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RESUMO

Caracterizacao do perfil de resisténcia da linhagerde leucemia mieloide cronica K-1M,
resistente ao imatinibe

Danielle Cardoso da Silva

O advento da terapia alvo-especifica com o imatifid) transformou o panorama da resposta ao
tratamento, progressao e sobrevida dos pacientEsicemia mieloide cronica (LMC). Apesar do
sucesso e do desenvolvimento de inibidores deirtaagpuinase (TKIS) mais potentes, persiste a
problematica da resisténcia ao tratamento. A reldaéddo estudo dos mecanismos de resisténcia
aos TKils atualmente reside na frequéncia das fa#rapéuticas nao relacionadas a mutacdo em
BCR-ABL, o principal alvo da terapia. Tendo pordilidade estudar os diversos mecanismos que
cooperam para a aquisicao de resisténcia, foi deketia em nosso laboratério uma linhagem de
LMC resistente ao IM. A linhagem resistente, demada K-IM, foi selecionada pelo cultivo da
linhagem K562 em concentracdes crescentes de Ibgnghndo 1,0 pM do farmaco. Sem
apresentar mutacdo no dominio quinase de BCR-ABL se constitui um bom modelo para o
estudo dos outros mecanismos de resisténcia aé IMhagem apresentou aumento nos niveis de
RNA mensageiro (RNAmM) dBCR-ABLque né&o se traduziu em aumento da atividade dé\Bcr

ou no impedimento da sua inibicdo pelo tratamemm dM. A linhagem K-IM se mostrou
significativamente mais resistente do que a paleftabora o tratamento com 1,0 uM de IM tenha
promovido um acumulo de células nas fases GO/Gtico celular, ndo foi acompanhado de
inducdo a morte celular nem impediu o aumento doend de células em cultura. Foram avaliadas
as proteinas transportadoras de efluxo por serderndeantes para a resisténcia a mdaltiplas
drogas, porém a sua atividade néo foi observadinhagem K-IM. Uma vez que as proteinas
antiapoptoticas XIAP e survivina sdo muito estudademo fatores de quimiorresisténcia, seus
niveis de RNAm e proteina foram avaliados. A K-IpMesentou niveis similares & K562 de RNAm
de XIAP, porém apresentou aumento de survivinadonas instancias, sugerindo que essa proteina
exerca um papel na sua resisténcia. Procurand@ue&poderiam induzir a expressao de survivina,
foi observado um aumento na fosforilacdo das praseiERK1/2 que persistiu inclusive apés
tratamento com IM. Esse achado aponta para umacéabvda via de MAPK/ERK de forma
independente a Bcr-Abl e associada a resisténciginfinuicdo dos niveis de survivha apos
tratamento com IM sugere que ela esteja sujeitaadizacdo por Ber-ABl e ndo relacionada a via
de MAPK/ERK, nessa linhagem em particular. Nossadod sugerem que diferentes mecanismos
de resisténcia podem atuar de maneira dependentelgpendente de Bcr-Abl e simultaneamente
na promocéao da resisténcia na linhagem celular KH#4a linhagem pode representar um excelente
modelo para o estudo da resisténcia, assim combaawno desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas para sobrepujar a resisténcia obsesragacientes com LMC.

Palavras-chave leucemia mieloide crénica, imatinibe, resisténBiar-Abl, ERK1/2, survivina
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ABSTRACT

Characterization of the chronic myeloid leukemia ck line K-IM resistance to imatinib

Danielle Cardoso da Silva

The advent of target-specific therapy with imatir(iiM) has transformed the scenario of
response to treatment, progression and survivgpadients with chronic myeloid leukemia
(CML). Despite the success and development of rpotent tyrosine kinase inhibitors (TKIs),
the problem of resistance to treatment remains. rélevance of the study of mechanisms of
resistance to TKIs currently lies in the frequenéyherapeutic failures unrelated to mutation in
BCR-ABL, the main target of therapy. Aiming to syuthe various mechanisms that cooperate
for the acquisition of resistance, a CML cell lmesistant to IM was developed in our laboratory.
The resistant cell line, called K-IM, was selectsdculturing the K562 cell line at increasing
concentrations of IM, reaching 1M of the drug. Without presenting mutation in th€m-
ABL kinase domain, it constitutes a good model floe study of the other mechanisms of
resistance to IM. The cell line showed an increa®CR-ABLmessenger RNA (mMRNA) levels
which did not result in increased Bcr-Abl activity in the impairment of its inhibition by IM
treatment. The K-IM cell line was significantly neoresistant to IM than the parental cell line.
Although treatment with 1.QM of IM promoted cell accumulation in the GO/G1 pbsa of the
cell cycle, it was not accompanied by inductioncell death nor prevented the increase in the
number of cells in culture. The efflux transporteoteins were evaluated because they are
determinant for multidrug resistance, but theinatgt was not observed in the K-IM cell line.
Since the antiapoptotic proteins XIAP and surviane studied as chemoresistance factors, their
MRNA and protein levels were evaluated. K-IM showgdilar levels to K562 of XIAP mRNA,
but showed higher survivin levels in both instansegygesting that this protein plays a role in its
resistance. Searching for pathways that could i@dwuevivin expression, an increase in ERK1/2
protein phosphorylation was observed that persistesh after treatment with IM. This finding
points to an activation of the MAPK/ERK pathway @épeéndently of Bcr-Abl and associated
with resistance. Decreased survivin levels follgyviM treatment suggest that it is regulated by
Bcr-Abl signaling and unrelated to the MAPK/ERK Ipatly in that particular cell line. Our data
suggest that different resistance mechanisms mayna& Bcr-Abl-dependent or independent
manner and simultaneously promote resistance iKil\ cell line. This cell line may represent
an excellent model for the study of resistancewali as help in the development of new
therapeutic strategies to overcome the resistabpsereed in patients with CML.

Keywords: chronic myeloid leukemia, imatinib, resistancerbl, ERK1/2, survivin
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1 INTRODUCAO
1.1 Leucemia mieloide crénica

A leucemia mieloide crénica (LMC) é uma doenca opebliferativa cuja caracteristica
patognomonica é a presenca do cromossomo Philaadlph) (NOWELL, 1962). A LMC
representa cerca de 20% de todos os casos de laueemadultos (SIEGEL; MILLER,;
JEMAL, 2017) e sua incidéncia varia de 0,6 a 2 pa® 000. Embora possa ocorrer em
qualquer idade, a mediana de idade ao diagnéstiate é64 anos (ROHRBACHER,;
RASFORD, 2009).

A historia natural da LMC tem trés fases denomisddae cronica (FC), fase acelerada
(FA) e fase blastica (FB). A FC é a fase inicialddenca, na qual a maioria dos pacientes é
diagnosticada. A FA é determinada pela presencd5 ou mais blastos no sangue
periférico e medula 0ssea, 20% ou mais de basditosangue periférico e contagem de
plaguetas menor que 100 000/ul. A FB é definida peésenca de 30% ou mais blastos no
sangue periférico ou medula 6ssea, a presencaaleergdos de blastos ha medula 6ssea ou
a presenca de doenca extramedular com célulasramsgfuor exemplo, um sarcoma mieloide)
(THOMPSON; KANTARJIAN; CORTES, 2015).

1.2 O cromossomo Philadelphia

A LMC é caracterizada pela presenca do cromossomaosé&hdo a primeira doenca
associada a uma anormalidade cromossémica (NOWE42). Anos depois da descoberta
do cromossomo Ph, em 1973, sua origem foi tracad® @ translocagao reciproca entre 0s
bracos longos dos cromossomos 9 e 22 (ROWLEY, 16Hgura 1.1). Essa translocagao
fusiona os geneBCR (breakpoint cluster regigne c-ABL (Abelson murine leukemia viral

oncogene homolgggerando o genBCR-ABLque codifica a proteina homoénima.
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Figura 1.1: Cromossomo Philapelphia: A translocacdo reciproca entre 0s cromossomos 22 gera o
Cromosso Philadelphia. Modificado de National Cance Institute
https://www.cancer.gov/images/cdr/live/ CDR533336-ji

1.3 A Bcr-Abl

A Bcr-Abl foi caracterizada como a responsavel pelmgénese da LMC (LUGE al.,
1990). Ela apresenta atividade tirosina-quinasest¢ativa por que alguns mecanismos de
auto-inibicdo presentes em c-Abl ndo ocorrem dammaeforma na proteina fusionada. A
fusdo dos genes exclui o primeiro exon do geBEl, levando ao encurtamento da regido do
Cap, que é importante para a regulacédo da ativitiem®na-quinase da c-Abl. Essa regiao,
juntamente com os dominios SH2 (®wmology2) e SH3 (Schomology3), participa de
interacdes intramoleculares formando uma estrutlergrampo que inviabiliza a interagéo dos
substratos com o dominio quinase (HANTSCHEL; SUPEHRIRGA, 2004). A translocacao
reciproca entre 0s cromossomos 9 e 22 gera tréspais produtos, dependendo da altura em
gue o gene BCR é quebrado: p190, p210 e p2130,wadacom um potencial diferente de
transformacao, sendo a p210 a responsavel pela (LM& al, 1999). Geralmente, na LMC,
a quebra no gene BCR ocorre no intron entre ossek@re b4 ou entre os exons b3 e b4,
gerando os genes b2a2 e b3a2, ambos codificamOa(BABTERNAKet al,, 1998).

A p21F°“**' ¢ uma proteina que apresenta um domdnited-coil que permite a sua
dimerizacdo, um dominio SH2, que interage comitiessfosforiladas, um dominio SH3 que
interage com regides ricas em prolinas, o dominiosiha-quinase, sequéncias de
enderecamento nuclear (NLS, do inghéslear localization signgd) um dominio de ligacao
ao DNA e um dominio de ligacdo a actina (CILLONAGLIO, 2012) (Figura 1.2).



Bcr-Abl promove a transformacédo leucémica pelaagho de diferentes vias de
sinalizacdo como Ras-Raf-MEK-ERK; PI3K-Akt e JAKZATS promovendo proliferacao e
resisténcia a apoptose (CILLONI; SAGLIO, 2012). @mdinio coiled-coil da Bcr é
importante na leucemogénese porque permite a diagd&® de moléculas de Bcr-Abl e leva a
ativacdo dessas (ZHANGt al, 2001). Bcr-Abl entdo promove a ativacdo das vias
mitogénicas MAPK/ERK e PI3K/Akt pela interacdo carproteina adaptadora GRB2, que se
liga a tirosina 177 fosforilada de Bcr-Abl, recri&ab2 (SATTLERet al, 2002) e leva a
ativacdo de Ras (PENDERGASAt al, 1993). Ras é necesséaria para a transformacéo
promovida por Bcr-Abl (SAWYERS; MACLAUGHLIN;WITTE,1995). Esse complexo
proteico ativa tanto MAPK/ERK quanto PI3K/Akt (SAILER et al, 2002) levando a
proliferacdo exacerbada e a resisténcia a apop®seAbl ativa ERK1/2 e isso esta
relacionado a proliferacdo de forma independentdatieres de crescimento (CORTEZ;
REUTHER; PENDERGAST, 1997). Também foi observade giivacdo de PI3K é essencial
para a proliferacdo de células Bcr-Abl positivaK@RSKI et al, 1995). Outra via ativada
por Bcr-Abl que medeia seus efeitos de proliferag@wbrevivéncia € a via de JAK/STAT.
JAK2 interage com Bcr-Abl e é ativada, depois laevativacdo de STAT5 (CARLESSO;
FRANK; GRIFFIN, 1996). STATS esta constitutivameatezada por Bcr-Abl (SHUAEt al,
1996). STAT3 também € regulada por Bcr-Abl levaaduoliferacéo e resisténcia (BEWRY
et al, 2008; MENCALHAet al, 2014). A ativagado de STAT3 por Bcr-Abl, ocor@ pneio
de JAK1/2 e ERK1/2 (COPP& al, 2006). c-Myc também € importante para transfgéuoa
leucémica, como mostrado por Sawyers e colabagad@ expressdo de um dominante
negativo de c-Myc impediu a transformacdo leucéminduzida por pl9GR#E
(SAWYERS; CALLAHAN; WITTE, 1992). Além disso, foi ostrado que superexpressao de
c-Myc restaurou o fenétipo leucémico em linhagens gxpressavam p18¢*8- mutado
nos dominios de ligagdo a GRB2 e no dominio SH2AR\Et al, 1994). Foi comprovado
recentemente que o geBER-ABLtem sua transcri¢cdo regulada por c-Myc (SHARBt AL,
2015). O principal alvo de fosforilagdo de Bcr-Abla proteina adaptadora CRKCT10
(Chicken tumor virus 10) regulator of kinase-)ilqie se liga ao dominio SH2 da Bcr-Abl e
forma um complexo proteico com CBIC4sitas B-lineage Lymphomd&DE JONGet al,
1995). Existe uma correlacdo direta entre a presdecBcr-Abl e a fosforilagdo de CRKL
(TEN HOEVEZet al, 1994). Portanto, os niveis de CRKL sob a forosddrilada podem ser
utilizados para avaliar, de forma indireta, a die de Bcr-Abl. Por essa estratégia é
possivel identificar a resisténdravitro (VASCONCELOSet al, 2013), assim como predizer

a resposta de pacientes ao tratamento (WHekTdt, 2007) (Figura 1.2).



1.4 Tratamento

Devido a importancia da Bcr-Abl para a patogéneseMC, o tratamento é feito com

moléculas que a inibem, denominadas inibidoregrasina-quinase (TKIS).

O primeiro TKI desenvolvido foi o imatinibe (IM)ue atua como inibidor competitivo
no sitio de ligacdo do ATP e inibe ndo s6 a Ber-@IWCHDUNGERet al, 1996) como
também o receptor do fator de crescimento derivddoplaquetas (PDGFR) e c-Kit
(DRUKER et al, 2001). O IM se liga somente a forma inativa da-Bbl e impede a ligacéo
da proteina ao ATP (SCHINDLEBt al, 2000). O IM é utilizado como primeira linha de
tratamento para a LMC. Os dados de um estudo clgum pacientes de LMC apds seis anos
de tratamento com IM relatou que a sobrevida ldegrogressao de doenca foi de 93% e a
sobrevida global de 95% (HOCHHAUWS al., 2009).

l— Ber-Abl inhibitors

A A
qmp ATP qm;- NLS
Ber-Abl SH3| SH2 SH1 Proline rich | DB AB
qmb ATP < =2 NLS
1
Ber-Abl SH3| SH2 SH1 Proline rich | DB AB
Y177 ’ Y1294
/R\ = P
.' U St
i GAB2 .
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Nucleus

© 2011 American Association for Cancer Research

CCR Molecular Pathways jﬁﬂ({
Figura 1.2: Dominios e sinalizagdo de Bcr-AblA Bcr-Abl apresenta o dominimoiled-coil que é importante
para a dimerizacdo da proteina; os dominios deaitde com proteinas SH2 e SH3; o dominio quinasgdes
ricas em prolina; seqiiéncias de localizagdo nucldaminio de interacdo com o DNA e um dominio de
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interacdo com actina. As proteinas adaptadoras GRBOS se ligam a tirosina 177 fosforilada na megid
BCR, enquanto que os substratos de fosforilacdmoco CRKL, interagem com o dominio quinase. Figura
adaptada de Cilloni D; Saglio G. Molecular pathwdGR-ABL. Clin Cancer Res. 2012 Feb 15;18(4):930-7

Os TKIs denominados de segunda geracdo dasatiDidg)(e nilotinibe vém sendo
utilizados como primeira e segunda linha de tratamela LMC (KUJAK; KOLESAR,
2016).

O nilotinibe tem forma molecular semelhante ao IMoe desenvolvido como um
inibidor 10 vezes mais potente de Bcr-Abl (WEISBERIGal, 2005). Assim como o IM, o
nilotinibe s6 inibe a Bcr-Abl quando esta esta uaferma inativa e também inibe o PDGFR
e c-Kit. Estudos clinicos com pacientes resisteatesM relataram que a sobrevida global
apo6s um ano de tratamento com nilotinibe foi de 9RANTARJIAN et al, 2007).

O DAS foi desenvolvido como um inibidor de Scr er-Bbl e se liga tanto a forma
ativa quanto inativa da Bcr-Abl (SHAHLt al, 2004). Em pacientes de LMC a sobrevida
global em seis anos para pacientes que falharaataomento com IM foi de 71% com o uso
do DAS e 49% para a sobrevida livre de progresSB&\H et al, 2014).

O Bosutinibe € um TKI de terceira geracdo usadoocepgunda e terceira linha de
tratamento da LMC. Ele também foi desenvolvido canibidor de Scr e, além de Bcr-Abl,
inibe Syk, ALK, RET, Flt-3, PKA, CK1 e CK2, que tadm sdo proteinas quinases
envolvidas na ativacao de vérias vias de sinalzag&lacionadas a tumorigénese (PUTTINI
et al, 2006). Estudos com pacientes de LMC mostram daxsobrevida de global em dois
anos em pacientes resistentes ao IM de 92% e sddérdivre de progressao de 79%
(CORTESet al, 2011).

O Ponatinibe € um TKI de terceira geracdo usadodeanteira linha de tratamento da
LMC. E o Unico TKI desenvolvido até agora e apravpdra o tratamento da LMC que inibe
a Bcr-Abl com a mutacédo T3151 (O’'HARE al, 2009). A taxa de sobrevida global em um
ano para pacientes que falharam a trés TKls é @& 6480% para sobrevida livre de
progressao de doenca (CORT&SL, 2013).

1.5 Resposta ao tratamento

A resposta ao tratamento na LMC é avaliada por npetrds hematoldgicos,
citogenéticos e moleculares. A resposta hemat@ogmmpleta é definida por aspectos
clinicos e pela avaliacdo do sangue periférico.e8posta citogenética € definida pela

porcentagem de metafases Ph+ em um aspirado delanéskea, podendo também ser
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determinada por ensaio de FISH em amostra de samgiférico caso ndo haja metafases
Ph+ em pelo menos 200 metéafases analisadas (TESEt@IN) 2009). A resposta molecular é
definida pela quantidade de transcritos BER-ABL em células do sangue periférico
(THOMPSON; KANTARJIAN; CORTES, 2015). Para uniforar o resultado dos niveis de
transcritos deBCR-ABL uma vez que existe grande variabilidade na siéidaite, foi
estipulada uma escala universal (BRANFO&L2l, 2008). A nomenclatura das respostas e 0
seu significado estdo descritos na Tabela 1.1.

Apo6s o diagnostico, os pacientes com LMC devemizazahemogramas a cada 1-2
semanas até atingir uma resposta hematolégica etangl depois a cada trés meses
(THOMPSON; KANTARJIAN; CORTES, 2015). A analise agienética deve ser feita no
momento do diagndéstico e depois em 3, 6 e 12 nusdgatamento (BACCARANEt al,
2013). Apoés alcancada a resposta citogenética masrexames de medula éssea séo
recomendados a cada 1-3 anos (JABBOUR, 2016).

Tabela 1.1: Definicbes de resposta ao tratamento doiviC

Resposta Definicao
Resposta Hematolégica Contagem de leucdécitos <10xXA0baséfilos <5%, plaquetas
Completa (CHR) <450x10/1, auséncia de granulécitos imaturos, bago
impalpavel

Resposta Citogenética 36-95% metafases Ph+ na medula éssea
menor (Minor CyR)

Resposta Citogenética 1%-35% metafases Ph+ na medula 0ssea
maior (Major CyR)

Resposta Citogenética 0% metafases Ph+ na medula 6ssea
Completa (CCyR)
Resposta Molecular <0,1% BCR-ABL na Escala Internacional

Maior (MMR)

Resposta Molecular BCR-ABL indetectavel com sensibilidadet,5 ou 5,0 logs
Completa (CMR)

Tabela modificada de Thompson PA; Kantarjian HMrt€® JE. Diagnosis and Treatment of Chronic Myeloid
Leukemia in 2015. Mayo Clin Proc. 2015 Oct;90(18%0-54.

Para pacientes com resposta citogenética compleéaval, os exames moleculares de
sangue periférico sdo feitos de 3-6 meses. Parant@s com resposta molecular maior, com
frequéncia de 6 meses (THOMPSON; KANTARJIAN; CORTE815). Estudos mostraram
que uma vez alcancada a resposta citogenética etampl aquisicdo ou ndo de resposta

molecular maior n&o altera a sobrevida dos pasgK@NTARJIAN et al, 2009).
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1.6 Falha terapéutica

A falha terapéutica € descrita como a falha emngbbaCHR e menos de 95% das
metafases Ph+ em 3 meses ou ndo apresentar meB6%dde metafases Ph+ e menos de
10% de transcritos d@CR-ABLem 6 meses ou hao apresentar menos de 1B&ReABLe
ndo alcancar CCyr em 12 meses. Além desses csitériprogresséo para FA ou FB constitui
falha terapéutica em qualquer momento do trataménfmerda de resposta € definida como
perda de CCyr ou CHR ou progresséo para FA ou FBerda de resposta ndo deve ser
definida pela perda de MMR por causa das flutuagieentes da técnica (THOMPSON;
KANTARJIAN; CORTES, 2015).

1.7 Resisténcia

O tratamento com o IM € eficaz para a maioria dasemtes, porém cerca de 20-30%
dos pacientes necessitam de tratamento alterndgivido ao desenvolvimento de resisténcia
ou intolerancia (EIDE; O'HARE, 2015).

Diversos mecanismos moleculares foram relacionaosesisténcia e podem ser

relacionados ou ndo a Bcr-Abl (Figura 1.3).

1.8 Mecanismos de resisténcia relacionados a Bcr-Abl

Alguns mecanismos de resisténcia decorrem de gltesana molécula alvo do
tratamento, a proteina Bcr-Abl, tais como a aqécside mutacdes, a amplificacdo génica e a

superexpressao da proteina.

1.8.1 Mutagao

A resisténcia pode decorrer de diversos mecanisnmaeculares diferentes, sendo o
mais frequentemente encontrado na clinica a mutag&@EneBCR-ABL(BRANFORDet al,
2003; SOVERINIet al, 2006). A avaliacdo de mutacédo no gene BCR-ABLledsr feita em
amostras dos pacientes que falham a terapia oprqgedam para FA ou FB ou que tenham
aumento de 1 log nos niveis de RNAMBIER-ABL(JABBOUR, 2016). Estima-se que cerca

de 50% dos pacientes resistentes apresentam msitagdgeneBCR-ABL, além disso, as
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mutacdes que conferem resisténcia ocorrem nos exsngodificam o dominio quinase da
Ber-Abl (SHAH et al, 2002). O dominio quinase da Bcr-Abl é codificpg#os exons de 4 a
10 (STRHAKOVA et al, 2011) e apresenta algumas regides especifica® aATP
phosphate binding loopu P-loop que é o dominio que contém sitios ingobes para a
interacdo com o ATP, dominios de interacdo com 8FHEH3 e o A-loop que é o sitio de
ativacdo (SOVERINIet al, 2011) (Figura 1.4). MutacbGes sdo encontradastaglos 0s
motivos do dominio quinase da Bcr-Abl, porém asapiks no P-loop estdo entre as mais

frequentes e se correlacionam com prognéstico dasfeel (BRANFORDet al, 2003).
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Figura 1.3: Mecanismos de resisténcia aos inibidase de tirosina quinase. Diferentes mecanismos
moleculares foram implicados com a resisténciadeposer relacionados a Bcr-Abl como a mutacédo de ge
BCR-ABL sua amplificacdo e a superexpressdo de Bcr-Abtadismos néo relacionados a Ber-Abl incluem a
superexpressdo de proteinas transportadoras d® efla desregulacdo de vias oncogéncias que promave
proliferacéo e resisténcia a morte mesmo duraimibigdo de Bcr-Abl.
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Figura 1.4: Mapa das substituicdes de aminoacido ndominio quinase da Bcr-Abl identificados em
amostras de pacientes relatados resistentes em gus cientificos.Os principais motivos no dominio quinase
estdo indicados, sendo P-Loop o dominio de ligagiidosfato; SH2 e SH3, os dominios de interacdo com
proteinas; A-Loop, o dominio de ativagdo. As eafreindicam a posicdo dos aminoacidos diretamente
envolvidos com a ligagdo ao imatinibe. K247R e Y326stdo em italico porque foram descritos como
polimorfismos de Unico nucleotideo. Modificado d&&ini et al., 2011.

As mutacdes mais frequentes sdo E225K/V, Y253F845T, G250E, M351T, M244V
e F359V/I, F317L, E355G/A (SOVERINt al, 2006; JABBOURet al, 2006; MULLERet
al., 2009). A mutacéo T315I é extensamente estudadeopferir resisténcia a todos os TKIs
disponiveis, exceto o ponatinibe, e por estar ptesentre 4 - 20% dos casos de mutacao
(KALEEM et al, 2015; CORTESet al, 2012). Além da T315I, outras mutagdes também
conferem resisténcia aos TKIls de segunda geracBA®nao se mostrou eficaz na inibicdo
dos mutantes V299, T315l e F317 (SHAM al, 2014), enquanto que o nilotinibe néo foi
eficaz na inibicdo de Y253H, E255, F359 e T3151 GHES et al, 2009). As mutacdes
podem promover a resisténcia de trés formas diesg§iKALEEM et al, 2015):

1) Inibicéo direta causada pela alteracdo dosuesidue interagem diretamente com o
TKI, impedindo sua ligacdo. Exemplos desse mecamisao as mutagOes T3151, F317L e
F359C/V.

2) Inibic&o indireta por provocar mudancas confamoraais que impedem a ligacdo do
TKI, como por exemplo G250E, Q252H, Y253H e E255K/V

3) A manutencado da forma ativa da Bcr-Abl, por eplemM351T e H369R/P, que

impedem a atuagao de TKIs como o IM e o nilotinibe.



1.8.2 Amplificacéo e superexpressao de Bcr-Abl

Outras alteracdes relacionadas a Bcr-Abl que podlemrrer e promover a resisténcia
sdo a amplificacdo génica e a superexpressao tEinaoA amplificacdo génica, ou seja, 0
aumento do numero de copias do g@@R-ABL pode promover a superexpressdo da
proteina Bcr-Abl, aumentando a demanda de moléadasKl para que ocorra a inibicdo
eficaz da atividade de Bcr-Abl (GORRIEal, 2001) (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Amplificacdo e superexpressao de Bcr-AbEm uma célula sensivel, a quantidade de imatinibe
administrada no tratamento padréo é suficiente parabicdo efetiva das moléculas de Bcr-Abl. Ndaeto,
numa célula que apresenta amplificagdo génica®iparexpressdo de Bcr-Abl, a quantidade de mokedda
Bcr-Abl excede a quantidade de moléculas de infridisponiveis. Assim, a inibicdo da sinalizacad®deAbl

nao é eficaz, tornando a célula resistente.

1.9 Mecanismos independentes de Bcr-Abl

Foi observado que alguns pacientes continuam asees resposta insatisfatoria
mesmo quando Bcr-Abl esta inibida. Nesses casogéhsas leucémicas sobrevivem a
inibicdo do Bcr-Abl por acionarem mecanismos deéstéscia que ndo dependem diretamente
de Bcr-Abl (EIDE; O'HARE, 2015). Exemplos dessesamessmos sdo: a superexpressao de
proteinas transportadoras de efluxo da familia ABGtesregulacédo de vias de sinalizacéo
oncogénicas que podem levar a um aumento da pegife ou resisténcia a morte celular
programada (YANG; FU, 2015).

1.9.1 Proteinas transportadores de efluxo

Em diferentes tipos de cancer a expressao e aliwida proteinas transportadoras de
efluxo ABC foram associadas a resisténciaaCREK et al, 2016).

10



A familia ABC (ATP binding cassettes) de transpaotas de efluxo é composta por 49
membros em humanos e dividida em sete subfam#fias. proteinas transmembrana com
dominios de ligacdo ao ATP, que se utilizam dagaeda sua hidrélise para transportar
solutos contra um gradiente eletroquimico (KATHAWAREt al, 2015). Elas executam um
papel fisiolégico importante na regulacdo do trangp entre barreiras epiteliais, sendo
encontradas no trato gastrointestinal, hepatOcitmmyreira hemato-encefalica, barreira
placentaria, plexo coroide entre outras (NIGAM, 201Pelo menos duas proteinas dessa
familia, a glicoproteina-P (Pgp) e a proteina desténcia do cancer de mama (BCRP) foram
associadas a resisténcia aos TKIs em LMC (POLIEeL@L, 2015).

A Pgp, também chamada MDR1, é codificada pelo ¢@B1no cromossomo 7. E
uma proteina transportadora de 170 kDa que apeegenominios transmembrana e dois
dominios de ligacdo ao ATP. Esta presente na muicdsstinal, rins, figado e barreira
hemato-encefalica. Transporta moléculas anfipgtinagstras ou positivamente carregadas,
dentre elas estdo os taxanos, alcaloides da vamtegciclinas, antibidticos e alguns TKils
(SAUNA et al,2001).

A BCRP é uma proteina de 72 kDa, codificada petegdBCG2no cromossomo 4. Ela
€ uma hemi-transportadora, apresentando somentdommmio de ligacdo ao ATP e um
dominio trasnsmembrana. Para executar sua atividacksportadora ela precisa oligomerizar
e formar um transportador completo. Esté localizaitecipalmente na membrana plasmatica
e € encontrada na placenta, intestino delgadoddijgaasos sanguineos. Foi descrita por
transportar metabolitos da clorofila, analogos deleotideos, pigmentos organicos, alguns
TKIs, antraciclinas, inibidores de topoisomerasemietotrexato e flavopiridol (MAO,;
UNADKAT, 2005).

Essas proteinas de efluxo se ligam a uma grantedade de substratos. Estima-se que
a Pgp tenha mais de 300 substratos diferentes. famiioda ndo esteja elucidado o
mecanismo que torna isso possivel, acredita-seetpepresente multiplos dominios de

ligacdo ao substrato nos dominios transmembrana (EEHAN 2015).

Por essa caracteristica, essas proteinas estamadssoao fendbmeno de resisténcia a
multiplas drogas (MDR). Os transportadores de eflpgdem transportar para o exterior da
célula um amplo espectro de farmacos nao relacomnadtruturalmente ou funcionalmente.
Tanto a Pgp quanto a BCRP transportam um grandesnaloe quimiotergpicos e estédo
relacionadas a resisténcia em muitos tipos tumopeas reduzirem a concentracao
citoplasmatica dos farmacos, reduzindo sua efig@@TTESMAN; FOJO; BATES, 2002).

Em amostras de LMC, foi observada expressao den&@gpaioria dos pacientes sem distingao
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entre as fases da doenca (VASCONCEL£@I, 2011). Também foi visto que apesar de a
expressdo de Pgp ser similar entre pacientes segnsivesistentes ao IM, a atividade da Pgp
era maior nos pacientes resistentes ao IM (VASCONZEet al, 2013). Além disso, em

linhagens celulares foi visto que Pgp e survivistd@ envolvidas com a resisténcia a

apoptose induzida por vincristina (SOU2Aal, 2011).

A expressao de BCRP também foi observada na malasaamostras de pacientes de
LMC, porém néo foi encontrada correlacdo entrevadatle de BCRP e a resisténcia ao IM
(VASCONCELOSet al, 2013).

1.9.2 Desregulacao de vias

Um mecanismo observado em tratamentos alvo-espesiéi a desregulacéo de vias de
sinalizacdo que funcionam como um mecanismo conap@ms a via inibida pelo tratamento
(ROYCHOWDHURY; TALPAZ, 2011). Na LMC, a Bcr-Abl ata diferentes vias de
sinalizacdo que promovem a transformacdo e a maglde das células leucémicas
(DEININGER; GOLDMAN; MELO, 2000). Na inibicdo de B®&bl, essas vias podem atuar
de forma independente a Bcr-Abl para garantir aresaencia da célula e, como

consequéncia, promover a resisténcia (EIDE; O'HARED).

Algumas proteinas-quinase, como Lyn e Syk, podemat®acdo aumentada em
modelos resistentes ao IM e nilotinibe. Inicialn@emdi mostrado que a inibicdo de Lyn
sensibilizou células de LMC que eram resistentedMadDONATO et al, 2003). Num
segundo estudo, com analise protedmica de linhadehdMC resistentes, foi relatado que a
quinase da familia Scr Lyn interage com a quinapéeaica Syk para promover a resisténcia
ao IM e que a inibicdo de ambas, mas ndo de cadasatadamente, sensibilizou as células
aos TKils (GIOIlAet al, 2011). Em um estudo de desenvolvimento de liehagesistentes foi
observado que o aumento na ativacdo na via PI3Kpkdtedia o desenvolvimento de um
fendtipo altamente resistente ao IM (BURCHERITal, 2005). Em outro estudo, Wang e
colaboradores relataram que a incubacédo de cé&elasiveis com o meio condicionado de
células resistentes conferiu resisténcia ao IMainibe com manutenc¢do da fosforilagdo de
STATS5. Entéo foi demonstrado que a via de JAK2/S5 &fa ativada por GM-CSF, de forma
independente de Bcr-Abl, e que a inibicdo dessalisatdo sensibilizava novamente as
células aos TKls (WANGet al, 2007). Em um trabalho com uma linhagem resistent
derivada de K562, o tratamento com IM inibiu a doddcdo das proteinas das vias
mitogénicadownstreanBcr-Abl, exceto de ERK1/2. O tratamento com intdside ERK1/2

em combinacdo com IM reduziu a fosforilagdo de ERK@& sensibilizou as células ao
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tratamento, mostrando que a ativacdo da via de MBRK independente de Bcr-Abl

também esta relacionada a resisténcia aos TKIs (BlAlet al, 2010).

1.9.2.1ERK1/2

ERK 1 € uma proteina de 44 kDa codificada pelo ¢¢APK3 no cromossomo 16 e
ERK2 é uma proteina de 42 kDa codificada pelo ¢&ABK1, no cromossomo 22. ERK1 e 2
foram identificadas como MAP2 quinases, serinafirequinases, ativadas por fatores de
crescimento como o NGF e insulina. Elas apresegtamde homologia entre si (84%), sendo
ERK2 um pouco menor do que ERK1, ambas tem um domatalitico e sdo expressas em
todos os tecidos (BOULTON; GREGORY; COBB, 1991a;lBAON et al, 1991b). Elas
sdo constituintes da familia das proteinas quingse, € uma das maiores que existem,
contabilizando 518 genes (ROSKOSKI, 2012).

Embora haja controvérsia quanto a disparidade desagntre ERK1/2, aparentemente
todos os sinais que as ativam, ativam ambas pamadeite (LEFLOCH; POUYSSEGUR;
LENORMAND, 2009).

Alguns relatos colocaram em duvida se as funcOeSRI€1/2 eram redundantes uma
vez que foi mostrado que embrides que ndo exprassBRK1 eram viaveis e a atividade de
ERK2 compensava a sua falta, porém os embridesngoeexpressavam ERK2 ndo eram
viaveis (HATANOet al, 2003). Esse dado sugeria que talvez ERK2 tiviesggdes que ndo
eram comuns a ERK1. No entanto, um estudo mosuewagdelecdo de apenas um alelo de
ERK2 em células que tinham os dois genes normaigrgdeletéria. Similarmente, a delecao
de um alelo de ERK2 e um alelo de ERK1 também efigiente para a manutencdo da
viabilidade dos embrides, porém eram observadosoreemiveis de ativacdo de ERK1/2
total. A analise quantitativa da estequiometria daas proteinas mostrou que ERK1 esta
presente em menor quantidade que ERK2 tanto em Ridanto em proteina. Esse novo
conhecimento indica que os niveis totais de atvagd ERK1/2 s&o cruciais para a
viabilidade, ndo os niveis de uma delas isoladaendhEFLOCH; POUYSSEGUR;
LENORMAND, 2008).

As proteinas ERK1/2 estdo expressas ubiquamensgtieipam da via de sinalizacao
das MAPK. As proteinas MAPK séo serina/treoninangsis que participam da transducao
de sinais da superficie para o interior da céldtacascatas de sinalizagdo consistem de pelo
menos trés componentes: uma MAPKKK, uma MAPKK e W#ePK. As MAPK ativadas

catalisam a fosforilacdo de diversos substratosocdatores de transcricdo, quinases,
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fosfatases e outras. A via de sinalizacdo das MAEYa envolvida em processos
fundamentais como desenvolvimento, proliferacd@ptyse e diferenciacdo (WORTZEL;
SEGER, 2011).

A ativacdo da via comumente ocorre da seguintedokdm receptor tirosina-quinase
de membrana, ao ser ativado pelo seu ligante, dianerse autofosforila expondo sitios SH2
intracelulares, de interagdo com proteinas (LEMM@EHLESSINGER, 2010). Proteinas
adaptadoras, como a Shc, se ligam a esses sitasutam a proteina adaptadora GRB2 e o
fator de conversédo de guanina Sos (MARGO&I&I, 1999). Sos ativa a GTPase Ras, que
por sua vez, ativa a MAPKKK Raf (MARGOLIS; SKOLNIKI994). Raf fosforila as
MAPKK MEK1/2 (ROSKOSKI, 2010). MEK1/2 s&o tirosinggonina quinases e fosforilam
ERK1/2 (ROSKOSKI, 2012).

Diferente dos outros integrantes da via, ERK1/2sgmtam uma vasta gama de alvos
citoplasmaticos e nucleares, tendo sido documestados de 175 alvos até agora (YOON;
SEGER, 2006). Dentre os alvos nucleares estdotose$ade transcricdo da familia TCF,
como Elkl e também c-Fos, importante em processo® roliferacdo, diferenciacdo e
transformacao (EFERL; WAGNER 2003). Dentre os akitgplasmaticos estdo quinases da
familia RSK que também atuam em processos comdguemldo e sobrevivéncia (ANJUM;
BLENIS, 2008), cAMP fosfodiesterase, fosfolipase, p2oteinas do citoesqueleto como a
paxilina (YOON; SEGER, 2006).

A regulacdo da ativacdo da via das MAPK ¢ feita fosfatases que regulam a
intensidade e a duracéo do sinal. A familia de MAB#fatases dual-especificas contém 10
membros tirosina/treonina fosfatases. Dessas, datdses DUSP1, 2, 4, 5, 6, 7 e 9 foram
relacionadas a regulacdo de ERK (OWENS; KEYSE, R007

A via MAPK/ERK é uma das vias ativadas por Bcr-Aple participam na
leucemogénese da LMC (DEININGER; GOLDMAN; MELO, Z)0Em uma linhagem de
LMC resistente ao IM, foi observada fosforilagaoEfK1/2 de forma independente de Bcr-
Abl, indicando que elas podem constituir um mecaaige resisténcia (NAMBLE&t al,
2010). Outro estudo mostrou ativacdo de ERK1/2 pmisteina PKG e de forma
independente de Bcr-Abl associada a resisténcia éMa#l, 2014). Além disso, foi visto que
0 aumento de Gab2 induzia maior ativacdo de EREt&/és da sua interacdo com Shp2 e
estava relacionada a resisténcia aos TKls (WOH&L#, 2013).
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1.9.2.2Shp2

Shp2 é uma fosfatase citosélica de aproximadamédt&Da codificada pelo gene
PTPN11no cromossomo 12 que contém dois dominios SH2ntéeacdo com proteinas,
além do dominio catalitico fosfatase. E amplamempressa em tecidos adultos como
coracdo, cerebro, figado, rim, pulmdo e baco. Rwesantar o dominio SH2, que é
comumente encontrado em quinases, foi propostoetpu¢eria um papel na transducéo de
sinal mediada por receptores tirosina-quinasesolbsgrvado que Shp2 interage com EGFR e
PDGFR e se torna fosforilada apds ativacdo do tecelda sua atuacédo na via de PDGFR,
Shp2 se liga ao receptor e associa a proteinaaattaptGRB2 ao receptor de PDGFR. Além
de interagir diretamente com GRB2, Shp2 tambémragee com Sos (FENG; HUI,
PAWSON, 1993, Llet al,1994; BENNETT et al, 1994). O complexo GRB2-Sos é
conhecido por ativar Ras em resposta a ativacdiecaptores tirosina-quinase (MARGOLIS;
SKOLNIK, 1994). Shp2 participa da ativacao da waMIAPK/ERK uma vez que knockout
de Shp2 diminui a ativacdo da via apds incubac&oEGF. Shp2 interage diretamente com a
proteina adaptadora Gabl e ambas interagem commiexm GRB2 e Sos para a ativagdo da
via (SHlet al, 2000).

Mutacdes autossbmicas dominantes BhPN11sdo a causa da sindrome de Noonan
cujas caracteristicas mais frequentes envolvem aifsmo facial, ptose, orelhas com
implantagdo baixa, baixa estatura, estenose pulmomdocardiopatia hiopertrofica
(TARTAGLIA; GELB, 2005).

Shp2 foi a primeira fosfatase descrita como um gece uma vez que mutacdes
somaticas emPTPN11 sdo encontradas em cerca de 35% dos casos demlauce
mielomonocitica juvenil (JMML) e foi observado queutacdes emPTPN11 causam
hipersensibilidade ao GM-CSF, que € uma das caistitas da JMML (CHAN; FENG,
2007).

Na LMC, foi observado que a Shp2 € importante paransformacéo leucémica, uma
vez que a expressdo de uma forma truncada inidirarsformacédo de células murinas e
induziu a degradacéo de Bcr-Abl, mostrando quep® @himportante para a estabilizacdo de
Bcer-Abl. O silenciamento de Shp2 com oligos ansseem linhagem de LMC levou a
diminuicdo nos niveis de Bcr-Abl e A expressdo deauorma de Shp2 sem atividade
catalitica, embora ndo tenha levado a degradac&aerdabl, diminuiu a fosforilacdo total de
tirosinas e a ativagcao das vamvnstreanBcr-Abl (CHENet al, 2007).
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Portanto, a proteina Shp2 esta intrinsecamente hadaona regulacdo da via de
MAPK/ERK, atua na transformagdo leucémica por Bbl-Anas também pode ser ativada
por receptores tirosina-quinase. Esses dados supa@rtideia de Shp2 poder estar envolvida
em um mecanismo de resisténcia em LMC pela ativalghioia MAPK/ERK de forma

independente de Bcr-Abl.

1.9.3 Proteinas inibidoras da apoptose

As proteinas inibidoras da apoptose (IAPs) corestittuma familia de 8 proteinas
(XIAP; c-IAP1; c-IAP2, Naip, Apollon, livina, survina, e ILP2) caracterizadas pelo dominio
BIR (SILKE; VUCIC, 2014) (Figura 1.6). A superexpséio de IAPs confere protecéo contra
estimulos pré-apoptéticos em muitos tumores sokdosoplasias hematologicas. Além disso,
foi demonstrada expressdo elevada de IAPs em duodes os tipos de cancer (VUCIC;
FAIRBROTHER, 2007).

(-

survivin
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- BIR - RING - NACHT . Coiled coil
B cArD i UBA ﬁ LRR UBC

Figura 1.6: Representacdo esquematica das protein®Ps. BIR: baculovirus IAP repeatCARD: caspase
recriutment domainLRR: leucine-rich repeatNATCH: NAIP, CIITA, HET-E e TP1; RINGreally interesting
gene UBA: ubiquitin-associated domaituBC: ubiquitin-conjugating domainModificado de Silke J, Vucic D.
IAP family of cell death and signaling regulatdvethods Enzymol. 2014;545:35-65.



1.9.3.1Survivina

Survivina foi descrita em 1997 como uma IAP de mjpnadamente 15 kDa codificada
Nno cromossomo 17 que possui somente um dominieBi&hum dominio RING. Ela estava
expressa em células transformadas de linhagensidasle linfoides, mas ndo em tecidos nao
transformados adultos. Foi visto que a expresséudevina ocorria em tecidos fetais, mas
nao em tecidos normais diferenciados e tambémastgwessa abundantemente em diversos
tipos de neoplasias como adenocarcinoma pulmoracGinoma pulmonar de células
escamosas, adenocarcinoma de pancreas, colon, maprastata, aléem das neoplasias
hematoldgicas como linfoma de Hodgkin. A expresdiferencial de survivina entre tecidos
normais adultos e neoplasicos a colocou como urtenfgocandidata a alvo terapéutico para
o tratamento do cancer (AMBROSINI; ADIDA; ALTERI927).

Estudos posteriores mostraram que ela atua tambédivisao celular. Foi observado
que a expressdo de survivina é alta em célulasreliiepacdo, mas diminuida quando as
células estdo paradas na fase G1 do ciclo cektarobservado que o pico de expresséo de
survivina ocorre nas fases G2 e M do ciclo celufaranalise do promotor de survivina
evidenciou regifes de regulacdo com elementosplesgio transcricional de G1 e a maxima
atividade do promotor de survivina foi observada fage G2/M. Quando avaliada a
localizagao de survivina durante a mitose, foi olzs#o que ela estava atrelada aos fusos
mitéticos tanto na metafase, anafase e tel6fassurfivina também estava associada aos
centriolos durante a intérfase, mas a despoling&dos microtubulos dispersou a survivina
pelo citoplasma, mostrando que a interacdo entk@vgwa e os microtubulos € dependente da
dindmica dos mesmos. A survivina interage com aganibulos pelo seu dominoiled-
coil e quando um mutante sem esse dominio foi sup@&®sgrnas células ndo houve
interacdo com o fuso mitotico e, aléem disso, aslaglforam induzidas a morte celular pelo
tratamento com taxol. A survivina protegeu as edlula inducdo de morte por taxol, mas foi
ineficaz contra farmacos despolimerizantes de ribrdos. A mutacdo do dominio BIR da
survivina inativou o seu papel antiapoptético cardrtaxol, embora néo tenha impedido a
survivina de se ligar aos microtubulos. A supereggéio de mutantes com o dominio BIR
inativo deslocou a survivina selvagem dos microlige isso foi coincidente com o aumento
da atividade da caspase-3. Esses dados mostramra gurvivina tem um papel no ciclo
celular, interagindo com o fuso mitético e seu pap&apoptético contra o taxol depende dos
seus dominios BIR eoiled-coil integros (Llet al, 1998). O papel da survivina na regulacéo
da mitose é mais complexa do que somente intera@doo fuso mitotico. Survivina esta

associada ao cinetécoro dos cromossomos condendadoge a metafase e se concentra no
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centro da célula durante a anafase e na regidmmsricdo, na teléfase. Sua dinamica de
localizacdo durante as fases da mitose é compatiwela de uma proteina do Chromosomal
Passenger Complex (CPC). A associagdo de survidmao cinetdcoro permaneceu apesar
do tratamento com nocodazol, mostrando que ¢é imdiemee da sua ligacdo aos
microtubulos. A mutacdo dos dominios BIR e C-teahimpediu a localizacédo da survivina

tanto com o fuso mit6tico, quanto com o cinetod@SOUFIASet al., 2000).

O CPC é formado pela interagédo entre survivinegdima e INCENP, além da aurora
B. Esse complexo € crucial para a segregacdo cedmica correta, pois ele desestabiliza
ligacoes improprias entre o fuso e o cromossomompve a formacdo de microtubulos
associados aos cromossomos e controla os eventns fla citocinese (LENS; VADER;
MEDEMA, 2007). Os dois dominios da survivina sdeassarios para a interacdo com as
outras duas proteinas. Todas as trés proteinapes@ssarias para que o complexo se co-
localize com o cinetécoro e execute sua funcasfatdriamente. A aurora B nédo interage
diretamente com survivina ou borealina, interagisdonente com INCENP. Complexos
formados por INCENP, borealina e aurora B ndo cempa funcdo do complexo CPC
(JEYAPRAKASHEet al, 2007).

O foco no estudo dos mecanismos pelos quais avswaatua na divisao celular parece
ter ofuscado a busca pelo seu papel na inibicaapdatose. No entanto, muitos trabalhos
suportam a expressao de survivina como um fatopratetor em células normais e tumorais
(SOLEIMANPOUR; BABAEI, 2015).

Um importante achado na elucidacdo do mecanismo @eal survivina inibe a
apoptose é a descricdo da sua interacdo com SrabBWD{SONG; YAO; WU, 2003).
Smac/DIABLO é uma proteina mitocondrial que é Hoker para o citoplasma em resposta a
estimulos apoptéticos. A funcao pro-apoptoética dea@DIABLO envolve a inibicdo de
IAPs, como a XIAP e c-IAP2, promovendo indiretaneeatativacdo das caspases 3, 6, 7 e 9
(DU et al, 2000; VERHAGENet al, 2000) Ensaios de co-imunoprecipitacado e deadgéer
mostraram que a survivina se liga diretamente tefr@ Smac/DIABLO e que essa interacao
€ dependente dos dominios BIR e C-terminal daduevie do dominio N-terminal de Smac.
Além disso, survivina ndo interage diretamente esncaspases 3, 7 € 9. A fim de elucidar o
foram feitos ensaios de ativacao de caspases ememnités condicdbes que mostraram que a
survivina interage com Smac/DIABLO impedindo queeasteraja com XIAP e iniba seus
efeitos. A XIAP na sua forma ativa, inibe diretateea atividade das caspases 3, 7 € 9
(SONG; YAO; WU, 2003).
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A survivina € muito estudada no contexto do canoea vez que quase todos 0s tipos
de neoplasias apresentam maior expressao de sarvia que os tecidos normais. Além
disso, survivina foi relacionada a agressividadeststéncia a terapia (JAISWAL; GOEAL;
MITTAL, 2015).

Na LMC, foi observada expressao de survivina nadganaioria dos pacientes e niveis
maiores estavam associados a progressao da dde@OH E et al, 2005). Também foram
encontrados niveis maiores de survivina em padesne fase cronica tardia em relacdo aos
recém-diagnosticados (REE al, 2011). Foi descrita ativacdo da expressdo déveua
pelas MAPK/ERK1/2 e JAK2/PI3K/c-myc. Em ambos otudss, a survivina se mostrou
importante para a manutengdo da sobrevivéncialdepagdo das células Bcr-Abl positivas
(CARTER et al, 2006; FANG et al 2009). Além disso, a sua superexpressao foi
correlacionada com um perfil de resisténcia a amgpem ceélulas de LMC (NESTAL DE
MORAESet al, 2011).

1.9.3.2XIAP

XIAP é uma proteina de 57 kDa da familia das IAfeslificada pelo genBIRC4 no
cromossomo X, esta expressa de forma ubiqua edogecormais. Possui trés dominios BIR,
um dominio RING (LISTONet al, 1996) e um dominio de ligagdo a ubiquitina (UBA)
(GYRD-HANSEN et al, 2008). Inibe a apoptose por inibir diretamergecaspases 3, 7 € 9
(DEVERAUX et al, 1998).

XIAP se liga diretamente as caspases 3 e 7 pelaeeinio BIR2 e pela regido de
ligacdo entre os dominios BIR1 e BIR2 (RIEBLal, 2001; CHAIlet al, 2001; HUANGet
al., 2001) e interage com a caspase 9 pelo domiriR8 BERINIVASULA et al, 2001).
Similar a algumas outras IAPs, a XIAP apresentamdominio RING que tem funcgéo
ubiquitina E3 ligase e pode promover autoubiquimaou transubiquitinacdo das proteinas
que interagem com ela (VAUX; SILKE, 2003). Pelo doim RING, XIAP ubiquitina caspase
3 (SUZUKI; NAKABAYASHI; TAKAHASHI, 2001), Smac/DIAB.O e caspase 9,
enderecando-as a degradacdo (MORIZANIEL, 2005).

Por outro lado, o papel antiapoptético de XIAP é@tbalanceado pelas proteinas
Smac/DIABLO e HtrA2/Omi (High temperature requirethéd 2/Omi), que se ligam a ela
por um dominio de ligacéo as IAPs, IBM (do ingl@s? binding motif, e a inibem (SUZUKI
et al, 2001; GACet al, 2007).
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O dominio BIR1 da XIAP foi relacionado a sua atadé de transducdo de sinais
intracelulares, uma vez que por esse dominio émaige com TAB1, ativando-a, e leva a

ativacéo subsequente de®f~LU et al, 2007).

XIAP é muito estudada como alvo terapéutico (SCHER/et al, 2006; VUCIC;
FAIRBROTHER, 2007). XIAP inibe a apoptose induzpar varios estimulos e em varios
modelos diferentes (DEVERAUXt al, 1997; TAKAHASHI et al, 1998; HOLCIK et al,
2000). Estd superexpressa em varios tumores eiomd@a a pior progndstico e menor
sobrevida global (TAMMet al, 2004; SCHIMMERet al,, 2006; MIZUTANI et al, 2007).

Em LMC, a XIAP foi identificada como uma das prote superexpressas em ceélulas
CD34+ de pacientes (QUINTAS-CARDAM/At al, 2012). A andlise de amostras de
pacientes mostrou que cerca de 50% apresentararegppessao de XIAP, independente da
fase da doenca e uma correlacéo positiva entrpresséo de Pgp e XIAP. Além disso, em
linhagens celulares, 0 aumento de expressdo de KR o tratamento com IM estava
relacionado ao perfil de resisténcia ao IM, enquant diminuicdo da expresséo de XIAP
estava relacionada a sensibilidade (SIL\&A al, 2013). Em outro trabalho, Seca e
colaboradores relataram que o silenciamento de XdéABuficiente para reduzir a viabilidade
celular tanto de linhagens sensiveis quanto resestee sensibiliza-las ao tratamento com IM
(SECAet al, 2011).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

» Caracterizar o perfil de resisténcia na linhagenulae de leucemia mieloide

cronica, K-IM, resistente ao imatinibe (IM).

2.2 Objetivos especificos
* Desenvolver linhagens resistentes ao IM

» Avaliar a citotoxicidade induzida por inibidores til®sina quinase nas linhagens
celulares K562 e K-1M;

* Avaliar a inducao de morte celular pelo IM nas éigans K562 e K-IM;

» Avaliar o efeito do IM no ciclo celular e na prelifcdo celular, por contagem de

células, das linhagens K562 e K-IM;

» Avaliar o statusdo principal alvo do IM, Bcr-Abl, através dos risrele RNAm,
atividade da proteina e presenca de mutacdo nondomilinase e comparar o
statusde Bcr-Abl entre as linhagens celulares K-IM e gaiental K562;

* Avaliar os niveis proteicos e de atividade dos dpantadores de efluxo Pgp e

BCRP nas linhagens celulares K562 e K-IM;

 Comparar os niveis proteicos e de RNAmM de proteimagioras da apoptose
(XIAP e survivina) entre as linhagens K562 e K-INtes e depois do tratamento

com IM;

* Buscar desregulagbes em vias de sinalizacdo qusampo€ontribuir para a
resisténcia ao IM (ERK1/2, Shp2).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas as linhagens de LMC K562 e aalggm resistente K-IM.

A linhagem celular K562 foi isolada a partir dasgfo pleural de uma paciente de com
LMC na fase blastica da doenca (LOZZIO; LOZZIO, 8p7Para o desenvolvimento desse
projeto, a linagem K562 foi gentilmente cedida fgeta. Vivian Rumjanek. Foi feita a analise
do perfil de STR (Short Tandem Repeats) e o pddillinhagem foi compativel com o
descrito para a linhagem K562.

A linhagem celular resistente ao IM, K-IM, foi @esolvida pelo nosso grupo a partir
da linhagem celular K562. O processo de induca®sisténcia ao IM sera descrito no topico
Resultados

Ambas as linhagens foram mantidas em meio RPMiq&@isuplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) (Gibco) e tampao HEPESWM (Acros Organics) a 37 °C e 5%
CO,. Ao meio de cultura da linhagem celular K-IM fai@onado 1,0 uM de IM. IM foi

retirado da cultura trés dias antes da realizag&egperimentos.

3.2 Reagentes

Foram utilizados os inibidores de tirosina quindige (Nacto Pharma Limited) e
dasatinibe (Santa Cruz Biotechnology). O dimetitsitio (DMSO) (Sigma) foi utilizado
como veiculo dos TKiIs.

3.3 Sequenciamento

Para a andlise de mutacdo no gen8@R-ABLos exons de 4 a 10, que codificam o
dominio quinase da proteina, foram sequenciados oomso dos seguinteprimers

especificos que flanqueiam as regides de interesse:
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Tabela 3.1:Primers para o sequenciamento dos exons de 4 a 10 do gBGR-ABL

Tamanho do  Temperatura

PIIMESE - 2 amplicon (bp) demelting (°C)
4F ATT TAG GAATTTGGAGATTTITTAG T 55,3
4R CATCTTCTTGGT TGAGCTTTC >0 56,7
5F TGT GTA GTG AAT TAAGGC TCA GC 58,6
5R GAG GTAGAC TTC CAG GCAGAT G e 60,3
6F GAG AAT TGA AAAGTT TGG CCC CA 65,4
6R GCA GAG CAC AAATAT TCC AAC GA e 63,5
F TCA CTG GCT TGA GAA GAA GAA AAG 61,4
7R CTG AATTTAGCC CTG GAT GCA TG e 64,9
8F CCG TGG GCATTAATACAAACT TCC 64,6
8R GGA AGA GCA AGA AAG AGG CAG AA 8 63,4
9F CTG AGG TCT GCT GCA AAG GTAA 61,8
9R GCT TTA AAA GAC AAG TCACGC AC = 60,3
10F ATATTC CTG CCA GCATCT AAC GT 61,2
462
10R GCA GCA GAC AAG AAAGCACAATA 61,8

Foram sintetizados primers que flanqueavam os erend a 10 do gene BCR-AB, que sdo os exons que
codificam o dominio quinase da Bcr-Abl.

Amostras de DNA total das células da linhagem Kfdk&m purificadas com o uso do
kit QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen) segundo as espec#des do fabricante. Apos
purificacdo, as amostras foram avaliadas qualdgaiente e quantitativamente por

eletroforese em gel de agarose 0,8% e ao Nadoddp (Thermo Scientific). Foi feita a
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amplificacdo dos exons de interesse usandpriosers especificos e a enzinRlatinum®
TagDNA Polymerasélnvitrogen) e as reacfes foram preparadas segdisgdominado na
tabela 3.2 e os ciclos de amplificacdo foram caméidos conforme descrito na tabela 3.3.
Apoés amplificacdo, as amostras foram mais uma uéemstidas a eletroforese em gel de
agarose 0,8% para avaliar a sua integridade. @uifm® de PCR foram purificados com o uso
do kitillustra GFX PCR DNA andsel Band Purification Kit(GE) segundo o protocolo do
fabricante. Os exons foram sequenciados por segueecto direto no 3130xI Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) ou no 3730xI DNA Ayetr (Applied Biosystems). O

sequenciamento foi analisado usando o software M AS.0.

Tabela 3.2: Especificacdes das reacdes de amplifiéda dos exons de interesse

Reagente Yg;%rgs gﬁ)r
Tampao 10x 5,0
50 MgCh 15
Primers 0,5
dNTPs 0,5
Taq 0,2
H20 40,3
Volume final 48,0

Tabela 3.3: Ciclos de amplificacdo dos exons de @énesse

Temperatura Tempo
95°C 5 minutos
95°C 1 minuto
55°C 1 minuto 35 ciclos
72°C 1 minuto
72°C 5 minutos
4°C indefinidamente
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3.4 Viabilidade celular

A avaliacao da viabilidade celular foi feita pellesaio de MTT (3-(4, 5-dimetiltiazol-
2- il)-2,5-brometo de difeniltetrazélio; Sigma Chiead Company). Esse método, descrito por
Mosmann (MOSMANN, 1983) se baseia na reducdo do MJar desidrogenases
mitocondriais que clivam o anel tetrazélico e asgienam cristais de formazan que sao
insoliveis em agua. Os cristais, quando solubiigzagm solventes organicos, exibem
coloracédo violeta que pode ser medida por um egfetfimetro e cuja intensidade é
proporcional ao numero de células que metabolizavaiT T e por isso sdo consideradas
viaveis.

Para o experimento, 1x16élulas foram plaqueadas em pocos de placa de@sp
no volume final de 200 pl com diferentes concereacde IM (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5;
5,0 uM) e DAS (2,0; 10,0; 50,0; 100,0; 200,0 nMj g4, 48 ou 72 horas a 37° C a 5%,CO
Nas ultimas 4 horas de incubacao, foram adicion&fogll de MTT na concentracdo de
5,0 mg/ml em PBS. As placas foram centrifugada®@0 RPM por 5 minutos (Allegra X-
22R Centrifuge, Beckman Coulter), o sobrenadanteefoovido e os cristais de formazana
foram dissolvidos em DMSO e lidos ao espectrofotéon@EZ Reader 400, Biochrom) a 570
nm. A porcentagem de células viaveis foi obtidaapgmbrcentagem da densidade 6tica dos

tratamentos em relacéo a densidade otica do cerftélulas sem droga).

3.5 Quantificacdo dos niveis de RNA mensageiro

Os niveis de RNA mensageiro foram avaliados paétodo de RT-gPCR, que € um
método de PCR quantitativa utilizando sondas Ta@n@pplied Biosystems). As sondas
Tagman sdo compostas por um oligonucleotideo dlam@ueado por um fluorocromo numa
extremidade e por umuenchema outra. A proximidade entre o fluorocromo guencher
impede que a fluorescéncia seja captada pelostdetsealo termociclador, porém, quando a
Taq polimerase sintetiza a copia do gene-alvo,fsngdo 5’-3’ nuclease quebra a sonda,
liberando oquenchere o fluorocromo cuja fluorescéncia pode entdodstectada por nao
estarem mais proximos. A intensidade de fluoresa&mrrespondente ao niumero de copias
amplificadas em cada ciclo, tornando possivel atificacdo dos transcritos na amostra.

Foram armazenadas em Trizol (Invitrogen Life Tedbgies) 5x16 células e 0 RNA
total foi extraido conforme metodologia descritéodabricante. O RNA foi quantificado no
espectrofotdbmetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientdi@ integridade do RNA foi avaliada

por eletroforese em gel de Agarose 2% imerso enpdanfAE 1X (40 mM Tris acetato, 1
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mM EDTA) a tensédo constante de 100V e depois saddis no transiluminador (UV
Transilluminator, UVP) para a observacao das bandagspondentes as subunidades 40s e
60s do RNA ribossémico. Foi utilizado o kit Supeifclll First-Strand (Invitrogen) para
sintetizar o cDNA a partir de 2 ug de RNA. Os rsveie RNA mensageiro foram
quantificados por RT-gPCR utilizando sondas Tagmeasgecificas para os gergSR-ABL,
BIRC4 BIRC5 e GUSB (Applied Biosystems) (Tabela 3.4). Apés o térmite reacdo de
amplificagdo foram obtidos os valores de Clyc(e thresholyl que indicam o numero
fracionario de ciclos em que os valores de flu@esia emitida pela reacao ultrapassaram um
limiar fixado. Os valores de CT foram entdo subduatiao calculo de”®°T que quantifica

os niveis de RNA mensageiro na amostra de inteegsgelacdo a uma amostra controle.

Tabela 3.4: Sondas utilizadas

Alvo Numero de Catalogo Fabricante
BCR-ABL HS03024784 ThermoFisher Scientific
BIRC4 HS01597783 ThermoFisher Scientific
BIRC5 HS00153353 ThermoFisher Scientific
GUSB HS00939627 ThermoFisher Scientific

3.6 Andlise proteica por citometria de fluxo

A expressao de Pgp na superficie celular foi aslalipor citometria de fluxo
utilizando anticorpo anti-Pgp (clone UIC2) conjugaficoeritrina (Beckman Coulter). 510
células foram lavadas duas vezes com PBS pH=7cdpbadas com PBS 2% SFB por 15
minutos e entdo centrifugadas novamente a 2000 RBM3 minutos (Allegra X-22R,
Beckman Coulter). Em seguida, as células foranuspendidas em 200 ul de PBS 2% SFB,
foram adicionados 2,5 pl de anticorpo e as céfolasn incubadas por 30 minutos protegidas
da luz. ApGs a incubacao, as células foram novaraaadas duas vezes em PBS 2% SFB e
entdo foram ressuspendidas em 500 pl de formaldéide analisadas no citbmetro de fluxo
Cyan ADP (Beckman Coulter). Os parametros de di§gefrontal (FSC) e lateral (SSC) da
luz do laser (488 nm) foram utilizados para exdiigbrise células mortas e entdo, um total
de 10.000 eventos foi adquirido. A fluorescéncia fitaeritrina foi analisada pelo
fotomultiplicador (PMT) equipado com filtro de 525/nm. A aquisi¢do e a analise dos dados

foram realizadas com programa Summit 4.3.
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3.7 Atividade dos transportadores de efluxo

Para a andlise da atividade dos transportadoreflud®, as células foram incubadas
com um substrato fluorescente na presenca ou aasgam modulador. Nesse ensaio, uma
célula que apresenta atividade de proteinas treiasiooas de efluxo, ao ser incubada
somente com o substrato fluorescente, retém partibistrato e extrui outra parte, gerando
um pico de fluorescéncia. Por outro lado, quandabada com o substrato e o modulador, o
substrato ndo é extruido e o pico de intensidadBudeescéncia é mais alto do que o da
condicdo sO com o substrato. O mesmo ndo acontamoe células que nado apresentam
atividade do transportador, porque a retencao bstrstio € sempre a mesma, uma vez que
ndo ha proteina que o exporte, e 0s picos de idedes de fluorescéncia das duas condigdes

experimentais coincidem.

Para a andlise da atividade dos transportadoresflaeo, foram separadas 5x10
células que foram lavadas com PBS pH=7,4 por deassve, em seguida, incubadas com

moduladores e substratos para os transportadoasamios.

Para a andlise da atividade da Pgp, as célulasnfancubadas com o substrato
fluorescente Rodamina 123 (Rho) por 45 minutos &C3& 5% C@na presenca ou auséncia
do modulador verapamil (VRP) que é um inibidor deat de ion calcio e também inibe a
Pgp (KATHALAWA et al, 2014). Apos essa incubagédo, as células foraadés/com PBS
pH=7,4 gelado e incubadas na presenca ou ausénadi&E por mais 45 minutos a 37 °C e
5% CQ. Em seguida, as células foram analisadas em ditérde fluxo. A fluorescéncia foi
captada utilizando-se PMT equipada com filtro d&/83 nm no citdbmetro de fluxo Cyan
ADP.

A analise de atividade de BCRP foi feita utilizand substrato fluorescente
Pheophorbide A (PhA) que é um metabdlito da qudhrelorofila e um substrato especifico
para BCRP (ROBEt al, 2004), com o qual as células foram inicialmen¢ebadas por 30
minutos na presenca ou auséncia de Fumitremor@T C) que é uma toxina fungica isolada
de Aspergillus fumigatugue age como um potente inibidor da BCRP (RABINDR al,
2000). Apods a incubacao, as células foram lavades BRBS pH=7,4 gelado e em seguida
incubadas por 60 minutos na presenca ou ausénéia@e 37 °C e 5% COFinalmente, as
células foram adquiridas usando PMT equipada cdmo file 680/30 nm no citbmetro de
fluxo Cyan ADP.
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A anadlise da atividade dos transportadores foiafgela raz8o da média da
fluorescéncia do tubo contendo substrato e modukamire a média da fluorescéncia do tubo
somente com o0 substrato resultando na intensidaddéludrescéncia (RIF) que denota

atividade do transportador caso seja maior do que 1

3.8 Contagem de células

Para a quantificacdo das células viaveis na amastrcélulas foram coradas com azul
de tripan (Sigma) que é um corante ndo permeavebrana plasmatica integra. As células
nao coradas pelo azul de tripan sdo quantificadaw acélulas viaveis (STROBER, 2001).
Para tanto, 1xTCcélulas foram plaqueadas em placas de 96 pogmsibadas com diferentes
concentracdes de imatinibe (1,0 e 5,0 uM) por atéas3. A cada 24 horas, 90 ul de células
foram acrescidas de 10 pl de azul de tripan (10nty@ 10 ul de suspenséao de células foram
adicionados a camara de Neubauer e contadas ansoipio Optico (Nikon Eclipse TS 100,
Nikon). O valor da densidade celular foi expressonéimero de células x¥enl.

3.9 Avaliacdo da morte celular

Em alguns tipos de morte celular, uma das mudameigis € a modificacdo da
composicao fosfolipidica da membrana plasmatica, especial a exposicdo da
fosfatidilserina na face externa membrana. A fadifatrina € um fosfolipidio que em
condi¢cdes normais esta em grande quantidade nadeaimarna da membrana plasmatica e
esta virtualmente ausente na face externa. Porénmicio da apoptose, a fosfatidilserina
transportada para a face externa para atuar comalasrsinais éat-mé que as ceélulas

apoptaticas exibem para que os corpos apoptét@gamdagocitados (LAUBERt al, 2004).

A anexina V é uma proteina da familia das anexigas séo proteinas que se ligam
aos fosfolipidios e ao calcio. A anexina V, em ese apresenta afinidade para com a
fosfatidilserina e é usada para identifica-la efulaé comprometidas com a morte celular
programada (VAN ENGELANt al, 1998).

O iodeto de propidio (PIl) € uma molécula intemctdade DNA que € fluorescente.
N&o é permeavel a membrana plasmatica, por isemtsa em células cuja estabilidade da
membrana foi corrompida ou que foram propositalemgrdrmeabilizadas (RIEGE& al,

2011).
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O ensaio de dupla marcacéo por anexina V e Plabasenas propriedades dessas duas
moléculas distintas para identificar diferentesagisls da morte celular. As células séo
marcadas com a anexina V em seus estagios iniqiaésdo a apoptose € tardia, 0s corpos
apoptaticos perdem a integridade da membrana ecoriBegue entrar e intercalar no DNA,
no caso de células que perderam a integridade dabrapa, mas ndo passaram por um
processo de morte celular programada, o Pl coraterial genético presente (SILV& al,
2006).

As células foram incubadas com 1,0 ou 5,0 uM deptivi24, 48 e 72 horas e entdo
foram separadas 1x1@élulas. As células foram lavadas em PBS pH=7r4dpas vezes e
depois ressuspendidas em 90 ul de solucdo de anéxionjugada a fluorocromo Alexa 488
(Invitrogen) diluida em tampéo de ligacdo 1x (Irogen). ApGs incubacdo de 15 minutos a
temperatura ambiente e protegida da luz, foramadidos 400 pl de tampéao de ligacao 1x e
10 pl de PI (Sigma) e entédo as células foram ad#s no citbmetro de fluxo Cyan ADP.
Foram adquiridos 10000 eventos para cada condigferimmental e a fluorescéncia da
anexina V foi detectada pelo filtro 530/40 nm dustrescéncia do Pl pelo filtro 575/25 nm).
Os dados foram analisados no software Summit 48sAnalise, foram somados 0s eventos
positivos para a marcagao por anexina e 0s eveahipf-positivos para determinar o

percentual de morte celular.

3.10 Avaliacédo do ciclo celular e da fragmentacdo de DNA

O PI, por ser uma molécula intercalante de DNAdepser usado para avaliar o
contetdo de DNA presente nas células. Andlisesctte aelular e fragmentacdo de DNA séo
feitas a partir da marcacao por Pl de células pabitieadas, considerando que a intensidade

de fluorescéncia do Pl é diretamente proporcioo&oamteddo de DNA na célula.

Para os ensaios de avaliacao de distribuicdo dio ostular e fragmentacdo de DNA,
1x1@ células foram plaqueadas com 1,0 ou 5,0 uM dedMstempos de 24, 48 e 72 horas e
depois lavadas duas vezes com PBS pH=7,4 para setém ressuspendidas em 300 ul de
PBS pH= 7,4 e acrescidas gota a gota com 700 @lcdel absoluto gelado (Merck) enquanto
estavam sob constante agitacdo no vortex (Maxi Mjx Thermolyne). Apds esse
procedimento, as células foram guardadas a -2@é@ight. No dia seguinte, os tubos foram
centrifugados a 2000 rpm por 3 minutos (Allegra2R2 Beckman Coulter) e ressuspendidas
em solucao de Pl 0,02 mg/ml (Sigma) e RNase (Sigh@) pug/ml) em PBST (PBS pH=7,4,
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0,1% Triton X-100) e incubadas por 30 minutos &B.7Apos a incubacédo, as amostras foram
lidas no citdmetro de fluxo (Accuri) e analisadadopsoftware FlowJo. As fases do ciclo
celular foram determinadas de acordo com a intadsidde fluorescéncia, que é
correspondente ao conteudo de DNA nos eventos. ® fidgmentado foi determinado como
a porcentagem de eventos com intensidade de fh@resm menor do que o0 pico

correspondente as fases GO/G1 do ciclo celular.

3.11 Western blot

A andlise de proteinas foi feita pela técnica destétn Blotting que consiste em uma
eletroforese de proteinas desnaturadas e carregedmdivamente pelo tratamento com
tampOes contendo SDS (Dodecil sulfato de soédiop-mercaptoetanol em gel de
poliacrilamida seguida de transferéncia para umabn@na e incubagdo com anticorpos
especificos para a proteina de interesse seguidacdhacdo de anticorpos secundarios
conjugados ou a uma enzima (peroxidase ou fosfateakna). Na etapa final, as membranas
sdo incubadas com um reagente contendo o subg@atoa enzima e a reacdo produz
guimioluminescéncia que pode ser detectada porcanmsr especifico ou pode ser usado um
filme fotografico sensivel no qual a exposicdozarksultante da reac¢do cria uma imagem dos
anticorpos ligados a membrana. A intensidade dedsualtante € proporcional a quantidade

de proteina-alvo presente na amostra.

As proteinas foram extraidas com tampao Cell Ettna Buffer (Invitrogen) segundo
as especificacdes do fabricante. A quantificacaprdeeina foi feita pelo método de Lowry
utilizando o kit de dosagem de proteinas (BIO-RADs-HCI 0,06 M, pH 6,8; SDS 2%,
glicerol 10%, Azul de bromofenol 0,025%Bemercaptoetanol 200 mM. As proteinas foram
separadas por eletroforese em um gel SDS-PAGE #edP 7% a tensdo de 110 V. Foi
utilizado Tampéo de Corrida (BIO-RAD) e foram usad® pl do padréo de peso molecular
Novex Sharp Pre-Stained Protein Standards (InvemmpgApds a eletroforese, foi feita a
transferéncia das proteinas para uma membranatrdeehilose Hybond ECL (Amersham
Biosciences) numa cuba Umida, usando Tampao desféréncia (BIO-RAD) a tenséao

constante de 100 V por 2 ou 4 horas.

Entdo as membranas foram bloqueadas com leita@delen5% em TBS-T 0,05% por
2 horas e depois incubadas com anticorpos primér@®clonais contra as proteinas CRKL,
pCRKL, survivina, ERK1/2, pERK1/2, Shp2, pShp2 eH3x (Tabela 3.5) overnight a 4 °C.
No dia seguinte, as membranas foram lavadas conT-TE®%% e incubadas com anticorpo

secundario anti-coelho ou anti-camundongo conjugadoeroxidase (Sigma-Aldrich), na
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diluicdo 1:40000 em TST-T 0,05%, leite 5%, por tahds membranas foram entdo lavadas
com TBST-0,05% e incubadas com reagente ECL (Amerslcontendo substrato para a
enzima peroxidase e foram escaneadas pelo C-Digit &anner (Li-cor Biosciences). A

analise das imagens foi feita pelo software Imagdi8 Lite Ver 3.1 (Li-Cor Biosciences).

Tabela 3.5: Anticorpos utilizados

Anticorpo Né]arl?éelgog(c)le Diluicéo Fabricante
anti-CRKL #3182 1:1000 Cell Signaling
anti-p-CRKL #3181 1:1000 Cell Signaling
anti-ERK1/2 #4695 1:1000 Cell Signaling
anti-p-ERK1/2 700012 1:1000 Invitrogen
anti-survivina #2808 1:1000 Cell Signaling
anti-Shp2 #3752 1:1000 Cell Signaling
anti-p-Shp2 #3751 1:500 Cell Signaling
anti-Hsc70 sc-7298 1:1000 Santa Cruz

3.12 Analise estatistica

A andlise estatistica foi executada no softwargp@pad Prism Ver. 5. Foram feitas
andlises utilizando o teste one-way ANOVA com Este de Dunnett.
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4 RESULTADOS
4.1 Desenvolvimento da linhagem K-IM

A linhagem K-IM foi desenvolvida a partir do culbivda linhagem de LMC K562 em
concentragcdes continuas e crescentes de IM. Oeéstabento de linhagens resistentes
através da selecdo por farmacos nédo é uma tangfidesi uma vez que as linhagens sensiveis
apresentam significativa reducdo de viabilidade meegjuando expostas a concentracdes
baixas de farmaco (MAHORt al, 2000) (Figura 4.1).

Figura 4.1: Selecéo de linhagens resistenté3.processo de selecao de linhagens pelo cultiioqueantidades
crescentes de drogas frequentemente envolve ek@essducdo na viabilidade celular sempre que a
concentracdo € aumentada. Uma parte da populaigda sobrevive a pressdo seletiva imposta pelgal®
prolifera e entdo a concentracdo é aumentadaaoose repete.

O estabelecimento de uma linhagem resistente atiMlealizado e iniciado pela
minha orientadora Dra. Flavia C. Vasconcelos (datis publicados). A partir de minha
iniciacdo cientifica aumentei o nivel de resistémia linhagem K-IM de 0,2 uM para 1,0 uM.
Aliquotas de células viaveis congeladas foram aemadas a cada incremento na

concentracdo do IM.

Incialmente, a linhagem K562 foi exposta a 0,01 géviIM. Apos intervalos de trés
dias a linhagem era repicada com a adicdo de IMsAjuas semanas, no minimo, se a
linhagem apresentasse aumento no numero de céluagizida morte celular a concentragédo
do IM era aumentada. Inicialmente eram feitos imenetos de 0,01 uM. Quando a linhagem
foi resistente a 0,1 uM de IM os incrementos passaa ser da ordem de 0,1 pM até a
linhagem tornar-se resistente a 0,6 pM. Até atiagioncentracéo de 1,0 uM os incrementos

foram de 0,2 uM a cada repique.

A nova linhagem derivada da K562 e resistente aulj@e IM recebeu o nome de K-
IM 1,0. No decorrer desta dissertacéo ela seraadh em diversos experimentos e chamada

apenas de K-IM. Ao longo do processo de inducaaedesténcia foram criadas varias
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linhagens resistentes a diferentes concentracold.destas linhagens estdo crio preservadas
(-80°C) e seréo utilizadas em trabalhos futuros.

Seguindo esse protocolo de selecdo, foram necess&tica de seis meses para que a
concentracdo de IM em cultura passasse de 0,2 pMlpgauM (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Desenvolvimento de linhagens resistersteA linhagem K562 foi cultivada em concentracdes

crescentes de imatinibe. Foram selecionadas lansaesistentes a medida que a concentragdo daibedbi

aumentada em cultura. A abcissa representa o t€gmpodias) necessario para aumentar gradativamente a
concentracdo de imatinibe.

4.2 Avaliagdo da indugao de citotoxicidade por inibidoes de tirosina quinase

Uma vez desenvolvida a linhagem cultivada a 1,0deNM, era necessario caracterizar
o perfil de resposta da linhagem K-IM ao IM. Pamatd, a inducdo de citotoxicidade pelos
TKls foi avaliada por ensaio de viabilidade, inducde morte celular e avaliagdo da
fragmentacao do DNA.

4.2.1 Avaliagdo da viabilidade celular em resposta ao ttamento com inibidores de
tirosina quinase

As células das linhagens K-IM e K562 foram tratattam diferentes concentracdes de
IM (variando de 0,5 uM a 5,0 uM) e DAS (variando2deM a 200 nM) por 24, 48 ou 72
horas e depois a viabilidade celular foi determ@énpelo ensaio MTT.

Na linhagem K562 (Figura 4.3) o efeito do IM fomeo-dependente. Em 24 horas a
reducéo de viabilidade foi discreta, cerca de 26f%;48 horas foi observada redugdo mais
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significativa, cerca de 50%, e em 72 horas foiropie que o IM teve seu efeito maximo nos

tempos testados, induzindo uma reduc¢ao de viaddida cerca de 80%.
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Figura 4.3: Células da linhagem K562 foram incubadas com elifiezs concentrag6es de imatinibe ou com o
veiculo (DMSO) por 24, 48 e 72 horas e a viabilelaélular foi determinada pelo ensaio de MTT. @i
representam a média de trés experimentos indepesdenas barras representam o erro padrdo. A analis
estatistica foi feita usando o teste one-way ANO&OAn pds-teste de Dunnett. * correspondp<8,05; **
corresponde p<0,01 e *** corresponde p<0,001.

Na linhagem K-IM (Figura 4.4) o IM apresentou ejeianto tempo-dependente
quanto dose-dependente. Em 24 horas a reducaalbididade foi de cerca de 10%, em 48
horas foi evidenciado o efeito dose-dependente realmcédo de 15% em 0,5 uM até 40% em
5,0 uM. Em 72 horas o IM induziu reducé&o de vidaiie variando de 15% em 0,5 uM a 50%
em 5,0 uM. A concentracdo de IM usada em cultuf@ M) promoveu uma reducdo de

viabilidade em relagcédo ao controle de 15% em 2dsher25% em 48 e 72 horas.

O efeito de outro TKI utilizado na clinica, o DAB} avaliado nas linhagens celulares.
DAS é utilizado na clinica como segunda linha d&atnento para os pacientes resistentes ao
IM (KUJAK; KOLESAR, 2016).

Na linhagem K562 o DAS, assim como o IM, apresemfmito tempo-dependente.
Em 24 horas a reducao de viabilidade foi de ceeca8080 em todas as concentragoes testadas;
em 48 horas a reducao de viabilidade foi de cezcda080 e em 72 horas, de 75% (Figura 4.5).
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Figura 4.4: Resposta da linhagem K-IM ao tratamento com imatirthe. Células da linhagem K-IM foram
incubadas com diferentes concentracées de imatimibeom o veiculo (DMSO) por 24, 48 e 72 horas e a
viabilidade celular foi determinada pelo ensaioMIET. Graficos representam a média de trés expetmsen
independentes e as barras representam o erro padrdioalise estatistica foi feita usando o teste-way
ANOVA com pos-teste de Dunnett. * correspondp<@,05; ** corresponde §<0,01 e *** corresponde a
p<0,001.
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Figura 4.5: Resposta da linhagem K562 ao tratamento com dasaitie. Células da linhagem K-IM foram
incubadas com diferentes concentragdes de dasatimibcom o veiculo (DMSO) por 24, 48 e 72 horas e a
viabilidade celular foi determinada pelo ensaioMiET. Graficos representam a média de trés expetimsen
independentes e as barras representam o erro padrdioalise estatistica foi feita usando o teste-way
ANOVA com pés-teste de Dunnett. * correspondp<@,05; ** corresponde §<0,01 e *** corresponde a
p<0,001.

O tratamento com DAS teve efeito tempo- e dose+tipde nas células da linhagem
K-IM. Em 24 horas a reducéo de viabilidade foi deca de 20%. Em 48 horas a reducédo de

viabilidade variou de 10% em 2 nM a 55% em 200 aMjuanto que em 72 horas a reducéao
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de viabilidade em relacdo ao controle variou de 40%2 nM a 60% em 200 nM (Figura
4.6).
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Figura 4.6: Resposta da linhagem K-IM ao tratamento com dasatibe. Células da linhagem K-IM foram
incubadas com diferentes concentracdes de dasatinibcom o veiculo (DMSO) por 24, 48 e 72 horas e a
viabilidade celular foi determinada pelo ensaioMiET. Graficos representam a média de trés expetimsen
independentes e as barras representam o erro padracdlise estatistica foi feita usando o teste-way
ANOVA com pés-teste de Dunnett. * correspondp<d@,05; ** corresponde ®<0,01 e *** corresponde a
p<0,001.

Os TKiIs IM e DAS induziram efeito tempo-dependemas duas linhagens. Foi feita
uma analise comparativa entre a resposta das idhagéns aos TKIs, no tempo de 72 horas,
que foi o tempo no qual os TKIs tiveram seu efait@is pronunciado. Foi observado que a
linhagem K-IM apresentou porcentagem de viabilidagmificativamente maior do que a

linhagem K562 em todas as concentracOes testatpsgH.7).

Esse resultado mostra que a linhagem K-IM, apesaragtesentar reducdo na
viabilidade em resposta aos tratamentos, foi nesistente do que a linhagem K562. O uso
do DAS, um TKI de segunda geracao reverteu paneiaie a resisténcia da linhagem K-IM,
gue ainda assim apresentou porcentagem de viatslidaior do que a linhagem K562. O
DMSO néo induziu alteragdo na viabilidade celular Imhagem K562 em nenhum dos
tempos testados, porém no tempo de 72 horas ongata com DMSO induziu diminuicédo
na viabilidade celular da linhagem K-IM significatmente diferente do controle. A
porcentagem de DMSO na amostra foi similar a aiid& no tratamento com 5,0 uM, que

corresponde a 0,005% da amostra.
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Figura 4.7: Andlise comparativa da resposta das linhagens de L® aos inibidores de tirosina quinase.
Células das linhagens K562 e K-IM foram incubadam diferentes concentracdes de imatinibe (A) ou
dasatinibe (B) ou com o veiculo (DMSO) por 24, 482ehoras e a viabilidade celular foi determinaéto p
ensaio de MTT. Gréficos representam a média deeiq@srimentos independentes e as barras represergenm
padrdo. A andlise estatistica foi feita usando sietdwo-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. *
corresponde p<0,05; ** corresponde p<0,01 e *** corresponde p<0,001.

4.2.2 Avaliacdo da inducao de morte celular pelo IM

A fim de avaliar se a reducao na viabilidade indazelo tratamento com o IM estava
associada a inducédo de morte celular, as célumdirdeagens K562 e K-IM foram tratadas
com algumas concentragcdes selecionadas pelo dm én$a (1,0 ou 5,0 uM de IM) por 24,
48 e 72 horas e avaliadas quanto a marcagado cotmanée/ou Pl (Figuras 4.8 e 4.9).

A linhagem K562 respondeu de forma tempo-dependemi®él. Em todos os tempos
houve um percentual de morte espontanea de até@@¥xntrole (Figura 4.9). Em 24 horas a
morte induzida pelo IM foi significativa somente wancentracdo de 5,0 uM sendo o
percentual de células mortas de cerca de 30%. Bmo48, o percentual de células mortas foi
de cerca de 50% e em 72 horas, foi de cerca de 8% uM e 60% a 5,0 uM (Figura 4.9
A).

Na linhagem K-IM nao houve inducéo significativarderte nos tempos de 24 e 48
horas. Houve um percentual de morte intrinsecaedsaale 10-20% no controle nos tempos
testados. Em 72 horas, somente em 5,0 uM houveaodsignificativa de morte em relacéo

ao controle, de cerca de 30% (Figura 4.9 B).
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Figura 4.8: Inducdo da morte celular por imatinibe nas linhagens K562 e K-IM.Imatinibe (IM) foi
incubado nas concentracfes de 1 uM e 5 uM naggimsaA) K562 e B) K-IM. A ocorréncia de morte calul
espontanea (na auséncia de drogas — CT) assim wanpoesenca do veiculo utilizado para dissolveMo |
(dimetilsulféxido —DMSO) foram avaliadas também.mfarcacdo com anexina V (conjugada ao fluorocromo
alexa 488) associada ou ndo a marcacdo com iodeforapideo foi avaliada por citometria de fluxo. O
percentual de células marcadas apenas com iodgimgi&leo foi excluido da analise. Graficos reprege/os

de 3 experimentos independentes.
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Figura 4.9: Analise da inducdo de morte celular pel imatinibe. As células das linhagens K562 (A) e K-IM
(B) foram tratadas com 1,0 ou 5,0 uM de imatiniloe P4, 48 e 72 horas e a indugdo de morte celolar f
avaliada pela dupla marcagdo com anexina V/ iodetpropidio (PI). A andlise estatistica foi feiando o
testeone-wayANOVA com pés-teste de Dunnett. * correspondp<@,05; ** corresponde ®<0,01 e ***
corresponde p<0,001.

Avaliacao de populacéo sub-G0/G1 apds tratamento igolM

Além da anélise da morte celular pelo método areXitl, a fragmentacdo de DNA
através da quantificacdo de populacdo com contdé@dDNA inferior ao da populacdo de
células nas fases G0O/G1 do ciclo celular (sub-Gpf@Janalisada apds tratamento com 1,0 e
5,0 uM de IM por 24 e 48 horas.

A linhagem K562 apresentou resposta tempo-depén@enIM tendo cerca de 30%
de fragmentacdo em 24 horas; cerca de 50% a 1,6 A% a 5,0 UM em 48 horas (Figura
4.10 A). O percentual de fragmentacdo no contailedrca de 10%. Na linhagem K-IM este
percentual foi em torno de 20%. Diferentementeinlaabem K562, ndo houve indugao de
fragmentacdo de DNA na linhagem K-IM significativame diferente do controle,

independente do tempo ou da concentracao aval{gansa 4.10 B).

O DMSO néo induziu fragmentacao significativa nasdgens e tempos testados.
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Figura 4.10: Fragmentacdo do DNA induzida pelo traimento com imatinibe.As células das linhagens
K562 (A) e K-IM (B) foram tratadas com 1,0 ou 5,M e imatinibe e coradas com o fluorocromo iodedo d
propideo. A populacdo de células com conteddo dA Dierior ao das células nas fases GO/G1 (sub-Gpd®
ciclo celular foram contabilizadas como células eoBPINA fragmentado A andlise estatistica foi feitdizando

o teste one-way ANOVA com pés-teste de Dunnettorresponde §<0,05; ** corresponde @<0,01 e ***
corresponde p<0,001.

Os resultados das andlises de marcagdo com ané®ha de fragmentacdo do DNA
foram utilizados para analise comparativa da indudg morte pelo IM nas duas linhagens.
Foi observado que a linhagem K-IM apresentou péueénde inducdo de morte

significativamente menor do que a linhagem K5621¢dando mostrados).

4.3 Avaliacéo da proliferacédo celular apés tratamentoem o IM

4.3.1 Avaliacdo do efeito do tratamento com IM na distrinicdo das fases do ciclo

celular

Uma vez visto que o tratamento com IM promove urparente reducdo na
viabilidade que ndo é acompanhada por indugcdo deencelular, foi feita avaliacdo do
impacto do tratamento com IM na distribuicdo dese$ado ciclo celular. As células das
linhagens K562 e K-IM foram tratadas com 1,0 e |5\ de IM por 24 e 48 horas e foi
realizada andlise da distribuicdo das fases do cilular por marcacdo do DNA pelo iodeto

de propideo (Figuras 4.11 e 4.12).

As células da linhagem K562 responderam ao tratemeéam forma semelhante nos

dois tempos testados. Houve acumulo de céluladasas GO/G1 do ciclo celular apds o
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tratamento com IM nos dois tempos avaliados (Figufd A). Nao houve diferenca na
porcentagem de células na fase S nos tratamentoselagéio aos controles, mas houve
reducdo na porcentagem de células nas fases G2/M.

A linhagem K-IM respondeu ao tratamento com IM daemia dose-dependente.
Apresentou acumulo de células nas fases GO/G1l énwgho na fase S. Somente a
concentracdo de 5,0uM em 48 horas houve reducdmomantagem de células nas fases
G2/M. A linhagem K-IM apresentou um acumulo em Gdngea diminuicdo em S, porém a
fase G2/M do ciclo ndo sofreu alteracdes em 1,0(giura 4.11 B).
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Figura 4.11: Efeito do imatinibe na distribuicdo da fases do ciclo celularCélulas das linhagens K562 e
K-IM foram tratadas com 1,0 ou 5,0 pM de imatinée distribuicdo das fases do ciclo celular foiiada por
marcacao com iodeto de propidio e posterior anéliseitdometro de fluxo. A analise estatistica &ia usando
o teste one-way ANOVA com pés-teste de Dunnettorresponde #<0,05; ** corresponde @<0,01 e ***
corresponde p<0,001.
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Figura 4.12: Andlise do ciclo celular nas linhagenk562 e K-IM apds incubacao com o inibidor de tiroma
quinase imatinibe. A) Exemplificacdo das estratégias de selecdo édadas a serem analisadas quanto a
distribuicdo no ciclo celular por citometria dexitu B) Linhagem celular K562 e C) K-IM incubadas gd e 48
horas com 1 e 5 uM de imatinibe, com dimetilsuliax{DMSO) ou sem qualquer composto (CT). O per@ntu
de células em cada fase do ciclo celular é indicex$ograficos.
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4.3.2 Avaliacdo da proliferacao celular, por contagem deélulas, apds tratamento com
oM

Para avaliar se o acumulo de células em nas f&@es @1 do ciclo celular resultaria
na reducdo no numero de células em cultura ao ldogiempo, foi realizada contagem de
células viaveis por exclusdo com azul de tripancélalas das linhagens K562 e K-IM foram
plaqueadas em densidade celular igual a 6gélilas/ml, depois tratadas com 1,0 e 5,0 uM e
contadas diariamente por um periodo de seis dias.

A K562 nas amostras controle e DMSO teve a deneidallilar aumentada de 5 para
20 x10 células/ml em 24 h, 70xt@élulas/ml em 48 h e 120x'L6élulas/ml em 72 horas. Em
96 horas o niimero de células comecou a decaispaddf células/ml; 10x1células/ml em

120 h e ndo foram observadas células vivas em 1Bigra 4.13 A).

As amostras tratadas com 1,0 e 5,0 uM de IM se odaram de forma semelhante. O
valor de densidade celular dobrou em 24 h; redpaia 2x16 células/ml em 48 horas; 1xX'10
células/ml em 72 h; 0,5 x 1@élulas/ml em 96 h e a partir de 120 h ndo forlservadas

células vivas (Figura 4.13 A).

As células da linhagem K-IM, no controle, aumentarde 5x10 células/ml para
15x10 células/ml em 24h; 30xi@élulas/ml em 48h; 60xf@élulas/ml em 72 h e 80x10
células/ml em 96 h. A partir de 120 h houve dimjfoi gradativa para 30x8élulas/ml e
20x1d" células/ml em 144 h. As células tratadas com DM@Ocomportaram de forma
semelhante ao controle até 48h. Em 72 h apresen&0ald células/ml; 70x1bcélulas/ml
em 96 h. Foi observada diminuicdo na densidaddacedupartir de 120 h, na qual foram
observadas 40x{@élulas/ml; seguida por 20xX16élulas/ml em 144 h. As amostras tratadas
com 1,0 uM aumentaram a densidade celular em 2ineleante ao controle, apresentaram
20x10 células/ml em 48 h; 30xi@élulas/ml em 72 h; 60xi@élulas/ml em 96 h; 50x10
células/ml em 120h e 30x1@élulas/ml em 144 h. As amostras tratadas comp®B/0
apresentaram aumento da densidade celular comoti@leoem 24 h e a densidade celular se
manteve entre 15-20x1@élulas/ml até o tempo de 96 h, a partir do qudemsidade se
manteve 10x1Océlulas/ml em 120 e 144 h (Figura 4.13 B).

Como observado, as células da linhagem K562 apgereelaxa de crescimento maior
do que as células da linhagem K-IM em condi¢cSesralen No entanto, na linhagem K562, o
tratamento com IM ndo s6 impediu 0 aumento da dedsi celular, como induziu redugcédo no

namero de células a partir de 48 h, corroboranddao®s que mostram que hé inducdo de

43



morte celular pelo tratamento com IM. Nas amosi@sélulas da linhagem K-IM tratadas
com 1,0 uM de IM houve aumento do numero de céltl@ tempo 96 h, o que evidencia
gue, embora ocorra acumulo de células nas fasés1Gfij ciclo celular, isso ndo impede a
proliferacédo celular dessa linhagem. Quando adastla linhagem K-IM foram tratadas com
5,0 uM, houve aumento da densidade celular no poniga, a partir do qual a densidade
celular foi mantida até o tempo de 96 h, a padigdal se manteve num valor de densidade
menor até 144 h, sugerindo que o tratamento coraltdde o perfil de crescimento e induza a

morte de uma parcela dessa populacdo de células.
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Figura 4.13: Avaliacdo do crescimento celular apdgatamento com imatinibe. Células das linhagens K562
e K-IM foram tratadas com 1,0 ou 5,0 uM de imaenié o nimero de células viaveis foi quantificado
diariamente pelo método de contagem de célulasm@alas pelo azul de tripan.

4.4 Avaliacéo do status de Bcr-Abl

Sendo Bcr-Abl a proteina responsavel pela pateagéda LMC e alvo do IM, uma
abordagem logica para o estudo da linhagem K-IMagadiacdo de Bcer-Abl apos o tempo de

selecéo da linhagem.

4.4.1 Andlise de mutacdo no genBCR-ABL

O mecanismo de resisténcia mais frequentementervalolke na clinica e o mais
estudado até entdo é a mutacdo no dominio tirogimase da Bcr-Abl (YANG; FU, 2015).
O sequenciamento dos exons 4 a 10, que codificadonoinio tirosina-quinase, do gene

BCR-ABL na linhagem K-IM mostrou que ndo ha mutacdo néebagem. Esse achado
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indica que outros mecanismos de resisténcia estdemtes na linhagem K-IM e conferem a

ela sua resisténcia ao IM apesar de apresentakliB@elvagem.

4.4.2 Andlise dos niveis de RNA mensageiro d&CR-ABL

Como o aumento do numero de moléculas de Bcr-Amb&n é um mecanismo
descrito de resisténcia ao IM (GORRE al, 2001), foram avaliados os niveis de RNA
mensageiro dBCR-ABLpela técnica de RT-gPCR. A linhagem K-IM apresemtiveis cerca
de seis vezes maiores BER-ABLem relacéo a linhagem K562 (Figura 4.14), sugeroe

exista superexpressao dessa proteina.
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Figura 4.14: Niveis de RNA mensageiro dBCR-ABL. Os niveis de RNA mensageiro BER-ABLforam
avaliados nas linhagens K562 e K-IM por RT-gPCRlinrhagem K562 foi usada como referéncia e o gene
GUSB -glucuronidase) foi usado como controle endégeno.

4.4.3 Avaliacao indireta da atividade da proteina Bcr-Abl

Uma forma de avaliar indiretamente a atividadesiita quinase de Bcr-Abl é a
analise dos niveis de fosforilacdo do seu prin@pad, a proteina CRKL. Os niveis de CRKL
fosforilado s&o utilizados como fator preditivorésposta no tratamento da LMC (WHIEE
al., 2007). A analise dos niveis de CRKL total e datddo na auséncia de tratamento
mostrou que a linhagem K-IM apresenta niveis seamédis aos da linhagem parental da
proteina total e de sua forma fosforilada, indicagde embora haja aumento nos niveis de
RNAmM deBCR-ABL isso ndo se traduz em maior atividade tirosinaage na linhagem K-

IM (Figura 4.15).

45



K562 K-IM
[—— | PCRKL

|- | CRKL
W . | HSC70

Figura 4.15: Avaliacdo indireta da atividade da préeina Bcr-Abl. Células das linhagens K562, K562-
Lucenal e K-IM foram avaliadas quanto aos niveidgicos e de fosforilacdo da proteina CRKL por \&fest
Blot. CRKL é o principal substrato de fosforilacda proteina Bcr-Abl e por isso seus niveis de fdafifio
constituem uma medida indireta da atividade de Adr-A proteina Hsc70 foi utilizada como controle d
carregamento. Imagem representativa de trés expetds independentes.

4.4.4 Avaliacdo da atividade de Bcr-Abl apos tratamentoam IM

A fim de avaliar se apesar da resisténcia apredermala linhagem K-IM, Bcr-Abl
seria inibido pelo tratamento com IM, os niveisGRKL total e fosforilado foram avaliados
nas linhagens K-IM apés 24 horas de tratamento t@he 5,0 uM de IM e os resultados

foram comparados aos da sua linhagem parental K562.

Foi observada diminuicao dos niveis de fosforiladd@RKL em ambas as linhagens,
indicando que apesar da resisténcia da linhageM, ke ktividade de Bcr-Abl foi inibida pelo
IM de forma semelhante a K562. Os niveis de CRKlialtmdo foram alterados pelo

tratamento (Figura 4.16).
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Figura 4.16: Avaliacao da inibicdo de Bcr-Abl peldM. As células das linhagens K562 e K-IM foram tratada
com 1,0 uM (IM1) ou 5,0 uM (IM5) de IM e foram aiadas quanto aos niveis de CRKL total e fosforilado
(PCRKL). Os niveis de pCRKL e de CRKL nas célulamubadas com IM foram comparados aos niveis destas
proteinas na auséncia de tratamento e/ou inculzata® veiculo dimetilsulféxido (DMSO). A fosforildag de
CRKL é uma medida indireta da atividade de Bcr-pdnl ser seu principal substrato de fosforilacdgrdteina
Hsc70 foi usada como controle de carregamento. Cdntrole de células sem tratamento, DMSO = comitol
veiculo, IM 1 = células tratadas com 1,0 uM de inilaé e IM 5 = células tratadas com 5,0 uM de imh&.
Imagem representativa de trés experimentos indepées!
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4.5 Avaliacdo da expressdao e atividade das proteinasatrsportadoras de efluxo

A linhagem K-IM n&o apresentou a mutacédo BRE@R-ABLe, apesar de ter aumento
nos niveis de RNAm o IM foi eficaz na inibicdo davidade de Bcr-Abl. A despeito da
inibicdo de Bcr-Abl, a linhagem K-IM mostrou-se istsnte ao IM, como evidenciado nos
ensaios de viabilidade e morte celular. Portantdfos mecanismos néo relacionados a

Bcr-Abl devem estara atuando nesta linhagem parfepessa resisténcia ao IM.

Os transportadores de efluxo da familia ABC sagiriscipais responséveis pelo
fendbmeno de resisténcia a multiplas drogas (MDREggire eles, a Pgp e a BCRP séo os mais
importantes na resisténcia aos TKIs porque tém csabstrato o IM (EADIE; HUGHES;
WHITE, 2014).

4.5.1 Avaliacédo da expressao de Pgp

As células das linhagens K562 e K-IM foram inculsadam anticorpo anti-Pgp
conjugado a um fluorocromo e avaliadas ao citomegrdluxo. A sobreposicdo dos picos de
fluorescéncia no controle sem anticorpo e dasa®incubadas com anticorpo indicam que as

células das linhagens K562 e K-IM ndo apresentasgmesséo dessa proteina (Figura 4.17).

K562 K-IM

|:| Autofluorescéncia

|:| Anticorpo anti-Pgp

Figura 4.17: Expresséo de glicoproteina-P (Pgpélulas das linhagens K562 e K-IM foram incubacias
anticorpo anti-Pgp conjugado a ficoeritrina e a@@alas no citdbmetro de fluxo. Imagens representatieatrés
experimentos independentes.

4.5.2 Avaliagdo da atividade dos transportadores de eflux

Células das linhagens K562 e K-IM foram avaliadasngo a atividade dos
transportadores de efluxo Pgp (Figura 4.18 A) e B(Rigura 4.18 B) com o uso de
substratos fluorescentes e de moduladores. Um damsm fluorescéncia das células

incubadas com os fluorocromos, promovido pela adilg® agentes moduladores, é sugestivo

a7



da presenca de um transportador de efluxo ativootoo lado, se a linhagem nao apresentar
atividade de um transportador de efluxo a intemisidde fluorescéncia serd a mesma na
presenca ou auséncia de um modulador. Nos doisosmrealizados, 0s picos de intensidade
de fluorescéncia das amostras com substrato flcemes e modulador se sobrepuseram aos
picos de intensidade de fluorescéncia das amostnraente com o substrato fluorescente,
indicando que as células das linhagens K562 e Kafld apresentam atividade das duas

proteinas avaliadas (Figura 4.18 A e B).

A ‘ K562 ) K-IM
I _
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B PhA
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Figura 4.18: Avaliacdo da atividade das proteinagansportadoras de efluxo.Células das linhagens K562 e
K-IM foram incubadas com o substrato fluorescerdddnina 123 (Rho) na presenca ou auséncia do émidil
glicoproteina-P (Pgp) verapamil (VRP) e analisattasitdmetro de fluxo para a avaliacao da atividaad gp
(A). As células foram incubadas com o substratorfiacente Pheophorbide A (PhA) na presenc¢a ou casdém
inibidor da proteina de resisténcia do cancer denxanéBCRP) Fumitremorgin C (FTC) para a analise da
atividade de BCRP (B). Imagens representativasédecixperimentos independentes.

4.6 Avaliacdo das proteinas inibidoras da apoptose

A desregulagéo de vias relacionadas a apoptosesesa um importanteallmark do
cancer e esta associada a resisténcia ao trataghsiittAHAN; WEINBERG, 2011). Nesse
contexto, as proteinas inibidoras da apoptosegcipaimente XIAP e survivina, tém sido
estudadas como possiveis alvos terapéuticos (SI&t@H 2015; KASHKAR, 2010).

4.6.1 Andlise dos niveis de RNA mensageiro de XIAP e suvina

Os niveis de RNAm de XIAPB({RC4 e de survivinaBIRCH foram avaliados por
RT-gPCR na linhagem K-IM em comparagdo com a liehad562. O gené&sUSB foi
utilizado como controle endégeno e os valores ivelstde RNAmM foram calculados pelo

método de 22°T.
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As linhagens K562 e K-IM apresentaram niveis sbarges de RNAmM d8IRC4
(Figura 4.19 A). Por outro lado, as linhagens diéen nos niveis de RNAm dBIRCS A
linhagem K-IM apresentou niveis 2,5 vezes aumestado relacdo a K562 (Figura 4.19 B),

sugerindo que ela poderia ter participacdo natéesim da linhagem K-IM.
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Figura 4.19: Avaliacdo dos niveis de RNA mensageidas proteinas inibidoras da apoptoséAs células das
linhagens K562 e K-IM foram avaliadas quanto aa®iside transcritos das proteinas inibidoras datage
XIAP (BIRC4 e survivina BIRCH. O geneGUSBfoi usado como controle enddgeno e a expressatveefoi
calculada pela formula“@®’.

4.6.2 Avaliacdo dos niveis proteicos de survivina

Para avaliar se 0os maiores niveis de RNBIRC5na linhagem K-IM resultariam em

aumento dos niveis proteicos de survivina, essasiffavaliados pelo ensaio de Western blot.

Os niveis proteicos de survivina na K-IM foram mesodo que os niveis apresentados
pela linhagem K562, corroborando os dados do RTRjBGe mostraram maiores niveis

transcricionais de survivina na linhagem K-IM (Fig4.20).

K562 K-IM
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Figura 4.20: Avaliagdo da expressé@o de survivings células das linhagens K562 e K-IM foram aval=d
qguanto ao conteldo proteico de survivina. A pratédsc70 foi usada como controle de carregamentagem
representativa de trés experimentos independentes.
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4.7 Avaliacédo de desregulacao de vias de sinalizacao

4.7.1 Avaliagédo da expresséao e fosforilacdo de ERK1/2

A desregulacdo de vias de sinalizacdo € um mecandaacrito de resisténcia em
LMC (EIDE; O'HARE, 2015). Quando uma proteina papante de uma via de sinalizacao é
inibida, pode ocorrer uma compensacao de viasnddizacao por expressdo de uma variante
da mesma proteina ou pela ativacdo compensatooatoes vias de sinalizacao que resultem
em um fenbmeno biolégico em comum (proliferacdo wmmsisténcia a apoptose)
(ROYCHOWDHURY; TALPAZ, 2011). Uma desregulacdo dasvde sinalizagdo poderia
estar relacionada ao aumento da expressao danaraigivivina na linhagem K-IM, uma vez
que vias de sinalizacdo como as vias de MAPK/ERBKRAkt e JAK/STAT podem induzir
a expressado de survivina em modelos de LMC (CAREERI, 2006; FANGet al, 2009 ;
STELLA et al, 2013). Tendo como base esse conhecimento, fiade se a via de
MAPK/ERK estaria alterada na linhagem K-IM.

Os niveis de ERK1/2 totais e fosforiladas foramliadas nas células das linhagens
K562 e K-IM. Os niveis de ERK1/2 totais foram semaekes nas duas linhagens, no entanto,
os niveis de ERK1/2 fosforiladas foram maiores masinhagem K-IM do que na linhagem

sensivel (Figura 4.21).

K862 K-IM
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Figura 4.21: Avaliacdo do contetdo proteico de ERK2. Células das linhagens K562 e K-IM foram
avaliadas quanto aos niveis de ERK 1/2 total eofdaflo. A proteina Hsc70 foi utilizada como cotgrae
carregamento. Imagem representativa de trés expetds independentes.

Apesar da via de MAPK/ERK ser ativada por Bcr-Ahla ativacdo independente de
Ber-Abl j4 foi descrita e associada a resisténcadM (NAMBU et al, 2010). A fim de
averiguar se esse mecanismo estava presente @@dmhK-IM, as células das linhagens
K562 e K-IM foram tratadas com 1,0 e 5,0 uM de Ibt 24 horas e depois os niveis de
ERK1/2 total e fosforiladas foram avaliados.
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Na linhagem K562 os niveis de ERK1/2 total ndoesafn alteracdes significativas
com o tratamento com IM, porém os niveis das prateffosforiladas diminuiram com o
tratamento (Figura 4.22). Na linhagem K-IM os révédtais de proteina ndo sofreram
alteracao significativa com o tratamento e os i fosforilacdo de ERK1/2 também se
mantiveram constantes apesar do tratamento confriduifa 4.22). Esses dados sugerem que
a via de MAPK/ERK ¢é ativada por uma via indepeneeatg Bcr-Abl na linhagem K-IM e
pode estar envolvida no mecanismo de resisténdialdsgem ao IM.

K562 K-IM
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Figura 4.22: Avaliagdo das proteinas ERK1/2 apos @atamento com IM. Células das linhagens K562 e K-IM
foram tratadas com 1,0 ou 5,0 uM de IM por 24hagnbs niveis totais e de fosforilagdo das proseliRK1/2.
A proteina Hsc70 foi usada como controle de camegéo. CT = controle de células sem tratamento, DMS
controle do veiculo, IM 1 = células tratadas coth|dM de imatinibe e IM 5 = células tratadas com |50 de
imatinibe.

4.7.2 Avaliacdo dos niveis proteicos de survivina apésatamento com IM

Uma vez que a via de MAPK/ERK ¢ ativada de forndependente da atividade de
Bcr-Abl na linhagem K-IM, um dos mecanismos pelasig ela poderia promover a

resisténcia seria a ativacao da expressao de saviv

Células das linhagens K562 e K-IM foram incubadas &,0 ou 5,0 uM de IM por 24
horas e depois 0s niveis proteicos de survivinanfodeterminados como forma de avaliar se
o tratamento com IM induziria alteracdes nos nipegteicos de survivina e se as linhagens
K-IM e K562 responderiam de forma diferente aoatragnto. Apos tratamento com IM os
niveis de survivina diminuiram nas duas linhagat@n disso, a diminuicdo de survivina foi

maior na linhagem K-IM do que na linhagem K562 (ffegg4.23).

Os niveis de survivina na linhagem K-IM ndo se fiwardm constantes como 0s
niveis de fosforilacdo de ERK1/2, sugerindo qu@essao de survivina € dependente da
atividade de Bcr-Abl e ndo estaria sendo reguladma independente de Bcr-Abl pela via
de MAPK/ERK.
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Figura 4.23: Avaliac8o da proteina survivina apdsratamento com IM. Células das linhagens K562 e K-IM
foram tratadas com 1,0 ou 5,0 uM de IM por 24hieaf@liado o contetido proteico de survivina. A phioa
Hsc70 foi usada como controle de carregamento. Cdntrole de células sem tratamento, DMSO = comiiol
veiculo, IM 1 = células tratadas com 1,0 uM de inila¢ e IM 5 = células tratadas com 5,0 UM de imhb8.

4.7.3 Avaliacdo da proteina fosfatase Shp2 na linhagem KV

Buscando elucidar os mecanismos de resisténciamness na linhagem de LMC
resistente ao IM KCL22-R, Colavita e colaboradofeeram um ensaio proteGmico
comparando a linhagem a sua parental KCL22-S (CATAVet al, 2010). Dentre as
proteinas superexpressas na linhagem resisterseaestfosfatase Shp2. Em um trabalho
posterior, Esposito e colaboradores mostraram qusdleociamento de Shp2 na mesma
linhagem resistente sensibilizada as células a@ESPOSITCet al, 2011). Shp2 pode ativar
a via de MAPK/ERK através da sua interacdo conptepra adaptadora Gabl. Por causa do
seu papel na ativacao na via de ERK1/2, a expreks&hp?2 foi avaliada na linhagem K-IM.

Para avaliar se Shp2 estaria envolvida no mecandeativacao da via MAPK/ERK
de forma independente de Bcr-Abl, as células ddmtjens K562 e K-IM foram incubadas
com 1,0 ou 5,0 uM por 24h e depois os niveis d& 3bial e fosforilado foram analisados

por Western blot.

Os niveis totais de Shp2 néo alteraram signifieatiente na linhagem K562 apés o
tratamento com IM, no entanto, os niveis de Shp&foftada foram reduzidos pelo
tratamento. Na linhagem K-IM, os niveis de Shpaltsbfreram uma leve reducdo com
5,0 uM de IM e os niveis de Shp2 fosforilada redumi significativamente (Figura 4.24).
Esses dados sugerem que a proteina Shp2 tem $wurdldg&o regulada de forma dependente
de Bcr-Abl, ndo estando relacionada a ativacaoial@esr MAPK/ERK independente de Bcr-
Abl na linhagem K-IM.
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Figura 4.24: Avaliacdo nos niveis proteicos e dedfrilacdo de Shp2 apds tratamento com IMAs células
das linhagens K562 e K-IM foram tratadas com 1,8,0uuM de imatinibe por 24 horas e entao forantiadas

0s niveis totais e de fosforilagdo de Shp2. CT mtrote de células sem tratamento, DMSO = contrae d
veiculo, IM 1 = células tratadas com 1,0 uM de inia¢ e IM 5 = células tratadas com 5,0 uM de imbg&. A
coloracdo com vermelho de ponceau foi utilizadaaoontrole de carregamento.

53



5 DISCUSSAO

O tratamento com TKIs é eficaz para o tratamentmdmria dos pacientes com LMC.
Porém, cerca de 20-30% dos pacientes nao respentterda satisfatoria ao tratamento de
primeira linha com IM (EIDE; O'HARE, 2015). O meéamo melhor estudado relacionado a
resisténcia é a aquisicdo de mutacdes no domimasgida Ber-Abl, promovendo resisténcia
ao tratamento (SHAH; PARIKH; RAWAL, 2016). TKIs queaibem inclusive Bcr-Abl
mutada séo utilizados como segunda e terceira lilghmatamento, porém alguns pacientes
apresentam resisténcia ao tratamento que ndo iEad@lpela aquisicdo de mutacdes e por
iISsO ndo respondem ao tratamento de segunda erdelicdas. Dentre 0s mecanismos
relacionados a aquisicdo de resisténcia esti acdtivde forma independente de Bcr-Abl de

vias de sinalizacdo sabidamente reguladas poE#M:=( O'HARE, 2015).

Como modelo para o estudo dos diferentes mecanisiaosesisténcia, linhagens
celulares resistentes tém sido desenvolvidas (MAKO&L, 2000; RUMJANEKEet al, 2001;
TANG et al, 2011; DAFLON-YUNESet al, 2013; RUMJANEK; VIDAL; MAIA, 2013;
KHORASHAD et al, 2015; KO et al., 2016). O processo de selecaoétidas resistentes
através do cultivo com farmacos baseia-se em neagides estocasticas na célula e por isso
um mesmo farmaco pode gerar uma gama de diferamddslos de resisténcia (MAHO#&t
al., 2000). O processo de selecao utilizado paralteadgem K-IM, em nosso estudo, ndo
seguiu o0 esquema rigoroso de aumentos gradativadaalO dias como descrito em Mahon et
al., 2000. Nesse estudo, a concentracdo de IMuimieatada em intervalos maiores quando
havia reducdo muito grande da viabilidade ou quamdaxa de crescimento estava muito
baixa. Uma abordagem semelhante ja havia sido eda@or Tang e colaboradores (TANG
et al, 2011). Esses protocolos de selecédo séo utikzatibhoje (KHORASHALRt al, 2015;
KO et al, 2016). Apesar da aleatoriedade do desenvolvongetmecanismos de resisténcia
observado na maioria das linhagens, protocolosrfgrebpostos para o desenvolvimento de
mecanismos especificos de resisténcia, como mutsfi¢adG; CHEN, 2016). No presente
trabalho foram necessarios cerca de seis meséisdpale uma linhagem resistente a 0,2 uM

IM, para que fosse estabelecida a linhagem reséséeh,0 UM de IM, denominada K-IM.

Apos o desenvolvimento da linhagem K-IM, ensaiovidbilidade celular, indugéo de
morte, avaliacdo do ciclo celular e contagem delaglforam realizados para caracterizar o
perfil de resisténcia dessa linhagem. As célulaslidhagens K562 e K-IM responderam de
forma tempo-dependente ao IM. O efeito tempo-depeteddo IM ja havia sido observado
em linhagens de LMC (MAHONt al, 2000; BERNARDO; REIS; MAIA, 2012; SILVAet

al., 2013). A linhagem K-IM se mostrou significativame mais resistente ao IM do que a
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linhagem K562. Apesar da maior resisténcia ao IMjnaagem K-IM apresentou uma
diminuicdo na viabilidade celular na concentrac&oldd uM de IM. Uma vez que essa
concentracdo nao inviabiliza a manutencéo da liemagm cultura, foi pensado se haveria

inducdo a morte que se correlacionasse com o galogducédo na viabilidade.

A viabilidade também foi analisada apds tratamexm o DAS, que € um TKI de
segunda geracdo, mais potente do que o imatinimerespeito a inibicdo de Bcr-Abl e que
também é inibidor de Scr (SHAMt al, 2004). DAS também exerceu efeito tempo-
dependente nas linhagens de LMC. A linhagem K-IMk@m se mostrou mais resistente do
que a linhagem K562 ao DAS, indicando que os menars de resisténcia responsaveis pela
resisténcia ao IM na K-IM também atuam conferinégsisténcia ao DAS. De forma
semelhante, em modelos celulares resistentes @aelds em concentragcées crescentes de
um TKI ja foi relatada a resisténcia cruzada parsos TKIs (EADIE; HUGHES; WHITE,
2016; TANGet al, 2011).

O imatinibe, por inibir a Ber-Abl, induz morte papoptose (DEININGEFRt al, 1997;
MAHON et al, 2000; BERNARDO; REIS; MAIA, 2012). Quando a igdo de morte
celular por IM foi avaliada nas linhagens, foramcessarios tempo de incubacdo e
concentracdo maiores de IM para que a linhagem Keéde induzida a morte celular. A
linhagem K-IM, na concentragdo em que é mantiday nausou inducdo de morte
significativa em relacdo ao controle, mostrando queparente reducdo de viabilidade
observada no ensaio de MTT néo esta relacionaddugdo de morte nessa linhagem. Com
base nesse resultado, foi proposto que o IM podedazir uma diminuigcdo na taxa de
proliferacdo na linhagem e por isso a andlise hiksle em relacdo ao controle sem IM

resultaria em uma aparente diminui¢cao na viabigdalular.

Um dos efeitos descritos para o tratamento com kMaéumulo de células em G0/G1
que precede a inducdo de morte (KOMATS8tal, 2003). Esse efeito foi observado nas
linhagens K562 e K-IM, embora na K-IM néo tenhaitl@vinducdo a morte celular. Esse
dado induziu o questionamento sobre se o IM altecacrescimento da linhagem. Esse efeito
do IM é esperado uma vez que o Bcr-Abl induz aaelatmo ciclo celular (GESBERS al.,
2000). Logo, a sua inibicdo deve ter um efeito hiegana progressao do ciclo em células de
LMC.

Para enderecar esse questionamento, as ceélulassviavam contadas em camara de
Neubauer pelo método de exclusdo com azul de Trpsudluas linhagens apresentam perfis
discrepantes de crescimento em cultura. Ja haltackiservado que as linhagens resistentes
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geralmente apresentam crescimento mais lento queamntais (MAHONet al, 2000;
DAFLON-YUNES et al, 2013) e esse fendmeno é observado na linhagévhdfa relacédo a
K562. O tratamento com IM diminuiu o0 numero de @dwiaveis da linhagem K562 em 48
horas, enquanto que na linhagem K-IM, incubada dgthuM de IM houve aumento
gradativo no numero de células dia apos dia. Gienesito da linhagem K-IM na presenca do
IM foi mais lento do que na auséncia, porém notgudia em cultura o numero de células da

amostra tratada foi semelhante ao da amostra $¥m o

Uma vez caracterizado o perfil de resisténciamtzagem K-IM, iniciou-se a busca para
determinar os mecanismos de resisténcia preseetsa finhagem. As mutacdes no gene
BCR-ABL constituem o mecanismo de resisténcia nieguentemente encontrado na
clinica, representando cerca de 50% de todos as @es resisténcia (BRANFORE al,
2003; SOVERINIet al, 2006; HUGHESet al, 2009; SHAHet al, 2014). As mutac¢des
relacionadas a resisténcia ocorrem no dominioitigeguinase da proteina (SHA&t al,
2002). No sequenciamento dos exons que codificadorainio quinase da Bcr-Abl na
linhagem K-IM ndo foram encontradas mutacgOes, @palt que outros mecanismos Sao
responsaveis pela resisténcia ao IM nessa linhagem.

Além da mutacdo, os niveis de RNAm BER-ABLtém valor prognéstico e séo
utilizados para o monitoramento da resposta aanraito (DEININGER, 2015). Foram
observados maiores niveis de RNAmMBIER-ABLna linhagem K-IM em relagdo a K562, o

que sugere que Bcr-Abl esteja envolvida nos megarEsle resisténcia ao IM.

Uma vez determinados os maiores niveis de RNAMB@R-ABLna linhagem K-IM,
surgiu o interesse em saber se havia aumento vidaale da Bcr-Abl. Para quantificar de
forma indireta a atividade dessa proteina, sédzadibs os niveis de fosforilacdo do seu
principal alvo, a proteina CRKL. Os niveis de fosdgdo de CRKL sdo proporcionais a
atividade de Bcr-Abl (NICHOLSet al, 1994) e foram descritos como fator preditivo de
resposta ao tratamento (WHIEE al, 2007). Na linhagem K-IM, os niveis de CRKL togal
fosforilado foram semelhantes aos da linhagem Kb@licando que, apesar do aumento nos
niveis de RNAmM d&CR-ABL, ndo houve aumento na atividade tirosina-quinasprdteina
Bcer-Abl na linhagem K-IM. Além disso, houve reducda fosforilacdo de CRKL apds o
tratamento com IM tanto na linhagem K-IM quantok$62, indicando que existam outros
mecanismos de resisténcia na linhagem, que atudonrda independente de Bcr-Abl.

A auséncia de mutacdo no geB€R-ABLe o fato de o aumento dos seus niveis de
RNAmM néo se correlacionarem com um aumento nadatié da proteina Bcr-Abl indicaram
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que talvez os mecanismos relacionados a Bcr-Abfossem os principais responsaveis pela
resisténcia da linhagem K-IM. Sendo assim, foramliagtos os mecanismos classificados
como independentes de Bcr-Abl. As proteinas tramagoras de efluxo da familia ABC séo
importantes atores na resisténcia aos diversosiapeirapicos (KATHAWALA et al, 2015).

IM, DAS e nilotinibe podem ser extruidos pelas phods Pgp e BCRP (EADIE; HUGHES;
WHITE, 2014) e algumas linhagens resistentes apt@se sua superexpressao como
mecanismo de resisténcia (MAHO&t al, 2000; RUMJANEKet al, 2001; DAFLON-
YUNESet al, 2013).

A expressao de Pgp pode ser um fendmeno inicialesenvolvimento de resisténcia
aos TKIs e uma caracteristica que pode desapaocerero passar do tempo e com o
surgimento de outros mecanismos de resisténcia ([EABUGHES; WHITE, 2016). Esse
fendbmeno nao foi observado no curso de desenvahtorde resisténcia da linhagem K-IM
(dados ndo mostrados). Assim como a K562, a limrhagdM ndo apresentou expressao ou

atividade de Pgp, e também nao apresentou atividtageoteina BCRP.

Outra forma pela qual as células podem adquiristégscia aos quimioterapicos pela
desregulacdo de proteinas relacionadas a mortwrcphogramada (WILSON; JOHNSTON,;
LONGLEY, 2009). Nesse contexto, a proteina inibédoia apoptose survivina tem sido
estudada como possivel alvo terapéutico (SIN&Hal, 2015). A survivina encontra-se
superexpressa na maioria dos canceres humanos etmaste com os tecidos normais
(SOLEIMANPUR; BABAEI, 2015). Em LMC foi observadouq a inibicdo de survivina
sensibilizava as células Bcr-Abl positivas ao tregato com IM (CARTERet al, 2006),
relacionando-a com o a resisténcia ao IM. Alémadigei demonstrada a relacdo entre
survivina e Pgp para a promoc¢ao da resisténciaySlet al, 2013). Na linhagem K-IM
foram observados niveis elevados de survivina taatforma de RNA quanto proteina, no
entanto, a proteina foi reduzida pelo tratamento ¢d. Isto indica que sua regulagdo na
linhagem K-IM esta sujeita a atividade de Bcr-Ablexpresséo de survivina pode ser ativada
pelas vias de JAK2/PI3K/c-myc (FAN& al, 2009), MAPK/ERK (CARTERet al, 2006) e
Jak2/STAT3 (STELLA et al, 2013) e todas essas est@downstream a Bcr-Abl
(DEININGER; GOLDMAN; MELO, 2000). A survivina atuado somente na resisténcia a
apoptose, mas também é crucial para a progressdocico celular (LENS;
VADER;MEDEMA, 2006) e transicao das células da feégepara S (TANGet al, 2012).
Também ja foi descrito que a inducdo da apoptoleelleenvolve a regulacéo da localizagéo
subcelular de survivina, levando a uma diminuigaaciosol (BERNARDO; REIS; MAIA,

2012). Notadamente, houve acumulo de células ensapods o tratamento com IM que
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além de estar relacionado a inibicdo de Bcr-Abl,sicmultaneo a reducdo dos niveis de

survivina.

A XIAP é outra IAP muito estudada como alvo terdjp@upara o tratamento do cancer
(SCHIMMER et al, 2006), cuja superexpressao esta associada aiaunprpgndstico em
diferentes neoplasias (TAMMt al, 2004; RAMPet al, 2004; MIZUTANI et al, 2007).
Apesar dos niveis de RNAmM @&RC4 (XIAP) serem semelhantes entre as linhagens K-IM e
K562, esse resultado ndo abole a possibilidadead&ipacéo da XIAP nos mecanismos de
resisténcia da linhagem K-IM. Seca e cols. descagvaejue XIAP participava da resisténcia
ao IM em uma linhagem de LMC e, apesar da linhagesistente apresentar niveis proteicos
de XIAP similares aos da linhagem parental, sehsi¥¢AP participava de forma
significativa para a sua resisténcia e exerciddatiles concernentes a expressao de Pgp que
nao eram observadas na linhagem parental (S&G@A 2011).

Sendo MAPK/ERK uma das possiveis vias de ativagicutvivina, 0s niveis de
fosforilacdo de ERK1/2 foram avaliados. A linhagk€nM apresentou niveis aumentados de
fosforilacdo de ERK1/2 em relacdo a sua linhagemerpal K562. Esse dado sugeriu ser
promissor para indicar que a superativacdo de EREdtava associada a superexpressao de
survivina. Porém, o tratamento com IM diminuiu dseis de survivina enquanto que 0s
niveis de fosforilagdo de ERK1/2 permaneceram eéradios. ERK1/2 ja foi relacionada a
resisténcia ao IM de forma independente de Bcr{ABIMBU et al, 2010). Sabe-se que a
via de MAPK/ERK é crucial para a manutencdo doustate bncogene addictiondas
células Bcr-Abl positivas (ASMUSSE®SL al, 2014). Os mecanismos especificos pelos quais
ERK1/2 estaria promovendo essa resisténcia aindaforam esclarecidos e persistem as
davidas também sobre que via independente de Bce#in responsavel pela ativacdo de
MAPK/ERK. Foi observado que ERK1/2 era ativado B&Krn, através da ativacdo de
CRAF, em linhagens derivadas da K562 (MAal, 2014). Além disso, ERK poderia ser
ativado por receptores tirosina quinase como EGERR e VEGFR (STEELMANet al,
2011). Uma proteina importante na ativacdo da eidMd\PK/ERK, a fosfatase Shp2, foi
relacionada com o fenodtipo resistente da linhagemLMC KCL22-R num estudo que
utilizou linhagens de LMC e amostras de pacierE&POSITCet al, 2011).

Uma andlise protedmica comparativa entre a linhalgel@ resistente KCL22-R e sua
parental KCL22-S mostrou um aumento na expressdosfi@ase Shp2 (COLAVITAt al,
2010) na linhagem resistente. Um artigo postergacionou Shp2 a resisténcia dessa

linhagem, uma vez que o silenciamento de Shp2lsénsu as células ao IM (ESPOSIT&

58



al., 2011). Sabidamente, a Shp2 ativa a via de MARK/E&través da sua interacdo com
proteinas adaptadoras, levando a ativacdo de Ra&$ &L, 1994; SHiet al, 2000). Uma vez
gue essa via se encontra superativada na linhagéih & permanece ativada apesar da
inibicdo de Bcr-Abl, essa ativacao poderia ocoateaves de Shp2, de forma independente de
Bcr-Abl. A linhagem K-IM apresentou niveis de Shg@melhantes a K562 (dados néao
mostrados). Além disso, quando as células foratadaa com IM, a fosforilagdo de Shp2 foi
reduzida apesar da forma total ndo sofrer alteragmenhuma das linhagens. Essa reducéo
da fosforilagdo demonstra que o estimulo de atovdeadShp2 foi inibido pelo tratamento com
IM. Além de poder ser regulada por Bcr-Abl e p@pac na leucemogénese (CHEN al,
2007) a Shp2 esta abaixo do receptor PDGFR, EGIHRS® (CASEet al, 1994). Uma vez
gue o PDGFR também é inibido pelo IM (BUCHDUNGERaL, 1996) uma dessas proteinas
pode ser responsavel pela ativacdo da Shp2 naénh&-IM. Juntos nossos dados sugerem

gue Shp2 ndo seja a responsavel pela ativacaoendepte de Bcr-Abl de ERK1/2.

O presente trabalho se prop6s a avaliar diferdatetas da resisténcia ao IM em Unica
linhagem celular, a K-IM. Foram analisados tantonmcanismos relacionados a Bcr-Abl
(mutacéo, niveis transcricionais e atividade) quast ndo relacionados a Bcr-Abl (proteinas
transportadoras de efluxo, proteinas inibidoraap#ptose e vias de sinalizagdo). O conjunto
de dados desse trabalho indica que a linhagem Epifdsenta maior resisténcia ao IM do que
a sua linhagem parental K562. Além disso, mecarssmdo relacionados a Bcr-Abl parecem
ser 0s principais responsaveis pela resisténcl&ldld ao IM, uma vez que sua resisténcia é
independente da inibicdo de Bcr-Abl pelo IM. Denaé® vias que podem participar da
resisténcia ao IM, a via de MAPK/ERK parece serdrgmte para o fenoétipo resistente da
linhagem K-IM, pois os niveis de ativacdo dessaséia mantidos durante a inibicdo de Bcr-
Abl. A proteina inibidora da apoptose survivinasgrele estar aumentada na linhagem K-IM,
tem sua regulacdo dependente da atividade de B¢sédrerindo que ndo atue no mecanismo
de resisténcia independente de Bcr-Abl. A linhagéenM, resistente ao IM constitui um
modelo relevante para o estudo de mecanismos Siltérecia que, por ndo envolverem
diretamente a proteina Bcr-Abl, podem ser extrafuslgpara outras neoplasias e também
constitui um modelo pertinente para o estudo deasoestratégias terapéuticas para 0s

pacientes resistentes.
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6 CONCLUSOES

6.1

6.2

PARCIAIS
A linhagem de LMC K-IM é mais resistente ao IM deega sua linhagem parental

K562

A resisténcia da linhagem K-IM ndo esta relacionadpresenca de mutacbes no
dominio quinase da Bcr-Abl

Apesar do aumento nos niveis de RNAmM de BCR-ABLpiwsis similares de CRKL
fosforilado nas duas linhagens, sugerem que ossnatementados de Bcr-Abl ndo

sejam 0s principais responsaveis pela resistéadialtagem K-IM

A resisténcia da linhagem K-IM ndo € mediada p#kssportadores de efluxo Pgp e
BCRP

Um mecanismo de desregulacao de vias de sinalizagamvendo ERK1/2, mas néo

survivina ou Shp2, esta envolvido na resisténciintiagem K-IM

GERAL

A linhagem K-IM, resistente ao IM, apresenta mesiaois de resisténcia relacionados a

superativacao de ERK independente da atividadecddBl. Os fatores responsaveis por essa

ativacao ainda precisam ser elucidados.
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Figura 6.1: Mecanismos de resisténcia ao imatinibeDiferentes mecanismos associados a resisténcia ao
imatinibe (IM) foram analisados na linhagem celu&aiM. A linhagem K-IM ndo apresentou mutacdo no
dominio quinase da Bcr-Abl e ndo apresentou aftileddos transportadores de efluxo Pgp e BCRP. Amlesar
aumento nos niveis de RNAmM &CR-ABL ndo houve aumento na atividade de Bcr-Abl. Adggm K-IM
apresentou niveis das proteinas ERK1/2 e surviviaiares do que a linhagem K562. A expresséo devauayv

€ diminuida quando hé inibigcdo de Bcr-Abl, porémmésis de fosforilagdo de ERK1/2 ndo se alteram eo
inibicao de Bcr-Abl.
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PERSPECTIVAS

Avaliar os niveis proteicos de Bcr-Abl.
Analisar a taxa proliferativa da linhagem K-IM porsaios especificos (BrdU, CSFE).

Avaliar a importancia da via de MAPK/ERK para ais&ncia da linhagem K-IM ao

IM através da inibicdo farmacoldgica de proteinessd via.
Avaliar possiveis vias de ativacdo de ERK indepetalde Bcr-Abl.

Avaliar outras vias de sinalizagdo que podem e#areguladas na linhagem K-IM,
como PI3K/Akt e JAK2/STATS.

Avaliar os niveis proteicos de XIAP e sua posspeticipacdo na resisténcia da

linhagem K-IM.
Estabelecer linhagens com maior resisténcia ao IM.

Rastrear o surgimento dos mecanismos presentesINg Htilizando as linhagens

resistentes desenvolvidas durante o processo dewddgimento da K-IM.
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