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RESUMO 

 

A leucemia mielóide crônica (LMC) é caracterizada por uma alteração citogenética 

conhecida, o cromossomo Philadelphia (Ph), resultado da translocação recíproca 

t(9;22)(q34;q11). O gene de fusão bcr-abl codifica uma proteína com atividade 

tirosina cinase constitutiva que desregula vias de transdução de sinais ligadas à 

proliferação, apoptose e diferenciação celular. A evolução natural da LMC vem 

sendo alterada a partir do desenvolvimento dos inibidores de tirosina cinase (ITC). O 

imatinibe (Glivec®, Novartis) foi o primeiro ITC aprovado para o tratamento da LMC. 

A atualização de oito anos do estudo internacional randomizado do interferon e 

imatinibe (IRIS), ratificou a eficácia e a segurança do uso de imatinibe a longo prazo 

com uma sobrevida global de 85% e uma sobrevida livre de evento de 81%. 

Entretanto, algumas mutações no domínio cinase BCR-ABL conferem resistência a 

um ou mais ITC influenciando a escolha da terapia subsequente como no caso de 

uma mutação T315I, que é altamente resistente ao imatinibe. Apesar de múltiplos 

fatores contribuírem para a resistência ao imatinibe, a presença de mutação é mais 

prevalente e tem sido a mais investigada. Diante disso, foram selecionados para 

análise de mutação, pacientes portadores de um fenótipo de resistência de dois 

hospitais da região da grande Vitória, ES. Também foi desenvolvido um banco de 

dados para LMC que permite relacionar informações clínicas e laboratoriais de 

citogenética e biologia molecular, facilitando o acompanhamento de pacientes com 

LMC, bem como a compreensão da evolução da doença. 

Palavras-chave: Leucemia Mielóide Crônica, Inibidores de Tirosina Cinase, Mutação. 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

The chronic myeloid leukemia (CML) is characterized by a cytogenetic alteration 

known as Philadelphia chromosome (Ph), a result of reciprocal translocation t (9; 22) 

(q34; q11). The resulting fusion bcr-abl gene encodes a protein with tyrosine kinase 

constitutive activity that deregulates signal transduction inducing proliferation, 

apoptosis, and cellular differentiation. The natural evolution of CML is currently 

changing with the development of tyrosine kinase inhibitors (TKI). Imatinib (Gleevec 

®, Novartis) was the first TKI approved for the treatment of CML. The eight-year 

update of the international randomized study of interferon and imatinib (IRIS), 

confirmed the efficacy and safety of imatinib in the long term with an overall survival 

of 85% and an event-free survival of 81%. However, some mutations in the kinase 

domain BCR-ABL confer resistance to one or more TKI, influencing the choice of 

therapy, as in the case of a T315I mutation, which is highly resistant to imatinib. 

Although many factors contribute to the resistance to imatinib, the presence of 

mutations is more prevalent and has been further investigated. Therefore, were 

aimed to perform mutation analysis in patients with a resistant phenotype of two 

cancer reference hospitals in Vitoria, ES, Brazil. We also developed a CML database 

relating clinical information and laboratory cytogenetics and molecular biology results, 

facilitating the monitoring of CML patients, as well as the understanding of disease 

progression. 

 

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia, Tyrosine Kinase Inhibitors, Mutation.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A Leucemia mielóide crônica (LMC) decorre de uma expansão clonal de células 

progenitoras hematopoiética que resulta em um aumento de células mielóides, 

eritróides e plaquetas no sangue periférico e em hiperplasia mielóide observada na 

medula óssea [SAWYERS, 1999]. É caracterizada por uma alteração citogenética 

conhecida, o cromossomo Philadelphia (Ph), resultado da translocação recíproca 

t(9;22)(q34;q11) [NOWELL & HUNGERFORD, 1960; ROWLEY,1983]. 

Em nível molecular a translocação justapõe o protoncogene abl (Abelson Leukemia 

Vírus) no cromossomo 9 [BARTRAM et al., 1983] ao gene bcr (Breakage Cluster 

Region) no cromossomo 22 (Figura1) [GROFFEN et al., 1984]. O gene de fusão bcr-

abl codifica uma proteína com atividade tirosina cinase constitutiva que desregula 

vias de transdução de sinais ligadas a proliferação, apoptose e diferenciação celular 

[THIJSEN et al., 1999]. As principais vias implicadas na transdução de sinais e 

ativadas direta ou indiretamente a partir da ativação da proteína cinase 

intracitoplasmática BCR-ABL são: RAS (rat sarcoma virus), MAPK (mitogen-

activated protein kinases), ERK (extracellular-signal-regulated kinases), PI3K 

(phosphatidylinositol 3-kinase), Jak (janus kinase), STAT5 (signal transducer and 

activator of transcription 5), via WNT e beta catenina e via Hedgehog. Algumas 

destas vias são ativadas por mecanismos independentes da tirosina cinase BCR-

ABL [REN, 2005; STEELMAN et al., 2004; O’HARE et al., 2009].  

 
Figura 1: Translocação t(9;22)(q34;q11). 

Fonte: FADERL, S. et al., 1999. 
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A LMC foi a primeira doença humana em que uma anomalia genética específica - o 

cromossomo Ph – foi associada à patogenia de uma leucemia [FADERL et al., 

1999]. A evolução natural da LMC quando não tratada é trifásica (tabela 1) 

[BACCARANI et al., 2006] sendo a  fase inicial crônica (FC) de caráter indolente. A 

doença progride para uma fase acelerada (FA), que evolui para uma fase leucêmica, 

a crise blástica (CB) que pode ser de origem linfóide ou mielóide [SAWYERS, 1999]. 

Atualmente, esta dinâmica foi alterada a partir do desenvolvimento dos inibidores de 

tirosina cinase (ITC) [VISANI et al., 2010]. 

O imatinibe (Glivec®, Novartis) foi o primeiro ITC aprovado para o tratamento da 

LMC. A atualização de oito anos do estudo internacional randomizado do interferon 

e imatinibe (IRIS), ratificou a eficácia e a segurança do uso de imatinibe  a longo 

prazo com uma sobrevida global de 85% e uma sobrevida livre de evento de 81%. 

No estudo 55% dos pacientes permaneceram em tratamento com imatinibe e 45% 

suspenderam o uso devido a eventos adversos (6%), resposta insatisfatória (16%), 

encaminhamento para o transplante de medula óssea (3%), óbito (3%) e outros 

motivos (17%) [DEININGER et al., 2009].  

Tabela 1: Critérios para definição das fases da LMC 

Fase Crônica Fase Acelerada Crise Blástica 

Ausência das 
características da 
FA e CB 

Blastos 10-19% no SP ou MO 
Basófilo < 20% no SP  
Trombocitopenia persistente não relacionada com 
a terapia <100x10

9
/L 

Aumento do baço e leucócitos não responsivo a 
terapia 
Evidência Cg de evolução clonal não presente ao 
diagnóstico 

Blastos >30% no SP 
ou MO 
Proliferação blástica 
extra medular 
 

FA: fase acelerada, CB: crise blástica, SP: sangue periférico, MO: medula óssea, Cg: citogenética. 
Fonte: BACCARANI et al., 2006.  
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 1.1 Gene bcr-abl 

 

 

O gene abl tem 11 exons e em condições normais codifica a proteína ABL que 

apresenta três domínios de homologia SRC (short for sarcoma) (SH1, SH2, SH3). O 

domínio SH1 exerce a função de tirosina cinase, enquanto os domínios SH2 e SH3 

permitem a interação com outras proteínas e regulam a atividade tirosina cinase do 

gene abl [FADERL et al., 1999]. Na formação do gene de fusão bcr-abl o local da 

quebra em abl é pouco variável e ocorre dentro de um segmento com mais de 300kb 

na região 5’ terminal, podendo ocorrer entre o exon 1b e exon 1a, em direção 5’ ao 

exon 1b, ou em direção 3’ ao exon 1a. 

Em contraste, a região de quebra do gene bcr é mais variável podendo ocorrer em 

três diferentes regiões (figura 1.1). Na maioria dos pacientes de LMC o gene bcr 

apresenta ponto de quebra numa região de 5,8kb, conhecida como major-bcr (M-bcr) 

entre os exons 12-16 (conhecidos como b1-b5). A maioria das quebras associadas 

ao M-bcr acontecem entre o exon 13 ou 14 (conhecidos como b2-b3).  Os demais 

pontos de quebra ocorrem no exon 1 (e1a2), em uma região conhecida como minor-

bcr (m-bcr) e entre o exon 19 e 20 (e19a2) na região micro-bcr (µ-bcr). 

Independentemente da localização exata do ponto de quebra do gene abl, o splicing 

alternativo do RNAm resulta na fusão do gene bcr ao exon 2a do gene abl, formando 

um RNAm do tipo e13a2 (isoforma b2a2) e/ou e14a2 (isoforma b3a2), ambas as 

isoformas codificam uma proteína quimérica de 210kd (p210BCR-ABL) [Melo, 1996]. 
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Figura 1.1: Localização dos pontos de quebra do gene abl e bcr. Ponto de quebra na região M-bcr 
ocorre entre o exon 13 e 14 (b2a2 e/ou b3a2). Ponto de quebra na região minor-bcr (m-bcr) ocorre no 
exon 1 (e1a2). Ponto de quebra na região micro-bcr (µ-bcr) ocorre entre o exon 19 e 20 (e19a2). 
Fonte: DEININGER, GOLDMAN & MELO, 2000. 

 

 

 

1.2 Inibidores de tirosina cinase 

 

 

O domínio cinase da proteína apresenta uma estrutura bilobal (lobo N-terminal e 

lobo C-terminal) e entre os dois lobos situa-se o local de ligação para adenosina 

trifosfato (ATP). Dentro do domínio cinase, quando a alça de ativação é fosforilada, 

determina-se que a proteína cinase está ativa. Em tirosinas cinases, o sítio de 

ativação da fosforilação geralmente é um resíduo de tirosina localizada no meio da 

alça, que uma vez fosforilada pode interagir eletrostaticamente com resíduos de 

arginina vizinhos, resultando na estabilização e abertura da conformação do alça. 

Essa conformação da alça permite acesso do peptídeo ao sítio de ligação. Quando a 

alça de ativação não é fosforilada (sua forma inativa) pode assumir várias 

conformações estáveis, geralmente bloqueando o sítio de ligação do peptídeo e 

inibindo a habilidade de ligação ao ATP [SCHINDLER et al.,2000]. 
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Figura 1.2a: Estrutura cristalográfica do domínio cinase 

Fonte: NAGAR,2007. 
 

O imatinibe atua através da inibição competitiva pelo sítio de ligação da (ATP) ao 

domínio cinase BCR-ABL na sua conformação inativa. Isso conduz à inibição da 

fosforilação de proteínas tirosinas cinases envolvidas na transdução de sinais 

decorrentes da ativação da proteína BCR-ABL. A atividade tirosina cinase do 

PDGFR (platelet-derived growth factor receptor) e do c-kit (tyrosine-protein kinase 

kit) também pode ser inibida pelo imatinibe [DRUKER & LYDON, 2000]. 

Dasatinibe (Sprycel ®, Bristol- Myers Squibb) e Nilotinibe (Tasigna®, Novartis) são 

ITC de segunda geração aprovados para o tratamento, em segunda linha, de 

pacientes que apresentaram resistência ou intolerância ao tratamento com imatinibe 

[EIRING et al., 2011]. O dasatinibe inibe a tirosina cinase BCR-ABL, as cinases da 

família SRC (short for sarcoma), do PDGFR e do receptor c-kit. Ele atua no sítio do 

ATP em ABL e não depende, para a sua ação, se a proteína está na forma ativa ou 

inativa, sendo 325 vezes mais potente que o imatinibe em células que expressam o 

gene bcr-abl [LOMBARDO et al., 2004; SCHITTENHELM et al., 2006; O’HARE et al., 

2005].  

O nilotinibe foi desenvolvido com uma estrutura derivada do imatinibe. Portanto, o 

nilotinibe se liga a uma conformação inativa da proteína BCR-ABL, ocupando uma 

região análoga ao que seria ocupada pelo ATP na conformação ativa da enzima. 

Assim como o imatinibe, o nilotinibe também inibe a atividade tirosina cinase do 

PDGFR e do receptor c-kit. Em células que expressam o gene bcr-abl, o nilotinibe é 

20 vezes mais potente que o imatinibe [GOLEMOVIC et al., 2005; WEISBERG et al., 

2005]. Semelhante ao imatinibe e o dasatinibe, o nilotinibe também é metabolizado 
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pelo fígado, principalmente pelo citocromo P450, apresentando potencial para 

interações medicamentosas [MCFARLAND & WETZSTEIN, 2009].  

Algumas mutações no domínio cinase conferem resistência elevada a um ou mais 

ITC. Em particular, a mutação T315I confere resistência aos três ITC (imatinibe, 

nilotinibe e dasatinibe). A localização da mutação T315I elimina a ligação de ponte 

de hidrogênio necessária para a alta afinidade do imatinibe, nilotinibe e dasatinibe, 

além da alterar a topografia do sítio de ligação do ATP (figura 1.2). Na busca de um 

ITC que atue na presença da mutação T315I, o ponatinibe foi desenvolvido com a 

incorporação de múltiplos pontos de contato para a conformação inativa do ABL e 

para a mutação T315I, conferindo uma alta afinidade e potência. Também atua 

contra outras mutações resistentes ao imatinibe e inibe a família SRC cinase, do 

PDGRF e c-kit [O’Hare et al., 2009]. O ponatinibe não inibe aurora cinase, como o 

MK-0457, o que o distingue de outros inibidores T315I em desenvolvimento 

[HARRINGTON et al., 2004] 

 
Figura 1.2b: Estrutura cristalográfica do domínio cinase em complexo com ITC. O ITC está indicado 
em verde no sítio de ligação do ATP. As mutações que conferem resistência aos ITCs in vitro foram 
indicadas em laranja e vermelho, representando resistência moderada ou alta respectivamente. Cada 
ITC é suscetível a um conjunto diferente de mutações. Em comparação com imatinibe, o ponatinibe 
apresenta menor vulnerabilidade a mutações no domínio cinase. 
Fonte: O’ HARE et al., 2012. 
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1.3 Mecanismos de resistência 

 

 

A resistência ao imatinibe pode ser dividida em primária (refrataridade ou 

intolerância) quando se observa falta de eficácia a partir do início do tratamento com 

imatinibe e secundária (adquirida) quando uma resposta inicial é perdida devido à 

perda de eficácia durante o tempo de tratamento com imatinibe [HOCHHAUS & LA 

ROSÉE, 2004]. Aproximadamente 35% dos pacientes com LMC desenvolvem 

resistência durante o tratamento com imatinibe [HOCHHAUS et al, 2009]. 

Uma série de mecanismos foi proposta para explicar a resistência ao imatinibe e aos 

outros ITC, como por exemplo, aumento do número de cópias do gene bcr-abl, 

mutação no domínio cinase BCR-ABL, inibição incompleta da proteína BCR-ABL, 

super expressão de MDR-1 (multidrug resistance protein 1) e redução do 

transportador OCT-1 (ornithine carbamoyltransferase) (tabela 1.3a) [HOCHHAUS et 

al., 2002; MILOJKOVIC &  APPERLEY, 2009].  

Tabela 1.3a: Prováveis mecanismos de resistência ao ITC 

Independente do gene bcr-abl Dependente do gene bcr-abl 

Redução do transportador OCT1 Aumento da expressão do gene bcr-abl 

Aumento de MDR-1 Mutação no domínio cinase BCR-ABL 

Evolução clonal  

Fonte: MILOJKOVIC & APPERLEY, 2009. 
 

Apesar de múltiplos fatores contribuírem para a resistência ao imatinibe, a presença 

de mutação no domínio cinase BCR-ABL é mais prevalente e tem sido o mais 

investigado [SOVERINI et al., 2011]. Apesar de mais de noventa diferentes 

substituições de aminoácidos tenham sido descritas, aproximadamente 85% dos 

casos positivos para mutação apresentam um dos quinze tipos de mutação 

relacionados: T315I, Y253F/H, E255K/V, M351T, G250E, F359C/V, H396R/P, 

M244V, E355G, F317L, M237I, Q252H/R, D276G, L248V, F486S [APPERLEY, 

2007]. 

As mutações podem ser classificadas em quatro grupos, com base na estrutura 

cristalográfica do ABL: a)mutações que prejudicam diretamente a ligação do 
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imatinibe ao domínio catalítico da proteína tirosina cinase BCR-ABL; b) mutações na 

alça de fosfato (loop-P); c) mutações na alça de ativação, impedindo que a proteína 

tirosina cinase BCR-ABL atinja a conformação inativa necessária para ligação ao 

imatinibe; e d) mutações dentro do domínio catalítico com impacto sobre a atividade 

da proteína tirosina cinase BCR-ABL. A propósito, mesmo mutações fora do domínio 

cinase podem levar a autofosforilação, por estabilizarem a molécula na conformação 

ativa que impede a ligação ao imatinibe [ERNST et al., 2011]. 

Em dois importantes trabalhos - O’ Hare e colaboradores e Redaelli e colaboradores 

– a concentração, in vitro, de um ITC necessário para inibir a atividade tirosina 

cinase BCR-ABL na presença de mutações foi determinada (figura 1.3). Cada 

mutação foi classificada como sensível, sensibilidade intermediária ou resistente em 

função da concentração necessária do ITC para inibir 50% da proliferação do BCR-

ABL mutado (IC50) in vitro, consequentemente, quanto menor o IC50 do ITC, mais 

potente ele será [O’ HARE, EIDE & DEININGER, 2007; REDAELLI  et al., 2009]. 

Entretanto, a interpretação da sensibilidade para algumas mutações de estudos in 

vitro não é simples, visto que uma mesma mutação dependendo do estudo é 

descrita como resistente ou sensível ao mesmo inibidor como, por exemplo, a 

mutação G250E [BRANDFORD, MELO & HUGHES, 2009]. 

A identificação de algumas mutações pode influenciar a escolha da terapia 

subsequente porque no caso de uma mutação T315I, que é altamente resistente ao 

imatinibe, dasatinibe e nilotinibe, o único tratamento farmacológico, o ponatinibe, 

está em desenvolvimento em estudos de fase 1/2. Nas mutações V299L, T315A, ou 

F317L/V/I/C, nilotinibe é provavelmente mais eficaz do que o dasatinibe. Nas 

mutações Y253H, E255K / V, ou F359V/C/I, dasatinibe é provavelmente mais eficaz 

do que nilotinibe. Nas outras mutações provavelmente o dasatinibe e nilotinibe são 

igualmente eficazes [SOVERINI et al., 2012] 
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Figura 1.3: Sensibilidade das mutações para o dasatinibe e nilotinibe determinado por ensaios in vitro 
de proliferação de células. Em negrito estão as mutações que apresentam diferenças na classificação 
entre os estudos. No estudo de O'Hare e colaboradores: vermelho indica resistente; amarelo, 
sensibilidade intermediária; e verde, sensível. No estudo de Redaelli e colaboradores: vermelho indica 
altamente resistente; laranja, resistente; amarelo, sensibilidade intermediária e verde, sensível.  
Fonte: BRANDFORD, MELO & HUGHES, 2009; REDAELLI et al., 2009; O’ HARE, EIDE & 
DEININGER, 2007. 
 

Várias metodologias (tabela 1.3b) foram implementadas para viabilizar a 

identificação de mutações, a exemplo do sequenciamento direto de Sanger, da 

cromatografia líquida de alta performance denaturante (DHPLC), da espectrometria 

de massa e da reação de cadeia da polimerase alelo-específico (ASO-PCR), todas 

elas variando na sensibilidade e especificidade [Alikian et al., 2012]. 

Tabela 1.3b: Metodologias para detecção das mutações BCR-ABL 

Sensibilidade Metodologias 

15-25% sequenciamento direto de Sanger 

1% cromatografia líquida de alta performance denaturante 

0,05-0,5% espectrometria de massa 

0,01-0,001% reação de cadeia da polimerase alelo-específico 

Fonte: Alikian et al., 2012 
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1.4 Respostas ao tratamento com inibidores de tirosina cinase 

 

 

A resposta ao tratamento com imatinibe é definida em função: a) da Resposta 

Hematológica (RH); b) da Resposta Citogenética (RCg); e c) Resposta Molecular 

(RM), tal como descrita na tabela 1.4a [BACCARANI et al., 2009]. Assim, o objetivo 

do tratamento com imatinibe é alcançar a RH Completa (RHC), a RCg Completa 

(RCgC) e a RM com redução ≥ 5 log (razão bcr-abl/abl ≤ 0,001%) (RMM5) [CROSS 

et al., 2012].  

Tabela 1.4a: Definição de Resposta Hematológica, Citogenética e Molecular 

Resposta Hematológica Resposta Citogenética Resposta Molecular 

RHC:  
Leucócitos < 10x10

9
/L 

Basófilo < 5% 
Ausência de mielócito, 
promielócito, mieloblasto na 
contagem diferencial 
Plaquetas < 450x10

9
/L 

RCgC: 0% Ph 
RCgP: 1-35% Ph 
RCgMe: 36-65% Ph 
RCgMi: 66-95% Ph 
RCgN: >95% Ph 
 

 
           RM

4
: razão bcr-abl/abl ≤ 0,01% 

RMC  RM
4,5

: razão bcr-abl/abl ≤ 0,0032% 
           RM

5
: razão bcr-abl/abl ≤ 0,001% 

 
RMM: razão bcr-abl/abl ≤ 0,1% 
 

RHC: resposta hematológica completa, RCgC: resposta citogenética completa, RCgP: resposta 
citogenética parcial, RCgMe: resposta citogenética menor, RCgMi: resposta citogenética mínima, 
RCgN: resposta citogenética nula, Ph: cromossomo Philadelphia, RMC: resposta molecular completa, 
RMM: resposta molecular maior, RM

4
: resposta molecular com redução ≥ 4 log, RM

4,5
: resposta 

molecular com redução ≥ 4,5 log e RM
5
: resposta molecular com redução ≥ 5 log. Fonte: 

BACCARANI et al., 2009; CROSS et al., 2012. 
 

De acordo com o tipo de resposta alcançada em diferentes momentos ao longo do 

tratamento, o Grupo Europeu LeukemiaNet (GELN) definiu varias categorias de 

resposta ao tratamento com imatinibe: resposta ótima, resposta subótima e falha 

terapêutica (tabela 1.4b).  

A resposta ótima significa que não há indicação de que uma mudança no tratamento 

possa melhorar a sobrevida. A resposta subótima significa que o paciente ainda 

poderá ter um benefício a longo prazo, permanecendo com o mesmo tratamento, 

mas com chances reduzidas de alcançar uma resposta ótima, sendo passível da 

introdução de uma outra abordagem terapêutica. A falha terapêutica significa que é 

improvável que o paciente tenha uma resposta favorável, sendo considerado 

resistente ao tratamento com imatinibe. A resposta ao tratamento também se aplica 
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aos pacientes intolerantes ao imatinibe que iniciaram tratamento com dasatinibe ou 

nilotinibe. A resposta a esses fármacos são obtidas mais rapidamente [BACCARANI 

et al., 2009].  

Tabela 1.4b: Definição de Resposta Ótima, Subótima e Falha Terapêutica 

Tempo (meses) Resposta Ótima Resposta Subótima Falha Terapêutica 

3 RHC e RCgMi RCgN Menos que RHC 
6 RCgP Menos que RCgP RCgN 
12 RCgC RCgP Menos que RCgP 
18 RMM Menos que RMM Menos que RCgC 

qualquer momento RMM estável ou 
melhorando 

Perda da RMM ou 
Mutação* 

Perda da RHC, Perda 
da RCgC, Mutação**, 

Progressão clonal 

RHC: resposta hematológica completa, RCgN: resposta citogenética nula, RCgMi: resposta 
citogenética mínima, RCgP: resposta citogenética parcial, RCgC: resposta citogenética completa e 
RMM: resposta molecular maior. * sensível ao imatinibe, ** pouco sensível ao imatinibe.  
Fonte: BACCARANI et al., 2009. 

 

Hochhaus e colaboradores consideram qualquer suspensão da terapia com 

imatinibe por causa de evento adverso/valores laboratoriais anormais como 

progressão, o que não necessariamente indica progressão para a FA da LMC 

[HOCHHAUS et al., 2008]. 

A análise de mutação é recomendada em pacientes recém-diagnosticados em FA ou 

CB, no caso de falha terapêutica e em caso de resposta subótima ao imatinibe. 

Soverini e colaboradores, tomando como base as definições do GELN resumiram as 

recomendações para análise de mutação com base no nível de resposta alcançada 

ao longo do tratamento com imatinibe (figura 1.4b). 

 
Figura 1.4: Fluxograma para análise de mutação em pacientes com LMC tratados com o imatinibe. 
FC: fase crônica, RHC: resposta hematológica completa, RCgP: resposta citogenética parcial, RCgC: 
resposta citogenética completa, RMM: resposta molecular maior. 
Fonte: SOVERINI et al., 2012.  
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1.5 Monitoramentos do tratamento com inibidores de tirosina cinase 

 

 

O monitoramento do tratamento com imatinibe abrange hemograma, citogenética, 

quantificação dos níveis de transcrito bcr-abl e análise de mutação do domínio 

cinase BCR-ABL (tabela 1.5). O hemograma é realizado a cada quinze dias até que 

a RHC seja alcançada e depois a cada três meses. A citogenética é necessária aos 

três e seis meses de tratamento e a cada seis meses até o alcance da RCgC. A 

técnica de análise de bandas de células em metáfase da medula óssea é preferida a 

hibridização in situ com fluorescência (FISH) porque os tipos de RCg foram definidos 

através da análise de banda. A quantificação nos níveis de transcrito bcr-abl através 

do PCR (Polymerase chain reaction) quantitativo em tempo real (RQ-PCR) é 

recomendada a cada três meses até o alcance de uma RM maior (RMM) e também 

é para monitoramento da cinética dos transcritos [BACCARANI et al., 2009]. 

Pacientes com resposta subótima ou com sinais de alerta precisam de uma 

monitoração mais frequente. Para monitoração do tratamento com ITCs de segunda 

e terceira geração, os exames necessários são os mesmos, mas uma maior 

frequência dos exames pode ser apropriada devido às respostas serem alcançadas 

mais rapidamente [BACCARANI et al., 2009].  

A análise de mutação não é útil em pacientes recém-diagnosticados com LMC e em 

pré-terapia com ITC. Já em pacientes com níveis de bcr-abl crescente ou resistente 

à terapia com ITC, a análise de mutação pode identificar uma mutação desfavorável 

e contribuir para definição da próxima conduta [KANTARJIAN & CORTES, 2011]. 
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Tabela 1.5: Monitoramento da resposta ao imatinibe. 

Resposta Descrição do Monitoramento 

Hematológica Ao diagnóstico, a cada 15 dias até a RHC e depois de confirmada a 
cada 3 meses ou antes se necessário. 

Citogenética Ao diagnóstico, aos 3 e 6 meses até RCgC e depois de confirmada a 
cada 12 meses. Sempre que ocorrer falha ao tratamento, anemia, 
leucopenia e trombocitopenia inexplicáveis. 

Molecular (RQ-PCR) A cada 3 meses até RMM e depois a cada 6 meses. 
Análise de Mutação Em Resposta Subótima ou Falha Terapêutica e antes de mudança de 

terapia. 

RHC: Resposta Hematológica Completa, RCgC: Resposta Citogenética Completa,  RMM: Resposta 
Molecular Maior e RQ-PCR: PCR quantitativo em tempo real 
Fonte: BACCARANI et al., 2009.  

 

 

 

1.6 Mutações na era dos inibidores de tirosina cinase 

 

 

Jabbour e colaboradores avaliaram a presença de mutação no domínio cinase BCR-

ABL em 169 de 217 pacientes (78%) com LMC resistentes ao imatinibe. Mutação no 

domínio cinase foi identificada em 86 (51%) pacientes após uma média de 25 meses 

(variação de 2-68 meses) desde o início da terapia com imatinibe e até o início da 

terapia com um ITC de segunda geração. Quarenta e um pacientes foram 

posteriormente tratados com dasatinibe e 45 pacientes com nilotinibe [JABBOUR et 

al., 2009]. Os pacientes apresentavam a idade mediana de 52 anos (variação de 17-

80 anos). No começo do tratamento com imatinibe, 68 (79%) pacientes estavam em 

FC, 15 (17%) em FA e 3 (4%) em CB. A melhor resposta ao imatinibe em 43 

pacientes foi a RHC, em 22 pacientes a RCgM e em 11 pacientes a RCgP 

[JABBOUR et al., 2009].  

Sete pacientes apresentaram mais de uma mutação. A mutação G250E foi a mais 

freqüente, presente em 14 (16%) pacientes. Mutações no P-loop representaram 32% 

das mutações, a mutação T315I estava presente em 9 pacientes, representando 

10% de todas as mutações [JABBOUR et al., 2009]. 
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O estudo demonstrou que o tratamento com ITC de segunda geração, em pacientes 

resistentes ao imatinibe e portadores de mutações, resultou em RHC em 77% dos 

pacientes e RCgC em 52% dos pacientes. Pacientes com mutações de IC50, 

intermediário e alto tiveram menores taxas de resposta e um risco maior de 

progressão quando comparados àqueles pacientes portadores de IC50 mais baixo. A 

associação da resposta com o IC50 foi menos evidente em fases avançadas. Os 

resultados reforçaram que dasatinibe é eficaz em pacientes que falharam ao 

nilotinibe e vice-versa. Isto é parcialmente verdade e varia de acordo com o tipo de 

mutação do paciente e sua sensibilidade in vitro, como por exemplo, a mutação 

F317L, na qual o nilotinibe é mais ativo do que o dasatinibe. Da mesma forma, o 

dasatinibe é mais ativo em pacientes portadores da mutação F359V [JABBOUR et 

al., 2009]. 

Já Visani e colaboradores relatam a importância de estudos baseados na prática 

clínica real de cada local para confirmação de dados declarados a partir de ensaios 

clínicos. Este grupo avaliou a eficácia e a tolerabilidade ao dasatinibe como terapia 

de segunda linha em 114 pacientes de LMC não incluídos em ensaios clínicos, 

resistentes ou intolerantes ao imatinibe [VISANI et al., 2010].  

O tempo médio de uso do imatinibe foi de 36 meses (variação de 2-99 meses). 

Cento e sete pacientes (94%) atingiram, pelo menos, RHC, 63 (51%) pacientes 

alcançaram RCgC depois de um tempo mediano de 6 meses (variação: 3-18 meses) 

e 40 (32%) pacientes atingiram RMM depois de um tempo mediano de 6 meses 

(variação de 3-24 meses) [VISANI et al., 2010]. 

Cinqüenta e nove pacientes realizaram análise mutações no domínio cinase no 

momento da mudança do imatinibe para dasatinibe, e 24 (41%) pacientes 

apresentaram um tipo de mutação no domínio cinase. Curiosamente, os pacientes 

que apresentavam a mutação T315I ou F317L não tiveram um desempenho 

significativamente pior do que os pacientes com outras mutações. Os dados 

confirmaram que o dasatinibe é bem tolerado e eficaz em superar a resistência e 

intolerância ao imatinibe. Este trabalho é um dos poucos na literatura que relata o 

resultado do uso de ITC em pacientes com LMC fora do contexto de um estudo 

clínico [VISANI et al., 2010]. 
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No Brasil, Zalcberg e colaboradores monitoraram 661 pacientes de LMC tratados 

com imatinibe como terapia de segunda linha, após o tratamento com Interferon, 

pois no Brasil, o imatinibe só foi autorizado como primeira linha a partir de 2008. 

Esse fato faz com esta coorte seja diferente das utilizadas em ensaios clínicos, 

reforçando o estudo de Visani e colaboradores, que evidencia as diferenças 

observadas em acompanhamento realizado na “vida real” em comparação ao 

realizado no contexto de estudos clínicos. Assim, foi identificado um grupo de 

pacientes respondedores tardios em comparação com as recomendações do GELN. 

Esse grupo representa 40% dos pacientes que não alcançaram a Resposta Ótima e 

para análise de mutação foram selecionados 125 pacientes. Mutações pontuais, 

envolvendo 17 diferentes aminoácidos foram detectadas em 25 pacientes. Três 

pacientes apresentaram dupla mutação [ZALCBERG et al., 2011]. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Identificar mutações no domínio cinase BCR-ABL em pacientes com Leucemia 

Mielóide Crônica tratados com inibidores de tirosina cinase de primeira e segunda 

geração de um Estado da Região Sudeste do Brasil. 

 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

 Desenvolver um banco de dados clínicos para caracterizar amostras de 

pacientes com LMC pertencente ao biobanco do Instituto Nacional de Câncer. 

 Avaliar o status mutacional do BCR-ABL em pacientes de fenótipo resistente. 

 Identificar tipos de mutação no domínio cinase BCR-ABL e estabelecer seu papel 

prognóstico. 
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3 METODOLOGIA 

3.1 Desenvolvimento do banco de dados 

 

 

O banco de dados foi desenvolvido em três etapas relacionadas a seguir: (1) 

escolha do programa para criação do modelo de banco de dados; (2) seleção dos 

dados clínicos e laboratoriais dos pacientes; e (3) construção do modelo de banco 

de dados para a centralização das informações clínicas e laboratoriais dos pacientes 

com LMC. 

O banco de dados foi desenvolvido no aplicativo Microsoft Access®, presente no 

Microsoft Office® devido à facilidade de aquisição, manutenção, baixo custo e por 

permitir a importação e exportação de arquivos em outros formatos como exemplo, o 

Microsoft Excel®. 

Os dados clínicos dos pacientes com LMC, os parâmetros moleculares e 

citogenéticos fundamentais para o diagnóstico e monitoramento da LMC foram 

selecionados e são evidenciados na tabela 3.1a.  

Tabela 3.1a: Informações selecionadas para construção do banco de dados 

Dados Clínicos Parâmetros Laboratoriais 

Data de nascimento 
Data de diagnóstico 
Índice Sokal 
Tratamento 
Resposta ao tratamento 
Tempo de tratamento 

Hemograma 
Mielograma 
Citogenética 
RT-PCR 
RQ-PCR 
Análise de Mutação 

RT-PCR: PCR de transcrição reversa, RQ-PCR: PCR quantitativo em tempo real, Índice Sokal: 
cálculo do risco relativo [Sokal et al., 1984]. 

 

A construção do modelo de banco de dados no Microsoft Access® envolveu a 

criação de seis planilhas que têm informações sistematizadas a serem coletadas e 

armazenadas. Cada planilha foi nomeada como segue: cadastro LMC, biologia 

molecular, citogenética, instituição, prescritor, dados clínicos. As informações 

correspondentes a cada planilha estão descritas na tabela 3.1b. 
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Tabela 3.1b: Informações das planilhas criadas para o banco de dados 

 Informações 

Cadastro Nome do Paciente, ID, Prescritor, Nº do CRM-UF, Instituição, Nº de 
matrícula/prontuário. 

Biologia Molecular Data, Nº da amostra, Resultado do RT-PCR, Resultado do RQ-PCR, Tipo 
de RM, Análise de mutação. 

Citogenética Data, Cariótipo, % de cromossomo Ph, Tipo de RCg, Presença de 
alterações cromossômicas adicionais. 

Instituição Nome, Endereço, Telefone, Contato, e-mail. 
Prescritor Nome, Nº do CRM-UF, Instituição, Telefone, e-mail. 
Dados Clínicos Data de nascimento, Idade, Data do diagnóstico, Tempo de diagnóstico, 

Tamanho do Baço, Índice Sokal, Resultado do hemograma, Resultado do 
mielograma, Tratamento, Dose do medicamento, Aumento da dose do 
medicamento, Suspenção do tratamento, Mudança de tratamento. 

ID: código de identificação do paciente, CRM: Conselho Regional de Medicina, UF: Unidade 
Federativa, RT-PCR: PCR de transcrição reversa, RQ-PCR: PCR quantitativo em tempo real, RM: 
resposta molecular, Ph: cromossomo Philadelphia, RCg: Resposta Citogenética. 

 

 

 

 3.2  Seleção do grupo de estudo  

 

 

Foram incluídos os pacientes com LMC encaminhados para o Laboratório de 

Biologia Molecular do Centro de Transplante de Medula Óssea (CEMO) do Instituto 

Nacional de Câncer (INCA) para avaliação da resposta molecular aos ITCs, 

provenientes de dois hospitais da Região da Grande Vitória que realizam 

atendimento aos pacientes portadores de LMC pelo Sistema Único de Saúde (SUS). 

Os pacientes estudados foram aqueles encaminhados entre os anos 2003-2012 de 

acordo com a disponibilidade de informação clínica, através de uma busca ativa nos 

prontuários médicos, e que atendem aos seguintes parâmetros: (i) pacientes com 

perda de qualquer tipo de resposta anterior (RH, RCg ou RM); (ii) pacientes com 

cinética crescente de transcritos bcr-abl; (iii) pacientes que não alcançaram RHC em 

até 3 meses; (iv) pacientes que não alcançaram uma RCgC em até 12 meses; (v) 

pacientes que não alcançaram uma RMM em até 18 meses; e (vi) mediante 

solicitação médica. 
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O estudo obedeceu às diretrizes de pesquisas envolvendo seres humanos do 

Conselho Nacional de Saúde (Res. nº 196/1996) de acordo com o projeto no Comitê 

de Ética em Pesquisa do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do 

Espírito Santo, sob o protocolo de pesquisa nº 285/11. 

  

 

 

3.3 Processamento das amostras e extração de RNA  

 

 

Amostras de 20mL de sangue periférico em ácido etileno di-amino tetra acético 

(EDTA) de cada paciente foram tratadas com tampão de lise de eritrócitos (RCLB), 

seguida por lavagem com tampão salino de fosfato (PBS), para obtenção da fração 

de leucócitos. Em seguida, uma alíquota de 5 x 10 6 células foi ressuspensa em 1 

mL de Trizol® [FORONI et al, 2011]. 

Para a extração de RNA (ribonucleic acid), foi adicionado a células em Trizol® 

clorofórmio seguido de centrifugação para separação da fase aquosa e orgânica. O 

RNA se mantem na fase aquosa, sendo recuperado pela precipitação com 

isopropanol, ressuspendido com água tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e 

incubado a 65ºC. O controle positivo utilizado foi a linhagem celular K562 e para 

controle negativo a linhagem HL60. Como controle da reação foi utilizado água de 

injeção [OTAZÚ et al, 1999; FORONI et al, 2011]. 

Através da espectrofotometria verificou-se a concentração e a pureza do RNA 

extraído. A pureza do RNA extraído foi considerada adequada quando a razão da 

absorbância no comprimento de onda de 260/280 nm foi aproximadamente 2. A 

integridade do RNA extraído foi avaliada em função do tamanho de bandas obtidas 

pela eletroforese em gel de agarose 1,2 % em tampão fosfato seguido de coloração 
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com brometo de etídio (0.5 µg/mL) e avaliação sob luz ultravioleta. O RNA extraído 

foi armazenado a -80ºC [OTAZÚ et al, 1999; OTAZÚ et al, 2000]. 

 

 

 

3.4 Síntese de cDNA 

 

 

A síntese do DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de 2 µg de RNA, 

adicionando um mistura contento deoxinucleotídeo trifosfato (dNTP), ditiotretol 

(DTT), primers randomicos hexaméricos (Random Hexamer Primers, Invitrogen®), 

tampão (Tris-HCl, 50mM KCI), enzima transcriptase reversa (SuperscriptTM, 

Invitrogen®) e o inibidor de RNAse (ribonuclease) (RNAguard, Invitrogen®) e água 

tratada com DEPC, sendo mantido a temperatura ambiente por 10 min seguido pela 

incubação a 42ºC por 40min. A reação de transcrição reversa foi finalizada pela 

incubação a 65ºC por 5min e o cDNA foi armazenado a -20ºC [OTAZÚ et al, 1999; 

OTAZÚ et al, 2000]. 

 

 

 

3.5 Avaliação da qualidade da amostra para estudo de mutação  

 

 

A avaliação da qualidade do cDNA obtido foi realizada através da amplificação do 

gene constitutivo bcr em conjunto com o gene bcr-abl (PCR Multiplex). A primeira 

amplificação com primers (short DNA fragment) complementares as regiões dos 
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exons 13 e 14 do gene bcr e do exon 1 do gene abl para detecção das  diferentes 

isoformas da região M-bcr b3a2 e b2a2. Além disso, primers complementares ao 

gene bcr foram utilizados na mesma reação para avaliar a amplificabilidade da 

amostra em função da amplificação do gene constitutivo bcr sendo, portanto, um 

controle do procedimento de extração de RNA e de transcrição reversa [OTAZÚ et 

al, 1999; OTAZÚ et al, 2000]. 

 
  

 

3.6 RT PCR para amplificação da região do domínio cinase BCR-ABL 

 

 

As reações de PCR para amplificação da região do domínio cinase BCR-ABL foram 

realizadas em um volume final de 50 µL. O PCR foi do tipo semi-nested, em 2 

etapas. A primeira etapa para amplificação do gene bcr-abl e uma segunda etapa 

utilizando primers mais internos para a amplificação do domínio cinase BCR-ABL. 

Este PCR foi realizado em duas etapas para excluir-se a possibilidade de 

amplificação e análise do gene abl normal presente no cromossomo 9 não envolvido 

na t(9;22). O protocolo de amplificação foi realizado como relacionado na tabela 3.6a 

e 3.6b [BRANDFORD, RUDZKI & HUGHES, 2000; BRANDFORD et al, 2002].  
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Tabela 3.6a: Reação de RT-PCR para amplificação da região do domínio cinase BCR-ABL 

 PCR- semi nested 

Primeira etapa (50 µl) Tampão PCR (20 mM Tris HCl, 50 mM KCl, pH 8.3) 
MgCl2: 1.5 mM 
dNTP: 200 µM 
Primer: 
           bcr- cinase S        10pM 
           abl- cinase KAS   10pM 
2-3 µl de cDNA 
Taq Platinum ®: 1 U 
Água de injeção para completar o volume da reação 
 

Segunda etapa (50 µl) Tampão PCR (20 mM Tris HCl, 50 mM KCl, pH 8.3) 
MgCl2: 1.5 mM 
dNTP: 200 µM 
Primer: 
           ABL- cinase S        10pM 
           ABL- cinase KAS   10pM 
1µl de produto da 1ª etapa 
Taq Platinum ®: 1 U 
Água de injeção para completar o volume da reação 

 
 
Tabela 3.6 b: Condição experimental da amplificação do domínio cinase BCR-ABL 

 
Primer 

 
Sequencia 

 
Protocolo 

Tamanho do 
Fragmento (bp) 

bcr-cinase S  
 

tga cca act cgt gtg tga aac tc 93º C ( 5 min) 
94º C (30s) 
58º C (30 s) 

72º C (1min e 30s) 

1ªetapa  
b2a2 = 1504 

abl- cinase KAS tcc act tcg tct gag ata ctg gat t b3a2 = 1579 
 

abl-cinase S cgc aac aag ccc act gtc t 
 

 2º etapa 
b2a2/b3a2 = 863 

Fonte:BRANDFORD, RUDZKI & HUGHES, 2000; BRANDFORD et al, 2002.  
 

Após a reação de PCR os produtos gerados foram avaliados em géis de agarose 2% 

corados com 0,5 µg/ml de brometo de etídio e visualizados sob luz ultravioleta 

(figura 3.6). 

 
Figura 3.6: Produto da 2ª fase do RT- PCR para amplificação da região do domínio cinase BCR-ABL 
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3.7 Purificação, sequênciamento e análise de sequências 

 

 

Os produtos de 863 pb gerados na segunda etapa da reação contendo o domínio 

cinase BCR-ABL foi purificado com o sistema de colunas GFX PCR DNA and Gel 

Band Purification Kit® (Amersham biotech®), segundo as recomendações do 

fabricante. Após a purificação, o produto foi avaliado em gel de agarose 2% 

contendo 0,5 µg/ml de brometo de etídio e visualizado sob luz ultravioleta para 

avaliação do procedimento de purificação. 

Para o sequenciamento direto dos produtos, utilizou-se o kit comercial DYEnamic 

ET® (Amersham biotech®) segundo as recomendações do fabricante. Dessa forma, 

as reações foram preparadas em placa, adicionando 4 μl do produto purificado, 2 μl 

do primer abl- cinase ou abl- cinase KR e 4μl da mistura comercial DYEnamic ET®, 

depois a placa foi submetida a uma reação de sequenciamento por 50 ciclos com o 

perfil térmico de  95°C (20 s), 50°C (15 s) e 60°C (1 min), com uma etapa final a 4° 

C. 

A precipitação da placa de sequenciamento foi realizada adicionando 27,5 μl de 

álcool absoluto, incubado por 20min no gelo, seguido de uma centrifugação a 4000 

rpm, 4ºC por 30min. Na sequência foi lavado com 150μl de álcool 70% e 

centrifugado novamente por 10 min. Após a retirada completa do etanol, os produtos 

foram ressuspendidos em tampão de corrida (EDTA 1mM pH 8.0/formamida 70%) e 

colocados em um sequenciador capilar automático para leitura das sequências. 

A análise do eletroferograma das sequências do domínio cinase BCR-ABL obtida, foi 

realizada através da comparação com a sequência do gene abl disponível no 

GenBank (número de acesso M14752) utilizando-se o programa Mutation Surveyor® 

(Softgenetics®). 

 

 



36 

 

 

 3.8 Análise estatística 

 

 

A comparação entre as variáveis categóricas foi realizada através do teste exato de 

Fisher. As medianas foram comparadas pelo teste Mann-Whitney. A análise de 

sobrevida global (SG) foi realizada pelo método de Kaplan-Meier e comparadas com 

o teste de Wilcoxon. O limite de significância para todas as análises foi definida 

como p <0,05. A análise estatística foi realizada com o programa Epi Info® versão 

3.5.2. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Banco de dados 

 

 

O banco de dados de LMC desenvolvido no Microsoft Access® foi implantado no 

Laboratório de Biologia Molecular do CEMO/INCA. Foram cadastradas 6.599 

amostras recebidas pelo Laboratório de Biologia Molecular, desde 1997, para 

diagnóstico e/ou acompanhamento, correspondendo hoje ao monitoramento de 855 

pacientes com LMC do INCA e de 26 instituições parceiras, através da detecção dos 

níveis de bcr-abl por RQ-PCR.  

A partir das seis planilhas desenvolvidas (cadastro, biologia molecular, citogenética, 

instituição, prescritor e dados clínicos) criaram-se relações entre as mesmas, 

permitindo o cruzamento das informações (figura 4.1a), além da criação de um 

formulário padrão, específico para este estudo, para preenchimento dos dados do 

paciente (figura 4.1b). Desta maneira, uma busca rápida dos pacientes com RMM, 

ou dos pacientes acompanhados mensalmente, por exemplo, pode ser feita a partir 

da geração de relatórios sobre o número de pacientes acompanhados por mês, 

número de pacientes com RCgC ou RMM, além de permitir a construção de laudos 

dos resultados de biologia molecular e a criação de gráficos para acompanhamento 

da cinética dos transcritos de bcr-abl. 



38 

 

 

 
Figura 4.1a:Visualização geral da interação entre os dados. Relações entre as planilhas criadas no 
Microsoft Access

®
 para cruzamento das informações clínicas e laboratoriais dos pacientes com LMC. 

 
 

 
Figura 4.1b: Formulário de cadastro de paciente com LMC. Formulário padrão desenvolvido no 
Microsoft Access

®
 para coleta das informações clínicas e laboratoriais dos pacientes com LMC.  

 

Cada paciente é identificado por um número exclusivo, evitando duplicidade e 

preservando a confidencialidade. Até o momento, através do banco de dados pode-

se identificar que 457 amostras de pacientes com LMC foram avaliadas para 
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mutação pelo Laboratório de Biologia Molecular, por atenderem os critérios para 

análise de mutação como preconizado por Soverini e colaboradores ou por 

solicitação médica. Destas análises identificou-se a presença de mutação em 105 

amostras, correspondendo a 37 pacientes.  

Durante o ano de 2012, o Laboratório de Biologia Molecular analisou 132 amostras 

para mutação e foram identificados 10 tipos de mutações (T315I, D276G, A397P, 

M244V, E279K, F391I, F317L, G250E, E255K e Y253F). A mutação T315I foi 

identificada em 8 pacientes, sendo que um paciente apresentava a mutação A397P 

em associação a T315I. As mutações G250E e E255K foram identificadas em 

associação em um paciente e outros 5 pacientes apresentaram apenas uma destas 

mutações. 

O desenvolvimento de banco de dados é importante porque facilita o 

acompanhamento de pacientes com LMC o que favorece o monitoramento desses 

pacientes e a compreensão da evolução da doença, do tratamento além de 

antecipar uma possível falha terapêutica e/ou recaída. Todas as variantes que 

envolvem o paciente, tais como características individuais do paciente, condição 

clínica, co-morbidades, adesão ao tratamento e resultados laboratoriais podem ser 

analisados em conjunto em um só lugar. Isto permite ganhar tempo para intervir em 

situações de recaída.  

O sistema de prontuário impõe desafios significativos para a pesquisa. Muitas vezes 

o prontuário pode não ser facilmente localizado e as informações nem sempre estão 

legíveis, o que dificulta a compreensão adequada. Com o prontuário eletrônico as 

dificuldades são outras, visto que é altamente segmentado por área e o acesso é 

restrito ao profissional de cada área. Assim, as informações armazenadas no banco 

de dados do Microsoft Access® podem servir de apoio para o desenvolvimento de 

pesquisa translacional ao concentrar toda a informação envolvendo o monitoramento 

de pacientes com LMC num só lugar e com a possibilidade de exportar os dados 

para outros formatos como o Adobe Reader® e Microsoft Excel®. Isso facilita a troca 

de informações entre o clínico e o laboratório proporcionando, confiabilidade, 

agilidade, cooperação e acima de tudo favorecendo o resultado final que é o 

tratamento dado ao paciente. 
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4.2 Características clínicas do grupo estudado 

 

 

Os dois hospitais participantes do estudo encaminharam 83 pacientes com LMC 

para o Laboratório de Biologia Molecular do CEMO/INCA para avaliação da resposta 

molecular aos ITCs. Nesse grupo, 23 (27,7%) pacientes apresentaram os 

parâmetros para a análise de mutação. Características gerais dos 23 pacientes 

estudados estão descritas na tabela 4.2a. 

O grupo apresentou uma mediana de idade de 42 anos (23-71) e uma mediana de 

tempo de diagnóstico de 47 meses (17-204). O índice Sokal em 11 pacientes era de 

baixo risco, em 2 pacientes era risco intermediário, em 2 pacientes era alto risco e 

em 8 pacientes não foi encontrado a informação. Todo o grupo utilizou o imatinibe 

como primeiro ITC e ao iniciar o tratamento 22 pacientes estavam em FC e 1 

paciente em FA. A paciente ID16 foi diagnosticada com LMC na infância. Os 

pacientes ID46 e ID53 foram transferidos para o centro participante do estudo após 

1 ano e 5 anos, respectivamente, do diagnóstico, em uso de Hidroxiuréia.  

Durante o tratamento com imatinibe cinco pacientes (ID9, ID14, ID21, ID67, ID69) 

tiveram o aumento da dose de 400mg para 600mg e 1 paciente (ID16) para 800mg. 

Apenas 1 paciente (ID9) permanece com o imatinibe e os demais pacientes 

suspenderam o imatinibe, 3 (14%) pacientes por resposta subótima e 19 (86%) 

pacientes por falha terapêutica (tabela 4.2b) segundo os critérios de Baccarani e 

colaboradores (2009). A mediana de tempo de tratamento com imatinibe foi de 20 

meses (7-60). O paciente ID21 é alcoólico e apresentou toxicidade hematológica 

frequentemente, ocasionando redução da dose de imatinibe. O paciente ID65 não 

apresentava adesão ao tratamento. 

Após a suspensão do imatinibe, 15(68%) pacientes iniciaram tratamento com 

dasatinibe e 7(32%) pacientes com nilotinibe como segundo ITC. A mediana de 

tempo de tratamento com dasatinibe foi de 14 meses (4-52) e com nilotinibe foi de 

8,5 meses (5-25). Em 6(27%) pacientes o tratamento com o segundo ITC foi 
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suspenso, sendo 3 pacientes em uso de dasatinibe e 3 com nilotinibe devido a falha 

terapêutica. Os pacientes que suspenderam o dasatinibe iniciaram tratamento com 

nilotinibe e os pacientes que suspenderam o nilotinibe iniciaram tratamento com 

dasatinibe. Dessa forma, 6 pacientes fizeram uso de três ITC. 

Cinco pacientes (ID12, ID14, ID18, ID34, ID65) foram encaminhados para o 

transplante de medula óssea (TMO) após terapia com ITC. Permaneceram em 

tratamento com dasatinibe 12 pacientes e com nilotinibe 5 pacientes. Apenas 1 

paciente (ID69) do grupo estudado alcançou uma resposta ótima com o uso de um 

segundo ITC após falha terapêutica com imatinibe. 

No momento da primeira análise de mutação a mediana de tempo a partir do 

diagnóstico foi de 26 meses (7-180), a mediana de idade foi de 42 anos (22-61). A 

análise de mutação foi realizada em 8 pacientes em dois momentos: durante o 

tratamento com imatinibe e dasatinibe(6), imatinibe e nilotinibe(1), e dasatinibe e 

nilotinibe(1). Em 15 pacientes a análise de mutação foi realizada somente durante o 

tratamento com imatinibe (4) ou dasatinibe (10) ou nilotinibe (1). 

Mutações pontuais no domínio cinase BCR-ABL foram detectada em 5 pacientes 

(21,7%), das quais foram identificados 3 aminoácidos: T315I (n=3), F317L (n=1) e 

Y253F (n=1) (figura 4.3a, 4.3b e 4.3c). Não foi identificada mutação no paciente 

(ID72) que ao iniciar o tratamento com ITC estava em FA. As mutações identificadas 

fazem parte do grupo de mutações que influenciam na escolha do ITC subsequente. 

A mutação T315I encontra-se no sítio de ligação do imatinibe e in vitro determina 

uma resistência completa ao imatinibe, nilotinibe e dasatinibe [O’ HARE, EIDE & 

DEININGER, 2007; REDAELLI, et al., 2009]. Essa mutação foi identificada em três 

pacientes (ID14, ID47, ID53). 

A mutação F317L apresenta in vitro resistência ao imatinibe e está localizada no sítio 

de ligação do imatinibe. Conforme O’ Hare e colaboradores a mutação F317L in vitro 

apresenta resistência para o dasatinibe, sendo sensível ao nilotinibe. Para Redaelli e 

colaboradores a mutação F317L in vitro foi classificada como resistente para o 

dasatinibe e sensibilidade intermediária para o nilotinibe [O’ HARE, EIDE & 

DEININGER, 2007; REDAELLI, et al., 2009]. 
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A mutação Y253F encontra-se na região do P-loop e apresenta in vitro uma 

resistência ao imatinibe. Essa mutação, in vitro, é sensível ao dasatinibe e apresenta 

sensibilidade intermediária para o nilotinibe [O’ HARE, EIDE & DEININGER, 2007; 

REDAELLI, et al., 2009]. 
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Tabela 4.2a: Características do grupo de estudo 

 
ID 

Idade 
(anos) 

 
Fase 

 
Sexo 

Índice 
 Sokal 

 
Risco  

Tempo de 
diagnostic 

(meses) 

 
1º ITC 

 
2º ITC 

 
3º ITC 

Encaminhado 
para TMO 

5 41 FC F 0,78 Baixo 47 Imatinibe Dasatinibe NU Não 

9 62 FC F 0,71 Baixo 91 Imatinibe NU NU Não 

12 51 FC F DND DND 58 Imatinibe Nilotinibe Dasatinibe Sim 

14 32 FC F 0,61 Baixo 118 Imatinibe Dasatinibe NU Sim 

15 63 FC M 0,75 Baixo 52 Imatinibe Dasatinibe NU Não 

16 29 FC F DND DND 204 Imatinibe Dasatinibe Nilotinibe Não 

18 33 FC F DND DND 103 Imatinibe Dasatinibe Nilotinibe Sim 

21 62 FC M 0,79 Baixo 114 Imatinibe Dasatinibe NU Não 

23 23 FC F 1,03 Intermediário 25 Imatinibe Dasatinibe NU Não 

34 47 FC F DND DND 46 Imatinibe Dasatinibe NU Sim 

39 71 FC F 0,98 Intermediário 27 Imatinibe Dasatinibe Nilotinibe Não 

46 41 FC F DND DND 47 Imatinibe Dasatinibe NU Não 

47 51 FC F DND DND 47 Imatinibe Dasatinibe NU Não 

51 34 FC M 0,66 Baixo 56 Imatinibe Dasatinibe NU Não 

53 52 FC M DND DND 119 Imatinibe Dasatinibe NU Não 

55 42 FC M DND DND 17 Imatinibe Dasatinibe NU Não 

61 29 FC M 1,31 Alto 42 Imatinibe Nilotinibe Dasatinibe Não 

62 38 FC M 0,63 Baixo 16 Imatinibe Nilotinibe NU Não 

65 58 FC M 0,7 Baixo 41 Imatinibe Nilotinibe Dasatinibe Sim 

67 60 FC M 1,28 Alto 22 Imatinibe Nilotinibe NU Não 

68 41 FC M 0,59 Baixo 20 Imatinibe Nilotinibe NU Não 

69 61 FC M 0,73 Baixo 42 Imatinibe Nilotinibe NU Não 

72 36 FA M 0,52 Baixo 26 Imatinibe Dasatinibe NU Não 

FC: fase crônica, FA: fase acelerada, F:femino, M:masculino, DND: dado não disponível, ITC: inibidor de tirosina cinase, NU: não utilizou, TMO; transplante 
de medula óssea. 
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Tabela 4.2b: Evolução do grupo de estudo durante o tratamento com ITC 
 Imatinibe Dasatinibe Nilotinibe  

 

ID 

Tempo 

(meses) 

 

Resposta 

 

Parâmetro 

Tempo 

(meses) 

 

Resposta 

 

Parâmetro 

Tempo 

(meses) 

 

Resposta 

 

Parâmetro 

 

Mutação 

5 14 FT Menos que RCgP aos 12 meses 29 RS RCgP aos 12 meses --- --- --- Negativo 

9 60 FT Menos que RCgC aos 18 meses --- --- --- --- --- --- Negativo 

12 14 FT Menos que RCgP aos 12 meses 11 FT RCgN aos 6 meses / Toxicidade 9 FT RCgN aos 6 meses Negativo 

14 58 FT Perda da RHC 11 FT Toxicidade / Mutação --- --- --- T315I 

15 23 RS Menos que RMM aos 18 meses 19 RS Perda da RMM --- --- --- Negativo 

16 48 FT Menos que RCgC aos 18 meses 36 FT Menos que RCgC aos 18 meses 6 RS Menos que RCgP aos 6 
meses 

Negativo 

18 59 FT Perda da RCgC 3 FT Toxicidade 20 FT Menos que RCgC aos 18 

meses 

Negativo 

21 42 FT Menos que RCgC aos 18 meses 52 FT Menos que RCgC aos 18 meses --- --- --- Negativo 

23 5 FT Menos que RHC aos 3 meses 14 RS RCgP aos 12 meses --- --- --- Negativo 

34 24 FT Menos que RCgC aos 18 meses 19 FT Perda da RHC --- --- --- Negativo 

39 12 FT RCgN aos 6 meses 4 FT Toxicidade 9 FT RCgN aos 6 meses Negativo 

46 27 RS RCgP aos 12 meses 15 RS Perda da RMM --- --- --- Negativo 

47 33 FT Menos que RCgC aos 18 meses 14 FT Mutação --- --- --- T315I 

51 24 RS Menos que RMM aos 18 meses 24 RS Perda da RMM --- --- --- Negativo 

53 27 FT Mutação 26 FT Mutação --- --- --- T315I 

55 7 FT Toxicidade 8 RS RCgN aos 3 meses --- --- --- Negativo 

61 20 FT Menos que RCgP aos 12 meses 9 RS Menos que RCgP aos 6 meses 15 FT Menos que RCgP aos 12 

meses 

Negativo 

62 8 FT RCgN aos 6 meses --- --- --- 8 * * Negativo 

65 14 FT Menos que RCgP aos 12 meses 4 FT Mutação 13 FT RCgN aos 6 meses F317L 

67 18 FT Mutação --- --- --- 4 * --- Y253F 

68 11 FT Toxicidade --- --- --- 8 * * Negativo 

69 17 FT Menos que RCgC aos 18 meses --- --- --- 25 RO RMM aos 12 meses Negativo 

72 11 FT Evolução clonal 13 * * --- --- --- Negativo 

FT: falha terapêutica, RS: resposta Subótima, RO: resposta ótima, RCgC: resposta citogenética completa, RCgP: resposta citogenética parcial, RHC: 
resposta hematológica completa, RMM: resposta molecular maior.*sem exames laboratoriais para avaliação de resposta.
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4.3 Descrição dos pacientes que apresentaram mutação no domínio 

cinase BCR-ABL 

 

 

A paciente ID14 de 32 anos iniciou tratamento com imatinibe 400mg/dia, em FC e 

com índice Sokal de baixo risco. A dose foi aumentada para 600mg/dia após 50 

meses de tratamento por apresentar 3% de blasto em sangue periférico. Depois de 

oito meses do aumento da dose o imatinibe foi suspenso por falta de controle 

hematológico e iniciou-se dasatinibe 100mg/dia. A análise de mutação foi realizada 

aos oito meses de tratamento com dasatinibe, identificando a mutação T315I. A 

paciente foi encaminhada para TMO. Durante todo o tratamento com dasatinibe a 

paciente apresentou 100% de cromossomo Ph na análise citogenética e 

osteonecrose de cabeça de fêmur. 

A paciente ID47 de 51 anos, FC, realizou tratamento com imatinibe durante 33 

meses, sendo que aos 24 meses apresentava ausência de RM. Após a suspensão 

do imatinibe foi iniciado tratamento com dasatinibe, inicialmente 70mg/dia e em 

seguida aumentou para 100mg/dia. Com dasatinibe a paciente alcançou RCgC após 

12 meses, mas com a presença da trissomia do cromossomo 8. Aos sete meses de 

tratamento com dasatinibe a análise de mutação foi realizada, identificando a 

mutação T315I. 

O paciente ID53 de 52 anos, permaneceu 5 anos em uso de Hidroxiuréia antes de 

ser encaminhado para o centro participante do estudo. Fez uso de imatinibe 

400mg/dia e aos 15 meses de tratamento foi identificada a mutação T315I. O 

tratamento foi mantido por mais 12 meses e sendo depois substituído pelo 

dasatinibe 140mg/dia. O paciente ID53 fica oscilando entre RMMe e RMMi, e 

alcançou a RCgC com dasatinibe. Novas amostras de SP foram avaliadas para 

análise de mutação, todas confirmaram a presença da mutação T315I. 
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Os pacientes ID47 e ID53 continuam em tratamento com ITC, apesar da presença 

da mutação T315I porque não possuem doadores de medula óssea para realizarem 

do TMO. 

 

 
Figura 4.3a: Eletroferograma da mutação T315I. Sequência com uma timina (em vermelho) no lugar 
de uma citosina (em azul). Esta alteração de sequência determina a troca do aminoácido treonina 
(ACT) pela isoleucina (ATT). 
 

O paciente ID65 portador da mutação F317L tem 58 anos e iniciou o uso de 

imatinibe em FC, com índice Sokal de baixo risco e dose de 400mg/dia. A 

citogenética ao diagnóstico demostrava alterações cromossômicas como a deleção 

do cromossomo 7 e duplicação do cromossomo 6. Aos doze meses de tratamento 

com imatinibe o paciente apresentou 100% de cromossomo Ph na análise 

citogenética, sendo considerado falha terapêutica. No mesmo período, a análise de 

mutação foi realizada e nenhuma mutação foi identificada. O imatinibe foi suspenso 

e iniciou-se o tratamento com nilotinibe 800mg/dia. Aos 3 meses de tratamento a 

análise citogenética apresentou 100% de cromossomo Ph, sem alterações 

adicionais. O nilotinibe foi mantido por mais dez meses, mas o paciente permaneceu 

sem RCg, sendo então suspenso o nilotinibe. Em seguida iniciou-se o tratamento 

com dasatinibe 100mg/dia e aos 3 meses de tratamento realizou-se a análise de 

mutação, identificando a mutação F317L. O paciente foi encaminhado para o TMO. 
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Figura 4.3b: Eletroferograma da mutação F317L. Sequência com uma adenina (em verde) no lugar 
de uma citosina (em azul). Esta alteração de sequência determina a troca do aminoácido fenilalanina 
(TTC) pela leucina (TTA). 

 

A mutação Y253F foi identificada no paciente ID67 com 60 anos, que iniciou o 

tratamento de imatinibe com 400mg/dia em FC, com índice Sokal de alto risco e 

esplenomegalia. O paciente alcançou RHC aos 3 meses e aos 8 meses de 

tratamento houve aumento da dose para 600mg/dia por não apresentar diminuição 

nos níveis de bcr-abl. A análise citogenética não foi possível devido à ausência de 

mitose. Aos 18 meses de tratamento com imatinibe o paciente não alcançou a RMM 

e a análise de mutação foi realizada, identificando a mutação Y253F. O tratamento 

com imatinibe foi suspenso e iniciou-se o nilotinibe 400mg/dia. 
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Figura 4.3c: Eletroferograma da mutação Y253F. Sequência com uma timina (em vermelho) no lugar 
de uma adenina (em verde). Esta alteração de sequência determina a troca do aminoácido tirosina 
(TAC) pela fenilalanina (TTC). 

 

A determinação da sensibilidade in vitro das mutações aos ITC é importante, apesar 

de existir divergências entres os estudos que determinam e classificam essa 

sensibilidade. A análise de mutação possibilita correlacionar à mutação identificada 

com a sensibilidade da mesma frente aos diferentes ITC. Esses resultados 

contribuem para a tomada de decisão na escolha entre o subsequente ITC ou para 

encaminhar o paciente para o TMO. Diante de uma mutação em que estudos 

demonstram à incapacidade de resposta à terapia com ITC, a busca de doador de 

MO pode ser estabelecido de forma precoce, visto que existe um limite de idade 

para realizar o TMO. 

No grupo estudado não houve relação entre a presença de mutação e a fase da 

doença ao diagnóstico (p=0,78) ou ter feito uso de um ou dois ITCs após a 

suspensão do imatinibe (p=0,58). Em relação ao tempo de uso de imatinibe com a 

presença de mutação, também não foi significativo, considerando quem fez uso até 

18 meses (p=0,45), até 24 meses (p=0,39) e acima de 24 meses (0,39). 

Considerando a mediana de tempo total de tratamento com os ITCs não houve 

diferença entre os pacientes que apresentaram mutação e os pacientes sem 
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mutação (p=0,6). A sobrevida global foi calculada considerando a data de início do 

tratamento com imatinibe e a data do último contato ou a data da suspensão do 

último ITC em uso, não apresentando diferença entre os pacientes com ou sem 

mutação (p=0,25) (Figura 4.3d). Devido ao número de participantes do estudo ser 

reduzido, a análise estatística é prejudicada, porém, este é o primeiro trabalho com 

participantes do Espírito Santo, necessitando futuramente de outros estudos com um 

maior número de participantes para poder expressar a casuística do Estado.  

 
Figura 4.3d:Sobrevida global do grupo estudado 

 

A resposta ao tratamento com ITC in vivo pode se apresentar de forma diferente do 

que os estudos in vitro demonstram; como é o caso do paciente que apresenta a 

mutação F317L, que não respondeu ao tratamento com nilotinibe como seria 

esperado de acordo com O’ Hare e colaboradores. A partir da criação banco de 

dados que uniformize os dados clínicos e laboratoriais dos pacientes com LMC de 

forma confiável e robusta será possível caracterizar melhor o fenótipo resistente. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

O estudo introduziu a grande Vitória dentro do contexto do INCA e de um 

Laboratório de Biologia Molecular de referência em LMC. Entre os pacientes com 

LMC que apresentavam um fenótipo de resistência, a presença de mutação no 

domínio cinase BCR-ABL foi identificada em cinco (21,7%) pacientes, 

correspondendo a três tipos de mutação: T315I, F317L e Y253F que influenciam na 

escolha do ITC subsequente. 

A criação do banco de dados auxiliou na seleção do grupo de estudo e permitiu 

maior agilidade para transferência de dados para o programa estatístico. Além disso, 

tem possibilitado gerar relatórios mensais da relação de pacientes com LMC 

monitorados e a avaliação de outros parâmetros de resposta.  

A coleta de dados dos pacientes com LMC no Estado vai continuar para poder 

esboçar um relato dos pacientes que apresentam uma resposta ótima ao tratamento 

com ITC e para comparar com os pacientes que apresentam um fenótipo resistente. 

A análise estatística está sendo aplicada ao grupo total cadastrado no banco de 

dados e vários trabalhos satélites foram originados a partir do banco de dados 

desenvolvido, como marcadores preditivos de resistência, identificação de fenótipo 

resistente com ausência de mutação, desenvolvimento de um banco de dados para 

doenças mieloproliferativas bcr-abl negativas e leucemias agudas. 
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7 ANEXO: 

7.1 Trabalho Apresentado no I Simpósio Sul Americano de Cancerologia 

LEUCEMIA MIELÓIDE CRÔNICA: UMA REVISÃO DOS INIBIDORES DE TIROSINA 
QUINASE 

Bitencourt R1, Louro ID1, Zalcberg I2 
1Universidade Federal do Espírito Santo,  2Instituto Nacional de Câncer 

 

Introdução: Mutação no domínio quinase do BCR-ABL é a maior causa de 
resistência ao imatinibe. A identificação da mutação permite modificar o tratamento e 
por isso vários métodos foram introduzidos no monitoramento da Leucemia Mielóide 
Crônica (LMC). Objetivo e Método: realizar uma revisão de literatura sobre as 
terapias para superar a resistência ao imatinibe. Resultados: Nilotinibe e dasatinibe 
são inibidores de tirosina quinase de 2ª geração. O nilotinibe é um inibidor da tirosina 
quinase BCR-ABL 30 vezes mais potente que o imatinibe in vitro. O dasatinibe é um 
inibidor da tirosina quinase BCR-ABL e da família da Src. A família Src modula vias 
de transdução de sinal intracelular que envolve o crescimento, diferenciação, 
migração e sobrevida celular. A mutação T315I é insensível aos inibidores de 2ª 
geração. Vários medicamentos estão em desenvolvimento para superar a mutação 
T315I como bosutinibe, MK0457 (VX-680) e LBH-589. O bosutinibe, in vitro é mais 
ativo em algumas mutações que o imatinibe. É um inibidor duplo, tanto da tirosina 
quinase BCR-ABL quanto da família da Src, é inibidor de 3ª geração. O MK0457 
(VX-680) é um inibidor da Aurora quinase, demonstra inibir a autofosforilação do 
BCR-ABL na presença da mutação T315I. A família Aurora é essencial para a 
progressão da mitose. O LBH-589 é um inibidor da histona deacetilase, que induz a 
degradação do BCR-ABL. Pode ser usado associado a outros inibidores ou 
isoladamente na presença da mutação T315I. Conclusões: Conhecer o espectro de 
atuação dos novos medicamentos contra as mutações, principalmente da T315I, 
possibilita a seleção apropriada da terapia. 
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7.2 Trabalhos Apresentados no Congresso Brasileiro de Hematologia e 

Hemoterapia 

 

MONITORAMENTO NA LEUCEMIA MIELÓIDE CRÔNICA A PARTIR DO 
DESENVOLVIMENTO DE BANCO DE DADOS 

Bitencourt R1, Louro ID1, Zalcberg I2 
1Universidade Federal do Espírito Santo,  2Instituto Nacional de Câncer 

 

Introdução: A pesquisa translacional é uma disciplina que torna os resultados da 
pesquisa básica aplicável para o uso clínico. De fato, a Leucemia Mielóide Crônica 
(LMC) é o paradigma da aplicação dos métodos moleculares na prática clínica, 
tendo sido a primeira evidência de associação entre uma anomalia cromossômica, o 
cromossomo Philadelphia (Ph), e uma neoplasia. Recentemente, a translação do 
desenvolvimento técnico-científico para a clínica permitiu a quantificação do gene de 
fusão BCR/ABL para avaliação da resposta terapêutica a um inibidor tirosina 
kinase(ITK) e a avaliação da presença de  mutações no domínio tirosina kinase 
(DTK) do ABL para avaliação de mutações pontuais indicativas de resistência ao 
ITK. A avaliação da resposta molecular em amostras seriadas de um paciente com 
LMC  ao longo do tratamento com um ITK de primeira ou segunda (ITK2G) e a base 
para a discriminação precoce de respondedores ótimos em relação aqueles que irão 
falhar a terapia com ITK. Diante desse cenário a criação de um banco de dados 
clínico e laboratorial contribui para o acesso rápido de informações de interesse ao 
tratamento, além de representar um meio confiável e de baixo custo em qualquer 
tipo de serviço. Objetivo: Desenvolver um banco de dados para monitoramento dos 

pacientes de LMC em uso de TKI e/ou submetidos ao Transplante de Medula Óssea. 
Método: O desenvolvimento do banco de dados envolveu quatro etapas: (1) 
levantamento de dados clínicos dos pacientes, (2) levantamento de dados 
laboratoriais dos pacientes, (3) desenvolvimento de modelo de banco de dados no 
Microsoft Access® para a sistematização das informações do paciente (Figura 1, 2 e 
3) e (4) integração e centralização das informações clínicas e laboratoriais no 
modelo de banco de dados desenvolvido no Microsoft Access®. Resultados: O 
desenvolvimento do banco de dados facilitou o acesso às informações do pacientes 
permitindo uma busca rápida, podendo listar os pacientes com resposta molecular 
maior, aos pacientes que foram submetidos à pesquisa de mutação, o número total 
de pacientes monitorados, quantos pacientes são monitorados por mês, previsão 
dos pacientes que retornarão a ser monitorado a cada três meses, entre outras 
informações. Conclusão: O desenvolvimento do banco de dados no Microsoft 
Access® é importante porque agiliza e facilita o acompanhamento dos pacientes 
com LMC favorecendo o manejo desses pacientes e a compreensão da evolução da 
doença, tratamento e recidivas. Além disso, as variantes que envolvem o paciente, 
tais como as características individuais do paciente, condição clínica, co-morbidade 
e os resultados laboratoriais podem ser analisados em conjunto em um só lugar, 
permitindo ganho de tempo para intervir em situações de recaída. Resultados deste 
banco de dados podem ser encontrados no trabalho de Bonecker et al. HEMO 2012. 
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IDENTIFICAÇÃO DE MUTAÇÕES NO DOMÍNIO TIROSINA QUINASE (DTK) DO 
GENE ABL: UMA REVISÃO DAS METODOLOGIAS DE DETECÇÃO 

Bitencourt R1, Cappelletti PA2, Louro ID1, Zalcberg I2 
1Universidade Federal do Espírito Santo,  2Instituto Nacional de Câncer 

 

Introdução: O tratamento da Leucemia Mielóide Crônica (LMC) foi radicalmente 
modificado com a introdução dos inibidores de tirosina quinase (ITK). Entretanto, a 
resistência aos ITK é um problema clínico crescente, que acomete 35% dos 
pacientes com LMC em fase crônica (FC). Mutações no domínio tirosina quinase 
(DTK) da proteína BCR-ABL é um dos mais importantes mecanismos de resistência 
à terapia com ITK. Cerca de cem substituições de diferentes aminoácidos já foram 
descritas. Estas mutações ocorrem em 30–60% dos pacientes resistentes. A 
identificação do fenômeno de resistência conferido por mutações individuais, de 
acordo com o ITK utilizado foram descritos a partir de ensaios de proliferação in 
vitro, o que permitiu o desenho de um algoritmo de utilização diferencial de ITK de 2º 
geração. A detecção de mutações no DTK é fundamental para a re-orientação 
terapêutica do paciente com LMC. Metodologias foram implementadas para viabilizar 
a identificação de mutações, como o seqüenciamento direto de Sanger (SS), Piro-
sequenciamento, Cromatografia Líquida de Alta Performance Denaturante (DHPLC), 
Curva de análise de alta resolução das temperaturas de Melting (HRM),  Reação em 
Cadeia da Polimerase associado com o Polimorfismo de Fragmentos de DNA 
obtidos por enzimas de restrição (PCR-RFLP), Espectrometria de massa e Reação 
de cadeia da polimerase alelo-específico (ASO-PCR), todas elas variando na 
sensibilidade e especificidade (Baccarani M et al., 2009). Objetivo e Método: 

Realizar uma revisão de literatura sobre as diferentes metodologias disponíveis para 
identificação de mutações no DTK do ABL. Resultados: O SS é a metodologia mais 

utilizada e apresenta sensibilidade de 15-25% para detectar mutação, assim, é 
inadequado para a detecção de mutação de baixo nível somático. A técnica é 
dependente da qualidade e integridade do RNAm. O piro-sequenciamento baseia-se 
no seqüenciamento por síntese e fornece a informação do nucleotídeo de interesse 
em tempo real. A sensibilidade é de 5% e é altamente específico, entretanto, é 
necessário o conhecimento prévio da mutação sob investigação. O HRM é uma 
técnica relativamente rápida, muito sensível à qualidade da preparação do DNA e 
apresenta sensibilidade de 5%. O DHPLC baseia-se na retenção diferencial de 
espécies de DNA heteroduplex e homoduplex e apresenta sensibilidade de cerca de 
1%. RFLP-PCR é usado como triagem rápida de mutações já descritas e a principal 
limitação sobre a sensibilidade deste método é a eficiência da digestão de restrição. 
A espectrometria de massa detecta baixos níveis de mutação, de forma rápida, com 
sensibilidade de 0,05-0,5%, mas apresenta alto custo. O ASO-PCR é de fácil 
execução e permite uma triagem rápida. Apresenta sensibilidade 0.01–0.001%, 
entretanto, é necessário o conhecimento prévio de mutações. Além disso, não 
requer preparações adicionais de produtos pós-PCR como a etapa de purificação 
para o SS. Conclusão: A escolha da metodologia adotada para identificação de 
mutação deve buscar um equilíbrio entre sensibilidade, especificidade, conveniência 
e custo, proporcionando resultados seguros, confiáveis e rápidos. Entretanto, a 
escolha feita pelos laboratórios na rotina é o SS por além identificar as mutações já 
descritas, permitir identificações de novas mutações. 
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