term, durable responses with minimal toxicity.
The rapidity of responses obtained by 2™ generation TKIs
as compared to IM will most likely modify the management of
patients with newly diagnosed CP-CML, but economic factors
may influence treatment decisions.
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Abstract Point mutations in the kinase domain of BCR-
ABL were described in 40-90% of patients with chronic
myeloid leukemia (CML) resistant to Imatinib. We herein
describe the development of a rapid allele-specific (AS)-
RT-PCR assay to identify the T315I mutation, which
confers full resistance to all available tyrosine-kinase
inhibitors (TKI). The mutation status of 65 patients with
resistant CML was evaluated, and the T3151 was detected
in 3/65 (4.6%). Comparisons between sequencing and
AS-RT-PCR results, as well as serial dilutions experiments
proved that the method is specific and reproducible, with
maximum sensitivity of 1 x 107°. The developed assay is
a convenient and easy tool to be used in research of CML
resistance for rapid mutation screening and, together with
sequencing, may be included in efficient strategies for early
detection of TKI resistance in patients with CML.
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Introduction

Treatment for patients with chronic myeloid leukemia
(CML) has been greatly improved by the use of the BCR-
ABL tyrosine-kinase inhibitors (TKI). However, relapse
after an initial response is still a clinical problem [1]. Point
mutations in the kinase domain (KD) of BCR-ABL were
described in 40-90% of patients who relapse after initial
response, constituting the most frequent mechanism of
acquired resistance for TKI therapy [2]. More than 90
mutations at 57 residues were reported conferring different
levels of resistance depending on their location and effect
on the ABL KD conformation [3-5]. Since mutations
are the major mechanism of TKI resistance, it is highly
recommended to include a standard procedure for mutational
analysis into the molecular follow-up of patients with CML
treated with TKI.

Several methods have been described for mutation
detection in the ABL KD. RT-PCR followed by direct
sequencing of the KD is the most commonly used, exhib-
iting a sensitivity of 20%, which seems to correlate with
clinical evolution and TKI resistance [6]. Allele-specific
(AS)-PCR assay shows an increased sensitivity for
detecting known mutations [7]. Early detection of the
T315I mutation might be warranted due it is highly resis-
tant to all available TKIs. We herein describe the devel-
opment of a rapid, sensitive, and specific AS-RT-PCR
assay to identify the T315I mutation. The mutation status
of 65 patients with CML resistant to Imatinib (IM) was
evaluated by the T3151 AS-RT-PCR and confirmed by
direct sequencing.
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Materials and methods
Patients and samples

Peripheral blood (PB) samples collected from 65 patients
with CML (pts) resistant to IM were analyzed. Haemato-
logical, cytogenetic, and molecular responses were defined
according to the European LeukemiaNet [8]. Lost of
response to IM was defined as the loss of any best response.
Loss of molecular response was scored after two consec-
utive analysis. Thirty-five patients were recruited from the
Asociacion Espafiola Primera de Socorros Mutuos, Mon-
tevideo, Uruguay and the remaining 30 from INCA, Rio de
Janeiro, Brazil. Additionally, we analyze PB samples of 15
non-resistant patients with CML and 10 patients with
non-CML as a negative control group. The 15 patients
with non-resistant CML were selected from a 250 CML
BCR-ABL (4) RNA bio-bank and showed sustained
complete cytogenetic response (CCyR) and major molec-
ular response (MMR) for a minimum of 2 years. All
samples were submitted to routine BCR-ABL quantitative
and cytogenetics analyses, as described [9]. This study was
performed in accordance with the Declaration of Helsinki
and approved by the Institutions Ethic’s Committee.

RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA was isolated with Trizol® (Invitrogen) after red
cell lysis from 20 ml of PB. RNA concentration was
assessed by spectrophotometry with ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Delaware, USA). The cDNA synthesis was
performed in duplicate from 2 pg of RNA, using random
hexamers (Invitrogen) and SuperscriptTM II (Invitrogen)
[10].

T315 AS-PCR assay description

For the AS-PCR, three specific primers were used in the
same reaction: two external (Abl-F and Abl-R) and a third
(T315), specific for the mutation. Primer sequences were
AbI-KF 5'-cgc aac aag ccc act gtc t-3’, Abl-KR 5'-tcc act
tcg tct gag ata ctg gat t-3’ [11], and AS-T315 5'-cgt aggtca
tga act caa-3’ [12].

The AS-PCR assay was performed in a single-step
reaction with a total volume of 50 pL containing 10 pmol
of AbI-F and T315 primers, 3 pmol of Abl-R, 1x PCR
buffer (Invitrogen), 1.5 mmol/l MgCl2, 0.2 mmol/l of each
deoxynucleoside-5'triphosphates, DMSO 6%, 1.5 U of
Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen), and 5 pl of
cDNA. Cycling condition was 5 min at 94°C followed by
37 cycles of 30 s at 94°C, 40 s at 56.5°C and 1 min at
72°C, with a final extension of 10 min at 72°C. Cycling
parameters were adapted to the 2720 Applied Biosystem
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setting. PCR products were visualized under UV light by
electrophoresis on a 2% (W/V) agarose gel stained with
ethidium bromide. Controls included a known T315I car-
rier and the K562 cell line.

In a mutated case, two fragments could be seen in
agarose gel: an 863-bp fragment corresponding to the
entire ABL KD domain and another of 320 bp corre-
sponding to the T315I mutation. In non-mutated cases,
only the larger fragment was observed.

In order to assess the minimal detection level of the AS-
RT-PCR assay, serial dilution experiments were performed
in triplicate. Dilution curves (1/10, 1/100, 1/500, 1/1,000)
of RNA from a patient with CML with the T315 1 mutation
and RNA from K562 cell line were constructed. The mixed
RNAs were reverse-transcribed and subjected to T315-AS-
PCR. To evaluate inter-assay variability, each dilution
was examined in triplicate on three consecutive runs, the
frequency of positive/negative result for every dilution
point was recorded and the results were expressed as
percentages.

Direct sequencing

All samples were sequenced according to Branford et al.
[11] and compared with the ABLI sequence (GenBank
M14572, slightly modified). Sequence analysis was
performed using the Mutation Surveyor software (Soft
Genetics INC, State College, USA).

Results

The development of a reliable and sensitive molecular
test to detect low levels of T315I in a background of
non-mutated cells was pursued based on PCR allele-specific
amplification. The T3151 mutation was detected by
AS-RT-PCR in 3/65 patients with TKI-resistant CML and
in none of the control samples. In 2/3 positive cases, the
T3151 mutation was also detected by direct sequencing
(Fig. 1). In the third patient, a first analysis by direct
sequencing showed no mutation; reanalysis of this sequence
allowed to identify the T3151 mutation as a very small peak,
previously scored as background (Fig. 2).

The choice of annealing temperature (AT) was critical
to the success of the method, being 56.5°C the highest
temperature at which the mutation-specific primer (T315)
amplified a bright product from T315-positive cells.
Annealing temperatures of 60°C or higher gave no product
(failed), whereas AT of less than 55°C showed unspecific
faint bands (false-positive) in the non-CML control group.
The relative concentrations of the three primers did influ-
ence the relative intensity of the bands; with intensity of
the mutation-specific band augmenting whenever the
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Fig. 1 AS-RT-PCR and direct
sequencing for T3151 detection.
a Sensitivity assay for T3151
AS-RT-PCR. In lane 1 Positive
control (C+) without dilution;
lanes 2-5 serial dilutions of C+/
K562; lanes 6 and 7 two CML
samples BCR-ABL+/T315-;
lane 8 PCR negative control
(PCR-C). L 100-bp ladder.
b Direct sequencing of a T3151
positive case. The box indicates
the mutated base
B 315
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Fig. 2 Patient with T315I detected by AS-RT-PCR. a Reanalysis of
direct sequencing of the case AS-RT-PCR T315I+/sequencing
negative. The box indicates the very small peak previously scored
as background. b AS-RT-PCR T315I assay. Lanes 1—4 patients with
CML negative for T3151 mutation; line 5 case positive for T3151
scored negative by direct sequencing; lane 6 positive control for
T3151 mutation; lane 7-8: negative control for T3151 mutation

forward primer concentration was increased in relation to
the reverse primer. Specificity was further enhanced by the
addition of DMSO into the reaction, without decreasing the
sensitivity of the method. Assessment of the minimal
detection level of the AS-RT-PCR performed on serial
dilutions experiments showed that the T315I mutation was
detectable to a level of 1072 (Fig. 1). The 1/1,000 dilution
gave positive results in 78% of the assays (conf. Int
95% = 0.40-0.97), the 1/500 dilution gave positive results
in 89% (conf. Int 95% = 0.51-0.99), the dilutions 1/100,
1/10, and the control without dilution gave positive results
in 100% of cases.

Regarding cytogenetics and molecular monitoring of
TKI-resistant patients with CML, Ph chromosome in more
than 80% of metaphases was a common pattern to all of
them. All patients presented BCR-ABL/ABL ratios >1,
scored according to the International Scale (IS).

In patients harboring the T315 1 mutation, hematologi-
cal relapse occurred after a median of 2 months after the
collection of mutated samples, followed by death due to
disease recurrence. Retrospective analysis of two samples
from one patient T3151 (+), showed that the mutation
could be detected (only by AS-RT-PCR and not by
sequencing), 3 months before hematologic relapse; how-
ever, this mutation could not be detected in a sample taken
12 months earlier.

Direct sequencing of the ABL KD of the remaining 62
patients allowed to detect mutations in 11 patients: Y253H
(n = 2), E450A, G250E (n = 2), E459 K (n = 2), E450G,
F317L (n = 2), and E255 K. The T315I was not detected
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in samples positive for other mutations. The global preva-
lence of mutations was 15/65 (23%), in agreement with
previously published studies [6].

Discussion

Identification of mutations in the BCR-ABL KD is
important for the management of CML, since it is the most
common mechanism of resistance to IM. In vitro studies
showed that mutations differ in their level of resistance to
IM and, among all described KD mutations, the T3151 is
the one that confers resistance to all available TKIs [13].
Although the presence of KD mutations has been described
mainly in patients in advanced phase or loss of response, a
recent report showed that KD mutations can be found in
virtually all patients with CML at diagnosis when a high-
sensitivity method is used [14]. Also, this work showed that
most of the mutations at diagnosis are silent and do not
confer growth advantage under the selective pressure of
TKIs, so the authors warns against high-sensitivity muta-
tion screening before the start of TKI therapy. However,
the kinetics of the leukemic clone carrying the T3151
mutation is not well understood. In one patient, we could
only detect the mutation by AS-RT-PCR in a sample taken
3 months before the relapse, but not in the sample taken
12 months before. Therefore, for the T3151 mutation, the
use of a more sensitive method should be reevaluated,
since it could be used for drawing a more tightly follow-up
schedule allowing therapeutic choices to be made in a
condition of low tumor load.

In this context, the developed T315 AS-RT-PCR assay
is a convenient and easy tool to be used in a clinical routine
laboratory for rapid screening for BCR-ABL T315I point
mutation. The method proved sensitive, specific, and
reproducible, with a limit of detection of 1 x 10_3, which
would allow detecting T3151 with incipient increases in
BCR-ABL levels. Also, no additional PCR was necessary
to evaluate the cDNA quality, because the amplified frag-
ment of 863 bp in the same reaction served as internal
control. This, together with direct sequencing, constitutes
a suitable approach for CML resistance monitoring and
therapeutic choice.
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