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RESUMO: O Cromossomo Philadelphia (Ph') é conhecido como a primeira alteragdo cromossdmica estrutural (translocagio
reciproca) envolvida em um tipo de cancer especifico, sendo por este motivo, o mais bem caracterizado rearranjo cromossomico
ligado a origem de leucemias. Sua origem estd na translocacdo reciproca t(9;22), envolvendo o proto-oncogene ABL (9q34)
e o gene BCR (22q11). A fusdo destes genes forma o oncogene quimérico BCR-ABL, conhecido atualmente como marcador
molecular da leucemia mieldide cronica (LMC), e apontado como fator significante na leucemogénese. A simples presenca
deste hibrido ja ¢ suficiente para conduzir a célula ao fendtipo neoplasico, contrariando estudos epidemiologicos referentes
a génese de canceres. Diferentes pontos de quebra no gene BCR acabam produzindo transcritos de diferentes tamanhos, que
codificam varios produtos quiméricos, como p190°- p2 0P ¢ p230>-<b A atuagdo destas proteinas parece estar ligada
aos diferentes fenotipos leucémicos, sendo responsaveis por modificagdes em vias intracelulares, como da proteina Ras,
aquisi¢do de fatores de crescimento, resisténcia ao processo de morte celular programada e desequilibrio celular, promovendo
a instabilidade gendmica em células Ph'-positivas.
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BIOLOGICAL, GENETIC AND MOLECULAR ASPECTS OF THE BCR-ABL
GENE AND ITS RELATIONSHIP WITH LEUKEMOGENESIS
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ABSTRACT: The Philadelphia Chromosome (Ph') is known as the first reciprocal translocation involved with a specific
type of cancer, because of this being the most characterized chromosomal rearrangement linked to the origin of leukemias.
Its origin is at the reciprocal translocation t(9;22), involving the proto-oncogene ABL (9q34) and the BCR gene (22ql1).
The fusion of these genes forms the chimeric oncogene BCR-ABL, currently known as molecular marker of chronic myeloid
leukemia (CML) and pointed as a significant factor in leukemogenesis. The simple presence of this hybrid is enough to lead
the cell to neoplasic phenotype, contrary to epidemiologic studies referring to the genesis of cancers. Different breakpoints
in gene BCR yield different sized transcripts, which code for different chimeric products, such as p190°*' p210 " and
p230>-ab The performance of these proteins seems to be linked to the different leukemic phenotypes, being responsible for
modifications in intracellular pathways, such as that of the Ras protein, acquisition of growth factors, resistance to the process
of programmed cellular death and cellular imbalance, promoting genomic instability in Ph!-positive cells.

KEY WORDS: BCR-ABL. Leukemogenesis. CML. Philadelphia Chromosome.

Introducao

Asneoplasiasdotecidohematopoiéticodenominadas
leucemias sdo caracterizadas pela multiplicagdo irregular de
células derivadas de linhagem pluripotente, que substituem
progressivamente as células normais (BORGES-OSORIO
& ROBINSON, 2002). Resultam em um variado conjunto
de manifestagdes clinicas, de quadros assintomaticos
a alteragdes morfofisiologicas ¢ infecgdes severas ou
recorrentes (HOLLAND et al., 2003); e tém incidéncia
estimada em 5,82:100.000 homens € 4,45:100.000 mulheres
na populacdo brasileira (BRASIL, 2005).

As leucemias sdo classificadas, segundo critérios
morfoldgicos e imunoistoquimicos, em seis grupos de

neoplasias: (1) Doengas Mielodisplasicas; (2) Neoplasias
de Células Linfoides (B, T ou K), que incluem a Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA); (3) Mastocitose; (4) Leucemia
Mieldide Aguda (LMA); (5) Leucemia Mieloide Aguda
de Linhagem Ambigua; e (6) Doengas Mieloproliferativas
Cronicas, que correspondem as Leucemias Eosinofilica
(LME), Neutrofilica (LMN) ¢ Mieldide (LMC) Cronicas
(PAES et al., 2002). Esta ultima, responsavel por 14% de
todos os casos de leucemias (D"’ANTONIO, 2005).

O Cromossomo Philadelphia (Ph') foi a primeira
alteragdo cromossOmica associada a um tipo especifico
de neoplasia (NOWEEL & HUNGERFORD, 1960;
JOHANSSON et al.,, 2002). E hoje uma das mutagdes
cromossomicas melhor caracterizadas (DEININGER et al.,
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2000), conhecida como marcador molecular da LMC, pois é
encontrada virtualmente em todos os casos desta patologia,
e ainda em 30% dos casos de LLA e 5% dos casos de LMN
(SEUANEZ et al., 2004).

OcromossomoPh!temorigememumatranslocagio
reciproca entre os cromossomos 9 e 22 [t(9;22)(q34:;q11)],
envolvendo os loci dos genes ABL e BCR, respectivamente.
A fuso destes loci da origem a dois genes hibridos, BCR-
ABL e ABL-BCR. O hibrido BCR-ABL, no cromossomo
Ph' [der(22)], é um oncogene responsavel por varias
alteragdes no curso normal do ciclo celular, promovendo a
leucemogénese (JOHANSSON et al., 2002; HOLLAND et
al., 2003; SEUANEZ et al., 2004); o hibrido ABL-BCR, no
cromossomo 9 (9q+), apesar de possuir transcrito detectavel,
ndo tem fungdo conhecida e em algumas linhagens celulares
ocorre sua delegdo, até o momento, sem correlagdo com o
prognostico da leucemia (UPHOFF et al., 1999; XINH et al.,
2006).

A importancia de BCR-ABL na origem de
leucemias ¢ impar, uma vez que sua presenga ¢ suficiente
para desencadear o carater oncogénico da célula, levando-a
a instabilidade gendmica (CHARUSANTI et al., 2004).

O objetivo deste trabalho ¢é abordar estudos
genéticos, bioldgicos e moleculares sobre este importante
oncogene, mostrando os meios, até agora caracterizados,
pelo qual sua ag¢@o conduz a malignizacdo celular.

Desenvolvimento

Aspectos Moleculares do Gene Abl

O proto-oncogene ABL, também conhecido como
Abelson (homdlogo de Abelson Murine Leukemia Virus), esta
localizado no brago longo do cromossomo 9, com locus em
9934, ¢ sua atividade é relacionada com o controle do ciclo
celular, com o molde do citoesqueleto e com a genotoxidade
da célula (KURZROCK et al., 2003; SEUANEZ et al.,
2004).

O ABL ¢ um proto-oncogene com 11 éxons e 230
kb de tamanho. A regido codificante deste gene origina dois
transcritos, com tamanhos de 6.0 ¢ 7.0 kb, que traduzem a
proteina pl45®* (FADERL et al., 1999). O primeiro intron,
localizado entre os éxons al e a2, ¢ o maior espagamento
do gene, com 18.538 pb, sendo uma regido de grande
suscetibilidade a quebras (figura 1).

Devido a um splicing alternativo no éxon al, o gene
ABL origina duas isoformas da proteina p/45°", que diferem
entre si em 26 aminoacidos. Enquanto a isoforma la possui
apenas 19 aminoacidos codificados por este éxon, a isoforma
1b possui 45 (LANEUVILLE, 1995). Estas isoformas sdo
encontradas tanto no citoplasma, atuando no controle da
maturagdo das células hematopoiéticas; quanto no nucleo
celular, regulando a atividade quinasica, fundamental ao
controle do ciclo celular (KONOPKA & WITTE, 1985;
DEINIGUER et al., 2000; KURZROCK et al., 2003).

Aspectos Moleculares do Gene Bcr

O gene BCR, do inglés Breakpoint Cluster Region,
esta localizado no brago longo do cromossomo 22, na regido
pericentromérica 22q1 1. Suas fungdes estéo relacionadas em
grande parte com a sinalizagdo intracelular, sendo conhecido
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como um dos principais sinalizadores em organismos
eucariontes (Di BACCO et al., 2000). A regido 22qll
contém ainda /oci dos pseudogenes BCR’, BCR? ¢ BCR?, que
consistem em diferentes cdpias da por¢do 3" do gene BCR
(CROCE et al., 1987).

O tamanho total de BCR é de 135 kb, e dos seus 23
éxons, o primeiro ¢ o maior de todos, com 1.728 pb. Este éxon
abriga dominios importantes para o funcionamento protéico,
como os dominios de oligomerizagdo, de serina/treonina
quinase e mais duas unidades regulatorias SH (SH2 ¢ SH3).
Os RNAs mensageiros produzidos possuem tamanhos de
4.5 e 6.7 kb, e codificam dois produtos principais, pl60"
e pl30", respectivamente. Estas proteinas desempenham
fungdes importantes na célula, como o controle de maturagéo
dos precursores mieloides, a mediagdo de GAPs, o controle
de hidrolise de GTP e conversdo da forma ativa da proteina
Ras para a forma GTP-inativa (LAURENT et al., 2001;
KURZROCK et al., 2003).
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Figura 1 - Formacdo do gene quimérico BCR-ABL pela translocagio
t(9q;22q). Em A sido demonstrados os pontos frageis dos genes BCR
e ABL (setas) e os rearranjos cromossomicos possiveis. Em B estio
os produtos da translocagdo [t(9;22)], que resultam nos diferentes
fenétipos de leucemia. Fonte: Faderl et al. (1999).

Aspectos Genéticos e Moleculares do Gene Quimérico
Ber-Abl

O fenodtipo das leucemias que apresentam células
Ph'-positivas estd relacionado com o ponto de fusdo para
formacgéo do hibrido BCR-ABL. O proto-oncogene ABL pode
fazer a jungdo com BCR em trés regides distintas: M-bcr, m-
ber e p-ber (figura 1) (SEUANEZ et al., 2004).

A regido M-bcr envolve a parte central do gene
BCR, onde sdo encontrados os éxons bl a b5 (5°—3”). Esta
regido ¢ fragilizada em dois pontos, nos éxons b2 e b3, e
quando ocorre quebra, conduz a duas situagdes similares,
a junc¢do de ABL no éxon b2 formando a fusdo b2a2 ou o
splicing alternativo, no éxon b3, formando a fusdo b3a2, com
diferenca de apenas 75 pb (ANELLI et al., 1999; BARBOZA
et al., 2000; ARANA-TREJO et al., 2002).

A jungio na regido M-bcr produz um transcrito de
tamanho 8.5 kb, responsavel por traduzir a proteina p210>"



Aspectos bioldgicos, genéticos...

@l que provoca o fendtipo maligno da LMC, por promover
a mieloproliferacdo ¢ o aumento da atividade quinasica
(ARANA-TREJO et al., 2002; SILVA, 2004).

Numa regido de 35 kb, proxima a extremidade 5° do
gene BCR, encontra-se a regido m-bcr, onde estdo os éxons
el e e2. A migracdo de ABL para esta regido, formando o
rearranjo ela2, acaba originando um transcrito de 7.0 kb
que codifica a proteina pl90>  presente principalmente
em casos de LLA (FADERL; et al., 1999; LAURENT et al.,
2001).

O fendtipo mais brando para o rearranjo t(9;22) ¢
o da fusdo na extremidade 3’ do gene BCR, numa regido
denominada p-ber. Entre os éxons 19 e 20, denominados de
c3 e ¢4 respectivamente, ha uma regido fragilizada suscetivel
a quebras. Nesta regido, devido a fusdo com a porgao do gene
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ABL (e19a2), formara um longo transcrito, de 9.0 kb, que ira
traduzir um produto de peso molecular 230kDa, a proteina a
p230%-*(PANE et al., 1996; ADVANI & PENDERGAST,
2002).
A LMN, causada pelo rearranjo e¢19a2, tem uma incidéncia
de apenas 5% e € a que apresenta melhor prognostico
entre as trés situagdes descritas, apresentando apenas uma
suave anemia, baixa propor¢do de granuldcitos imaturos,
hepatoesplenomegalia branda, expansdo de neutréfilos
maduros e, dificilmente evolui para uma fase aguda
(ADVANI & PENDERGAST, 2002).

Na tabela 1 encontram-se resumidas as
caracteristicas moleculares dos genes BCR ¢ ABL, bem
como do hibrido BCR-ABL e seus respectivos produtos.

Tabela 1 - Caracterizacio Molecular dos Genes BCR, ABL ¢ BCR-ABL.

CARACTERISTICAS BCR ABL BCR-ABL
Localiza¢do cromossdmica 22ql1 9q34 22ql1

Tamanho do Gene 130 kb 230 kb Variavel

Numero de éxons / introns 23/22 11/ 10 Variavel

RNA mensageiro 4.5¢6.7kb 6.0¢e7.0kb 7.0; 8.5¢9.0 kb

Peso molecular dos produtos (em kDa) 130 e 160 145 190; 210 ¢ 230
Principais produtos p130bre pl60ber pl45® p190Qber-abl s [ Qber-abl g p2 3Qber-atl

Fonte: Adaptado de KURZROCK et al. (2003).

Aspectos Biologicos do Gene Bcr-Abl

Inevitavelmente, os produtos de BCR-ABL acabam
realizando modifica¢des importantes em vias regulatorias
intracelulares. Estas levam a célula a instabilidade genomica
e, consequentemente, a mutagdes que agravam o andamento
sincronico do ciclo celular e promovem eventos danosos
em toda a arquitetura da célula (JOHANSSON et al., 2002;
CHARUSANTI et al., 2004).

A independéncia de fatores de crescimento para
proliferacdo, a interagdo com importantes vias bioquimicas
como a da proteina Ras, a sobrevivéncia da célula a morte
celular programada (apoptose) e a perda de adesdo da célula
com o estroma da medula 6ssea e matriz extracelular sdo
algumas das mais relevantes alteragdes moleculares na
célula (figura 2) (DEININGER et al., 2000; CANITROT et
al., 2003).

Independéncia de
fatores de crescimento

i
BCR-ABL

>
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bioquimica Ras

X2
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Figura 2 - Principais atividades do hibrido BCR-ABL na célula. As
proteinas quiméricas codificadas por este oncogene sio responsaveis
pelos fendtipos leucémicos.

e Desequilibrio do Ciclo Celular

O equilibrio do ciclo celular parece estar
perfeitamente controlado por p/45%', que mantém os niveis
de tirosinas quinases no nucleo celular, e seus dois dominios
SH sob controle. Entretanto, com os produtos quiméricos de
BCR-ABL ocorre um aumento na atividade quinasica celular
devido a dois fatores essenciais: (I) mutagdo no dominio
SH3 e (II) ligagdo do dominio SH2 a uma fosfo-tirosina
independente (FADERL et al., 1999; LAURENT et al.,
2001).

Os dominios regulatérios SH2 e SH3 medeiam
interagdes proteina-proteina e controlam a ativagdo de
sinais de transdugdo. O dominio SH3 é conhecido como
regulador negativo da atividade quinasica, atuando como
um contraponto do dominio SH2, inativando seu potencial
ativador e receptor de tirosinas quinases (MARCUCCI et
al., 2003). Nos produtos de BCR-ABL, ocorre uma delegdo,
parcial ou completa, do dominio SH3, perdendo o controle
negativo. Em contrapartida, o dominio SH2 acaba sendo
ativado pela presenga de um componente ativador de tirosinas
quinases (Di BACCO et al., 2000).

A elevagdo nos niveis de concentragdo quinasica,
provocado por estas modificagdes, estdo associados a severas
transformagdes no sistema controle, regulagdo de proliferagdo
celular, decrescimento apoptodtico, anormalidades no
citoesqueleto e ativagdo de vias de sinais de transdugdo,
conduzindo a transformacdes nas células precursoras
hematopoiéticas ¢ originando os fendtipos mais agressivos
da LMA (ADVANI & PENDERGAST, 2002; KURZROCK
et al., 2003; MARCUCCI et al., 2003).
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e Perda de Adesio Celular

A adesdo celular acaba funcionando como um
controle negativo na proliferacdo celular, deste modo, em
células normais, o contato com células vizinhas tem efeito
inibitorio sobre suadivisdo (ALBERTS etal., 2004). Produtos
de BCR-ABL estdo relacionados com a perda de adesdo
celular em células hematopoiéticas. A proteina p2170"-
causa fosforilagdes em substratos especificos, impedindo o
perfeito funcionamento do citoesqueleto (Di BACCO et al.,
2000).

A interagdo entre integrinas-a, e microfilamentos
de actina é importante no processo de adesdo célula-
medula dssea. A p210><" adiciona um grupamento fosfato
a proteinas do complexo de adesdo celular, impedindo o
reconhecimento destas pelas integrinas-4,. Desta forma, a
célula hematopoiética passa a ter deficiéncia na adesdo com
a medula dssea, atuando de forma independente, induzindo a
mieloproliferagdo (KURZROCK et al., 2003).

o Resisténcia a Apoptose

A proteina p145°" esta envolvida na via apoptdtica
de células hematopoiéticas, conduzindo-as a autodestruigdo
quando a correcdo de danos gendmicos ndo € possivel
(WICKREMASINGHE & HOFFBRAND, 1999). As
proteinas codificadas por BCR-ABL inibem a agdo da caspase-
3, importante a ativagdo da apoptose, e prolongam o periodo
G2/M do ciclo celular, resultando na sobrevivéncia de células
alteradas (CANITROT et al., 2003). A ativagdo de dominios
funcionais destas proteinas e a atividade quinasica excessiva
proporcionam a transformagéo celular e o desenvolvimento
de fenotipo anormal (BUENO-DA-SILVA et al., 2003).

O gene BCR-ABL aumenta a expressio de
proteinas anti-apoptdticas, como ¢ o caso da proteina Bcl-
x,, e fosforila proteinas que atuam de forma positiva na
apoptose, inativando-as, como as proteinas Bad (LAURENT
et al.,, 2001; BARCINSKI, 2004). Outros estudos sugerem
ainda que este hibrido iniba as caspazes enddgenas da
familia IAP, pela via PI3K/ART/NF-kB, ¢ ative sinais de
transdugdo e ativacdo de transcrigdo (STATSY), essenciais na
transformagdo celular NIEBOROWSKA-SKORSKA et al.,
2002; BUENO-DA-SILVA et al., 2003).

e Independéncia de Fatores de Crescimento

Fatores de crescimento (GF) possuem um papel
central no desenvolvimento, na proliferagdo, sobrevivéncia e
diferencia¢do de células normais. Em células hematopoiéticas
ha varios GF envolvidos na ativagdo de sinais para ligantes
de receptores de superficie celular, desencadeando cascatas
de fosforilagdo. A expressdo de BCR-ABL torna a célula
independente de GF externos, o que poderesultar dos seguintes
mecanismos: (a) ativagdo de sinalizadores intracelulares; (b)
expressdo de genes do controle do ciclo celular mutados;
(c) intera¢do com receptores de fatores de crescimento; ou
ainda por (d) producdo autdcrina (Di BACCO et al., 2000;
KURZROCK et al., 2003).

Laurent et al. (2001) descrevem que a
autofosforila¢do de tirosinas ocorrida no segmento ABL do
hibrido BCR-ABL, o aumento da atividade quinasica ¢ o
aumento da atividade transformante de BCR-4BL implicam
na independéncia de fatores de crescimento.
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e Interacio com a via bioquimica Ras

A proteina Ras é um transdutor de sinal importante
na sinalizacdo de vias intracelulares, entre elas o ciclo
GTP-GDP. Esta fung¢do medeia resposta a proliferacdo
celular através dos controles positivos (GTP) e negativos
(GDP) (MALUMBRES & BARBACID, 2002; ROCHA &
REGNER, 2004).

As proteinas pl90¥- e p2l10** atuam nas
vias de Ras modificando propriedades sinalizadoras. A
autofosforilagdo do residuo de tirosina 177 na parte BCR
do hibrido BCR-ABL recruta moléculas adaptadoras Grb2,
adaptadores de dominios SH2/SH3, ativadores de Ras, Ras-
GAP entre outras (LAURENT et al., 2001; KURZROCK
et al., 2003). A cascata de eventos mediada por essa série
de adaptadores acaba conduzindo a ativacdo permanente
de Ras-GTP, promovendo transformacdes nas atividades
regulatdrias, na proliferacdo e diferenciacdo em células
hematopoiéticas (LAURENT et al., 2001).

Consideracdes Finais

A importancia de BCR-ABL no processo de
leucemogénese ¢ nitida, pois sdo diversos os modos de agdo
deste oncogene e seus produtos quiméricos na transformacdo
de células hematopoiéticas. A instabilidade gendmica
causada pela presenga de BCR-ABL no interior da célula é
suficiente para desencadear o fendtipo maligno.

A atuacdo no desequilibrio do ciclo celular, na
independéncia de GF, na interagdo com vias intracelulares
importantes, na perda de adesdo celular, ou mesmo na
resisténcia ao processo de apoptose evidenciam o poder
transformante de BCR-ABL na célula e mostram a importancia
deste hibrido nos estudos de cancer.

O conhecimento cada vez maior dos mecanismos
genéticos, biologicos e moleculares de BCR-ABL e a sua
interacdo na leucemogénese tornam-se relevantes para o
desenvolvimento de novos tratamentos e terapias mais
especificas. O esclarecimento sobre todas as vias de acéo
deste hibrido no metabolismo celular é um fator importante
para a reversio de quadros clinicos dos pacientes e,
conseqiientemente, para aumento de sua sobrevida.
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