Mecanismos de Resisténcia aos Inibidores da
Tirosina Cinase BCR-ABL
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RESUMO

Os doentes com leucemia mieldide cronica em fase croénica, tratados com imatinib mesilato obtém na maioria dos casos uma resposta
clinica. Contudo, nem todos atingem uma resposta éptima ao imatinib mesilato, ou sequer aos mais potentes inibidores da tirosina
cinase de segunda geragéo. Além disso, algumas respostas ndo sdo duradouras e ainda ndo € claro se os inibidores podem ser inter-
rompidos em doentes em remissao prolongada. Os mecanismos de resisténcia aos inibidores da tirosina cinase de segunda geragéo
tornaram-se objecto de numerosos estudos. Esta revisdo descreve o conhecimento actual sobre como e porqué as células de leuce-
mia mieldide cronica podem desenvolver resisténcia aos inibidores da tirosina cinase de segunda geragéo.
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ABSTRACT

Since the introduction of imatinib mesylate for the treatment of chronic myeloid leukaemia, impressive clinical responses were observed
in the majority of patients in chronic phase. However, not all patients experience an optimal response to imatinib mesylate or even
to the more potent, second generation tyrosine kinase inhibitors. Furthermore, responses are not sustained in a number of patients,
and it is yet unclear whether the inhibitors can be safely discontinued in patients who achieve long-term remission. The emergence of
resistance to second generation tyrosine kinase inhibitors has become a significant problem that led to extensive studies on the causal
mechanisms. This review will describe our current state of knowledge on why and how chronic myeloid leukaemia cells can develop
resistance to second generation tyrosine kinase inhibitors.

Keywords: Drug Resistance, Neoplasm; Protein Kinase Inhibitors; Imatinib; Leukemia, Myelogenous, Chronic, BCR-ABL Positive.

INTRODUGAO

Ainda que rara, a leucemia mieldide crénica (LMC)
atraiu consideravel atengdo nas ultimas décadas. Isto
deve-se, em grande parte, ao facto de a terapia com ima-
tinib mesilato (IM) dirigida a um alvo, a tirosina cinase Bcr-
Abl, ter revolucionado o seu tratamento. Apesar da eficacia
do IM, a persisténcia de doenga minima residual (DMR) e
0 aparecimento de resisténcias em parte dos doentes di-
minuiram o entusiasmo inicial. A investigacao dos mecanis-
mos de resisténcia ao IM desenvolveu-se devido a neces-
sidade de melhorar a resposta e de prevenir ou ultrapassar
esta resisténcia."

Aresisténcia pode ser definida como primaria, que con-
siste na impossibilidade de atingir uma resposta citogené-
tica significativa, ou secundaria (adquirida), caracterizada
pelo reaparecimento progressivo do clone leucémico apos
resposta inicial a droga. Em 2006 a European LeukemiaNet
(ELN) prop6s o uso de guidelines para definir os critérios
de resposta ao IM, sendo a resisténcia dividida em dois
grupos, ‘resposta sub-6ptima’ e ‘auséncia de resposta’.? A
continuacdo da terapéutica com IM provavelmente nao tem
beneficio para os doentes sem resposta, enquanto nos ca-
sos com resposta sub-6ptima pode ainda ser util, se bem
que com um prognostico a longo termo menos favoravel.?
Estes critérios foram recentemente revistos de modo a in-
cluir o impacto dos inibidores da tirosina cinase de segunda
geragao (TKIs) (nilotinib e dasatinib) no curso clinico.?

A resisténcia aos TKls pode também ser classificada
como BCR-ABL-dependente e independente. O primeiro
grupo esta bem caracterizado e compreende a emergéncia
de clones leucémicos com mutagdes no dominio da tirosi-
na cinase BCR-ABL e/ou sobrexpresséo da proteina BCR-
ABL, por amplificacdo do gene BCR-ABL. Os mecanismos
que conduzem a resisténcia independente da BCR-ABL
ndo sado ainda claros, e na maior parte das vezes nao tém
sido reprodutiveis entre diferentes grupos de investiga-
dores. Incluem, deficiéncias no transporte das drogas ao
nivel da membrana celular e a activagdo de vias de sinal-
izagdo oncogénicas a jusante da proteina BCR-ABL.

Quando se detecta perda ou auséncia de resposta a um
TKI, deve primeiro confirmar-se a ades&o ao tratamento.
Marin et al.* demonstraram que este € um factor determi-
nante para uma resposta molecular adequada em doentes
sob terapéutica prolongada. Assim, antes de iniciar uma
investigagdo sobre os mecanismos de resisténcia ao trata-
mento com TKI, é preciso ter a certeza de que as células
séo de facto expostas ao farmaco.

Resisténcia ao Imatinib
Mutagdes no dominio da tirosina cinase

O aparecimento de mutagdes pontuais no dominio da
tirosina cinase BCR-ABL é o mecanismo mais frequente de
resisténcia adquirida, mas é muito raro nos doentes que

1. Laboratério de Hemato-Oncologia. Unidade de Biologia Molecular. Instituto Portugués de Oncologia Francisco Gentil. Lisboa. Portugal.
2. Servigo de Hematologia. Instituto Portugués de Oncologia Francisco Gentil. Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa. Lisboa. Portugal.
Recebido: 02 de Julho de 2012 - Aceite: 28 de Maio de 2013 | Copyright © Ordem dos Médicos 2013

402



nunca respondem ao IM. Salienta-se que estas mutagdes
nao sao induzidas pela droga, mas antes, como acontece
na resisténcia bacteriana aos antibiéticos, os clones mu-
tados, raros e pré-existentes, sdo seleccionados devido a
sua capacidade de sobrevivéncia e expansao na presenga
do inibidor, sobrepondo-se gradualmente as células sen-
siveis a droga.

As mutagdes podem ser classificadas em quatro gru-
pos: (i) aquelas que impedem a ligagao directa do IM; (ii) as
localizadas no sitio de ligagao ao ATP; (iii) as do loop de ac-
tivagdo, que impedem que a cinase adquira a conformagao
que permite a ligagao do IM; e (iv) as mutagdes no dominio
catalitico (Fig. 1).

A substituicdo do aminoacido treonina por uma isoleu-
cina na posi¢édo 315 da proteina ABL (tipo 1a), ou T315I, foi
a primeira mutagéo detectada em doentes resistentes.>” A
fenilalanina 317 estabelece contacto com o IM, e a sua mu-
tagao para leucina (F317L) também conduz a resisténcia.

O loop de ligagéao do ATP (Phosphate ou P-loop) é outro
local de agrupamento de mutagdes. Este dominio é con-
stituido por uma sequéncia rica em glicina, altamente con-
servada, que abrange os aminoacidos 248-256 e interage
com o IM através de ligagdes de hidrogénio e de van der

% n° aproximado de casos

0 2 4 6 8 10 12 14
N49S
S126P
E138G
N146S
F192L]
M237| [—
1242T
M244V
L248V [—
G250A/E
Q252H/R
P Y253F/t
E255D/K/R
K271R|
L273M
E275K
D276G [—
E279K
V2891/S
E202K/V
L298V
V299L
C3058
F311V|
B [ T31
F317C/L/V [ —
Y320C
G321E
L324Q
V338M
M343T
B M351T
E352G
c E355A/G/K |
F359C/L/
D363G
L364V/|
- E373G
F376V|
va7ol
F382L|
r L384M
L387AM
A M388H
H396P/R
L A397P
S417TIY|
s438C
E450G/K
G453KIV
M458T
E459L/K|
F486S
E499E

Figura 1 — Incidéncia relativa das mutacdes no dominio da tirosina
cinase associadas a resisténcia clinica ao IM. As sete mutagdes
mais frequentes estdo assinaladas a vermelho e as oito que se
seguem a azul. Os aminoacidos mutados distribuem-se sequen-
cialmente ao longo do dominio da cinase onde existe um tendén-
cia para se agruparem nas sub-regides indicadas como B (binding
site), P (ATP ou phosphate binding site), A (activation loop) e C
(catalytic domain).8-14
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Waals.® Estas mutagdes modificam a flexibilidade do P-loop
e destabilizam a conformacgéo necessaria para a ligagédo do
IM.® As mais frequentes s&o as substituicdes G250, Q252,
Y253 e E255.

O loop de activagao da cinase ABL comega no aminoa-
cido 381 e pode adoptar uma conformagéo fechada (inac-
tiva) ou aberta (activa). O IM liga-se a conformagao activa
forgando-a a transformar-se em inactiva.'®"" As mutacgoes
no dominio de activagdo podem preturbar o balango ener-
gético necessario para estabilizar a conformagéo fechada
do loop e assim favorecer a conformagéo aberta activa.®

Finalmente, a substituicdo de alguns aminoacidos agru-
pa-se no dominio catalitico (aminoacido 350-363), muito
proximo da base do loop de activagdo. Assim, as mutagdes
nesta regido podem também influenciar a ligagdo ao IM.°
Até a data foram isoladas, em doentes com LMC resis-
tentes ao IM, mais de 100 mutagdes pontuais que resultam
na substituicdo de aproximadamente 50 aminoacidos no
dominio da tirosina cinase ABL; prevé-se que este nimero
aumente com a utilizagdo de tecnologia de detecgéo cada
vez mais sensivel (Fig. 1). O grau de resisténcia varia con-
forme as mutagdes.'>1?

Ao longo dos ultimos anos foram publicadas diversas
tabelas comparando os valores de IC,, do IM dasatinib e
nilotinib para as principais mutagées BCR-ABL.'*'® Importa
salientar que existe uma enorme discrepancia nos valores
de IC,, obtidos pelos diferentes grupos, provavelmente
devido as diferentes metodologias de calculo.'® Além disso,
deve ter-se presente que as mutagdes ndo sdo sempre o
Unico mecanismo que conduz a resisténcia. De facto, a
actividade anti-proliferativa de cada composto é medida in
vitro usando uma linha celular e ndo tem em consideragao
a adeséo do doente ao tratamento, a absor¢ao da droga, o
metabolismo, o transporte para o interior e para o exterior
das células, a inactivagao e excregéo, ou ainda a interacgao
com outras drogas. Por esta razao, os valores de IC50 nao
devem ser usados como Unico critério para a escolha de
um TKI.

Sobre-expressao do BCR-ABL

A sobre-expressao da proteina BCR-ABL, consequén-
cia da amplificagdo do gene BCR-ABL, foi descrita pela pri-
meira vez em linhas celulares de LMC resistentes ao IM e
expostas a concentragdes crescentes do inibidor.'-'® Esta
amplificagdo conduz a resisténcia devido ao niumero cada
vez maior de moléculas alvo que necessita de ser inibido
pela dose terapéutica de IM. A sobre-expressdo da BCR-
ABL foi descrita em apenas cerca de 18% de todos os
casos de resisténcia,®®' contudo, pode ser subestimada
quando a detecgao é baseada apenas na identificagéo cito-
genética da duplicagdo do cromossoma Ph. As células que
expressam niveis elevados de BCR-ABL, sdo muito menos
sensiveis ao IM, e desenvolvem mais rapidamente sub-
clones resistentes, do que as que expressam niveis baixos
de BCR-ABL."®
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Defeitos no transporte celular do imatinib

A resisténcia multidrogas (MDR) é, em muitos casos,
mediada por um aumento da expressao da P-glicoproteina
(Pgp), codificada pelo gene MRD1 (ABCB1, ATP-binding
cassette transporter 1), na superficie celular. A Pgp é uma
bomba de efluxo que reduz a concentragao intracelular da
droga e que pode conduzir a niveis intracelulares subter-
apéuticos. Muitos estudos tém sugerido que o MRD des-
empenha um papel na resisténcia ao IM. Este inibidor, bem
como outros TKIls, é substrato da Pgp e os seus niveis
intracelulares s&o significativamente inferiores em células
que expressam a Pgp.2*2 Contudo, nos estudos clinicos
ndo se encontraram tais associagdes e a inibicado do MRD1
nao parece aumentar o efeito do IM?42¢; assim, o papel des-
ta bomba de efluxo na resisténcia clinica ao IM permanece
por esclarecer.

A proteina BCRP (breast cancer resistance protein),
codificada pelo gene ABCG2 (ATP-binding cassette trans-
porter G2), tem sido também implicada na resisténcia ao
IM. A bomba de efluxo BCRP/ABCG2, sobre-expressa em
muitos tumores humanos, é expressa nas células estami-
nais da LMC.?"?-% Todavia, um estudo recente mostrou
que o ABCB1 e o ABCG2 tém um papel funcional muito
reduzido no transporte do IM em células primarias leucémi-
cas CD34+, apesar dos altos niveis de expressdo do mRNA
destas proteinas.*

Contrariamente ao que acontece com as proteinas de
efluxo, o human organic cation transporter 1 (OCT1) trans-
porta activamente o IM para o interior das células e a sua
inibigdo diminui a concentragado intracelular do farmaco.%
O OCT1 parece ser expresso em niveis significativamente
mais elevados nas células mononucleadas de doentes com
resposta citogenética completa, em comparagdo com re-
spostas menos favoraveis.?#?® Estas observagdes sugeri-
ram que a expressdo baixa de OCT1 pode comprometer
a remissao citogenética completa porque a concentragdo
intracelular de IM é subterapéutica. O seguimento dos
doentes incluidos no estudo TOPS (Tyrosine kinase inhibi-
tor Optimization and Selectivity),% mostrou que a actividade
funcional basal, mas n&o o nivel de expressao da proteina
OCTH1, era preditiva da resposta a terapia em doentes com
LMC tratados com IM na fase crénica.>** Em contraste,
estudos recentes corroboram os dados apresentados por
Crossman et al,* e Wang et al®, que concluem que o nivel
de transcritos do OCT1 nas células mononucleadas tem
um valor progndstico significativo na avaliagédo da resposta
ao IM na LMC.#?¢ Nao sao claras as razdes destas discrep-
ancias.

Quiescéncia das células estaminais leucémicas

As células estaminais leucémicas quiescentes rep-
resentam menos de 1% do total da populagdo de célu-
las estaminais/progenitoras na LMC.??® Estudos in vitro
demonstraram que o IM tem um efeito antiproliferativo nas
células estaminais da LMC, induzindo a paragem rever-
sivel do ciclo celular e a sua acumulagdo.?” Contudo, es-
tas células sao resistentes a apoptose, mesmo quando os
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niveis intracelulares do inibidor s&o similares aos obtidos
em células maduras.® Esta observagao repete-se na pre-
senca de inibidores muito mais potentes como o dasatinib
e nilotinib.3™* Embora ainda n&o tenha sido demonstrado,
parece provavel a persisténcia de um reservatorio consti-
tuido por uma populacdo residual de células estaminais
altamente resistentes e com a capacidade de restabelecer
o clone leucémico, mesmo em doentes em remissao mo-
lecular.?*% Embora a resisténcia das células estaminais
quiescentes pareca ser multifactorial, o efeito da descontin-
uacao da terapia com TKIs em doentes estaveis, sem evi-
déncia de doenga molecular, podera esclarecer se as cé-
lulas estaminais dependem do BCR-ABL para sobreviver.
Os resultados obtidos nos ensaios de interrupgéo do IM37-3°
mostraram que a maioria dos doentes recai poucos meses
depois, enquanto cerca de 40% permanecem BCR-ABL-
negativos durante todo o seguimento. Embora a insensibili-
dade das células estaminais persistentes na medula possa
ser considerada como resisténcia, € importante distingui-la
da resisténcia adquirida que torna os doentes refractarios
ao IM apés tratamento prolongado. Neste ultimo caso os
mecanismos envolvem alteragdes genéticas permanentes
que dao origem a sub-clones resistentes. Isto difere da re-
sisténcia das células estaminais, cuja sensibilidade ao IM é
restaurada quando saem da fase GO e entram em divisao.
Este restabelecimento da sensibilidade ao IM implica que
quaisquer que sejam os mecanismos de resisténcia re-
sponsaveis, tém que ser epigenéticos e néo codificados por
genes amplificados ou mutados.“°

O BCR-ABL inibe especificamente o CXCR4 (CXC-mo-
tif chemokine receptor type 4), receptor do SDF1 (stromal
cell-derived factor 1, CXCL12), uma quimiocina produzida
por células estromais, que medeia a quimiotaxia das célu-
las progenitoras CD34+ e desempenha um papel critico na
migracéo das células leucémicas para o estroma da me-
dula 6ssea (MO). O IM é capaz de restaurar a expressao
do CXCR4,44 promovendo ndo s6 o homing das células
leucémicas na MO, mas também a paragem do ciclo celular
em GO0-G1, a inibicdo da proliferacdo e o aumento da so-
brevivéncia num estado quiescente, um fenétipo atribuido
as células de LMC primitivas e refractarias a terapia com
TKils.?"-% A inibigdo farmacolégica do CXCR4 com um an-
tagonista especifico, plerixafor, resultou na reversdo deste
mecanismo de resisténcia primaria.* O plerixafor, in vitro,
diminui a migragéo das células BCR-ABL-positivas e reduz
a ades&o aos componentes da matriz extra-celular e as cé-
lulas do estroma. In vivo, a combinagao plerixafor-nilotinib
reduz a carga tumoral, sendo esta redugéo significativa-
mente maior do que a observada com o nilotinib apenas.*'
A translagdo destas observagdes para a pratica clinica
pode vir a melhorar o tratamento da LMC.

Engler et al®*® demonstraram que a ma resposta ao IM
nos doentes com baixa actividade do OCT1 (organic cat-
ion transporter 1) nas células mononucleadas ndo pode
ser atribuida a uma menor captacdo da droga pelas células
CD34+.% Mais recentemente Chomel et al*> demonstraram
que as células estaminais de LMC, bem como as células



percursoras mais diferenciadas, expressam substancial-
mente menos mMRNA BCR-ABL do que as suas congé-
neres resistentes ao IM. Isto implica que um alto nivel de
expressao BCR-ABL é incompativel com a persisténcia de
células estaminais leucémicas, enquanto baixos niveis de
expressao contribuem para uma resisténcia intrinseca ao
inibidor. Nestas condigbes, a erradicacdo da doenga re-
sidual tera que passar por intervir nas vias de sinalizagao
BCR-ABL-independentes. Além disso, os autores supor-
tam a hipétese de que a pressdo genética para mutar o
BCR-ABL é muito baixa na LMC residual e persistente.4243
Esta ideia é confirmada pela observacéo clinica, ja que os
doentes que recaem depois de terem alcangado uma re-
missao molecular completa e terem interrompido o inibidor,
mantém a sensibilidade ao IM. Estas observac¢des sugerem
novas estratégias de erradicagdo da LMC residual e a ne-
cessidade de encontrar novas moléculas e vias de sinaliza-
¢ao através das quais se possa estimular a expressao do
BCR-ABL nas células estaminais quiescentes.

Recentemente, Puissant et al** mostraram, pela pri-
meira vez, que a incubagéo continua das células de LMC
resistentes com TKls conduz a selecgao de células com um
fénotipo bem definido e com maior capacidade de adeséo,
migracao e invasao, quer in vivo, quer in vitro. As caracter-
isticas destas células dependem estritamente da presenga
de IM ou nilotinib no meio de cultura; assim que a droga é
retirada observa-se uma reversao do fenétipo.*

Microambiente estromal e resisténcia nao-farmacoloégica

Uma das caracteristicas da LMC é a adesao defici-
ente das células leucémicas ao estroma medular; a on-
coproteina Bcr-Abl suprime a interacgao celular mediada
pelo CXCR4. A inibigdo da actividade da BCR-ABL com
IM induz a expressao celular do CXCR4, resultando num
aumento da migragéo das células leucémicas em direc¢cao
a MO. Paradoxalmente, esta migragdo promove a resistén-
cia ndo farmacolodgica aos inibidores de tirosina cinase.®

Célula do estroma

Os estudos in vitro foram corroborados por ensaios in vivo,
em ratinhos.*6-48

E sabido que a Src cinase Lyn interage com o eixo
CXCL12/CXCRA4 e é directamente activada pela p210 BCR-
ABL. Tabe et al*® demonstraram que o tratamento com TKI
promove a redistribuicdo do CXCR4 na jangada lipidica,
na qual se co-localiza com a forma activa fosforilada da
Lyn (LynTyr396) (Fig. 2). Tanto a inibigdo da Lyn, como a
deplecao do colesterol, impedem a migragéo dos progeni-
tores para o estroma, e o dasatinib (duplo inibidor da SCR/
ABL cinase) induz uma migragdo muito reduzida.*® Estas
observagdes sugerem um novo mecanismo de resisténcia
mediado pelo microambiente medular via modulagcdo da
jangada lipidica.*

Resisténcia aos inibidores de segunda geragao

Nos ultimos anos, estudos clinicos identificaram alguns
mecanismos relevantes para a resposta e resisténcia ao
nilotinib e dasatinib, utilizados como terapia de segunda ou
terceira linha. 31650

Mutagoes no dominio da tirosina cinase

Ap0s a faléncia do tratamento com IM, cerca de metade
dos doentes que iniciam um inibidor de segunda geracao
apresentam mutagdes associadas a resisténcia. Alguns
destes mutantes sdo também resistentes aos novos ini-
bidores e, por esta razao, é fulcral identificar o tipo de ami-
noacido substituido antes de iniciar um novo TKI. Como
mencionado, os ensaios de sensibilidade in vitro fornecem
apenas uma indicagdo acerca da resposta de cada mu-
tante aos varios TKIs. O seu verdadeiro valor para a pratica
clinica nao foi validado, principalmente porque existem dis-
crepancias no grau de sensibilidade/resisténcia de cada
mutante a qualquer das drogas.'®

Dasatinib
O dasatinib (BMS-354825; Bristol-Myers Squibb) liga-

medular
o oxcr12) -
Jangada lipidica O
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Figura 2 — Localizagdo do CXCR4 e activagéo da Lyn nas jangadas lipidicas. O IM promove a integracdo do CXCR4 na jangada lipidica,
onde se co-localiza com a p-LynTyr396 activa e induz a migragéo das células leucémicas para as células do estroma da medula 6ssea,

produtoras de CXCL12.
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se quer a conformacgdo activa, quer a inactiva da cinase
Abl, necessita de poucos pontos de contacto com a Abl e
tem mais afinidade para o dominio da cinase Abl que o IM.
A actividade do dasatinib contra varias mutagdes que con-
ferem resisténcia ao IM explica-se por ndo necessitar de
interagir com os residuos envolvidos naquelas mutagdes.

Este duplo inibidor SCR/ABL mostrou ser mais potente
que o IM e capaz de inibir a proliferagao e actividade cinasi-
ca em linhas celulares Bcr-Abl positivas em concentragdes
picomolares.?" Estudos in vivo, confirmaram a sua activi-
dade na inibicdo de células leucémicas e no prolongamento
da sobrevivéncia de ratinhos portadores da BCR-ABL wild-
type e com a mutagdo M351T; contudo, ndo é eficaz em
portadores da mutagédo T315I.52

A resposta clinica ao dasatinib, apés faléncia do IM,
foi investigada num estudo envolvendo 1043 doentes com
LMC tratados na fase cronica. A presenga das mutagdes
M351T e F317L na altura do inicio do dasatinib associou-
se a respostas menos favoraveis.5*% De acordo com estas
observagdes, foram detectadas em mutantes resistentes,
ao dasatinib varias substituicdes que afectam o residuo
317, incluindo a mutagéo F317L e variantes como F317V,
F3171 e F317S."° Outra mutagao frequente associada a re-
sisténcia clinica ao dasatinib & a V299L,'%% muito rara nos
doentes tratados com IM.5” As mutagdes V299L e F317F
associaram-se preferencialmente a resisténcia ao dasat-
inib num estudo mutacional apds terapia sequencial com
o inibidor.*® Os doentes portadores de um destes mutantes
deverdo ser tratados com nilotinib.

Nilotinib

O nilotinib (AMN107, Novartis) foi desenhado como
uma modificagdo quimica do IM e também inibe a activi-
dade do Arg, Kit e PDGFa e B, mas ndo da SRC kinase.*®
Em linhas celulares BCR-ABL positivas revelou ser 10 a
50 vezes mais potente que o IM na inibi¢gdo da proliferagao
e autofosforilacdo. A semelhanca do dasatinib, inibe in vi-
tro a proliferagdo da maioria dos mutantes BCR-ABL clini-
camente relevantes, com excepgdo dos T315l. Contudo,
como acontece para o IM e dasatinib, o grau de sensibili-
dade/resisténcia ao nilotinib varia de mutante para mutante.
O nilotinib também mostrou ser superior ao IM na redugao
da carga leucémica e no prolongamento da sobrevivéncia
de ratinhos transplantados com medula transfectada com a
BCR-ABL e com os mutantes M351T e E255V.58

A sensibilidade in vitro ao nilotinib, correlaciona-se
bem com a resposta clinica, com a notavel excepgéao da
substituicdo G250E, que tem sido classificada quer como
sensivel,™ quer como resistente.'® A maioria das mutagoes
resistentes ao IM sdo sensiveis ao nilotinib,**¢!' embora
em diferentes graus. A presenga das mutagbes F359V/C,
Y353H ou E255K/V quando da mudanga para um segundo
TKI, constituem indicagdo para a escolha do dasatinib e
nao do nilotinib, uma vez que os clones portadores destas
mutagdes ndo respondem ao inibidor. De facto estas séo
também as mutagdes mais comuns encontradas durante
o tratamento com nilotinib e estdo associadas a uma alta
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incidéncia de progressao. '

Defeitos no transporte celular dos TKls de segunda
geragao

A biodisponibilidade do dasatinib varia de 14% a 34%,
provavelmente consequéncia de uma absorg¢ao imcompleta
e do metabolismo perisistémico.?? Ao contrario do IM, a sua
concentracgao intracelular ndo é significativamente afectada
pela actividade do OCT1, uma vez que o seu efluxo celu-
lar & predominantemente passivo.?’ O dasatinib é substrato
das proteinas transportadoras ABCB1 e ABCG2 (ATP-bind-
ing cassette transporters B1 and G2).2°¢* Contudo, estudos
in vivo, em que se compararam ratinhos ABCB1 knockout e
selvagens, ndo mostraram diferenca na quantidade de da-
satinib que permanece por absorver no tracto gastrointesti-
nal, sugerindo que a Pgp néo é provavelmente responsavel
pela baixa biodisponibilidade.®* O nilotinib ndo necessita do
OCT1 para ser internalizado pelas células leucémicas.%:¢

Outros mecanismos de resisténcia

A resisténcia ao nilotinib tem sido associada a sobre-
expressao in vitro do BCR-ABL e/ou Pgp,®"% mas ndo ex-
istem, até a data, dados clinicos que sustentem esta hipo-
tese. Mahon et al®” demonstraram que existe uma ‘sobre-
regulagédo’ da Lyn Src cinase em linhas celulares de LMC
resistentes ao nilotinib. Globalmente, os resultados obtidos
sugerem que as células BCR-ABL-positivas podem es-
capar ao efeito do nilotinib por mecanismos similares aos
do IM.#7

A p38 MAPK e os seus efectores podem desempenhar
um papel critico na prevencao da resisténcia ao dasatinib.%
A exposicao de células BCR-ABL positivas ao dasatinib ac-
tiva a p38 MAPK. A inibigao desta proteina ou o knockdown
da sua expressao por siRNA, reverte a apoptose mediada
pelo dasatinib, a paragem do ciclo celular e os efeitos anti-
proliferativos. A identificagdo de compostos que activem a
p38, independentemente da inibicdo do BCR-ABL, podera
ser uma nova forma para combater a resisténcia, incluindo
a mediada pela T315].8

In vivo, as células de LMC tratadas com TIKs encon-
tram-se num ambiente rico em citocinas; in vitro, na pre-
senca de citocinas, verificou-se que nos progenitores CD34
+ de doentes em fase crénica, a exposi¢édo breve a 100 mM
de dasatinib ndo reduz as células CD34+-clonogénicas.®®
Ao contrario, na auséncia de citocinas o dasatinib provoca
a diminuicdo das CFUs em cerca de 70 a 80%. Se, nestas
células progenitoras, a actividade do Jak for inibida verifi-
ca-se a retoma da sensibilidade a inibicdo pelo dasatinib
independentemente da presenca de citocinas. Estas obser-
vacdes sugerem que a inibi¢gdo das vias de sinalizagdo das
citocinas, em conjunto com a inibigdo do BCR-ABL podera
ser explorada como terapia para a irradicagcéo dos progeni-
tores leucémicos.

Zhang et al” utilizaram o GNF-2, um inibidor da activi-
dade da proteina BCR-ABL ndo competitivo para o bolso
do ATP, em combinag¢do com um TKI (inibidor ATP-compet-
itivo), para alvejar a oncoproteina Observou-se in vitro que



os GFN-2/5 podem cooperar com um inibidor ATP-compet-
itivo para inibir a BCR-ABL e o mutante T315Il. Foi também
demonstrado que a utilizagao em simultadneo de um inibidor
nao-competitivo e um competitivo (TKI), reduz o niumero de
clones resistentes que emergem com a exposi¢ao continu-
ada a um Unico agente.”

CONCLUSAO

A introdugdo do IM no tratamento da LMC é um marco
histérico na terapia direccionada contra um alvo molecular.
Com a emergéncia de resisténcias a este inibidor, tornou-
se claro que s6 um conhecimento profundo dos mecanis-
mos moleculares da resisténcia permitiriam o desenvolvim-
ento de uma nova geragao de farmacos e um controlo pro-
longado da doenga num maior nimero de doentes. Temos
actualmente um conhecimento razoavel sobre o impacto
das mutagdes no dominio da tirosina cinase Bcr-Abl como
a principal causa de resisténcia adquirida ao IM e, no caso
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