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INTRODUCAO

A Leucemia Mieldide Cronica (LMC) é caracterizada pela presenca do cromossomo Filadélfia (Figura 1) que codifica a
oncoproteina BCR-ABL1, condicao necessaria para a transformacao maligna. Inibidores tirosina quinase (ITK), especificos a ABLI,
se ligam ao sitio de ligacao do ATP, no dominio tirosina quinase de ABL1, inibindo a transducao de sinais de proliferacao e morte
celular (Figura 2).

O uso de ITK em pacientes com LMC € o maior caso de sucesso de uma terapia com alvo especifico. Entretanto, a resisténcia a
acao do ITK é ainda um problema clinico relevante. O principal mecanismo associado a resisténcia € a presenca de mutacoes
pontuais no dominio quinase. Entretanto, o sequenciamento direto do dominio quinase de pacientes com LMC evidencia, além de
mutacoes, insercoes e delecoes. Ao contrario das mutacoes que tém seu papel amplamente conhecido na literatura, nao se sabe
qual o valor de delecdes e insercoes na resisténcia aos ITK.
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Figura 1: Translocacao entre os cromossomo 9e 22
gerando um cromossomo 22 diferenciado, o
cromossomo Filadélfia (Ph).

Disponivel em: http://www.unesp.br/prope/
projtecn/Saude/saude48a.htm
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Figura 2: Proteina Tirosina Quinase formando complexo com diferentes inibidores
da tirosina quinase. (a) Conformacao em trés dimensdes da proteina tirosina
guinase com inibidores ligados. (b) Esquema de proteina ligada aos inibidores em
estrutura condensada.

Disponivel em: Nature Reviews Cancer, 2007, Nature Publishing Group.

METODOLOGIA DO ESTUDO

Caracterizar a ocorréncia de insercoes e delecoes no dominio tirosina quinase do gene BCR-ABL1, associadas e avaliar
seu possivel papel na resisténcia ao uso de ITK. O estudo do tipo casos e controles onde os controles foram pacientes
respondedores e respondedores tardios aos ITKs em comparacao com pacientes em falha ao tratamento, devido a
resisténcia primaria e secundaria. Os marcos de resposta para resposta e resisténcia podem ser observados na Tabela 1.
As amostras foram submetidas a sequenciamento direto e a analise realizada por programas de analise especificos
Mutation Surveyor\V/5.0.1° SoftGenetics.

Tabela 1: Parametros utilizados para avaliacao de resposta dos pacientes
comLMCemusodelITKem primeira linha de tratamento.
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Fonte: Baccaranietal.2013.

Figura 3: Fluxograma da metodologia empregada
no estudo.

RESULTADOS

Apos a divisao dos pacientes quanto a resposta ao tratamento, constatou-se que 12 destes eram respondedores
otimos, 8 respondedores tardios, 16 apresentaram resisténcia primaria e 8 adquiriram resisténcia ao longo do tratamento
(resisténcia secundaria) (Grafico 1). Ainsercao mais frequente € a de 35 pares de base (ins35) (Figura 6 C) e a delecao mais
frequente foi a completa do exon 7 (185 pb) (Figura 6 A). 37,5% (6/16) dos pacientes com resisténcia primaria
apresentaram ins35 e apenas um paciente apresentou mutacao pontual (T315l1), enquanto no grupo de pacientes em
resisténcia secundaria, 4 (50%) pacientes obtinham essa mesma insercao (Grafico 2). Quanto as delecdes, dois pacientes
em resisténcia primaria e um de resisténcia secundaria apresentaram delecdes completas do exon 7 (185 pb) (Grafico 2).
Foi observada a presenca de delecao parcial do exons 7 (72 pb) (Figura 6 B) em um paciente respondedor 6timo e um
respondedortardio (Grafico 2).

Figura 4: Produtos do PCR de

Aiadiad amplificacado do dominio quinase em gel
PR ey b - Bomadl - = w— G e e G de agarose 2% corado com brometo de
e s — etideo sob luz UV,
Total de padentes analisados 44
ldade ao diagnostico (mediana em anos) 45 (12-73)
=&nero masculino 30 (68,2%)
F;E;E;;;;;gimenm iRedrnA eSS i) Figura 5:Tabela de caracteristicas dos
Fase crénica 31 (70%) pacientes analisados no estudo.
Fase acelerada 2 (4,5%)
NI 11(29%)
Inibidor atual:
Imatinib 31 (70%)
Milotinib 4 (9%)
Dasatinib 9 (20.5%)
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Figura 6: Eletroferograma da regiao BCR-ABL1 dos transcritos
sequenciados. (a) Delecao completa do exon 7 (185 pb) presente em
parte dos transcritos; (b) Delecao parcial do exon 7 (72 pb) presente
em alguns dos transcritos; (c ) Insercao entre os exons 8 e 9 (35 pb).

Grafico 2: Grafico dos resultados dos eletroferogramas dos
pacientes sequenciados.

DISCUSSAO

A presenca de insercao foi exclusivamente em pacientes com resisténcia ao inibidor, sugerindo uma possivel relacao
entre esta alteracao genética e diferentes tipos de resisténcia, visto que, segundo dados da literatura (Lee et al., 2008),
essa insercao poderia alterar a estrutura tridimensional da proteina quimérica BCR-ABL1, dificultando a atuacao do
inibidor. As delecdes estavam presentes em todos os grupos em menor incidéncia. A presenca de delecdes de 185 pb,
teoricamente, afetaria a estrutura da mesma maneira que a insercao e, devido ao numero de bases, a decodificacao da
sequéncia restante seria comprometida (frame shift). A delecdao de 72 pb comprometeria somente uma porcao da
proteina, ja que esta seriaumadelecao in frame.

CONCLUSAO

Através da caracterizacao de eventos de delecao e insercao dos pacientes em diferentes respostas, pode-se notar uma
prevaléncia de eventos de insercao e delecao do tipo frame-shift em pacientes em falha ao tratamento, enquanto
pacientes com respostas 0tima ou tardia apresentaram delecoes in frame.

PERSPECTIVA

Aumentar o N do estudo para verificar se a proporcao dos eventos de insercao e delecao se mantém nos diferentes
grupos de resposta e se os dados sao estatisticamente significativos.

Analise de sequéncias de doadores saudaveis com intuito de avaliar a frequéncia das mesmas insercoes e delecoes
encontradas nos pacientes.

Realizacao da analise longitudinal de pacientes com insercdes e delecoes em paralelo aos niveis de transcritos BCR-
ABL1 afim de determinar o aparecimento destes eventos, relacionando-os com a resposta do paciente aoinibidor.

Realizacao de ensaios in vitro para determinacao da sensibilidade de diferentes delecdes e insercdes aos inibidores
tirosina quinase.
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