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RESUMO

A Leucemia Mieldide Crénica (LMC) é um céancer do tecido hematopoiético,
no qual células imaturas permanecem com capacidade de diferenciacdo. A
translocacdo cromossdmica caracteristica da LMC, cromossomo Filadélfia (Ph), esta
presente em 95% dos individuos portadores. Essa mutacdo produz uma proteina
quimérica, a p210. A atividade dessa proteina estad relacionada a uma
hipercelularidade na medula 6ssea. Os tratamentos comumente empregados na
LMC baseiam-se na administragdo de quimioterdpicos leucorredutores, com
resposta citogenética modesta. A droga STI571 - Glivec, atua como inibidor clonal
com resposta citogenética completa, negativando o cromossomo Ph. Apesar dos
resultados positivos frente ao STI571, constatou-se uma evolugcéo para resisténcia a
essa medicacdo em alguns pacientes. O mecanismo mais comum do
desenvolvimento de resisténcia ao Glivec é a reativacao da proteina tirosina cinase,
independente da presenca do glivec, por amplificacdo génica ou por mutacao
pontual. Apds diagnostico clinico e laboratorial, foram selecionados 48 pacientes
portadores de LMC, os quais apresentavam o cromossomo Ph em células da medula
O0ssea. Todos pacientes selecionados estavam em uso do Glivec. Os pacientes
foram submetidos a avaliagdo citogenética, através da colheita de 10 mL de
aspirado medular, mediante puncdo do 0sso esterno ou crista iliaca posterior. A
técnica de cultura temporaria de células da medula éssea foi realizada conforme a
técnica modificada de MOORHEAD et al., (1960). A técnica de cultura temporaria de
células da medula 6ssea procedeu-se em duplicata e com duas culturas de duracdes
diferentes; uma direta e, uma de 24 horas. A idade dos pacientes quando
diagnosticados concentrou-se na faixa etaria entre as décadas de quarenta e
cingienta anos de vida. A distribuicdo em relagdo ao sexo ndo apresentou diferenca
significativa. A contagem total de leucdcitos no sangue periférico apresentou indices
bem distintos quando comparados o0s pacientes antes e apOds o tratamento com
Glivec, como também ocorreu com a contagem de plaquetas. O presente estudo
constatou a eficacia da medicacdo através de analises citogenéticas realizadas pos-
tratamento. A partir de seis meses de uso, 90% dos pacientes responderam a esse
tratamento. Resposta maior foi verificada em 63,4% desses pacientes. A realizacéo
da anadlise citogenética apdés 28 meses de tratamento demonstra que 62,5% dos
pacientes mantiveram resposta citogenética maior. Apesar dos resultados positivos
frente ao STI571, constatou-se uma evolucdo para resisténcia a essa medicacdo em
alguns pacientes. Outras drogas estdo sendo testadas para serem utilizadas por
aqueles pacientes que desenvolvem resisténcia ao Glivec. E o caso do Tasigna
(nilotinib), uma nova droga que em cinco meses de uso demonstrou uma resposta
hematoldgica completa em 92% dos pacientes com LMC na fase cronica.

Palavras-chave: Leucemia Mielbéide Cronica, Cromossomo Philadelphia, Glivec.
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1. INTRODUCAO

O sangue é uma massa liquida, heterogénea, mantida em movimento regular
e unidirecional, devido essencialmente as contracdes ritmicas do coracgéo. E através
da circulacdo sanguinea que as incontaveis células do organismo, em todas as
espécies de tecidos, recebem sua nutricdo, representada por proteinas, hidratos de
carbono, gordura, agua e sais minerais. Além disso, praticamente todo o sistema de
defesa do organismo contra enfermidades e ataques de microrganismos patogénicos
estd concentrado no sangue. O controle da temperatura do corpo, o equilibrio da
distribuicdo de agua e o processo de absor¢cdo celular também estdo diretamente
relacionados ao sangue (FLORENCIO, 1990; LORENZE, 1999).

Nas trés primeiras semanas de gestacédo, o embrido humano apresenta-se ao
lado de uma espécie de bolsa de grandes dimensbées, o chamado saco vitelino. E
nele que se inicia a formag¢do dos vasos sanguineos e dos glébulos vermelhos do
embrido. Por volta da terceira semana de gestacdo, podem ser observadas na
parede externa do saco Vvitelino, pequenas massas celulares que sofrem
transformacdo e originam pequenas ilhotas sanguineas, as chamadas ilhotas de
Wolf. As células que delimitam o contorno das ilhotas vao originar as paredes dos
primeiros vasos sanguineos e as células mais internas dessas ilhotas transformam-
se em glébulos vermelhos primitivos (FLORENCIO, 1990).

Aos poucos, o saco vitelino vai deixando de ter qualquer funcéo para a vida
embrionéria e comeca a involuir. A partir dai, as células sanguineas passam a ser
produzidas no interior do préprio organismo, mais especificamente no mesoderma.
No inicio do desenvolvimento embrionario humano, o mesoderma é constituido
apenas por uma massa gelatinosa de protoplasma com nucleos dispersos. N&o
existem limites evidentes entre as células, que se comunicam livremente,
caracterizando, assim, o chamado sincicio. Esse da origem a rede de delgados
vasos capilares forrados de endotélio; o protoplasma original se liguefaz e se
transforma no plasma. Em alguns pontos do endotélio, suas células proliferam e se
diferenciam, dando origem aos globulos vermelhos. Esse processo de formagéo do
sangue, denominado hematopoese, que acontece no mesoderma €, ao que parece,
0 Unico exemplo de fabricacdo de hemacias no interior de vasos (FLORENCIO,
1990).



Apébs o terceiro més de vida fetal, a formagdo do sangue se processa, em
particular, no figado e também no baco. E a chamada fase hepatica da
hematopoese fetal (FLORENCIO, 1990).

Um pouco mais tarde, aproximadamente na metade do periodo de vida fetal,
a medula 6ssea torna-se o 6rgdo principal na producdo de células sanguineas que
em regra, continua durante toda a vida extra-uterina (Figura 1). Em casos especiais,
em que o organismo exige maior quantidade de sangue, o figado e o baco podem
retomar a atividade de hematopoese. O mesmo pode ocorrer no caso de destruicao
extensa da medula 6ssea, por irradiacdo intensa, tumores ou depressao por drogas
toxicas (FLORENCIO, 1990; LORENZE, 1999).
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A medula éssea é constituida por um tecido esponjoso, mole, localizado no
interior dos 0ssos longos. Nela se encontram as células totipotentes que tém grande
capacidade de auto-renovacdo. No microambiente medular, a matriz estromal, as
glicoproteinas induzem a divisdo e diferenciacdo das ceélulas totipotentes em auto-
renovacdo bem como na diferenciagdo de células progenitoras comprometidas com
linhagens celulares mieldides, eritrocitica, granulocitica, megacariocitica e linféide.
Em sincronia com a matriz, a membrana das células totipotentes recebe a
sinalizacdo da necessidade de producdo de uma linhagem especifica e inicia sua
diviséo e diferenciacdo (PLUZNIK & SACHS, 1965; BRADLEY & METCALF, 1966).

O sangue ganha importancia especial na defesa da integridade do organismo,
pois é nele que se encontram as principais células responsaveis pelos mecanismos
de defesa contra ataques de agentes externos. Os leucaocitos, ou glébulos brancos
sdo os agentes de defesa do corpo. Moléculas especiais elaboradas pelos glébulos
brancos formam anticorpos, histaminas, que tém sua funcao relacionada as reagdes
alérgicas, e a heparina, substancia anticoagulante. A producdo dessas substancias
torna possivel a imunizacdo do organismo contra a invasao de agentes estranhos,
sobretudo de microorganismos patogénicos. Os granuldcitos diferenciam-se nas
linhagens celulares chamadas neutrdfilos, eosindfilos e basoéfilos. O sangue possui
um numero muito menor de glébulos brancos que vermelhos (PLUZNIK & SACHS,
1965; BRADLEY & METCALF, 1966; FLORENCIO, 1990; LORENZE, 1999; ZAGO
et al., 2001).

Os glébulos vermelhos, também chamados hemécias ou eritrécitos, sdo as
células que existem em maior quantidade no sangue. No interior dos eritrécitos,
encontram-se moléculas da proteina quaternaria hemoglobina, a qual determina a
cor vermelha do sangue. Em cada milimetro cubico de sangue existem cerca de 5 a
5,5 milhdes de glébulos vermelhos no homem, e aproximadamente 4,5 milhdes na
mulher. Um terceiro elemento de importancia fundamental no sangue sdo as
plaquetas (150.000 a 450.000/mm°). E devido a elas que se di a coagulacdo
sanguinea, evitando perda continua de sangue quando ocorre rompimento de
pequenos vasos. As plaguetas sdo pequenos fragmentos de megacariocitos que
para a formacdo do coagulo dependem da ativagdo de proteinas e ions encontrados
no plasma, conhecidos como fatores de coagulagcéo (LORENZE, 1999; ZAGO et al.,
2001).



Toda a parte liguida do sangue forma o plasma sanguineo. Cerca de 90% do
plasma é constituido por agua pura. A porcentagem restante corresponde as
numerosas substancias, como sais minerais, proteinas e gordura. Em cada litro de
sangue existem de 60 a 80 gramas de proteinas, a mais abundante é a albumina.
Em menor proporgdo estdo as globulinas, relacionadas com a formagao de
anticorpos, e o fibrinogénio, fundamental no processo de coagulacdo. Além dessas
funcdes, as proteinas controlam a viscosidade do sangue e regulam a osmose
(FLORENCIO, 1990; LORENZE, 1999).

As células sanglineas tém vida curta; eritrécitos apresentam vida média de
120 dias, leucécitos vivem em média 7 dias, e plaquetas, 9 dias. Ha, portanto,
células morrendo permanentemente, sendo destruidas ou eliminadas e substituidas
por novas células (ZAGO et al., 2001). Como ja mencionado, é a medula 6ssea o
orgdo responsavel por esta produgcdo e constante renovacdo, das células
sanguineas (FLORENCIO, 1990; ZAGO et al., 2001).

Céancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e Orgaos,
podendo espalhar-se para outras regides do corpo (metastase) (INCA, 2005).

Inimeras causas para 0 surgimento do cancer sdo conhecidas hoje em dia,
como o uso do tabaco, contato prolongado ao sol, infecgbes por virus e radiacao,
entre outros. A causa do cancer hoje nao € totalmente um mistério. H4 uma década,
muitos geneticistas estavam confiantes no fato de que a ciéncia se aproximava de
uma resposta final: o cancer seria resultado de muta¢gdes cumulativas que alteram
pontos especificos no DNA de uma célula, modificando a sintese de proteinas
especificas, decodificadas por genes relacionados a doenca naqueles locais
(GIBBS, 2003).

As mutacOes afetam dois tipos de genes oncogénicos. Os primeiros sao
chamados de supressores de tumor (ou genes de supressdo tumoral) e
normalmente refreiam a habilidade da célula de se dividir. As mutacfes desativam
0S genes permanentemente. A segunda variedade, conhecida como oncogenes,
estimula o crescimento - ou seja, a divisdo celular. As mutagcbes mantém o0s
oncogenes em estado ativo constante (KNUDSON, 1971, 1985; VOGEL &
MOTULSKY, 2000; GIBBS, 2003).



As células dipléides de organismos eucariéticos normalmente apresentam
duas cépias de cada cromossomo (um doado pelo gameta paterno e outro pelo
gameta materno) e, portanto, duas copias, ou alelos, para cada gene. A mutacdo em
um so alelo ja é suficiente para ativar um oncogene permanentemente. Mas sao
necessarios dois golpes para derrubar ambos os alelos de um gene supressor de
tumor. Quatro a dez mutacbes nos genes corretos de uma mesma célula podem
transforma-la em célula oncogénica (GIBBS, 2003).

A hipoétese dos "dois golpes" - onde os dois alelos de um gene supressor de
tumor precisam ser desativados - também est& sendo derrubada pela descoberta de
um fendbmeno chamado haploinsuficiéncia. Em alguns tipos de cancer, 0s
supressores de tumor ndo sofrem nenhuma mutacdo. A producao simplesmente se
reduz, e isso parece ser suficiente para causar um tumor. Esse efeito foi observado
em mais de uma duzia de genes supressores de tumor. Procurar a mera presenca
ou auséncia de gene para proteina € ser muito simplista. A dosagem desse gene
também é fundamental (GIBBS, 2003).

Pesquisadores estdo agora estudando mais atentamente outros fenbmenos
além dos erros no sequenciamento genético do DNA que podem alterar
drasticamente a dosagem de uma proteina especifica na célula. Candidatos incluem
a perda ou ganho de um cromossomo (ou parte de um) contendo o gene, mudancas
na concentracdo de outras proteinas que regulam a transcricdo e a traducdo do
gene, e, por fim, o chamado fenbmeno epigenético, o qual altera a atividade génica
por meios reversiveis. Todas essas alteracfes sdo quase gque onipresentes em um
cancer ja formado (GIBBS, 2003).

O tecido hematopoiético, responsavel pela formacao das células sanguineas,
também pode ser atingido por processos tumorais, em geral malignos. As células
leucémicas podem infiltrar-se nos diferentes 6rgdos criando tumores secundarios,
semelhante as metastases dos demais (FLORENCIO, 1990).

Nas leucemias, o0s glébulos brancos apresentam-se freqientemente
aumentados, embora também possam se apresentar em nimero normal ou mesmo
diminuido. O diagndéstico seguro € estabelecido pelo exame citogenético das células
da medula éssea (FLORENCIO, 1990).

A citogenética € uma ciéncia onde a citologia e a genética passaram a

sobrepor seus conhecimentos, tendo como foco principal o estudo dos



cromossomos. Em outras palavras, a citogenética é o estudo da estrutura, funcéo,
comportamento e patologia dos cromossomos, definidos como estruturas essenciais
para a vida, pois contém a informacao genética de uma espécie (WUICIK, 2005). No
estudo dos mecanismos patoldgicos, o conhecimento sobre fatores genéticos torna-
se mais evidente, em um namero cada vez maior de doencas crénico-degenerativas,
infecciosas e neoplasias, desempenhando papel importante no controle e prevencao
das mesmas (FRANCO 2004).

A citogenética humana constitui-se principalmente no estudo microscopico
dos cromossomos e suas anomalias. As anomalias cromossOmicas podem ser
classificadas em duas diferentes categorias: estruturais: responsaveis pelo estudo
qualitativo dos cromossomos, relacionados a sua estrutura; e numericas:
responsaveis pelo estudo quantitativo dos cromossomos, jA que cada espécie
apresenta um numero de cromossomos determinado (BEIGUELMAN, 1982).

Embora o inicio da citogenética humana date de 1956, quando TJIO & LEVAN
estabeleceram o numero de cromossomos da espécie humana (46 cromossomos), 0
reconhecimento do seu papel na pratica médica sO foi estabelecido em 1959,
guando LEJEUNE e colaboradores reconheceram um cromossomo extra do grupo G
como agente etioldgico da sindrome de Down (LEJEUNE et al., 1959).

O desenvolvimento de métodos de bandeamento cromossémico revolucionou
a citogenética a partir de 1968, adicionando um novo critério para a identificacdo dos
cromossomos, o0 qual leva em consideragéo a presenca de bandas e sub-bandas ao
longo de cada cromossomo. Estes métodos permitiram analise comparativa dos
pares de homdlogos, a deteccdo de anormalidades cromossémicas numéricas e
estruturais, algumas destas envolvendo varias ou até uma Unica banda. Desde
entdo, a citogenética tem se firmado como uma ferramenta de grande valor no
diagnéstico de muitas patologias, além de ser utilizada na pratica da medicina
preventiva através do aconselhamento genético (CASPERSSON et al.,, 1970a,
1970b, 1970c). Com a necessidade de se estabelecer normas para a citogenética,
ciéncia ainda muito recente, em 1972 foi realizada a Conferéncia Internacional de
Paris, para o estabelecimento de uma nomenclatura cromossOmica universal
(MITELMAN, 1995).

Os progressos alcancados na citogenética e na biologia molecular com a

tecnologia do DNA recombinante permitiu o mapeamento dos genes humanos e,
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paralelamente, o desenvolvimento de novos métodos para o estudo de genes
envolvidos em varias doencas genéticas. Sabe-se hoje que os distarbios
cromossOmicos constituem uma categoria importante de doencas genéticas,
respondendo por uma grande proporcdo de abortos espontaneos, malformacdes
congénitas e retardo mental, além de desempenhar importante papel na patogenia
do cancer (FRANCO, 2004).

A Leucemia Miel6ide Crénica (LMC) é uma disfuncdo mieloproliferativa de
linhagem mudltipla que se origina de um Unico precursor mieldide. A doenca envolve
linhagens de linfocitos B, megacariociticos, eritrdide, monocitico, mieldide e,
algumas vezes, linfécitos T (GOLDMAN, 2000). As células progenitoras mielbides
expandem-se em varios estagios de maturacéo, sendo liberadas prematuramente no
sangue periférico e posteriormente seguem para locais extramedulares. A expansao
desordenada das células progenitoras mieldides reflete as alteragbes na sua
capacidade proliferativa e mudanca no equilibrio entre auto-renovagdo e
diferenciacdo, aumentando o namero de células progenitoras e reduzindo células-
tronco ou totipotentes (FADERL et al., 1999).

A aderéncia defeituosa de progenitores de LMC hematopoiéticos imaturos a
elementos do estroma medular pode facilitar sua liberagdo no sangue. As células
progenitoras hematopoiéticas normais aderem a matriz extracelular ou as citocinas
de regulacédo de crescimento imobilizadas. A adesdo é mediada por receptores da
superficie celular nas células progenitoras, especialmente integrinas. As integrinas
sao glicoproteinas da superficie celular composta de duas subunidades: alfa e beta
(FADERL et al., 1999).

Essa neoplasia ocorre frequientemente em individuos de meia idade, entre a
quinta e sexta década, pela ativacdo de um oncogene. A ativacdo deste oncogene
acontece por meio de uma anomalia cromossdmica estrutural denominada,
translocacdo cromoss6mica, a qual €, dentre outras anomalias estruturais, a mais
freqUente nas malignidades hematoldgicas (ZAGO et al., 2001).

Embora a doenca tenha sido descrita pela primeira vez na literatura inglesa
em 1845, o primeiro marco importante em seu estudo s6 ocorreu em 1969, quando
NOWELL & HUNGERFORD descobriram uma anormalidade citogenética
consistente em células leucémicas (mais tarde denominado cromossomo Filadélfia —
Ph) (GOLDMAN, 2000). A LMC foi a primeira doenca hematoldgica na qual uma
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anormalidade especifica do caridtipo (o cromossomo Filadélfia) péde ser ligado a
eventos patogénicos caracteristicos de leucemias (BAIKE et al., 1960; KEARNEY et
al., 1981; BARTRAM et al., 1985; FADERL et al., 1999).

A translocacdo cromossomica presente na LMC foi descoberta por NOWELL
& HUNGERFORD em 1960 (Foto 1), ao observarem um cromossomo anémalo do
grupo G, o cromossomo Filadélfia (Ph), presente em 95% dos individuos acometidos
por essa sindrome (SAGLIO et al., 2004). O Ph também pode ser encontrado em 5%
das criancas e em 15 a 30% dos adultos com LMA (FADERL et al., 1999).

Foto 1. Célula metafasica obtida a partir de cultura direta de células da medula 6ssea. Metafase
portadora de cromossomo Filadélfia. Diagndstico Citogenético: 46, XX, t (9;22) (q34;qll). Fonte:
Prof®. Dr®. Fernanda Vinhaes de Lima.

Com o aprimoramento das técnicas de bandeamento cromossdmico,
ROWLEY em 1973, descreveu a alteracdo cromossOmica existente nesses
pacientes com LMC. Essa alteracdo cromossdmica foi descrita como uma
translocacéo reciproca entre dois cromossomos, onde 0 cromossomo 22 apresenta

perda da por¢cdo terminal do seu braco longo e o cromossomo 9 apresenta ganho
8



desse respectivo material genético, na porcado terminal do seu braco longo. A
guantidade de material genético translocado para o cromossomo 9 é
aproximadamente equivalente aquela perdida pelo cromossomo 22, caracterizando-
se assim como uma alteracédo balanceada. A translocacdo ocorre entre a banda q34
do cromossomo 9 e a banda 11 do cromossomo 22. O cromossomo Ph classico é
descrito dessa forma: t(9;22)(q34;911).

A translocacao responsavel pela origem do Ph adiciona um segmento 3' do
gene ABL (cromossomo 9) ao segmento 5' do gene BCR (cromossomo 22), criando
um gene hibrido (BCR-ABL) que é transcrito em um RNA quimérico BCR-ABL
(Figura 2). O gene ABL possui um receptor de tirosina cinase e o ponto de quebra
ocorre, geralmente, no segmento 5', no éxon 2 do ABL. Os éxons 2 a 11 do ABL séo
"transpostos” para a regido de ponto de quebra maior (M-bcr) do gene BCR no
cromossomo 22, entre os éxons 12 e 16. A fusdo do RNAm é traduzido em uma
proteina quimérica chamada p210 (DEKLEIN et al., (1982); BARTRAM et al., 1983;
HEISTERKAMP et al.,, 1983). O oncogene ABL € homdlogo ao oncogene viral, v-
ABL, responséavel pela malignizacdo de células em cultura e inducdo da leucemia em
ratos susceptiveis (KONOPKA & WITTE, 1985).

Dependendo em qual éxon ocorreu a quebra (b2a2 ou b3a2), as
caracteristicas clinicas, a resposta ao tratamento e o prognéstico sdo similares,
exceto na contagem de plaquetas, que em b3a2 é aumentada. Em 50% dos adultos
e 80% das criancas com LLA com Ph positivo, e em raros casos de LMC, o ponto de
quebra no cromossomo 22 fica a 5 do M-bcr, dentro de um segmento chamado
regido de ponto de quebra menor (m-bcr). Com a juncédo dos éxons el e e2, forma-
se um transcrito BCR-ABL, o qual é traduzido em uma pequena proteina de fuséo
BCR-ABL, p190. Um terceiro local de ponto de quebra esta localizado nos éxons 19
e 20 (p-bcr). Eles transcrevem um RNA de fusdo com a juncdo el9a2 (p230). A
expressao da p190 na LMC pode ser associada com monocitose (HEISTERKAMP et
al., 1985; GAO & GOLDMAN, 1991; FADERL et al., 1999).

O gene ABL possui receptor de tirosina cinase e em seu segmento terminal, o
mesmo possui dois dominios, SH2 e SH3, conectando o ABL a membrana
plasmatica. Defeitos em SH2 diminuem a absorcdo de fosfotirosina e reduzem a
capacidade de transformacdo de ABL. SH3 tem um efeito regulatério na funcdo da
tirosina cinase (FADERL et al., 1999).



O segmento N-terminal de BCR aumenta a atividade da tirosina cinase. O
dominio serina tirosina cinase, do BCR, ativa a tirosina cinase do ABL e a p210
(MARU & WITTE, 1991). A fusao do segmento N-terminal de BCR para ABL
adiciona uma longa sequéncia de aminoacidos ao segmento SH2 de ABL. O gene
BCR interfere com um dominio regulatério de SH3 cinase adjacente que faz com que

ABL se torne ativo como tirosina cinase (FADERL et al., 1999).
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Figura 2. Regido de quebra nos cromossomos 9 e 22, na formacao do cromossomo filadélfia. Fonte:
FADERL et al, 1999.

A proteina hibrida p210 permite varias interacdes. Varios dominios de BCR
servem para absorver proteinas adaptadoras. O SH2 do GRB2 se liga a um residuo
de tirosina cinase do BCR na p210. Isso ocasiona a ligacédo da p210 ao RAS, uma
proteina guanosina que esté envolvida na regulag¢édo da diferenciacédo e proliferacao
celular e no centro do caminho de sinalizagdo mais proeminente na patogénese da
LMC. A ativagdo do RAS é mediada por uma série de proteinas adaptadoras como a

GRB2. Os eventos de sinalizacdo descendentes do RAS ndo sdo tdo bem
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caracterizados, mas parecem envolver essencialmente proteinas cinases ativadas
por mitdgenos (MAPKS), preferencialmente o caminho cinase JUN (JNK) (FADERL
et al., 1999).

A atividade da proteina p210 esta relacionada a uma hipercelularidade na
medula 6ssea com predominancia granulocitica, de aspecto morfolégico normal ou
exibindo discreto assincronismo de maturacdo (BEN-NERIAH et al., 1985; STAM et
al., 1985). A célula progenitora ou de menor grau de diferenciacdo, denominada
mieloblasto, encontra-se na medula em proporc¢des inferiores a 10%. Na circulacao
periférica ha leucocitose a niveis superiores a 25.000/mm?®, o que reflete uma
similaridade medular. Pacientes nesse estado de proliferacdo podem desenvolver,
ainda, basofilia, eosinofilia, anemia, trombocitose ou trombopenia e esplenomegalia,
com sintomatologia relacionada ao hipermetabolismo celular (ZAGO et al., 2001).

A LMC tem incidéncia de 1 a 2 casos em 100.000 pessoas por ano e
responde a 15% de leucemias em adultos. A média de idade dos pacientes ao
diagnéstico € de 45 a 55 anos. Cerca de 10 a 30% dos pacientes tem 60 anos ou
mais e esta € uma importante consideracdo para a utilizacdo de estratégias
terapéuticas tais como o transplante de células-tronco (FADERL et al., 1999).

Estudos etiolégicos da LMC indicam como causa dessa translocacao
cromossOmica, as radiacdes ionizantes (ICHIMARU et al.,, 1978; PRESTON et al.,
1994). Mulheres portadoras do cancer de colo uterino que se submeteram as
radioterapias apresentam frequéncia de LMC significativamente maior quando
comparadas a grupos de pacientes que ndo se submeteram a radiacao (BOICE et
al., 1985).

Relatos sobre a evolugdo da LMC distinguem a fase crénica ou inicial com
duracdo média de trés a cinco anos, evoluindo para fase acelerada e fase blastica,
caracterizada por uma resisténcia terapéutica e acentuacdo do quadro hematoldgico
(KADAM et al., 1991). A fase crbnica é caracterizada pela proliferacdo e maturacao
de células mieldides, com aumento da contagem de leucdcitos. Em pacientes néo
tratados, observa-se elevacdo progressiva na contagem de leucdcitos de
20.000/mm? para mais de 500.000/mm?®. Disfuncdes plaquetarias s&o comuns na
LMC. Trombocitose é encontrada em 25% dos pacientes, ocasionalmente com
contagem acima de 1.000.000/mm?, e muitos pacientes apresentam tendéncias a

sangramento. A maior parte dos pacientes ndo apresenta anemia no diagnastico.
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Em geral, a qualidade de vida dos portadores de LMC néo € alterada na fase
cronica, especialmente se a contagem de leucocitos estiver controlada (GREER et
al, 2004).

Aproximadamente 20% dos casos evoluem para a fase acelerada ou blastica.
Durante a fase acelerada observa-se aumento do numero de células blasticas ou
indiferenciadas na medula e periferia, além de evolucdo clonal citogenética. Com o
avanco da doenca, o paciente atinge a fase blastica, diagnosticada através do
namero de blastos acima de 30%, febre, sudorese noturna, anorexia, perda de peso,
dores Osseas e aumento da esplenomegalia. Alteracdes citogenéticas séao
encontradas em 70% dos casos sendo as mais comuns: cromossomo Ph adicional,
trissomias, isocromossomo 17 (KADAM et al., 1991). As fases posteriores a crénica
tém curta duracdo, e correspondem ao periodo terminal da doenca. A sobrevida
média dos pacientes portadores de LMC apds o diagndstico é de 4 a 6 anos sendo
que as fases acelerada e blastica apresentam duracdo média de 3 a 6 meses
(ZAGO et al., 2000; GREER et al, 2004).

A transformacédo da doenca € frequentemente precedida de rejeicdo ao
tratamento da leucocitose com aumento nos blastos medulares e sanguineos,
pancitopenia, basofilia, aumentos ou diminuicdes da contagem de plaquetas nao
relacionadas a terapia e manifestacfes clinicas, tais como febre inexplicavel,
esplenomegalia, doencas extramedulares (sangramentos), perda de peso, dores nos
0Ss0s e nas articulagdes. As mudancas medulares e citogenéticas (evolucao clonal,
como trissomias e/ou monossomias) ocorrem em 50 a 70% dos pacientes durante a
transicdo das fases acelerada e blastica. Anormalidades moleculares podem
corresponder a mudancas citogenéticas (FADERL et al., 1999).

Embora 5% dos casos de LMC néo apresentem o cromossomo Ph classico
no estudo citogenético, a analise molecular detecta o rearranjo BCR-ABL na maioria
dos casos (SAGLIO et al., 2004). Aqueles em que o rearranjo também € negativo
tratam-se de uma variante da LMC de menor proliferacdo de mielocitos e maior
namero de células monocitdides e neutréfilos atipicos que em geral tem mau
prognéstico (KURZROCK et al., 1986; BARTRAM, 1987; WIEDEMANN et al., 1987,
DUBE et al., 1989; GREER et al, 2004).
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Os individuos acometidos com LMC Ph positivo sdo de melhor progndstico,
além de possuirem indicagdo para transplante. Nao havendo doador compativel,
esses individuos séo tratados a fim de prolongar a fase crénica (ZAGO et al., 2001).

O tratamento da LMC baseia-se no emprego de drogas, que sao
quimioterapicos com a capacidade de promover a reducdo ao nivel normal dos
leucdcitos circulantes em excesso de acordo com a fase na qual se encontra a
doenca. O mecanismo de acado destes medicamentos da-se principalmente pela
interferéncia na sintese do DNA através da inibicdo da enzima ribonucleotideo
redutase (ZAGO et al., 2001). A utilizacdo desses medicamentos pode ocasionar
aplasia medular, a qual é definida como uma faléncia do tecido, além de fibrose
pulmonar e amenorréia em mulheres. A quimioterapia seja através do uso de uma
Gnica droga ou associada a outros medicamentos, € 0 método mais eficiente de se
controlar a evolugéo para a fase blastica dessa sindrome.

A utilizacdo inicial do bussulfano e da hidroxiuréia objetiva promover uma
rapida resposta clinica e hematologica, porém com manutencdo do controle da
doenca por um periodo muito curto, aproximadamente 12 meses. Esse fato se deve
a manutencgéo do clone celular mutado, isto é, portador de cromossomo Ph. A acéo
desses medicamentos é limitada a leucorreducdo, diminuicdo dos niveis de
leucdcitos circulantes na periferia (ZAGO et al., 2001). Dados na literatura relatam
que a sobrevida de pacientes tratados com hidroxiuréia, 5 anos, € significativamente
maior que os tratados com bussulfano, pouco mais de 3 anos (KENNEDY, 1992).

O interferon, proteinas préprias da resposta imunoldgica a atividade viral, é
também utilizado como inibidor da proliferacdo dos granuldcitos, principalmente na
fase blastica, onde os elementos celulares encontram-se nos estagios mais
imaturos. Entretanto, seu emprego terapéutico pode provocar reacdes gerais como
auto-imunizacao e disturbios da esfera psiquica (TALPAZ et al., 1987).

O transplante de medula 6ssea alogénico € a Unica possibilidade de cura da
LMC. Sobrevida de 5 anos tem sido relatada em 40 a 70% dos pacientes que
receberam transplante durante a fase cronica da doenca (SAWYERS, 1999;
GOLDMAN, 1997; PASSWEG et al., 1998; HEHLMANN et al., 2000). O transplante
de medula éssea esta associado ao aumento da mortalidade e da morbidade devido

a intercorréncias nos periodos pré e pos-transplante como: doenca do enxerto contra
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0 hospedeiro, imunossupressédo e toxicidade de multiplos 6rgdos (KANTARJIAN et
al., 1998; FADERL et al., 1999).

Atualmente uma nova opcéo de tratamento produzido com base na biologia
molecular tem sido testada em pacientes que se tornaram intolerantes ao interferon.
A droga STI571, CGP57148B (mesilato de imatinib) ou Glivec, atua como
componente inibidor do gene BCR-ABL, blogueando o seu sitio de ligacdo de ATP
(Figura 3) (CAPDEVILLE et al., 2002a, 2002b; LEVITZKI, 2002; RADFORD, 2002). A
acdo do glivec € restrita ao clone Ph positivo, impedindo a traducdo do gene
quimérico e facilitando apoptose. A traducdo do gene é blogueada devido a
presenca do principio ativo do glivec no sitio de ligacdo do ATP na p210, impedindo
assim, sua autofosforilacdo. Além da negativacdo do cromossomo Filadélfia, outras
vantagens desse medicamento é a menor frequiéncia de efeitos colaterais e maiores
respostas, clinica e hematolégica (BEHAM-SCHMID et al., 2002; CAMPBELL et al.,
2002; CAPDEVILLE et al.,, 2002a, 2002b; COHEN et al., 2002; DRUKER, 2002,
2003; HERNANDEZ-BOLUDA & CERVANTES, 2002; LEVITZKI, 2002; RADFORD,
2002; SAWYERS et al., 2002).

ATP. D BCRABL
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' Effectar ¢

Figura 3. Mecanismo de acao do glivec. Fonte: SAVAGE & ANTMAN, 2002.
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Apesar dos resultados positivos frente ao glivec, constatou-se uma evolugéo
para resisténcia a essa medicacdo em alguns pacientes (DRUKER et al., 2001;
TALPAZ et al., 2002). O mecanismo mais comum do desenvolvimento de resisténcia
ao glivec é a reativacdo da proteina tirosina cinase, independente da presenca da
droga, por amplificacédo génica (LE COUTRE et al., 2000; GORRE et al., 2001) ou
por mutacdo pontual (GORRE et al., 2001; SHAH et al., 2002). Muta¢des pontuais
no dominio ABL cinase no gene BCR/ABL, sdo 0os mecanismos mais comuns de
reativacdo da proteina hibrida (BRANFORD et al., 2002; SHAH et al., 2002).

O estabelecimento da positividade de cromossomos Filadélfia nos quadros
clinicos de Leucemias Mieloide Cronica, é relevante principalmente em diagndsticos
precoces quando as células normais e os clones anémalos ndo séo distinguiveis por
critérios morfologicos. Assim a investigacdo citogenética da translocacéo t(9;22) é
uma ferramenta de fundamental importancia para o diagndstico e o controle da LMC.

A acao do oncogene BCR-ABL tem sua carcinogénese bem reconhecida. A
busca por tratamentos mais eficazes, com menores reacbes adversas é
significativamente relevante.

Devido a acao altamente especifica do glivec sobre o clone mutado, este
medicamento desperta grande interesse para a sociedade cientifica, ja sendo
utilizado em pacientes portadores da LMC em varios estados no Brasil, e na regiao
do Distrito Federal. Por esse motivo, a analise citogenética para avaliar a presenca
do cromossomo Filadélfia em pacientes portadores da LMC, pré e pds-tratamento ao
glivec, torna-se uma ferramenta indispensavel para avaliacdo da eficacia deste

medicamento.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivo avaliar o efeito terapéutico do glivec em
pacientes com leucemia mieldide cronica (LMC), portadores do cromossomo
Filadélfia, através de periddicas andlises citogenéticas de células da medula 6ssea

desses pacientes, pré e pds-tratamento ao medicamento.
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3. CASUISTICA & METODO

Os procedimentos laboratoriais deste estudo foram realizados no Banco de
Sangue do Hospital de Base de Brasilia (HBDF) em parceria com o Laboratorio
Multidisciplinar da Faculdade de Ciéncias da Saude (LaboCien), no Centro
Universitario de Brasilia (UniCEUB).

Os pacientes estudados eram provenientes da rede hospitalar publica do
Distrito Federal, atendidos no servico ambulatorial do HBDF, onde era coletado o
material para analise, pelos médicos hematologistas responsaveis neste hospital.
Todos o0s pacientes selecionados, que integraram o presente trabalho, séo
individuos adultos.

Apés o procedimento de coleta, o material era processado até a fase de
obtencdo de laminas, pelos responsaveis desse projeto de pesquisa, no HBDF. Os
reagentes necessarios foram adquiridos pelo LaboCien e a analise citogenética em
microscopio oOptico foi realizada no Laboratério Multidisciplinar da Faculdade de
Ciéncias da Saude, no Centro Universitario de Brasilia, pela professora orientadora e

sua aluna, em horérios pré-determinados.

3.1 Selecéo dos pacientes

Apoés diagnostico clinico e laboratorial, foram selecionados 48 pacientes
atendidos no Hospital de Base de Distrito Federal da Rede Publica do Distrito
Federal, com leucemia mieldide crénica (LMC), em fase cronica da historia natural
da doenca. Todos os pacientes selecionados estavam em uso da medicacéo
STI571.

Para cada paciente, foi preenchido um protocolo, incluindo dados de
identificacdo, antecedentes patoldgicos, hematoldgicos e, citogenéticos. Além
desses dados, 0 paciente era questionado quanto ao uso de outras medicacdes, as

quais poderiam interferir na analise citogenética (Anexo 1).

3.1.1 Critérios de Inclusao
Os critérios de inclusdo para esse projeto de pesquisa foram: (1) pacientes

com alteragcbes hematoldgicas, como contagens alteradas dos numeros de
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leucdcitos e plaguetas; (2) pacientes com hemogramas e mielogramas recentes,
apresentando células com morfologia para leucemia mieléide crdnica; (3) pacientes
com leucemia mieldide cronica, em fase cronica da historia natural da doenca
portadores do cromossomo filadélfia; e (4) pacientes em tratamento com a
medicagcdo STI571, como primeira op¢do de tratamento ou mesmo, pacientes que ja
foram anteriormente tratados com 0s quimioterapicos convencionais € mostraram-se

resistentes aos mesmos.

3.1.2 Critérios de Excluséo

Os critérios de exclusdo para esse projeto de pesquisa foram: (1) pacientes
sem alteracdes hematologicas visiveis em hemogramas de rotina; (2) pacientes que
apesar de apresentarem hemogramas e/ou mielogramas alterados quanto a
contagem de células, ndo apresentem a morfologia conhecida para leucemia
mieldide cronica; (3) pacientes que realizaram exames citogenéticos e nao
apresentam o cromossomo filadélfia em suas células; (4) pacientes com leucemia
mieldide cronica, em fase acelerada ou blastica da doenca; (5) pacientes portadores
de outros tipos de leucemias, como a leucemia linféide; e (6) pacientes que nao se
encontram em uso da medicagéo STI571.

3.2 Estudo citogenético em cultura temporéaria de células da medula

Ossea

Para a avaliacdo citogenética dos pacientes, utilizou-se do método de cultura
temporaria de células da medula éssea, conforme a técnica modificada de
MOORHEAD et al., (1960).

O item descrito a seguir — Colheita de amostra de células da medula 6ssea
— foi realizado pelos médicos responsaveis por esse procedimento no HBDF. A partir
do item - Técnica de semeadura de células da medula O0ssea - a
responsabilidade de sua realizacdo era dos participantes desse projeto de pesquisa.
Todo o procedimento descrito abaixo foi realizado sob observacdo e com auxilio da

professora orientadora do projeto.
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3.2.1 Colheita de amostra de células da medula 6ssea

Apoés a devida anuéncia dos pacientes em participar desse estudo (Anexo 2),
e seguindo os preceitos recomendados pela Comissédo de Etica em Pesquisa, foi
realizada, pelo médico responsavel, a colheita de 10 mL de aspirado medular em
todos os integrantes do presente projeto de pesquisa, mediante puncdo do 0Sso
esterno ou crista iliaca posterior, utilizando-se de seringas e agulhas descartaveis
estéreis. A superficie interna da seringa foi previamente umedecida com uma
solucdo de heparina sodica (Liguemine "Roche” ®, Roche Produtos Quimicos e
Farmacéuticos S/A, Rio de Janeiro, RJ), frasco-ampola de 5000 U/mL, com
desprezo de todo o excesso da solugdo anticoagulante contida no interior da

seringa.

3.2.2 Técnica de semeadura de células da medula 0ssea

Apenas parte do aspirado medular colhido, cerca de 5mL, foi utilizado para
esse projeto. O aspirado medular colhido era rapidamente introduzido em um tubo
de ensaio estéril juntamente com meio de cultura RPMI-1640, com glutamina e sem
bicarbonato de sddio. A seguir, procedeu-se a semeadura em quatro frascos
contendo meio de cultura completo. O processo de semeadura consiste na adicéo
de 1,0 mL do aspirado medular, utilizando-se de pipeta graduada estéril, em cada
frasco contendo 4,0 mL do meio de cultura, resultando no volume final de 5 mL.
Todas as amostras foram semeadas no mesmo dia de sua respectiva obtencédo, com

observacéo rigorosa dos principios de assepsia e sob camara de fluxo laminar.

3.2.3 Composicdo do meio de cultura

O meio RPMI-1640, com glutamina e sem bicarbonato de sodio (Flow
Laboratories, Irvine, Scotland, UK), contendo 10,42g sob a forma de po, foi
dissolvido em 1000 mL de agua destilada e deionizada.

Ao meio de cultura RPMI-I1640, procedeu-se a suplementacdo dos seguintes
componentes: (1) Soro bovino fetal (Laboratério Cultilab, Campinas, SP), utilizado na
proporcdo de 15% do volume total da cultura; (2) Penicilina G potassica cristalina
"Wieth” ® (Laboratérios Wieth Ltda., Sdo Paulo, SP), 100 U em 20 mL; (3) Sulfato de
estreptomicina "Wieth” ® (Laboratérios Wieth Ltda., Sdo Paulo, SP), 0,025 mg em 20
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mL; (4) Heparina sodica, frasco-ampola de 5000 U/mL, (Liguemine "Roche” ®,
Roche Produtos Quimicos e Farmacéuticos S/A, Rio de Janeiro, RJ).

3.2.4 Técnicade cultura de células da medula 0ssea

Apés a semeadura, os frascos dos meios de cultura eram colocados em
estufa incubadora de CO, umida, sob temperatura de 37°C, durante determinados
periodos de tempo. Foram realizadas para cada paciente duas culturas durante
diferentes periodos de tempo, sendo eles: (1) a cultura direta, realizada no mesmo
dia da obtencdo do material e subsequiente semeadura e (2) a cultura de 24 horas,
realizada 24 horas apés obtencdo e semeadura do material. Para todos os tempos
determinados acima foram realizadas culturas em duplicatas. Todas as culturas
foram tratadas com colchicina “alkaloid” (Fischer Scientific CO, USA) para bloquear a
divisdo celular em metafase. A cada frasco de cultura foi adicionada 0,05 mL da
colchicina diluida em agua estéril, na concentracdo de 0,016 mg/mL, uma hora antes

de completar o periodo de incubacéao.

3.2.5 Técnica de separacao e fixacdo das células

Apébs o periodo de incubacado, procedeu-se a transferéncia do contetudo de
cada frasco de cultura para o seu respectivo tubo de centrifuga de fundo cbnico,
previamente identificado. Os tubos cbnicos eram colocados na centrifuga (Centrifuga
International, modelo K, tamanho 2, rotor n® 250, ndo refrigerada) durante o periodo
de 10 minutos, a 1000 rotagbes por minuto. A seguir, 0 sobrenadante resultante da
centrifugacéo era desprezado. Ao residuo contendo as células acrescentou-se 8 mL
de solucédo hipotonica de cloreto de potassio 0,075 M (Labsynth Produtos Para
Laboratérios Ltda., Diadema, SP), previamente aquecida sob temperatura de 37°C,
seguida da agitagdo em Vortex. Apos completa homogeneiza¢do, os tubos eram
mantidos em estufa, sob temperatura de 37°C, por quinze minutos. Em seguida, os
tubos eram submetidos a nova centrifugacéo, durante o periodo de cinco minutos, a
1000 rotacdes por minuto. O sobrenadante foi novamente desprezado, adicionando-
se ao residuo 5 mL de fixador recém-preparado, constituido de uma solucdo de
metanol (Alcool metilico P.A., Vetec Quimica Fina Ltda., Rio de Janeiro, RJ) e &cido
acético (Acido acético glacial P.A., Labsynth Produtos Para Laboratérios Ltda.,

Diadema, SP), na proporcdo de 3 para 1. A homogeneizacao no Vortex foi repetida,
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seguida da centrifugacdo a 1000 rotagBes por minuto, por 5 minutos. Esse Ultimo
procedimento, com acréscimo do fixador, era repetido por pelo menos mais trés
vezes. A (ltima fixacdo acrescentou-se apenas 1 mL da solucdo fixadora sobre o
residuo de células com a finalidade de se obter a diluicdo apropriada para o preparo

das laminas.

3.2.6 Preparo e coloracao das laminas

As laminas de vidro utilizadas na preparacgao citolégica foram adequadamente
limpas e mantidas em agua destilada, dentro de geladeira, sob temperatura de 4 a
6°C. No momento do uso, as laminas, ja fora da geladeira, eram posicionadas de
modo ligeiramente inclinado e, sobre sua superficie ainda Umida, era depositada
uma gota do residuo de células.

ApoOs devida secagem das laminas, estas passaram pelo processo de
bandeamento G, utilizando-se a enzima tripsina. As laminas, assim preparadas,
foram introduzidas em solucdo corante de Giemsa (Grupo Quimica, Penha, RJ)
diluida em tampéao fosfato 0,06M e pH 6,8 (Fosfato dibasico de sédio Na;HPOy,
Fosfato monobasico de potassio — KH,PO,4, Merck S/A Industrias Quimicas, Rio de
Janeiro, RJ), na proporgdo de 1 para 30, durante o periodo de cinco minutos. Cada
lamina devidamente identificada e corada era entdo reservada para avaliagcao

citogenética.

3.2.7 Analise Citogenética

A andlise citogenética utilizada nessa pesquisa obedeceu as regras do “teste
cego”, técnica que impede o cientista de identificar o paciente do qual pertence o
material analisado. Utilizou-se microscopio Optico, com objetiva de imersdo para
ampliagdo de 100 X e ocular de 10X, com um aumento final da imagem de 1000X.

Para a avaliagdo cromossdmica foram analisadas em média 37 metafases de
cada paciente. A quantidade de células analisadas foi diretamente proporcional a
qualidade da cultura dos mesmos. As alteracdes cromossdmicas estruturais e/ou

numéricas das células da medula 6ssea foram observadas.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais dos pacientes

As caracteristicas gerais dos pacientes selecionados se referem a idade atual,
0 sexo, 0 tempo de diagnéstico, a idade dos pacientes quando foi realizado o
diagnéstico, a data de inicio do tratamento e consequentemente o tempo de uso do
Glivec.

Os dados de cada paciente foram inseridos em tabela do Microsoft Excel para
posterior analise estatistica. A Tabela 1 mostra a distribuicdo dos pacientes quanto
ao sexo. Nota-se uma pequena diferenca na ocorréncia da doenca entre 0s sexos, ja
que 52,1% dos pacientes eram do sexo masculino, sendo o restante (47,9%) do

sexo feminino.

Tabela 1. Distribuicdo dos pacientes portadores de leucemia miel6ide crénica (LMC)
quanto ao sexo.

Sexo N© %

Feminino 23 47,9
Masculino 25 52,1
Total 48 100,0

Os pacientes estudados foram agrupados em faixas etarias na Tabela 2. A
idade dos pacientes encontra-se distribuida de forma razoavelmente homogénea até
0s setenta anos de vida (93,7%). A partir da década dos setenta, observa-se uma

consideravel diminuicdo desse percentual, com apenas 6,3% dos pacientes.
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Tabela 2. Distribuicdo de frequiéncia da idade dos pacientes portadores de leucemia
mieldide crénica (LMC).

Idade (anos) Ne° %

21-30 8 16,7
31-40 9 18,8
41 -50 11 22,9
51-60 9 18,8
61-70 8 16,7
71-80 3 6,3

Total 48 100,0

A Tabela 3 relata o tempo de diagnéstico da doenca para os pacientes em
estudo. Observa-se que a maioria dos pacientes encontra-se com menos de 6 anos
de evolugédo da doenca (79,1%), sendo que o maior percentual desses pacientes
encontra-se entre 2 a 6 anos de diagnostico (70,8%). Sendo assim poucos pacientes

(18,7%) apresentam mais de 6 anos de diagnostico.

Tabela 3. Distribuicdo dos pacientes portadores de leucemia miel6ide crénica (LMC)
quanto ao tempo de diagnéstico.

Tempo de

Diagndéstico (anos) N° v
0-2 4 8,3
2-4 17 35,4
4-6 17 35,4
6-8 5 10,4
>de 8 4 8,3
N&o relatado 1 2,1
Total 48 100,0

Através da data de realizacdo do diagndstico para cada paciente, foi possivel
elaborar a Tabela 4, a qual demonstra as faixas etarias dos pacientes, quando

realizado o diagnostico da doenca. A faixa etaria na qual se concentrou a maior
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frequéncia dos pacientes foi na década dos cinquienta anos de vida, com 31,3% dos
pacientes. Entre as décadas de quarenta e cinqienta anos de vida, se encontram
mais da metade (52,1%) dos pacientes diagnosticados. A partir dos sessenta anos

de idade o percentual sofre um decréscimo significante (6,3%).

Tabela 4. Distribuicdo de frequéncia da idade dos pacientes portadores de leucemia
mieldide crénica (LMC) ao diagndstico.

I[()jizcéjiggtico (anos) N° %
21-30 11 22,9
31-40 8 16,7
41 - 50 10 20,8
51 -60 15 31,3
61— 70 3 6,3
N&o Relatado 1 2,1
Total 48 100,0

A Tabela 5 relata o tempo de tratamento desses pacientes com o STI571,
CGP57148B ou Glivec. Mais da metade desses pacientes (54,2%) encontram-se no
intervalo de 2 a 3 anos de uso da medicacdo. Nota-se, porém, que a grande maioria
(83,4%) encontra-se entre 1 a 3 anos de uso da droga.

Tabela 5. Distribuicdo dos pacientes portadores de leucemia miel6ide cronica (LMC)
guanto ao tempo de tratamento com Glivec.

Tempo de Uso

do Glivec (anos) N° %
1-2 14 29,2
2-3 26 54,2
3-4 6 12,5
4 -5 2 4,2
Total 48 100,0
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4.2 Caracteristicas hematoldgicas dos pacientes com leucemia mieldide
crébnica (LMC) ao diagnostico e apés tratamento com STI571,
CGP57148B ou Glivec.

A Tabela 6 mostra a contagem de leucdcitos totais antes e apos o tratamento
com Glivec. Com relacdo a esse dado, 0s pacientes pré-tratamento apresentaram
indices variando de 4.600 a 582.000/mm?®. O valor referencial para a contagem de
leucécitos compreende o intervalo de 4.500 a 10.000/mm?®, no qual se encontram
12,5% dos pacientes pré-tratamento desse estudo. O maior percentual relatado
encontra-se no intervalo de 100.001 a 200.000/mm? (25,0%).

Com relacdo a mesma tabela, pode-se perceber a diferenca entre a contagem
de leucécitos totais desses mesmos pacientes antes e apos o tratamento com
Glivec. Apds tratamento, os indices variaram de 2.400 a 19.400/mm?®. No intervalo
do valor referencial para a contagem de leucocitos se encontram 41,7% dos
pacientes, enquanto que apenas 8,3% desses apresentaram contagens superiores a
10.000/mm?,

Tabela 6. Distribuicdo dos pacientes portadores de leucemia miel6ide cronica (LMC)
guanto a contagem de leucécitos, pré e pos-tratamento ao Glivec.

Leucécitos (mm’) traterr?ento % tratz:)nsento v
Até 4.500 0 0,0 10 20,8
4.501 - 10.000 6 12,5 20 41,7
10.001 - 20.000 2 4,2 4 8,3
20.001 - 50.000 3 6,3 0 0,0
50.001 - 100.000 9 18,8 0 0,0
100.001 - 200.000 12 25,0 0 0,0
200.001 - 400.000 6 12,5 0 0,0
400.001 - 600.000 3 6,3 0 0,0
Nao Relatado 7 14,6 14 29,2
Total 48 100,0 48 100,0
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A contagem de plaquetas dos pacientes pré-tratamento também se
apresentou bastante alterada dos valores referenciais (150.000 — 450.000/mm?),
como verificados na Tabela 7. Uma porcentagem significante de pacientes (37,5%)
apresentava indices normais para a contagem de plaquetas, porém para 35,4% dos
pacientes este fndice encontrava-se superior a 450.001/mm?. Pacientes pré-
tratamento apresentaram indices variando entre 89.000 até 1.685.000/mm?.
Pequena porcentagem (10,9%) apresentou valores reduzidos, abaixo dos valores
referenciais.

ApoOs tratamento com Glivec a contagem de plaquetas apresentou-se de
maneira distinta quando comparada aos mesmos pacientes, antes do tratamento.
Mais da metade dos pacientes (66,7%) apresentou valores de plaquetas até
450.000/mm°®, enquanto apenas 4,2% dos pacientes apresentaram indices
superiores ao da normalidade. Pacientes pds-tratamento apresentaram indices
variando de 57.000 até 854.000/mm?®.

Tabela 7. Distribuicdo dos pacientes portadores de leucemia miel6ide cronica (LMC)
quanto a contagem de plaquetas, pré e pos-tratamento ao Glivec.

Pré- Pé6s-

Plaguetas (mm") tratamento % tratamento %
Até 150.000 6 12,5 15 31,3
150.001 - 450.000 18 37,5 17 35,4
Acima 450.001 17 35,4 2 4,2
Nao Relatado 7 14,6 14 29,2
Total 48 100,0 48 100,0
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4.3 Resultado da andlise citogenética dos pacientes portadores de
leucemia mieldide crbénica (LMC), pré e pés-tratamento ao STI571,
CGP57148B ou Glivec.

A Tabela 8 demonstra os resultados da andlise citogenética das células da
medula 6ssea desses pacientes selecionados, 0s quais se encontravam em fase
cronica da histéria natural da doenca, antes e ap0s o tratamento com Glivec. A
analise citogenética pré-tratamento demonstrou que o cromossomo Ph estava
presente em todos os pacientes em estudo, variando o percentual das células
positivas. Cerca de 80% (82,5%) desses pacientes apresentam o cromossomo Ph
em 91 a 100% das células analisadas. Em uma porcentagem significativamente
menor (15,0%) o cromossomo Ph foi visivel em torno de 35 a 90% das células
analisadas. Apenas 1 paciente (2,5%) apresentou uma resposta citogenética
diferenciada, apresentando o cromossomo Ph em menos de 35% das suas células
analisadas.

A andlise citogenética pos-tratamento foi verificada com 6, 12, 18, 24 e 28
meses. ApGs 6 meses de tratamento, 30 pacientes foram analisados. Mais de 60%
dos pacientes (63,4%) obtiveram resposta citogenética maior sendo que a resposta
completa foi observada em 26,7%. Apenas 10% dos pacientes ndo apresentaram
resposta.

A resposta citogenética apdés 12 meses de tratamento demonstrou que o
percentual de pacientes com resposta completa elevou-se para 33,3% enquanto que
o percentual de pacientes que nao responderam a droga sofreu um decréscimo
significativo para 3,3%. Vale a pena ressaltar que 73,3% dos pacientes obtiveram
resposta citogenética maior.

Apos 18 e 24 meses, mais de 50% dos pacientes analisados apresentaram
negativacdo do cromossomo Ph (resposta citogenética completa). Entretanto, foram
observados percentuais maiores de pacientes que nado responderam ao tratamento
(5,3 e 15,4%, respectivamente).

A realizacdo da anadlise citogenética ap0s 28 meses de tratamento, sO foi
possivel em apenas 8 pacientes. Apesar da diminuicdo da amostra, o percentual de
pacientes com resposta completa foi de 37,5%, embora quando considerados todos

0S pacientes com resposta citogenética maior, este foi de 62,5%. Por outro lado,
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uma porcentagem significativamente maior (25%) de pacientes ndo responderam

citogeneticamente ao tratamento.

Tabela 8. Resultado da analise citogenética dos pacientes portadores de leucemia
mieldide crénica (LMC), pré e pos-tratamento ao Glivec.

Resposta % trat;);?(;nto 6 Meses | 12 Meses | 18 Meses | 24 Meses (| 28 Meses
Citogenética Ph

Ne % | N° % | N° % || N° % || N° % | N° %

Completa | 0 0 00| 8| 267|10| 333 |10| 526| 7| 538 | 3| 375
Maior B

Parcial §4 1 25|11 36,7 12| 400 3| 158 | 2| 154 | 2| 250
35

Menor - 6| 150| 8| 26,7| 7| 233 | 5| 263 | 2| 154 | 1| 125
90
91

Nenhuma - [ 33| 85| 3] 100]| 1 33| 1 53| 2| 154 | 2| 250
100

Total 40 | 100,0 | 30 | 100,0 | 30 | 100,0 | 19 | 100,0 | 13 | 100,0 | 8| 100,0

5. DISCUSSAO

O presente estudo relata a casuistica de um Centro de Tratamento de
Doengas Hematoldgicas no DF, o Nucleo de Hematologia e Hemoterapia do Hospital
de Base do Distrito Federal. Devido ao tempo disponivel para realizacdo desse
projeto, a incidéncia da LMC e a disponibilidade do Glivec, foi possivel a formacéo
de um grupo de estudo composto por 48 pacientes.

A idade dos pacientes quando diagnosticados apresentou variacdo muito
ampla (de 21 a 68 anos de vida), como também descrevem LLOYD et al., (2002).
SELVIN et al.,, (1983), em estudo epidemiolégico realizado de 1966 a 1977,
descrevem que apenas 10% dos casos de LMC foram diagnosticados até a segunda
década de vida. Sendo assim, a grande maioria dos casos corresponde as décadas
posteriores.

No presente estudo, a faixa etaria com maior frequiéncia de pacientes foi entre
0s cinguenta anos de vida (31,3%). Entre as décadas de quarenta e cinqienta anos,

concentrou-se mais da metade (52,1%) dos pacientes diagnosticados. JONTE et al.
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(1993) corroboram esse dado, pois descrevem essa neoplasia como sendo mais
frequente em individuos de meia idade, isto €, entre a quinta e sexta década de vida.
A partir dos sessenta anos de idade o percentual sofre um decréscimo significante
(6,3%), fato que pode ser compreendido pela maior taxa de mortalidade
caracteristica dessa faixa etaria na populacdo humana. Constatou-se a existéncia de
uma relacao direta entre a idade dos pacientes portadores de LMC e a incidéncia da
doenca (MENZIN et al., 2004).

Os 48 pacientes estudados apresentaram distribuicdo homogénea com
relagdo ao sexo. A diferengca entre esses ndo apresentou relevancia estatistica
(47,9% sexo feminino e 52,1% sexo masculino). Dados na literatura mostram que
para esta sindrome, a frequiiéncia apresenta-se moderadamente aumentada para o
sexo masculino (SELVIN et al., 1983; JONTE et al., 1993). Contudo, dados sobre a
predominancia do sexo masculino sdo ainda discordantes na literatura cientifica
(CASTRO-MALASPINA et al., 1983; PRESTON et al., 1994; MENZIN et al., 2004),
principalmente pelo fato de que, hoje em dia, as mulheres se tornaram ativas
profissionalmente, sendo também expostas aos efeitos do meio ambiente, como as
radiagcdes ionizantes.

Dentre a populagdo amostra observa-se que a grande maioria dos pacientes
encontra-se com menos de 6 anos de evolucdo da doenca (79,1%), sendo que o
maior percentual desses pacientes encontra-se entre 2 a 6 anos de diagndstico
(70,8%). Os dados com relacdo ao tempo de diagnodstico da doenca e,
consequentemente, a sua fase de desenvolvimento tornaram-se acessiveis por
fazerem parte de um estudo que ja vem sendo desenvolvido hd mais tempo por
pesquisadores e estudantes dessa mesma instituicdo (UniCEUB). Pacientes com
tempo superior a seis anos de diagnostico (18,7%) preenchem o ultimo grupo desse
trabalho.

A contagem total de leucdcitos no sangue periférico € um dado hematolégico
significativo, o qual retrata a condicdo imunologica de um individuo, considerando-se
que seus valores de referéncia variam de 4.500 a 10.000/mm?® para individuos
saudaveis (LORENZE, 1999; ZAGO et al., 2001). A contagem de leucdcitos
encontra-se elevada ao diagnostico (CANELLOS, 1976; ROWE, 1983),

caracterizada por leucocitose, e aumenta progressivamente em pacientes néo
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tratados, sendo que alguns pacientes apresentam ciclos de variacdo nessa
contagem (INBAL et al., 1983; UMEMURA et al., 1986).

Os pacientes pré-tratamento do presente estudo apresentaram indices
variando de 4.600 a 582.000/mm?®. O maior percentual verificado foi o que
compreende o intervalo de 100.001 a 200.000/mm® (25,0%), sendo que uma
porcentagem significante (56,3%) desses pacientes apresentou indices entre
50.0001 a 200.000/mm?®, caracterizando um quadro de leucocitose acentuada.
Pacientes pos-tratamento apresentaram indices variando de 2.400 a 19.400/mm?®. O
maior percentual verificado foi o que compreende o intervalo de valores de
referéncia para normalidade (41,7%).

O fendmeno da coagulacdo é resultado de um conjunto de eventos que
envolvem as plaquetas, fragmentos citoplasmaticos dos megacariocitos. Os valores
de referéncia para individuos saudaveis variam de 150.000 a 450.000/mm?®. As
plaguetas apresentam uma vida média muito curta. Sendo assim, elas sao
constantemente renovadas para a garantia da integridade vascular. Pacientes
portadores de LMC demonstram indices aumentados de plaguetas, acompanhando
o0 aumento proporcional dos leucécitos, ja que ambos originam-se do mesmo
precursor mieldide. Em contrapartida, a eritropoiese encontra-se sensivelmente
diminuida devido ao aumento exacerbado da contagem de leucdcitos (DOSEK et al.,
1972). MASON et al. (1974), relatam uma contagem de plaquetas elevada em 50%
dos casos ao diagnéstico. FADERL et al. (1999) relatam em seu trabalho que as
caracteristicas clinicas, a resposta ao tratamento e o prognéstico da LMC séo
similares, independentemente de qual regido do gene BCR (cromossomo 22)
ocorresse a quebra, com excecdo para a contagem de plaquetas. No presente
estudo, 35,4% dos pacientes pré-tratamento apresentaram indices superiores a
450.001, com a maxima de 1.685.000/mm®. Apds tratamento com Glivec esses
indices apresentaram-se muito modificados, com 35,4% dos pacientes apresentando
valores dentro da normalidade para as plaquetas. Apenas 2 pacientes (4,2%)
mantiveram altas contagens de plaquetas. Nao foi possivel a obtencdo dos dados
hematoldgicos de todos os pacientes participantes desse estudo, o que pode ter
interferido nesses valores percentuais. Contudo, ficou claro o comportamento distinto

entre as contagens de leucdcitos e plaguetas dos pacientes em estudo.
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Cerca de 95% dos casos de LMC apresentam a translocagdo cromossomica
reciproca entre dois cromossomos, 0 9 e 0 22, resultando no cromossomo Filadélfia
(Ph). O cromossomo Ph classico, t(9;22)(g34;q11), origina um gene quimérico ativo
para a sintese de uma proteina anormal, a p210, a qual desregula a divisao celular,
potencializando-a (SAGLIO et al.,, 2004). Todos 0s pacientes pré-tratamento
apresentavam o0 cromossomo Ph na andlise citogenética, sendo que 82,5%
apresentavam essa alteracdo cromossomica em 100% de suas células analisadas
da medula 0ssea, caracterizando o quadro completo de leucemia mieloide cronica.

A conduta terapéutica, apos o diagndstico de LMC, é a administracdo de
quimioterapicos com o intuito principal de reduzir, a niveis normais, a contagem de
leucdcitos. Conseqiientemente, espera-se uma regressao do quadro clinico com
diminuicdo de volume do baco e figado. Dentre a populacdo amostra, todos
pacientes ja haviam sido diagnosticados por critérios clinicos, hematoldgicos e
citogenéticos, como portadores da leucemia mieldide créonica. Como mencionado
anteriormente, o tempo de diagndstico concentrou-se entre 2 a 6 anos. Desta forma,
todos os pacientes em estudo ja haviam sido previamente submetidos a alguma
quimioterapia, especificamente hidroxiuréia e/ou interferon a.

A hidroxiuréia é um inibidor de ribonucleases que atua interferindo na sintese
de DNA impedindo a diviséo e proliferacéo celular. Dados da literatura demonstram
que esta medicacdo é considerada paliativa, pois quando administrada promove
apenas uma leucorreducdo, minimizando os sintomas clinicos e hematologicos.
Desta forma, embora a resposta hematolégica tenha sido observada em mais de
90% dos pacientes, a resposta citogenética ndo é evidenciada (SAWYERS, 1999;
FADERL et al., 1999).

Resposta citogenética completa com interferon-a tem sido relatada em
aproximadamente 8 a 38% dos pacientes com LMC em fase cronica recém
diagnosticada (SAWYERS, 1999; GUILHOT et al., 1997; OHNISHI et al., 1995). O
Interferon a em pacientes que se encontram na fase acelerada ou blastica da LMC
tem atividade modesta. A resposta hematoldgica pode ser obtida, mas a resposta
citogenética torna-se pouco frequente e transitéria. Além disso, rea¢gBes adversas
sdo muito freqlentes na terapéutica com interferon a. Mais de 90% dos pacientes
apresentam sintomas gripais, fadiga, perda de peso, depresséo, insonia, disfuncéo
renal e pancitopenia, devido a sua toxicidade. Aproximadamente 25% dos pacientes
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necessitam interromper temporariamente ou definitivamente devido & intolerancia a
droga (GUILHOT et al., 1997; HEHLMANN, et al., 1994).

O Glivec é um inibidor da transducg&o do sinal celular que inativa potentemente
a tirosina cinase BCR-ABL a nivel celular, in vitro e in vivo (BUCHDUNGER et al.,
1996). O composto inibe seletivamente a proliferagdo e induz apoptose nas
linhagens celulares BCR-ABL positivas para o cromossomo Filadélfia. Em modelos
animais, utilizando células tumorais BCR-ABL positivas, o composto mostra
atividade anti-tumoral quando utilizado como um agente Unico. Linhagens celulares
BCR-ABL negativas ndo sofrem a acao do Glivec, o que sugere que sua atividade é
especifica para o clone de células mutado (DRUKER et al., 1996; GAMBACORTI-
PASSERINI et al., 1997).

Foram realizados, em média, 3 cariotipos com aproximadamente 30 células
analisadas para cada paciente em culturas direta e de 24 horas. E importante
ressaltar que este quantitativo de células analisadas é significante. Em alguns casos
houve a necessidade de repeticdo da amostra, pois o crescimento das células foi
insuficiente para andlise, devido a acdo da droga bem como ao comportamento das
células em cultura.

O tempo de tratamento com o STI571 - Glivec, concentra-se no intervalo de 2
a 3 anos com mais da metade desses pacientes (54,2%). Nota-se, porém, que a
grande maioria (83,4%) encontra-se entre 1 a 3 anos de uso da droga. O critério
para a utilizagdo do Glivec foi o desenvolvimento de resisténcia as drogas
empregadas anteriormente, ou por acumulo de efeitos colaterais aos mesmos
(DEININGER et al., 2005).

O resultado da andlise citogenética demonstrou a eficacia dessa medicacéao.
A andlise citogenética pés-tratamento foi realizada com 6, 12, 18, 24 e 28 meses
apos inicio da medicacdo. A partir de seis meses de uso, 90% dos pacientes
responderam de alguma forma a esse tratamento. Resposta maior foi verificada em
63,4% dos pacientes sendo que, para cerca de 30% dos pacientes, a negativacao
do clone de células mutado foi total nesse primeiro semestre de tratamento,
caracterizando uma resposta completa do ponto de vista clinico, hematoldgico e
citogenético. Outros 26,7% dos pacientes demonstraram uma resposta menor, isto
€, o cromossomo Ph mantém-se visivel em torno de 35 a 90% das células

medulares.
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A resposta citogenética ap0s 12 meses de tratamento demonstrou que o
percentual de pacientes com resposta completa elevou-se para 33,3% enquanto que
0 percentual de pacientes que nao responderam a droga sofreu um decréscimo
significativo para 3,3%. Vale a pena ressaltar que 73,3% dos pacientes obtiveram
resposta citogenética maior.

Apods 18 e 24 meses, mais de 50% dos pacientes analisados apresentaram
negativacdo do cromossomo Ph (resposta citogenética completa). Entretanto, foram
observados percentuais maiores de pacientes que nado responderam ao tratamento
(5,3 e 15,4%, respectivamente).

A realizacdo da anadlise citogenética ap0s 28 meses de tratamento, s6 foi
possivel em apenas 8 pacientes. Apesar da diminuicdo da amostra, o percentual de
pacientes com resposta completa foi de 37,5%, embora quando considerados todos
0S pacientes com resposta citogenética maior, este foi de 62,5%. Por outro lado,
uma porcentagem significativamente maior (25%) de pacientes ndo responderam
citogeneticamente ao tratamento.

Os pacientes que nao obtiveram resposta citogenética maior durante 12
meses ou mais foram reintroduzidos ao tratamento com hidroxiuréia e/ou interferon.
A ocorréncia de graves efeitos colaterais como aplasia medular, edema, dores
0sseas e alteracdes cardiacas, também levou & suspensao do tratamento de alguns
pacientes. No presente estudo, seis pacientes sairam do programa sendo 4 por falta
de resposta citogenética e/ou efeitos colaterais e 2 por obito.

Apesar dos resultados positivos frente ao STI571, constatou-se uma evolugao
para resisténcia a essa medicacdo em alguns pacientes (DRUKER et al., 2001;
TALPAZ et al.,, 2002) o que favorece a progressdao da doenca. A resisténcia
hematolégica ao Imatinib (Glivec) € definida como a falha da resposta hematologica
completa nos pacientes com LMC na fase cronica (KANTARJIAN et al., 2002), falha
do retorno para fase cronica nos pacientes na fase aguda (GAMBACORTI-
PASSERINI, 2003) ou falha de resposta parcial nos pacientes com LMC na crise
blastica ou LLA Ph-positivo (SAWYERS et al.,, 2002). A resisténcia pode ser
intrinseca, sem resposta ao imatinib depois do inicio do tratamento; ou adquirida,
isto &, a resisténcia desenvolve-se apés o paciente ter obtido uma resposta objetiva
(Friedrich, 2004).
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O mecanismo mais comum do desenvolvimento de resisténcia ao Glivec é a
reativacdo da proteina tirosina cinase, independente da presenca do glivec, por
amplificagéo génica (LE COUTRE et al., 2000; GORRE et al., 2001) ou por mutacéo
pontual (GORRE et al.,, 2001; SHAH et al., 2002). Muta¢des pontuais no dominio
ABL cinase no gene BCR/ABL, sdo 0os mecanismos mais comuns de reativacdo da
proteina hibrida (BRANFORD et al., 2002; SHAH et al., 2002). A resisténcia clinica
ao Glivec (imatinib) € mais comum nos pacientes que se encontram em fases mais
avancadas, e ocorre dentro de 3 a 6 meses apo0s o inicio do tratamento em mais de
70% dos pacientes (SAWYERS et al., 2002). Ap6s 2 anos de tratamento, 10 % dos
pacientes em fase cronica, 50% em fase acelerada e 61% em crise blastica recaem
apos resposta hematologica inicial. Na fase crdnica, poucos pacientes tiveram
recaida ap0Os resposta citogenética completa (GAMBACORTI-PASSERINI, 2003).

KANTARJIAN et al., (2003), afirmam que as melhores respostas, citogenética
e hematoldgica, estdo correlacionadas ao tempo de diagnéstico, a idade do paciente
e a precocidade da introducdo da quimioterapia adequada. Para esses
pesquisadores, os pacientes respondem melhor ao Glivec quando iniciados com
esta terapia na fase cronica precoce da LMC. Pacientes em fase cronica tardia da
LMC sdo mais susceptiveis ao surgimento de novas mutacfes em regides da
proteina BCR-ABL, as quais impedem a acdo do Glivec, conferindo assim, uma
resisténcia ao medicamento (THOMAS et al., 2004; GUMIREDDY et al., 2005).

SAWYERS e colaboradores descobriram que, pelo menos na clinica, o
principal mecanismo subjacente a resisténcia de doentes com LMC ao imatinib
reside numa mutacdo do gene BCR-ABL que afeta a regido tirosina quinase da
proteina alvo e reduz a capacidade do farmaco para se ligar a proteina e bloquear a
sua atividade. Até agora foram detectadas cerca de 15 mutacbes em duas areas
diferentes da quinase que provocam resisténcia ao farmaco. Um tipo de mutacéo
altera a forma do local de ligacdo do farmaco, enquanto que, em outros casos as
mutacOes parecem impedir a quinase de se dobrar da maneira necessaria para a
ligacdo do imatinib.

Outras drogas estdo sendo testadas para serem utilizadas por aqueles
pacientes que desenvolvem resisténcia ao Glivec. E o caso do Tasigna (nilotinib),

uma nova droga que em cinco meses de uso demonstrou uma resposta
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hematologica completa em 92% dos pacientes com LMC na fase cronica
(KANTARJIN et al., 2006).

Uma particularidade deste presente estudo € o caso de um dos pacientes que
obteve resposta citogenética completa apds seis meses de uso Glivec. Este paciente
foi submetido a véarios outros tratamentos como hidroxiuréia, inteferon e transplante
de medula 6ssea desde o seu diagndéstico. Uma vez que este ndo apresentou
resposta citogenética completa, o paciente foi encaminhado ao tratamento com
Glivec.

Apébs os primeiros 18 meses de tratamento 52,6% dos pacientes obtiveram
resposta citogenética completa. Um paciente foi submetido a pesquisa do gene
quimérico BCR-ABL por técnicas moleculares, as quais demonstraram auséncia
completa desse gene. Vale a pena ressaltar que o diagnéstico molecular ainda € um
procedimento caro, tornando-se inviavel para a maioria dos pacientes da rede
publica de saude.

Varias pesquisas vém sendo realizadas em diferentes paises, na tentativa de
se comprovar a eficacia da droga. O Estudo 106 € um estudo randomizado de fase
Il (estudos experimentais em grande escala populacional) iniciado em junho de
2000 com duracao prevista para seis anos, que envolve 1106 pacientes de 177
centros de tratamento em 16 paises. A finalidade deste trabalho é avaliar a eficacia
do Glivec quando comparado ao interferon associado a outro quimioterapico, a
citarabina. Estudos preliminares demonstraram que 0s pacientes que receberam o
Glivec como droga de primeira escolha tiveram resposta citogenética mais
significativa. Esses resultados sugeriram uma mudanca de protocolo para o0s
pacientes que ndo obtiveram uma resposta citogenética maior apos um ano de
terapia convencional com o interferon associado ao Ara-C (DRUKER, 2002). Apos
um periodo mediano de 8 meses de tratamento, diante da melhoria da qualidade de
vida proporcionada pelo Glivec, apenas 7% dos pacientes permaneceram em uso do
interferon (KANTARJIAN, 2003).

Em outubro de 2001, a Portaria n° 431, publicada no Diario Oficial da Uniao
pelo Ministério da Saude/Brasil, determinou critérios para o estadiamento da doenca
e normatizou o uso de quimioterdpicos no tratamento de cada fase da LMC. O
tratamento inicial da fase crénica da LMC é realizado com um leucorredutor, a

hidroxiuréia. O interferon € empregado quando o uso da hidroxiuréia ndo apresentar
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resposta hematologica. O Glivec € introduzido como droga de primeira escolha para
o tratamento de pacientes que apresentam intolerancia ao interferon. Com a
conclusdo dos estudos em andamento, vislumbra-se a escolha dessa nova
terapéutica imediatamente ao diagnostico da LMC.

A realizacdo da andlise citogenética € essencial, tanto para o diagnostico
como para 0 prognostico dos pacientes com determinado quadro clinico e
hematoldgico. Por isso, estabelecer a presenca do cromossomo Filadélfia nas
células da medula Ossea desses pacientes torna-se procedimento relevante e
essencial para garantia de sobrevida maior, e mais ainda, para uma melhoria na sua

qualidade de vida, ainda que curta.

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados experimentais deste estudo, pode-se concluir que:

* A medula 6ssea € um tecido com alto indice mitotico, devido a sua
especializacdo em renovar as células sanguineas. Sendo assim, sua
manipulagéo e, principalmente, seu comportamento em cultura “in vitro”
tornou a normatizacdo dessa técnica um procedimento exigente,
trabalhoso e até artesanal na sua execucao.

* A idade dos pacientes quando diagnosticados apresentou variagao
muito ampla, embora a faixa etaria com maior freqiéncia de pacientes
foi entre as décadas de quarenta e cingiienta anos de vida.

* Os 48 pacientes apresentaram distribuicdo homogénea em relagao ao
sexo, ndo sendo significativa a diferenga entre eles. O sexo feminino
correspondeu a 47,9% dos pacientes, enquanto o masculino, 52,1%.

» Cerca de 80% dos pacientes encontra-se com até 6 anos de evolugéo
da doenca.

» A contagem total de leucdcitos no sangue periférico apresentou indices
bem distintos quando comparados 0s pacientes antes e apos 0

tratamento com Glivec.
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A contagem total de plaguetas no sangue periférico também
apresentou indices com padrdes diferentes nos pacientes pré e pos-
tratamento.

O presente estudo constatou a eficacia da medicacdo através de
analises citogenéticas realizadas poés-tratamento. A partir de seis
meses de uso, 90% dos pacientes responderam de alguma forma a
esse tratamento. Resposta maior foi verificada em 63,4% desses
pacientes.

A realizacdo da andlise citogenética apds 28 meses de tratamento
demontra que 62,5% dos pacientes manteram resposta citogenética
maior.

Apesar dos resultados positivos frente ao STI571, constatou-se uma

evolucao para resisténcia a essa medicacdo em alguns pacientes.
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ANEXO 1 - PROTOCOLO DE IDENTIFICACAO

Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB Orientadora: Profé. Dr2. Fernanda Vinhaes de Lima
Faculdade de Ciéncias da Saude Aluno: Priscilla Lamar Matos
Anamnese

Reg. N .. Data e hora da coleta: ......... [oiiii. I AS e e,
N[0 1 1= PPN Data de nascimento: .......... [oveiiiaannn, S
Idade............... anos Telefones Para CONTALO: .. . i e e e s ereaee s
ProfiSSA0:....ccc e Grupo Sanguineo: [JA[]B[]AB[]O Rh:............
D TE= o [ Lo 1=y A odo T (7 AN = T I e I S
Inicio dadoencaha: .........occcvvvvveeneennn, Quimioterapia: [ ] ndo [ ]sim:[ ]recaida][ ] 22 neoplasia
PSP TPPPR
Adenomegalias: [ ]Cervical [ ]Mediastinal [ ] Abnominal/inguinal [ ] Esplenomegalia

[ ]Anemia [ ]Leucopenia[ ] Trombocitopenia

Medicacdes dos ultimos 7 dias:

Exames Recentes:

Hemograma Completo (......... [ovuennn. [ounr... )
Hb Ht Plag Leuc |Baso |Eq Mielo |Meta |Bast |Seg Linf Mono
Blastos: .......ooccvvveeiniinnnn. L@ 110 PP OPUPPRTPPPRPN
Mielograma: (......... I | ):
Citogenética: (......... [oviiiins J )
Citogenética: (......... I | )
Citogenética: (......... [oviiiinns J )
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Centro Universitario de Brasilia - UniCEUB / Faculdade de Ciéncias da Saude
Projeto de Pesquisa: AVALIACAO CITOGENETICA DE PACIENTES
PORTADORES DE LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC) EM USO DE GLIVEC
(STI571,CGP57148B).

Responsaveis: Prof.2 Dr.2 Fernanda Vinhaes de Lima

Priscilla Lamar Matos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Resolugéo 196/96)

Eu,

abaixo assinado,

declaro ter ouvido e compreendido o presente termo de consentimento, que informa

0 seguinte:

Estou participando de minha livre e espontanea vontade, de uma pesquisa que visa

verificar a presenca do cromossomo filadélfia em cultura de células da medula

0ssea, atraves de andlise citogenética.

1.

A pesquisa serd realizada a partir de amostra de aspirado medular, previamente
colhido no HBDF pelo médico responsavel pelo meu tratamento. A realizacao
desta pesquisa ndo compromete 0 meu estado de salude e néo traz riscos em
sua realizacéo.

Tenho garantido antes e durante o curso da pesquisa, esclarecimentos sobre o
procedimento e metodologia. O diagnéstico citogenético estard sempre
disponivel através do médico responsavel pela coleta do material. Caso seja do
meu interesse, posso solicitar acompanhamento psicolégico por profissionais da
Rede Publica Hospitalar.

Tenho assegurado o direito de abandonar a participacdo na pesquisa a qualquer
momento, se assim desejar, bastando para isso comunicar a minha decisao ao
lider do projeto.

Os procedimentos desse projeto de pesquisa asseguram o sigilo e a privacidade
de seus participantes, através da preservacao da identidade e de todos os dados
confidenciais envolvidos na pesquisa. Além disso, esta garantido a nao-
utilizacao desses dados por qualquer outro projeto de pesquisa.

Os dados obtidos a partir desse projeto serdo utilizados em publicacao cientifica,
mantendo o sigilo dos participantes.
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6. Nao ha previsdo de ressarcimento para o0s participantes desse projeto, pois a
coleta do material e seus devidos esclarecimentos, serdo realizados durante as

consultas periédicas do meu tratamento.

Brasilia, de de 2005.

Responséavel

Pesquisador Testemunha

Comité de Bioética do UniCEUB — Centro Universitario de Brasilia
SEPN 707/907, Campus do UniCEUB, 70790-075, Brasilia-DF

Fone: (+61) 3340 1656
cb-uniceub@yahoogrupos.com.br
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