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RESUMO
A Leucemia Miel6ide Cronica (LMC) é uma neoplasia caraterizada por uma

translocagao cromossomica especifica, entre os cromossomas 9 e 22(cromossoma
Philadelphia), resultando desta translocagdo cromossémica, a proteina bcr-abl. Esta
neoplasia se nao for tratada antecipadamente evolui, rapidamente, de uma fase crénica

para uma fase acelerada, terminando em crise blastica.

Nas ultimas décadas, a terapéutica desta doenga tem evoluido no sentido de
melhorar e contrariar as falhas que tém surgido nos doentes submetidos a tratamento,

nomeadamente, os efeitos adversos e a resisténcia aos farmacos.

Este trabalho pretende, nao sé abordar a biologia da doenca e os seus métodos
de diagnostico, mas, também, apresentar, com base na literatura atual, as varias linhas
terapéuticas e avalia-las em termos de eficicia, tolerancia, resposta e resisténcia.
Assim, nesta monografia, destaca-se o papel dos inibidores de tirosina cinase, bem
como as estratégias de tratamento a eles associados, de modo a identificar novos alvos

terapéuticos.

Palavras chave: Leucemia Mieldide Cronica; BCR-ABL; inibidores de tirosina cinase;

imatinib; terapéutica.
ABSTRACT

Chronic Myelogenous Leukemia (CML) is a neoplasia characterized by a specific
chromosomal translocation between chromosomes 9 and 22(Philadelphia chromosome),
resulting from this chromosomal translocation, the bcr-abl protein. This disease, if not treated

early, it evolves rapidly, from chronic phase to an accelerated phase, ending in blast crisis.

In recent decades, the therapy of this disease has evolved to improve and to counter
the shortcomings that have arisen in patients undergoing treatment, in particular, the adverse

effects and the drug resistance.

This work aims, not only to address the biology of the disease and its diagnostic
methods, but also present, based on the current literature, several therapeutic lines and
evaluate them in terms of efficacy, tolerance, response and resistance. Thus, in this
monograph, it highlights the role of tyrosine kinase inhibitors, as well as, the treatment

strategies associated with them to identify new therapeutic targets.
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I. INTRODUCAO

A Leucemia Mieldide Cronica(LMC) é uma neoplasia mieloproliferativa
resultante da atividade da tirosina cinase bcr-abl e caraterizada por uma translocagao
cromossomica da qual resulta o cromossoma Philadelphia. Normalmente os doentes
que apresentam esta neoplasia nao manifestam sintomatologia, porém podem surgir
sintomas constitucionais e, até mesmo, problemas mais acentuados, que surgem com a

progressao da doenca.

Em termos de incidéncia, esta doenga constitui um quinto de todos os casos de
leucemia nos Estados Unidos da América, sendo diagnosticada em | ou 2 pessoas em
100.000 por ano, e tem uma ligeira preponderancia no sexo masculino. Esta incidéncia
de 4800 a 5000 casos por ano nao mudou, significativamente, nas uUltimas décadas, e
fatores como a idade (=50-55 anos) podem aumentar esta incidéncia. ®

Em Portugal, esta patologia representa cerca de 15-20% de todas as leucemias e
a sua incidéncia é de |[-1,5 casos por 100.000 habitantes/ano. Ocorre mais
frequentemente em adultos e a idade média em que esta patologia é diagnosticada é
aos 50 anos. E mais comum nos homens do que nas mulheres e nio é uma doenca
hereditiria ou de predominio familiar.?

A sua etiologia é ainda desconhecida e apenas foi descrito um unico fator de
risco conhecido: a exposi¢do a radiagao ionizante.?

A terapéutica implementada no tratamento deste tipo de leucemia tem
evoluido no sentido de se conseguir alcangar a melhor resposta, de modo a evitar a
progressao da mesma. Os inibidores de tirosina cinase (TKls) constituem, até ao
momento, a terapéutica preferencial e mais adequada, tendo-se verificado, cada vez
mais, um ganho de potencial nos inibidores de segunda geragao e de terceira geragao,
comparativamente a terapéutica de primeira linha, na qual tém sido descritos varios
casos de resisténcia e efeitos adversos.

Assim, tém surgido novas abordagens terapéuticas, que se encontram, ainda,
em fase de ensaio clinico e que se apresentam como estratégias bastante promissoras
relativamente ao sucesso que pode ser alcangado, eliminando falhas existentes nas

terapéuticas ja implementadas.
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2. HEMATOPOIESE

A hematopoiese define-se como o processo de formacao de diversas células
sanguineas, e é efetuado essencialmente na medula 6ssea e, em menor grau, em alguns

orgaos pertencentes ao sistema imunitario (bago e ganglios linfaticos). (Figura 1)

A célula precursora da série mieldide(mieloide stem cell) diferencia-se em trés

tipos de células maduras:*

e Globulos vermelhos que transportam oxigénio e outras substancias para todos
os tecidos do corpo.

e Plaquetas que participam na coagulagao sanguinea.

e Granuldcitos (neutrdfilos, eosindfilos e basofilos), que atuam no combate a

infecoes e em algumas doencgas.
A célula precursora da série linfoide diferencia-se em trés tipos de linfocitos:*

e Linfocitos B que produzem anticorpos para ajudar a combater a infecgao.

e Linfocitos T que atuam na imunidade celular “auxiliam” os linfocitos B.

Células NK (Natural Killer) que “atacam” as células cancerigenas e os virus.

Blood stem cell

Myeloid stem cell Lymphoid stem cell
4 \
‘ @
Myeloblast Lymphoblast

Granulocytes

Q %OQ\@

Redblood 1. o B lymphocyte Natural
cells . Neutrophil lemphocyte killer cell

Bhe ¢

" e L J

I
Platelets White blood cells

Figura |- Esquema geral do processo de maturagao e diferenciacio da célula estaminal

. . , ~ . , 4
pluripotencial (medula 6ssea) e formagdo das diferentes células do sangue.
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3. Leucemia: definicdao geral

A leucemia carateriza-se por uma expansao clonal na etapa da hematopoiese,
atingindo precursores da série linféide ou mieldide, ocorrendo uma diferenciagao
celular com proliferagao e crescimento descontrolado das células hematopoiéticas e,

também, uma substituicdo difusa da medula 6ssea por células neoplasicas.'”

As leucemias sao classificadas de acordo com o tipo celular envolvido e o grau
de maturagdo das células com transformagoes malignas. As leucemias agudas
caraterizam-se pela sua evolugao, relativamente rapida e pela proliferagao de células
muito indiferenciadas. Pelo contrario, as leucemias cronicas caraterizam-se pelo seu

lento crescimento, rapida evolugio e células muito pouca indiferenciadas.>?

Considerando as leucemias definidas como agudas ou crénicas, estas podem
ser, ainda, classificadas consoante a sua origem. Desta forma, dividem-se em linféides e

mieloides.?

Esta monografia vai abordar, mais especificamente, a biologia e terapéutica da

leucemia mieldide cronica (LMC).
4. Leucemia Miel6ide Croénica (LMC) e cromossoma Philadelphia

A Leucemia Mieloide Croénica (LMC) é uma neoplasia resultante da expansao
clonal da linha granulocitica, com origem na célula estaminal hematopoiética
pluripotente. Caracteriza-se pela ocorréncia de uma superproducao de células da série

mieldide, resultantes de uma proliferagio excessiva e apoptose reduzida.’

A LMC progride de uma fase inicial cronica (FC), caraterizada por hiperplasia
da medula 6ssea e aumento do numero de células mieloides diferenciadas, para fases
avancadas da doenga (fase acelerada (FA) e crise blastica (CB)), as quais sao
caraterizadas por um bloqueio na diferenciagao, uma acumulagao de blastos e de

células hematopoiéticas normais, especialmente linfécitos.®

A LMC foi a primeira doenca maligna descrita, associada a uma anomalia
citogenética especifica, o cromossoma Philadelphia (Ph), resultante da formagao do
oncogene BCR-ABL®, e que esta presente nas células da medula 6ssea em mais de 90%

dos casos.?
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4.1. SINAIS E SINTOMAS

Muitos doentes com leucemias croénicas sao assintomaticos e a doenga sé €
identificada quando se deteta uma anormalidade nos testes laboratoriais de rotina.
Estes doentes podem desenvolver sintomas constitucionais, como a fadiga, anorexia,
perda ponderal, sudorese aumentada e febre. Com o envolvimento progressivo da
medula 6ssea e o desenvolvimento de citopenias, varias infecoes podem ocorrer, assim
como hemorragias, sintomas associados a anemia (por exemplo: dispneia, tonturas e
fadiga), e nodoas negras com petéquias. Os doentes podem, também, apresentar
hepatoesplenomegalia e linfadenopatia, que resultam numa sensagao de plenitude
abdominal, juntamente com desconforto e saciedade precoce, bem como
hiperleucocitose, que pode ter como consequéncia uma esplenomegalia significativa.

O envolvimento cardiaco € o fator mais comum, com possibilidade de necrose,
fibrose endomiocardica, insuficiéncia cardiaca congestiva, insuficiéncia valvular e
trombose venosa mural. Para além disto, pode, também, afetar a nivel neurologico
(disfungao cognitiva, neuropatia periférica); pulmonar (tosse); cutineo (angioedema,

papulas, nédulos, urticaria); gastrointestinal; intra-ocular; reumatolégico e renal.’

4.2. CROMOSSOMA PHILADELPHIA(PH): PATOGENESE MOLECULAR

A anomalia cromossomica Ph encontra-se

presente em mais de 90% dos doentes com LMC. E ’ ,
L "

caraterizada por uma translocagao reciproca entre
9 \ 22

ausente nas outras células do organismo humano. 1(9:22)(q34:911.2)

os cromossomas 9 e 22, t(9;22)(q34; ql 1) (Figura 2)

\

e encontra-se presente nas células hematopoiéticas e

Figura 2- Translocagdo cromossémica Ph

Esta anomalia ocorre na célula estaminal Y%22)(q34q1 1)’
pluripotente, e insere-se, maioritariamente, em eritrocitos, mielocitos, mondcitos e
megacariocitos, e, menos frequentemente, em linfocitos B e linfocitos T(raramente). O
ponto de quebra do cromossoma 9 origina uma translocagao do oncogene ABL| para

uma regiao especifica do cromossoma 22, o gene BCR (Breakpoint Cluster Region).

O gene ABLI é um homologo do oncogene V-ABL do virus Abelson que causa
leucemia em murganhos. A translocagaio na LMC em humanos, resulta numa

justaposicao do segmento 5’ BCR em 22ql | e do segmento 3’ do oncogene ABL (ABLI)
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em 9q34, originando uma nova oncoproteina, BCR-ABL com peso molecular de
210kDa(p210BCR-ABL). Esta proteina quimérica tem uma atividade cinase nao
controlada, causando, assim, uma proliferagao excessiva e uma apoptose reduzida das
células da LMC. As células estaminais normais, embora estejam suprimidas, persistem e

reincidem, mesmo apds uma terapéutica eficaz. (Figura 3).

Chromosome 22 Chromosome 9
=0 / 1b
g2 _ -
m-bcr - T p— ia
b1 <
M-bcr - | / a
bs S a3
T =
=219
p-ber P ‘ a1
N il . B ciaz —= pi9Qbcrabl
-—I'l‘r‘.-J-L J-l-.—_-_ b2as beran
B EL, N1 BNl , BEEN  b3a2 |~ p210
B -_l_l_,J_l_l_l_l_,, I I l ll _-_ a19a2 —= p230bcr-:1bl

Figura 3- Formagio do oncogene quimérico BCR-ABL pela translocagio t(9q;22q). llustragdo dos
pontos de quebra dentro do gene BCR e do gene ABL e dos transcritos de fusdo resultantes da
translocagao que dao origem aos diferentes fenétipos de LMC. Esquematizagio dos dominios das

proteinas bcr e abl.5

A ativagao constitutiva da oncoproteina BCR-ABL resulta do processo de
auto-fosforilagao e ativagao das vias, a jusante, que regulam a transcricao de genes, a
apoptose, a organizagao do citoesqueleto, a citoadesao e degradagao de proteinas
inibidoras. Estas vias de transdugao de sinal incluem membros das principais vias de
sinalizagao como RAS (Rat Sarcoma), proteina cinase ativada por mitogénos (MAPK),
transdutores de sinal e ativadores da transcrigao (STAT) e a Phosphatidilinositol-3 cinase
(PI3K), entre outros. Muitas destas interagoes sao mediadas pela via de sinalizagao dos
recetores da tirosina cinase e requerem a ligacao do gene BCR-ABL a moléculas
adaptadoras de proteinas, tais como a GRB-2, CRK-like protein (CRKL), e proteinas com
dominios de homologia src (SHC).

De modo a compreender melhor a fisiopatologia da LMC, desenvolveram-se
terapéuticas especificas, que serao abordadas, posteriormente, no ponto 5 desta

monografia.
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O gene de fusao BCR-ABL e a oncoproteina de P210 estao presentes na LMC
morfologica tipica, em alguns doentes, no entanto, a t(9; 22) (q34; ql I) pode nao ser
identificada. Nestes doentes ocorre uma resposta a terapéutica, assim como uma taxa
de sobrevivéncia semelhante a que acontece nos casos de Ph+. Relativamente aos
doentes que apresentam Ph- e LMC com o gene BCR-ABL-negativo, o prognostico é

pior, e a LMC é designada de atipica.’
4.3. DIAGNOSTICO

O diagnostico da LMC pode ser feito numa das trés fases carateristicas desta

patologia hematologica: fase cronica estavel; fase acelerada e crise blastica.

A fase acelerada, definida pela Organizagao Mundial de Saide (OMS), apresenta
uma alteragao num dos seguintes parametros: 10% a 19% de mieloblastos na circulagao
periférica ou na medula 6ssea; basofilos no sangue periférico superior a 20%; plaquetas
inferior a 100 000/uL nao relacionada com a terapéutica; esplenomegalia progressiva e
contagem de leucocitos pouco responsivos a terapéutica; evidéncia da evolugao

citogenética.

A crise blastica assemelha-se a uma leucemia aguda, a qual pode apresentar
mais de 20% de blastos na medula 6ssea ou na circulagao periférica; presenga de
grandes agregados e aglomerados de blastos na biopsia da medula 6ssea, ou o
desenvolvimento de infiltrados blasticos extramedulares, que afetam, mais
frequentemente, a pele, nodulos linfaticos, bago, osso, ou o sistema nervoso central.

As principais carateristicas das fases acelerada e blastica estdo indicadas na Tabela 1.°

Tabela I: Definicoes das fases acelerada e blastica na Leucemia Mieldide Crénica.®

MD Anderson International Bone Marrow
Criteria Cancer Center* Transplant Registry World Health Organization
ACCELERATED PHASE
Percent blasts 15-29 10-29 10-19
Percent blasts + promyelocytes =30 =20 NA
Percent basophils =20 220% (basophils + eosinophils) =20
Platelets (x10%/L) <100 Unresponsive T, persistent 4 <100 or > 1000 unresponsive
Cytogenetics CE CE CE not at diagnosis
WBC NA Difficult to control, or doubling in NA

< 5 days

Anemia NA Unresponsive NA
Splenomegaly NA Increasing NA
Other Chloromas, myelofibrosis Megakaryocyte proliferation, fibrosis

BLASTIC PHASE

30% or more blasts; or extramedullary blastic disease, except for the World Health Organization classification, which requires 20% or more.

*These criteria were also used in all the IFN-tx and tyrosine kinase inhibitors studies.
CE, clenal evolution; NA, not applicable; WBC, white blood cells.
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4.3.1. ENSAIOS LABORATORIAIS PARA O DIAGNOSTICO E CORRELACAO COM A
RESPOSTA A TERAPEUTICA

e Citogenética convencional e citogenética molecular (FISH) na detecio da

t(9; 22)(q34;ql 1):

Estes testes de diagndstico, para doentes com LMC, permitem detetar,
especificamente, a anormalidade do cromossoma Philadelphia e do gene de fusao
BCR-ABL, e baseiam-se em testes “standard” de citogenética, hibridizagao in situ por
fluorescéncia (FISH), e reagdo em cadeia da polimerase com transcrigao
reversa(RT-PCR).

A citogenética convencional constitui um dos ensaios mais importantes na
detecao do cromossoma Ph e na monitorizagao da resposta. As desvantagens deste
tipo de ensaios passam pela baixa sensibilidade, que é limitada a um intervalo de células
Ph+ de 1-5% da amostra; atraso no tempo devido a necessidade de se obterem células
em crescimento, assim como, a necessidade de aspiragao da medula 6ssea e na indugao
da divisao celular para a analise das células em metafases. A citogenética convencional
¢, também, importante para a detecao de anormalidades cromossomicas,
especialmente, no caso de evolugao clonal Ph+/- (durante a terapéutica), que pode,
embora raramente, progredir para uma sindrome mielodisplasica.

Relativamente ao cariétipo Ph-negativo na LMC, os rearranjos BCR-ABL podem
ser encontrados tanto em casos com um cariotipo normal, como em casos com
cariotipo complexo em que a t(9; 22) nao é detetada por analises citogenéticas
convencionais. A localizagao, mais comum, do gene de fusao BCR-ABL no cariotipo é na
primeira banda, da regiao |, do brago longo do cromossoma 22, 22ql |, e, em menos
casos, esta localizado na quarta banda, da regiaol do brago longo do cromossoma 9,
9q34.

Assim, foram propostos dois mecanismos principais para explicar a formagao
do gene de fusao BCR-ABL. O primeiro, e mais simples, baseia-se no fato de existir uma
insercao de material cromossémico, nao-reciproca, entre os cromossomas 9 e 22,
podendo, esta, ocorrer dentro de qualquer cromossoma.

A explicagio mais complexa envolve duas translocagoes sequenciais. Em
primeiro lugar, existe uma translocagao inicial padrao, (9; 22) (q34; ql I), que é seguida

por uma translocagao inversa com diferentes pontos de quebra, constituindo, assim, o
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par cromossomico. O gene de fusao pode ser situado no locus 22ql| ou no locus

reciproco em 9934, dependendo dos locais de quebra cromossomica.

Nos estudos publicados por Bennour et al. (ref.10), em trés doentes com LMC,
usando as técnicas FISH e RT-PCR, o gene de fusao foi encontrado no cromossoma 22

em dois casos e o caso restante, no cromossoma 9.'°

Em conclusao, o prognostico é igual, tanto em doentes Ph+ como em doentes

Ph-, da mesma forma que o tratamento aplicado aos dois grupos.

° A citogenética molecular baseia-se na marcagao de cromossomas, ou

segmentos cromossémicos, por hibridizacao in situ, utilizada quando nao é possivel
realizar a anadlise cromossémica. A técnica de marcagao por FISH é a que se aplica mais
frequentemente e define-se como um ensaio especifico, muito utilizado em doencas
hematolégicas. Comparativamente a citogenética convencional, identifica, rapidamente,
as anomalias genéticas especificas e necessarias para um diagnostico mais preciso.
Desta forma, permite a detecao do gene BCR-ABL, especialmente quando o teste de
citogenética € negativo ou quando nao se obtém células em metafase. No entanto, a
citogenética apresenta-se, ainda, com mais capacidades para monitorizar a evolugao
clonal da doenca na fase avancada da mesma.'®

Atualmente, combinam-se as duas técnicas na monitorizagao quantitativa e,
particularmente, quando a PCR nao esta disponivel. A citogenética molecular ¢,
também, importante na identificagao de dele¢oes nos pontos de quebra do BCR-ABL,
pois ha estudos que referem que estas delegoes podem afectar a duragao da resposta

dos TKIs, mais especificamente, as delecdes no cromossoma 9. '°

e RT-PCR MULTIPLEX

A maioria dos métodos atuais de RT-PCR para a detegao do BCR-ABL, foram
concebidos e otimizados de modo a detetar os transcritos M-BCR e m-BCR.

Em relagao a detecio de mRNA do BCR-ABL, é usada uma sonda e um par de
primers para amplificar os dois transcritos de genes de fusao (el3a2 e el4a2).

Apesar da técnica de FISH ser mais rapida e facil no screening de 100 a 1000
células, na presenga do cromossoma Philadelphia, comparativamente com o método

RT-PCR multiplex, este ultimo consegue, também, detetar quase todos os tipos de
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transcritos BCR-ABL na fase de diagnostico, assim como estabelecer o perfil das suas
configuragdes moleculares.

Esta metodologia permite, também, detetar o Ph- na LMC, mas com o
transcrito BCR-ABL, que se torna importante reconhecer pelo fato de partilhar o
mesmo prognostico dos casos Ph+.

O fato de usar sangue periférico e, desta forma, evitar repetidas aspiragoes da
medula ossea, confere-lhe uma grande vantagem para os doentes.

No que diz respeito ao tempo, a andlise molecular através deste método, €
muito mais sensivel e rapida em comparagao com as técnicas de citogenética e PCR

convencionais.'®

5. TERAPEUTICA

Existem trés tipos de respostas, avaliadas na LMC, que sao essenciais na eficacia
do seu tratamento(Tabela 2):'""?
e Resposta Hematologica Completa (RHC)- é avaliada através da contagem de
leucocitos no sangue, o seu diferencial e contagem de plaquetas;
e Resposta Citogenética Completa (RCC)- ¢é avaliada através da percentagem de
células em metafase Ph+ na amostra de medula 6ssea.

e Resposta Molecular Completa (RMC)- utilizada para detetar a presenca ou

auséncia de transcritos BCR-ABL através de RT-PCR;
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Tabela 2: Tipo de resposta e monitorizagio da LMC.'""
Resposta Resposta Resposta
hematolégica (RH) citogenética (RC) Molecular
(RM)
Completa (RHC): Completa (RCC): Completa (RMC):
Plaquetas <450 x 109/L; Ph+0% transcricoes nao

Definicao

Frequéncia de

monotorizacio

Métodos de

monotorizacio

5.1.

Contagem de leucdcitos:
<|0x109/L;
Diferencial sem
granulocitos
imaturos e <5% basofilos;
Baco nao palpavel

A cada 2 semanas, até

que uma resposta
completa seja alcangada
e confirmada
A cada 3 meses, salvo se
for exigido

Hemograma completo
(CBC) com diferencial

EVOLUCAO DA TERAPEUTICA

Parcial : Ph+ 1%-35%
Minor: Ph+36%-65%
Minimal: Ph+66%95%
None: Ph+>95%
Major: PCyR + CCyR

A cada 6 meses até
que a resposta
completa seja

alcangada e
confirmada
Depois a cada 12

meses

Exame citogenético
convencional
FISH (apenas antes do
tratamento)

quantificaveis e
indetetaveis
Major: 0.1%

A cada 3 meses

RT-PCR

O busulfan, a hidroxiureia, o interferao alfa com ou sem citarabina e o

transplante alogénico de células progenitoras hematopoiéticas, constituiam, até ha

pouco tempo, a Unica terapéutica disponivel para a LMC. Embora, na maioria dos

casos, se verificasse melhoria dos sintomas, remissio hematolédgica e redugao da

esplenomegalia, eram raros os casos em que era alcangada a resposta citogenética

completa.”

5.2.

INIBIDORES DE TIROSINA CINASE (TKIS)

A proteina BCR-ABL, pela elevada atividade de tirosina cinase que possui,

constitui o grande alvo no tratamento da LMC.

As proteinas com agao tirosina cinase, atuam através da fosforilagio da BCR-ABL

(desencadeando cascatas

proliferagao, diferenciagao e sobrevivéncia celulares.
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A descoberta dos inibidores de tirosina cinase (TKIls), aproximadamente ha 15
anos, revolucionou as estratégias para o tratamento da LMC Ph+. O seu mecanismo de
acao baseia-se no bloqueio da via do BCR-ABL, e a diferenga existente entre eles &,
relativamente, a afinidade relativa que apresentam com o gene de fusao e outras

cinases alvo. '*'"°

O imatinib foi o primeiro inibidor desta classe desenvolvido e aprovado, em
2001, pela FDA (Food and Drug Admnistration) para o tratamento de primeira linha da
LMC na fase cronica, blastica e acelerada. Este composto liga-se, competitivamente, ao
local de ligagao do ATP, inibindo a fosforilagao e ativagao da via tirosina cinase da ABL

e, desta forma, previne a transformacio desta proteina na sua forma ativa(Figura 4)."'*

Figura 4: Esquema do mecanismo de agao do inibidor de tirosina cinase, Imatinib.5

Uma resposta especifica, possivel de ser alcancada dentro de um prazo de
tempo definido, constitui o principio, no qual se baseiam as recomendagbes de
tratamento, da neoplasia em questao, estipuladas pela European Leukemia Net (ELN),
definindo, assim uma resposta 6tima, sub-6tima e faléncia durante o tratamento com

imatinib(Tabela 2).

De acordo com estas recomendagoes, uma resposta otima inclui o alcance da
RC em 12 meses e da RM em |8 meses. Alguns estudos independentes confirmaram
que os doentes que apresentam falha ou resposta sub-6tima com o imatinib, sao mais
propensos a ter resultados, significativamente, piores do que os doentes que
respondem de forma otimizada. Desta forma, sugerem que, o aumento da proporgao

de doentes com diagndstico recente de LMC-FC que alcangam uma resposta otima a
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terapéutica de primeira geragao, influencia a diminuicao de ocorréncia de progressao

para a FA/CB e para outros resultados negativos.'’

No estudo de Emole et al, o imatinib, apesar de ter sido bem sucedido e eficaz
como terapéutica no tratamento da LMC, ao apresentar 83% de event-free survival e
93% de auséncia de progressao para a fase acelerada ou blastica em 6 anos,
verificaram-se diversos casos de resisténcia primaria. Esta resisténcia adquirida,
pensa-se, que é consequéncia de varios fatores como a biodisponibilidade do farmaco;
adesdao ao tratamento; alteragoes genéticas; farmacodinamica e mutagées no dominio

da proteina BCR-ABL (aumento da expressao e amplificagao do gene).

Assim, surgiu a necessidade de optar por novos TKls, como terapéutica de
segunda linha, mais potentes, seguros e eficazes contra a LMC resistente ao

imatinib.'*"

5.2.1. INIBIDORES DE TIROSINA CINASE DE SEGUNDA GERAGAO E TERCEIRA

GERACAO

Para além do imatinib, existem, neste momento, quatro TKIs, aprovados pela FDA, que
constituem opgoes terapéuticas no tratamento da neoplasia da LMC:

I) Nilotinib- aprovado em 2007 ' SEGUNDA GERACAO
2) Dasatinib- aprovado em 2006
3) Bosutinib- aprovado em 2012 ' TERCEIRA GERACAO
4) Ponatinib-aprovado em 2012
o O Nilotinib (Novartis Pharmaceuticals Corporation, East Hanover, NJ, EUA)
€ um inibidor fenil-amino-pirimidina da BCR-ABL, de segunda geragao. Apresentando

semelhanga com o imatinib, este composto liga-se a proteina abl na conformacgao

inativa, embora com um ajuste mais apertado para a mesma.

Este farmaco é cerca de 10 a 50 vezes mais potente que o imatinib e 10 a 20
vezes mais ativo do que o mesmo, relativamente a redugao da auto-fosforilagao da
BCR-ABL e da proliferagao celular. Para além disto, alguns ensaios de proliferagao in
vitro provaram que o nilotinib apresenta atividade em 32 de 33 mutantes resistentes ao
imatinib, e auséncia de atividade contra a mutagao T3I15l. Apresenta, ainda, atividade

contra outras cinases, tais como c-kit e o recetor PDGFRa/[B, e, ao contrario dos
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outros inibidores de segunda geragao da tirosina cinase (dasatinib e bosutinib), o

nilotinib tem efeitos minimos sobre cinases da familia src.

Segundo o estudo de Emole et al.(ref.13) a dose recomendada deste farmaco é
de 400 mg duas vezes/dia (2i.d) (segunda linha) ou 300 mg duas vezes/dia (primeira
linha) por via oral. E metabolizado no figado, principalmente pelas enzimas
microssomais da CYP3A4 (oxidagao e hidroxilagao), embora a UDP-glucuronil
transferase possa desempenhar um papel, relativamente, secundario no seu

metabolismo."

e O Dasatinib (Bristol-Myers Squibb, Princeton,USA - Sprycel®) é outro inibidor
potente, que inibe a atividade das cinases oncogénicas BCR-ABL, Src, c-kit, e o recetor
PDGF-R. Este inibidor define-se como sendo duplo, pois tanto se liga a conformagao
ativa, como a conformagao inactiva da bcr-abl, e, para além disso, verificou-se em
modelos pré-clinicos de Kantarjian et al.(ref. 5), que é 300 vezes mais potente do que o
imatinib e eficaz contra todas as mutacoes no dominio cinase resistentes ao imatinib,
excepto a T315l.

No estudo clinico piloto de Kantarjian et al. de fase Il, mais conhecido como
START, demonstrou uma elevada eficacia do dasatinib em todas as fases da LMC, apos
faléncia do tratamento com imatinib. Em 387 doentes com LMC em fase cronica, apos
falha do imatinib, o dasatinib 70 mg por via oral (duas vezes/dia) produziu uma taxa de
RH de 90%, uma taxa de resposta citogenética major de 52%, uma taxa de resposta
citogenética completa de 39%. As taxas de resposta foram superiores em doentes com
intolerancia ao imatinib vs resisténcia, mas foram semelhantes em termos de presenca
ou auséncia de mutagoes.

Noutro estudo randomizado de Kantarjian et al. com diferentes doses de
dasatinib (50 mg duas vezes por dia, 100 mg de dose unica diaria, 70 mg duas vezes por
dia, 140 mg de dose unica diaria) em 670 doentes com LMC em fase croénica, apds falha
com imatinib, mostrou que com uma dose unica didria de dasatinib 100 mg, os efeitos

adversos foram inferiores, sendo, esta, a dose padrio para a doenga em fase cronica.’

e O Bosutinib (Bosulif®; Pfizer, NY, USA), é um composto que impede

especificamente a atividade das cinases BCR-ABL, Src e apresenta, também, uma
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atividade adicional contra varias tirosinas e serina-treonina cinases associadas a
propagacao das células da leucemia mieldide.

Este farmaco, embora nao tenha atividade contra as mutagoes T3 15| e V299L, é
mais potente do que o imatinib e é ativo contra a maioria das mutagoes resistentes ao
mesmo, tornando-se, desta forma, uma alternativa com muito potencial terapéutico.

Ao contrario de outros inibidores de segunda geracao, este o bosutinib inibe,
minimamente, a c-Kit e o recetor do factor de crescimento derivado de plaquetas
(PDGFR), que tém um papel importante na hematopoiese. Esta caracteristica permite
explicar o seu largo indice terapéutico e o baixo potencial de mielossupressao,
comparativamente com os outros TKIs.

Num estudo randomizado de Doan et al. (ref. 14), com dupla ocultagao e
controlado por placebo, feito em individuos saudaveis, verificou-se que as doses de
bosutinib de 200-600 mg foram consideradas seguras e bem toleradas quando tomadas
com alimentos, com um tempo de semi-vida, relativamente, longo, demonstrando,
também eficicia em doentes com LMC em fase cronica, blastica e acelerada com
resisténcia ou intolerancia ao tratamento com imatinib ou a outros TKIs prioritarios.

No estudo open-label de Doan et al. de fase I/ll, foi avaliada a terapéutica com
bosutinib em doentes com LMC em fase crénica, que ja tinham apresentado resisténcia
ou intolerancia ao imatinib. Os resultados da Fase | determinaram a dose utilizada na
parte do estudo da fase Il, avaliando, assim, a seguranca e a eficacia de bosutinib em
doentes resistentes (n = 200) ou intolerantes (n = 88) ao imatinib. Na avaliagao da fase
Il, os doentes receberam bosutinib 500 mg/dia, com aumento de dose para 600 mg/dia,
isto se esta terapéutica nao induzisse uma RHM em 8 semanas ou uma RCC em 12
semanas, verificando-se, entao uma percentagem de 33% de doentes resistentes ao
imatinib e 27% de intolerancia ao mesmo. Desta forma, pelos resultados apresentados
através dos varios tipos de respostas avaliados, concluiu-se que o bosutinib € eficaz e
seguro em doentes com LMC-FC com resisténcia ou intolerancia ao imatinib, e, ainda
que tem uma eficacia bastante duradoura e niveis de toxicidade adequados.

Em conclusao, este farmaco para além de apresentar taxas de resposta
comparaveis com as taxas dos outros TKIs de segunda geragdo em doentes com
resisténcia ou intolerancia ao imatinib, mostrou, também, induzir RC em doentes que

apresentavam resisténcia ou intolerancia ao nilotinib e ao dasatinib.(Figura 4)'*'®
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Response to Second-Generation TKls in Patients With Chronic-
Phase CML Resistant or Intolerant to Imatinib*®

Rate of Patient Response (%) at 6 mo

Medication CHR MCyR CCyR
Dasatinib™ 20 45 33
Milotinib'? 74 48 31
Bosutinib® 86 31 23

“TKl = tyrosine kinase inhibitor, CML = chronic myeloid leukemia, CHR = complete hematologic response,
WCyR = major cytogenetic response, COvR = complete cytogenetic responsea.
EData are derived from single-arm noncomparative studias.

Figura 4- Respostas dos TKIs de segunda geragao em doentes com LMC-FC, que apresentaram
resisténcia ou intolerancia ao imatinib.'4

e O Ponatinib é um inibidor multi-cinase de terceira geragao que demonstrou,
in vitro, ser mais potente do que qualquer outro inibidor da tirosina-cinase contra a
BCR-ABL e alguns mutantes. No estudo de Fava et al(ref. 19), este farmaco mostrou,
também, ser extremamente eficaz no tratamento de doentes com LMC, resistentes ou
intolerantes a outros inibidores. Desta forma, este composto foi aprovado como
terapéutica em doentes com LMC-Ph+, incluindo doentes que apresentam a mutagao
BCR-ABL T315I.

A eficacia do ponatinib vs imatinib foi testada em doentes recém-diagnosticados
com leucemia mieldide cronica, no estudo de Fava et al, em que se investigou se este
farmaco poderia contornar a resisténcia relacionada com a mutagdo, no seu
tratamento, verificando-se, assim, uma eficacia superior em doentes com um
diagnostico recente de LMC e, também, que todas as respostas foram obtidas mais
rapidamente com o ponatinib do que com o imatinib. Neste estudo, com 5| doentes
tratados com uma dose média de 30 mg, a maioria da populagao tratada (94%) atingiu
uma RM precoce e nenhum doente progrediu na doenga.

Embora tenha demonstrado eficacia em varios ensaios clinicos, este farmaco
mostrou, ainda, efeitos adversos de risco, e, por este motivo, o seu potencial deve ser
avaliado em doses mais baixas, mesmo no ajuste como terapéutica de primeira linha,
com critérios de inclusao mais rigorosos para evitar que os doentes apresentem altos

scores de risco cardiovascular.'”
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6. EFEITOS ADVERSOS DOS INIBIDORES DE TIROSINA CINASE

IMATINIB
-Edema

-Mialgia
Todos os inibidores de

-Hipofosfatémia
tirosina-cinase, apesar da eficacia,
segurancga e tolerancia
demonstradas, apresentam diversos

efeitos adversos, que podem por

em causa a sua correta ades3o.'®

-EfusGes
pleurais/pericardicas

DASAT\
| -Oclusio vascular }

-Cefaleias -Falha cardiaca

Figura 5- Efeitos adversos mais comuns dos TKls na LMC.!8

7. CONCLUSOES

A LMC, apesar de constituir um caso de sucesso em termos de tratamento
oncolégico moderno, em que a redugao precoce e drastica da contagem de células Ph+
constituiu a base de partida das medidas terapéuticas implementadas para evitar a

progressao da doenga, existe ainda uma série de desafios a alcangar.

E notério o papel que a oncoproteina bcr-abl exerce no desenvolvimento desta
neoplasia, sendo, esta, o alvo fulcral das estratégias terapéuticas. No entanto, as
mutagoes que tém ocorrido neste dominio, tém influenciado muito a resposta ao
tratamento com TKIs. Pode, assim, concluir-se que existe, ainda, uma falha na
compreensio de todos os mecanismos fisiopatologicos resultantes da mutagao
t(9;22)(q34;11), assim como, na compreensao dos mecanismos inerentes ao efeitos

adversos dos TKis.

A terapia-alvo com TKIs tem melhorado, significativamente, o prognostico da
LMC, especialmente, em doentes em fase cronica. Porém, o surgimento de resisténcia
a estes inibidores, numa minoria de doentes recentemente diagnosticados, parece
estar associado as complexas interagoes na fisiopatologia da doenga e a necessidade de

melhorar, continuamente, a terapéutica.
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Futuramente, a terapéutica de primeira linha juntamente com a nova geragao de
inibidores da tirosina cinase podera reduzir ou evitar casos de resisténcia, devido a
mutagoes ou outros mecanismos e aumentar o desaparecimento de transcritos bcr-abl
ABL (devido a uma possivel interrupgao do tratamento). A terapéutica envolvendo
combinag¢oes de TKIs com outros farmacos prometem atingir a pratica clinica e ter
sucesso.

O desenvolvimento de vacinas e a identificagao de novos alvos terapéuticos
sao, também novas estratégias que se encontram em fase de desenvolvimento e

pretendem atingir as células leucémicas
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