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“O sucesso € uma consequéncia e ndo um objetivo.” (Gustave Flaubert)

“Procure ser um homem de valor, em vez de ser um homem de sucesso.” (Albert

Einstein)



AVALIACAO DO EFEITO TERAPEUTICO DO DASATINIBE (BMS354825) EM
PACIENTES COM LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA.

Camila Camarano Oliveira”; Fernanda Vinhaes de Lima™

Resumo

A leucemia mieloide crénica (LMC) é uma doenca proliferativa do sistema
hematopoético caracterizada por excessiva proliferacdo da linhagem mielbide. A
transformacao neoplasica estd associada a uma alteracdo genética, originando o
cromossomo Philadelphia (Ph), responsavel pela origem da proteina BCR-ABL
relacionada com hipercelularidade na medula 6ssea. Para o tratamento existem
diversas opc¢des terapéuticas, dentre estas o dasatinibe (BMS354825). Esta terapia,
alvo do estudo, € um inibidor de tirosino quinase de segunda geracdo, que age
sobre a proteina andmala eliminando assim os clones mutados. O presente trabalho
teve por objetivo avaliar o efeito terapéutico do dasatinibe em pacientes portadores
de LMC, positivos para o cromossomo Philadelphia por meio da resposta
hematoldgia, citogenética e molecular. Para o desenvolvimento da pesquisa foi
realizada analise de prontuéarios entre novembro de 2011 a maio de 2013, com a
coleta de dados referentes as informacdes pessoais e clinicas. Apos diagndéstico
clinico e laboratorial, foram recrutados 21 pacientes portadores de LMC, que fizeram
uso da medicacdo. A idade mediana dos pacientes foi de 41 anos e 57,1% (n=12)
destes era do sexo masculino. Com relacdo a analise laboratorial, 33,3% (n=7)
atingiu resposta citogenética completa; enquanto que 61,2% (n=13) obtiveram
diminuic&o significativa do nivel de transcritos BCR-ABL. O dasatinibe constitui uma
alternativa de tratamento, prolongando o tempo de fase crbnica do paciente e
aumentando a sobrevida do mesmo. Além da droga em estudo, outras vém sendo
desenvolvidas para o tratamento da doenca, a fim de garantir qualidade de vida aos
pacientes e sobrevida livre da doenga.

Palavras-chave: Inibidores de tirosino quinase. Cromossomo Philadelphia. Proteina
BCR-ABL.
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1 Introducéao

A leucemia mieldide crénica (LMC) € uma doenca clonal maligna caracterizada
por uma excessiva proliferacdo da linhagem mieldide, seguida por uma perda
progressiva da diferenciagao celular, terminando em um quadro de leucemia aguda.
A doenca é associada a uma anormalidade citogenética especifica, uma
translocacao originando o Cromossomo Philadelphia (INCA, 2003).

A leucemia mieloide cronica € a terceira leucemia mais observada e representa
15 a 20% de todas as leucemias, com incidéncia de 1 a 2 casos por cada 100.000
adultos (MORALES et al.,, 2010). Essa neoplasia ocorre frequentemente em
individuos de meia idade, entre 55 a 60 anos de vida. Menos de 10% dos casos sao
descritos em pacientes com idade inferior a 20 anos. Individuos do sexo masculino
sdo mais afetados que individuos do sexo feminino (1,4:1). Aproximadamente 75%
dos 6bitos ocorrem em adultos com idade superior a 55 anos (BORTOLHEIRO et al.,
2008; MORALES et al., 2010).

A lesdo citogenética é resultado da translocacdo entre os cromossomos 9 e 22
1(9;22)(g34;911), onde o cromossomo 22 apresenta perda da por¢éo terminal do seu
braco longo e o cromossomo 9 apresenta ganho desse respectivo material genético
na porcao terminal do seu braco longo. A translocagcao ocorre entre a banda q34 do
cromossomo 9 e a banda 11 do cromossomo 22, formando o 9g+ e 0 pequeno 229-
conhecido como cromossomo Philadelphia (Ph). Como resultado dessa translocacéo
h& a formagéo de um gene de fusdo, o BCR-ABL, responsavél pela sintese de uma
proteina com atividade de tirosino quinase (GREER et al., 2009; DEININGER et al.,
2005).

A fusédo do gene ABL (cromossomo 9) com o gene BCR (cromossomo 22)
origina um gene quimérico ativo para a sintese de uma proteina anormal, a
fosfoproteina tirosino quinase p210. Essa proteina esta relacionada a uma
hipercelularidade na medula G&ssea com predomindncia granulocitica. A
consequéncia da formacdo desta proteina € o crescimento celular exarcebado,
bloqueio da apoptose e da morte celular programada além de alterar a adesao da
célula hematopoética a matriz e aumento da instabilidade gendmica. Esta proteina,
produto da fusdo BCR-ABL de 210 kDa, representa o fator patogenético mais
conhecido dessa sindrome (STAM et al., 1985; BEN-NERIAH et al., 1986; GREER et
al., 2009).



Dependendo do ponto de quebra do gene BCR, proteinas de diferentes
tamanhos podem ser originadas, as quais variam entre 190 kDa e 230 kDa. Esses
pontos de quebra podem ocorrer em trés distintas regides, conhecidas como m-bcr
(minor), M-bcr (major) e p-ber (micro). Essas quebras ainda podem estar associadas
a alteragcdes cromossOmicas adicionais, que interferem no desenvolvimento da
doenca e na resposta medicamentosa aos diversos tratamentos (MELO, 1996;
MORALES et al., 2010).

Estudos etiolégicos da LMC indicam como causa dessa translocacao
cromossOmica as radiacdes ionizantes (ICHIMARU et al., 1978; LORENZI, 2006).
Portadores de cancer que se submeteram a radioterapias apresentam frequéncia de
LMC significativamente maior, quando comparadas a grupos de pacientes que nao
se submeteram a radiacao (BOICE et al., 1985).

Relatos sobre a evolugéo da LMC distinguem 3 fases da doenca: a fase inicial
ou crdnica com duracao 4 a 6 anos, evoluindo para fase acelerada com média de 18
meses de duracdo e, por ultimo, a fase blastica com duracdo média de apenas 6
meses. Cada uma das fases difere no tempo de duracéo, caracteristicas clinicas e
resposta ao tratamento (MORALES et al., 2010).

A fase crbnica é caracterizada pela proliferacdo e maturacdo de células
mieléides, com aumento da contagem de leucdcitos. Em pacientes ndo tratados,
observa-se elevacdo progressiva na contagem de leucécitos de 20.000/mm?® para
mais de 500.000/mm?3. Trombocitose é encontrada em 25% dos pacientes,
ocasionalmente com contagem acima de 1.000.000/mm?. Em geral, a qualidade de
vida dos portadores de LMC néo é alterada na fase cronica, especialmente se a
contagem de leucocitos estiver controlada (GREER et al., 2009). Aproximadamente,
85% dos pacientes sdo diagnosticados na fase cronica da doenca e 50% dos
pacientes sao assintomaticos no momento do diagndstico (MORALES et al., 2010).

Aproximadamente 20% dos casos evoluem para a fase acelerada ou blastica.
Durante a fase acelerada observa-se esplenomegalia, leucocitose néo respondente
ao tratamento e, principalmente, aumento do numero de células blasticas ou
indiferenciadas (10% a 30%) na medula e periferia, aléem de evolucdo clonal
citogenética. Com o avanco da doenca, 0 paciente atinge a fase blastica,
diagnosticada principalmente pelo numero de blastos acima de 30%. Estes
pacientes sdo 0s mais resistentes ao tratamento. Alteracfes citogenéticas séo

encontradas em 70% dos casos sendo as mais comuns: cromossomo Ph adicional,



trissomias e isocromossomo 17. A sobrevida média dos pacientes portadores de
LMC apoés o diagnostico é de 4 a 6 anos (ZAGO et al., 2001; GREER et al., 2009;
NICOLINI et al., 2009; MORALES et al., 2010).

O diagnostico da LMC deve ser baseado em uma avaliacdo clinica e
laboratorial exaustiva, considerando os diversos parametros: medicdo da
esplenomegalia, hemograma completo, mielograma, biopsia 6ssea para avaliagdo
de fibrose, cariétipo da medula éssea e hibridizacdo in situ (FISH), PCR-qualitativo
para identificar o tipo de transcrito BCR-ABL e RT-gPCR. Estes parametros, além de
diagnéstico, permitem a definicdo das diferentes fases da doenca (SILVEIRA, 2011).

A técnica citogenética na LMC apresenta trés propésitos: diagnéstico diferencial
entre LMC e outras doencas, monitoramento da terapia medicamentosa e deteccao
de alteracbes cromossbmicas adicionais (ALVARENGA et al.,, 2010). A andlise
citogenética de aspirado medular, portanto, € um dos métodos de escolha para
realizar o diagndstico e o acompanhamento dos pacientes. A associacao entre a
técnica citogenética e técnicas moleculares € indispensavel, porque permite maior
sensibilidade para detectar a quantidade de transcritos dos genes BCR-ABL
(TEFERRI et al., 2005). Individuos acometidos com LMC Ph positivo (presente em
95% dos pacientes) sdo de melhor prognéstico, além de possuirem indicacdo para
transplante. Embora 5% dos casos de LMC nao apresentem o cromossomo Ph
classico no estudo citogenético, a analise molecular detecta o rearranjo BCR-ABL na
maioria dos casos (DEBRAIKELEER et al., 1988; ZAGO et al., 2001; MORALES et
al., 2010). Naqueles em que o rearranjo também € negativo trata-se de uma variante
da LMC (KURZROCK et al., 1986; BARTRAM, 1987; DUBE et al., 1989; GREER et
al., 2009).

A meta da terapia da LMC é a erradicacdo de células residuais que contenham
o transcrito BCR-ABL. O tratamento da LMC baseia-se no emprego de drogas, que
sao quimioterapicos com a capacidade de promover a reducéo ao nivel normal dos
leucécitos circulantes em excesso. O controle efetivo do nimero de leucécitos foi
possivel com o uso de bulssulfano em 1959 e, dez anos mais tarde, a hidroxiuréia foi
empregada com o0 mesmo objetivo, porém apresentou melhor tolerabilidade pelos
pacientes (ZAGO et al., 2001; MORALES et al., 2010).

O interferon € também utilizado como inibidor da proliferagdo dos granulécitos,
principalmente na fase blastica. O interferon foi a primeira medicacdo a induzir

resposta citogenética completa, porém em uma proporcado pequena de pacientes.



Além disso, este provoca reacdes gerais como auto-imunizacdo e distlrbios da
esfera psiquica (TALPAZ et al., 1987).

O transplante de medula 6ssea alogenéico é a unica possibilidade de cura da
LMC, porém este esta associado com aumento da mortalidade e morbidade
(KANTARJIAN et al., 1998; FADERL et al., 1999).

Um medicamento produzido com base na biologia molecular tem sido testado
em pacientes que se tornaram intolerantes ao interferon. O mesilato de imatinibe ou
STI571, CGP57148B, aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) em maio
de 2001, como tratamento de primeira de linha, atua como componente inibidor do
gene BCR-ABL, bloqueando o seu sitio de ligagdo de ATP (CAPDEVILLE et al.,
2002a, 2002b; LEVITZKI, 2002; RADFORD, 2002). A acdo do STI571 é restrita ao
clone Ph positivo, impedindo a traducdo do gene quimérico e facilitando apoptose. A
traducdo do gene é bloqueada devido a presenca do principio ativo do STI571 no
sitio de ligacdo do ATP na p210, impedindo assim, sua autofosforilacdo. Além da
negativacdo do cromossomo Philadelphia, outras vantagens desse medicamento é a
menor frequéncia de efeitos colaterais e melhores respostas clinica e hematolégica
(CAPDEVILLE et al., 2002a, 2002b; COHEN et al., 2002; DRUKER, 2002, 2003;
HERNANDEZ-BOLUDA, 2002; CERVANTES, 2002; LEVITZKI, 2002; RADFORD,
2002; SAWYERS et al., 2002; MORALES et al., 2010).

Apesar dos resultados positivos frente ao STI571, constatou-se uma evolugao
para resisténcia a essa medicacdo em alguns pacientes (DRUKER et al., 2002;
TALPAZ et al., 2006). Cerca de 20 a 30% dos pacientes que fazem uso do imatinibe
desenvolvem resisténcia devem descontinuar o tratamento (MORALES et al., 2010).
Entre as hipoteses levantadas para a resisténcia, destacam-se a néo inibicdo pelo
medicamento, a concentracdo intracelular deste diminuida ou mutagfes pontuais
levando a possiveis variagbes moleculares do cromossomo Ph. Mutagbes pontuais
(de um dnico nucleotideo) no dominio ABL quinase no gene BCR-ABL sao os
mecanismos mais comuns de reativagdo da proteina hibrida, pois estas
normalmente impedem a ligacdo da medicagdo. Dentre o0s pacientes que
desenvolvem resisiténcia ao imatinibe, 60 a 90% o fazem por muta¢des pontuais
(O'HARE et al., 2005; ALVARENGA et al.,, 2010). Além do desenvolvimento de
resisténcia ao mesilato de imatinibe também pode ocorrer intolerancia. Os efeitos
adversos mais comuns sdo: cefaléia, naduseas, vomitos e edema de membros

inferiores. Um dos distlrbios mais graves é a mielodepressédo, em alguns casos
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ocorre neutropenia, trombocitopenia e raramente anemia (ALVARENGA et al.,
2010).

A mudanca terapéutica deve levar em consideracao a resposta terapéutica do
paciente. Trés critérios basicos sdo analisados: resposta hematologica, resposta
citogenética e resposta molecular. Novos estudos vém demonstrando a eficacia de
outros medicamentos — dasatinibe (BMS354825) e nilotinibe (AMN107) — baseados
no mesmo principio da biologia molecular, em decorréncia de resisténcia ou de
possiveis falhas no tratamento com o mesilato de imatinibe (BACCARANI et al.,
2009; KANTARJIAN et al., 2010). A composicdo destas novas drogas baseia-se na
inibicdo especifica da expressdo génica da doenca e tem funcdo de bloquear a
atividade quinase da proteina BCR-ABL levando a remissao da LMC (LOPES et al.,
2009).

O dasatinibe (BMS-354825) € a primeira terapia autorizada pelo FDA como
tratamento da LMC resistente ou intolerante ao imatinibe. No Brasil, foi aprovado em
dezembro de 2007 (MORALES et al., 2010). Este € um inibidor de multiplos alvos,
atinge cerca de 15 alvos na molécula do BCR-ABL, sendo capaz de inibir também a
familia Src, o c-Kit e o PDGRF. Entretanto, o dasatinibe, diferentemente do
imatinibe, inibe as formas ativas e inativas da molécula BCR-ABL. Ele é um forte
inibidor da enzima tirosino quinase mostrando uma poténcia muito maior que 0
imatinibe. In vitro, o dasatinibe demonstrou 325 vezes maior poténcia de inibicdo na
proteina mutada, em relacdo ao imatinibe. Estudos in vitro e in vivo demonstram que
o dasatinibe é ativo contra todas as mutacdes da oncoproteina BCR-ABL resistentes
ao imatinibe, com excecdo da mutacdo T315l, devido a auséncia das pontes de
hidrogénio necessarias para a ligagdo do farmaco, o que pode explicar, em parte, a
sua maior eficacia (TALPAZ et al., 2006; LOPES et al., 2009; OROZCO et al., 2010).

O dasatinibe atua de forma eficiente nas fases cronica, acelerada e blastica
da LMC. As respostas ocorreram em todas as fases, porém o grau de resposta foi
variavel, tanto hematoldgica quanto citogenética e molecular, dependendo da fase
em que a droga foi utilizada (SOUZA, 2008).

As doses do dasatinibe foram estabelecidas pelo Ministério da Saude de
acordo com a fase clinica da doenca. Na fase crénica € administrado 100 mg/dia,
em dose Unica, pela manha ou noite. Na fase acelerada e na blastica 140 mg/dia,
dividida em duas doses de 70 mg. Eventualmente, aumento de dosagens iniciais

pode ser utilizado nos casos de auséncia de resposta hematoldgica ou citogenética
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(BRASIL, 2008). A administracdo da droga é oral, apresentando pico de
concentracéo periférica entre 0,5 a 6 horas apds a administracdo. Apresenta rapida
absorcdo sem influéncia na ingestdo de alimentos e sua eliminagéo é por via fecal
(MORALES et al., 2010).

Os efeitos colaterais do dasatinibe requerem monitoramento e controle
apropriado. Os mais observados séo: diarréia, vomitos, hemorragia gastrointestinal,
rashes cutaneos e edema; sendo que 0S mais importantes sdo as citopenias
(trombocitopenia, leucopenia e raramente anemia). A maioria dos pacientes que
continua a medicacdo atinge nivel de remissdo. Cerca de 6% dos pacientes
apresentam efusdo pleural substancialmente grave, porém quando detectada de
forma precoce pode ser tratada adequadamente. O aumento da dose esta associado
a intensidade dos efeitos colaterais (FDA, 2011).

Tanto o BMS354825 quanto o AMN107 podem ser utilizados para a mesma
finalidade. Futuramente, o tratamento sera direcionado a presenca de um tipo de
mutacdo BCR-ABL no individuo de forma particular, de acordo com a sensibilidade
do ponto de mutac¢éo a droga (JABBOUR et al., 2009; HUGHES et al., 2009).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito terapéutico do dasatinibe
(BMS354825) no tratamento de portadores de LMC, positivos para 0 cromossomo

Philadelphia, por meio da resposta hematolégica, citogenética e molecular.
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2 Metodologia

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Fundacdo de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude -
FEPECS, em 31 de outubro de 2011, sob o registro de 0471/2011.

Os participantes incluidos na pesquisa foram provenientes da rede hospitalar
publica, atendidos no servico ambulatorial do Hospital de Base do Distrito Federal
(HBDF). Os critérios de inclusdo para o desenvolvimento dessa pesquisa foram:
pacientes com idade superior a dezoito anos; pacientes com diagnéstico clinico,
hematoldgico, citogenético e/ou molecular de LMC e pacientes em tratamento com
dasatinibe. Todos os participantes que ndo apresentavam esses critérios foram
excluidos da pesquisa.

Apés a devida anuéncia e concordancia dos participantes, por meio da
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, pacientes com leucemia
mieldide crbnica sob tratamento de dasatinibe foram estudados clinicamente,
através de estudo retrospectivo da andlise de prontuarios entre novembro de 2011 a
maio de 2013. Os dados coletados referem-se as informacdes pessoais (nome,
idade, sexo) e dados clinicos (valores de hemograma, estudo citogenético e exames

moleculares).

3 Resultados e discussao

3.1 Caracteristicas gerais dos pacientes

Foram recrutados 48 pacientes do Nucleo de Hematologia e Hemoterapia do
Hospital de Base do Distrito Federal com diagndstico de leucemia mieldide cronica.
Todos realizavam algum tipo de tratamento medicamentoso e, destes, 21 pacientes
(43,7%) fizeram uso do dasatinibe (BMS354825). Todos estes pacientes evoluiram
para o uso de medicacdo de segunda linha ou geracéo, dasatinibe por apresentarem
intolerdncia ou resisténcia prévia ao imatinibe. O dasatinibe (BMS-354825) é a

primeira terapia autorizada pelo FDA como tratamento da LMC resistente ou



13

intolerante ao imatinibe. No Brasil, este foi aprovado em dezembro de 2007
(MORALES et al., 2010). Segundo a listagem de pacientes diagnosticados com LMC
até 2012, 42 pacientes estavam em uso de dasatinibe nesse periodo. A amostra
estudada representa 50% destes pacientes. As caracteristicas gerais dos pacientes
selecionados se referem ao nome, a data de nascimento, ao sexo, ao tempo de
diagnostico, a data de inicio do tratamento e consequentemente ao tempo de uso do
dasatinibe.

Os dados de cada paciente foram analisados e inseridos em tabelas e
graficos para demonstracao dos resultados.

Primeiro dado relevante avaliado foi a idade destes pacientes. A tabela 1
representa a distribuicdo de acordo com a faixa etaria. Foi constatada uma variacao
de idade entre 21 e 77 anos, com mediana de 41 anos. Observou-se que a faixa
etdria com o intervalo entre 41-50 anos apresentou a maior porcentagem de
pacientes (n=6; 28,6%). Em segundo lugar, as faixas etarias entre 21-30 anos e 31-
40 anos, somaram (n=10; 47,6%). Este fato € divergente da literatura. Bortolheiro e
colaboradores (2008) descrevem que a incidéncia € maior em adultos entre 55 e 60
anos de idade. Neste estudo foi observado apenas um paciente entre 51-60 anos no
momento do diagndstico. Foi a faixa etaria que apresentou menor incidéncia, apenas
4,8% dos pacientes. A partir de 60 anos houve um decréscimo em relacdo as idades

inferiores, devido a taxa de mortalidade caracteristica dessa faixa etaria.

Tabela 1. Distribuicdo de acordo com a faixa etaria dos pacientes portadores de
leucemia mieldide crénica em uso de dasatinibe.

Faixa etaria N©° %
21 - 30 anos 5 23,8
31 -40 anos 5 23,8
41 - 50 anos 6 28,6
51 - 60 anos 1 4.8
61 - 70 anos 2 9,5
71 - 80 anos 2 9,5

Total 21 100,0
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A tabela 2 mostra a distribuicdo dos pacientes quanto ao sexo. Na populacao
de pacientes em uso de dasatinibe notou-se diferenga entre os sexos, ja que 57,1%
deles sdo do sexo masculino e outros 42,9% do sexo feminino.

Segundo Morales e colaboradores (2010), a neoplasia afeta ambos 0s sexos,
com uma predominancia do sexo masculino em uma relagdo de 1,4:1. A razéo
observada no estudo se asemelha a da literatura, razdo de 1,3:1. Porém, na
literatura tem se notado um aumento de numero de casos em mulheres pelo fato de
qgue as mulheres se tornaram mais ativas, inclusive profissionalmente, se tornando
mais expostas a fatores ambientais que podem ser a causa da alteracéo
cromossbmica. O fator ambiental mais relacionado com a LMC é a radiacédo
ionizante (MENZIN et al., 2004).

Tabela 2. Distribuicdo dos pacientes portadores de leucemia mieldide cronica em
uso de dasatinibe quanto ao sexo.

Sexo N° %
Feminino 9 42,9
Masculino 12 57,1

Total 21 100,0

A tabela 3 demonstra o tempo de diagnéstico, dado relevante para se
observar a sobrevida destes pacientes em uso de medicacdo. Dos 21 pacientes
avaliados que fizeram uso do dasatinibe e anteriormente do imatinibe, 3 evoluiram
para o uso de outra medicacéo, o nilotinibe por intolerancia ou resisténcia a primeira
medicacdo citada. O grupo que apresentou maior concentracdo foi o grupo de
pacientes que possuem entre 61-84 meses de diagnostico (n=6, 28,6%). Os recém-
diagnosticados representaram 23,8% da populagdo. Foi observado apenas 1
paciente com mais de 13 anos de diagnostico (> 156 meses). Em um estudo
realizado na Colombia e Venezuela constatou-se que a expectativa de vida de
pacientes tratados com dasatinibe foi de 5,0 anos para Colombia e de 4,85 anos
para Venezuela, comparado com 3,82 e 3,70 anos para 0 grupo tratado com
Nilotinibe e 2,02 e 2,01 anos para os pacientes tratados com Imatinibe (OROZCO et
al., 2010).
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Tabela 3. Distribuicdo de pacientes portadores de leucemia mieldide crénica em uso
de dasatibine quanto ao tempo de diagndstico em meses.

Tempo de diagnéstico N° %
(meses)
36 - 60 5 23,8
61 -84 6 28,6
58 — 108 4 19,0
109 - 132 1 4.8
133 - 156 4 19,0
157 - 180 1 4.8
Total 21 100,0

A figura 1 relata o tempo de tratamento com o dasatinibe. A maioria dos
pacientes se encontrava entre 25-36 meses (n=9, 42,6%); em seguida encontra-se 8
pacientes entre 37-48 meses de uso da medicacdo, representando 38,1% dos
pacientes. No extremo inferior de 0-12 meses e no extremo superior de 49-60 meses
encontram-se apenas 4,8% dos pacientes. Todos pacientes utilizaram o dasatinibe
como tratamento, sendo que, atualmente, 3 destes (14,3%) estdo em uso de

nilotibine por intolerancia ou resisténcia ao dasatinibe.

Figura 1. Distribuicdo de pacientes portadores de leucemia mieldide crénica em uso
de dasatinibe de acordo com o tempo de uso da medicacao.
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Segundo o Ministério da Saude - Portaria 649 (2008) os resultados
terapéuticos devem ser avaliados pelos seguintes critérios: resposta hematoldgica,
resposta citogenética e resposta molecular. Sendo assim, para monitoracdo da
resposta ao dasatinibe foram coletados dados referentes aos exames
hematoldgicos, citogenéticos e moleculares, de todos os pacientes inclusos no
trabalho.

3.2 Resultados hematolégicos dos pacientes portadores de leucemia

mieldide crbnica pré e pos- tratamento com dasatinibe

A contagem total de leucdcitos no sangue periférico € um dado hematologico
significativo, o qual retrata a condi¢cdo imunolégica de um individuo, além de refletir a
condi¢cdo de hipercelularidade caracteristica desta neoplasia. A literatura relata que
pacientes com leucemia miel6ide cronica habitualmente apresentam anemia,
leucocitose e plaguetometria normal ou aumentada. A leucocitose aumenta
progressivamente em pacientes nao tratados. O valor médio da leucocitose no
diagnéstico é de 225.000/mm® com variagdo de 20.000 a 600.000/mm?
(ANUNCIACAO et al., 2008; CHAUFFAILLE, 2010).

O valor referencial para a contagem de leucécitos compreende o intervalo de
4.500 a 10.000/mm? (ZAGO et al., 2001). A tabela 4 relata os valores da contagem
de leucdcitos, de cada paciente, antes de realizar o tratamento e depois de iniciada
a medicacdo. Os valores pré-tratamento observados nos pacientes compreendem
desde 2.900 a 97.700 leucdcitos. Ainda considerando o pré-tratamento a leucopenia
varia de 2.900 a 3.770/mm?®, os leucécitos em niveis adequados variam de 4.760 a
9.680/mm*® e dois pacientes apresentaram leucocitose com valor de 60.600 e
97.700/mm? respectivamente. A maioria dos pacientes (n=14, 66,7%) encontrava-se
no momento do exame com valores referenciais de leucdcitos, enquanto que 28,6%
(n=6) apresentavam valores alterados, sendo quatro pacientes diagnosticados com
leucopenia e dois com leucocitose. Segundo a literatura (CHAUFFAILLE, 2010) a
maioria dos pacientes no momento do diagndstico apresenta leucocitose. Porém,
este dado néo se aplica a esta avaliagéo porque todos os pacientes que fizeram uso
de dasatinibe fizeram terapia prévia com outra medicacao, o imatinibe, o qual reduz

0s niveis de leucadcitos.
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A resposta hematologica corresponde a reducdo de 50% da leucometrica
inicial, mantida por pelo menos duas semanas (BRASIL, 2008). A maioria dos
pacientes (n=14, 66,7%) apresentaram niveis pré-tratamento dentro dos valores de
referéncia, apenas dois pacientes (9,5%) apresentavam leucocitose que perdurou
apos o tratamento, porém com niveis diminuidos em relacéo ao pré-tratamento.

Os valores da contagem de leucdcitos pos-tratamento variam entre 2.650 e
10.200/mm?. Oito pacientes (38,1%) apresentavam valores inferiores ou superiores
guando comparados aos valores referenciais. Seis pacientes (28,6%) apresentaram
leucopenia, com valores de leucécitos variando entre 2.650 a 4.370/mm?® e dois
pacientes permaneceram com leucocitose, porém com valores reduzidos quando
comparados aos valores pré-tratamento (10.100 e 10.200/mm?®). A maioria dos
pacientes (n=13, 61,9%) se encontrava dentro do valor de referéncia para
leucécitos, sendo que, na avaliacao pés-tratamento, os valores variaram de 4.670 a
8.800/mm?>.

Tabela 4. Distribuicdo dos pacientes portadores de leucemia mieléide cronica (LMC)
guanto a contagem de leucécitos, pré e pos-tratamento ao dasatinibe.

Contagem leucdcitos N° pacientes N° pacientes
(mms3) pré-tratamento % pos-tratamento %
Leucopenia <4.500 4 19,0 6 28,6
Leucécitos normais 4.500 14 66,7 13 61,9
—10.000
Leucocitose 2 9,5 2 9,5
>10.000
N&o relatado 1 4,8 0 0,0
Total 21 100,0 21 100,0

A tabela 5 relata os valores plaquetarios dos pacientes antes e ap0s o inicio
do tratamento com dasatinibe. Os valores pré-tratamento encontram-se entre o
intervalo de 49.000 a 994.000/mm* A contagem de plaquetas de 11 pacientes
(58,4%) no pré-tratramento se mostrou alterada, sendo 8 destes com valores
inferiores a 150.000/mm*® e 3 destes com valores superiores a 450.000/mm?®
considerando os valores referenciais 150.000 — 450.000/mm?® (ZAGO et al., 2001).
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Ainda considerando estes valores referénciais, 9 pacientes (42,8%) apresentavam
valores plaquetérios adequados. No poés-tratamento 0 nimero de pacientes com
valores plaquetarios adequados se elevou para 12 (57,1%). Porém, 8 (38,1%)
pacientes ainda permaneceram com plaguetopenia e apenas 1 paciente (4,8%)
permaneceu com o nimero plaquetas aumentado, (1.050.000/mm?). Os valores de
plaquetas pos-tratamento observados nos pacientes compreendem desde 14.400 a
1.050.000/mm?®,

Pacientes portadores de LMC sem tratamento demonstram indices normais
ou aumentados de plaquetas, acompanhando o aumento dos leucdcitos, j& que
ambos originam-se do mesmo precursor mieldide. O nimero de plaquetas oscila em
torno de 485.000/mm3, podendo chegar a 1.400.000/mm3, dependendo da fase da
doenca (ANUNCIACAO et al., 2008).

Segundo a literatura (DASATINIBE, 2010) ap6s a utilizacdo do dasatinibe, um
dos efeitos adversos observado € a mielodepresséo, principalmente da linhagem
plaquetéria. Este fato ndo foi observado nessa populacéo de pacientes, dado que a
maioria (n=12; 57,1%) apresentou niveis adequados de plaquetas e o niumero de
pacientes com plaguetopenia se manteve o mesmo antes e apds 0 inicio do

tratamento.

Tabela 5. Distribuicdo dos pacientes portadores de leucemia mieldide cronica (LMC)
guanto a contagem de plaguetas, pré e pos-tratamento ao dasatinibe.

Contagem plaquetas N° pacientes N° pacientes

(mm3) pré-tratamento % pos-tratamento %
Plaguetopenia <150.000 8 38,1 8 38,1
Plaguetas normais 9 42,8 12 57,1

150.000 - 450.000
Plaquetose 3 14,3 1 4,8
>450.000

N&o relatado 1 4,8 0 0,0

Total 21 100,0 21 100,0

A resposta hematologica completa consistui de varios parametros: leucocitos

<10.000/mm3, basdfilos <5%, auséncia de mieldcitos, promieldcitos ou mieloblastos



19

na contagem diferencial, plaguetas <450.000/mm3, auséncia de esplenomegalia
(ALMEIDA, 2009). Nao foi possivel a avaliacao de todos esses parametros devido a
falta de informacdo nos prontuarios estudados, desta forma a analise de resposta

hematolégica completa foi prejudicada.

3.3 Resultados citogenéticos dos pacientes portadores de leucemia

mieldide crénica pré e pés- tratamento com dasatinibe.

As tabelas 6 e 7 relatam os resultados da andlise citogenética das células da
medula éssea desses pacientes selecionados. Estes resultados foram analisados a
partir da leitura dos prontuarios de cada paciente, antes e apos o tratamento com
dasatinibe.

Estudo internacional que analisou 662 pacientes com LMC em fase cronica,
intolerantes ou resistentes ao mesilato de imatinibe demonstrou que o dasatinibe é
325 vezes mais potente que o imatinibe, evidenciando resposta citogenética
completa em 43% dos pacientes e resposta citogenética maior (<35% de células
com cromossomo Ph) em 59% dos pacientes (BRASIL, 2008).

A andlise citogenética pré-tratamento demonstrou que o cromossomo Ph
estava presente na maioria dos pacientes em estudo, variando o percentual das
células positivas. Oito pacientes (38,1%) apresentavam o cromossomo Ph em >90%
das células analisadas. Em cinco pacientes (23,8%) o cromossomo Philadelphia
estava presente entre 35-90% das células e em 4 pacientes (19,0%) o Ph estava
presente em 1-34% das células que foram analisadas. Resposta citogenética
completa, isto é, auséncia do cromossomo Philadelphia nas células analisadas, foi
obtida por quatro pacientes (19,0%). Estes pacientes provavelmente descontinuaram
a terapia com imatinibe devido a intolerancia ao mesmo.

A anadlise citogenética utilizada para avaliar o pOs-tratamento foi o primeiro
exame laboratorial feito pelo paciente depois de utilizar a medicagéo. A distribuicao
se mostrou bem diferenciada quando comparada com a citogenética realizada antes
do tratamento. Sete pacientes (33,3%) ndo apresentavam, em seu prontuario, a
analise citogenética apos inicio do tratamento. Porém, outros sete pacientes (33,3%)
obtiveram resposta citogenética completa, com eliminacdo de células com Ph. Além

disso, apenas trés pacientes (14,3%) apresentaram resposta citogenética ausente.
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Isso evidencia a eficacia da medicacdo em eliminar os clones mutados quando
comparada com oito pacientes (38,1%) com resposta citogenética ausente antes do

tratamento.

Tabela 6. Resultado da analise citogenética dos pacientes portadores de leucemia
mieldide crénica (LMC), pré e pdés-tratamento ao dasatinibe de acordo com os
critérios da resposta citogenética.

Resposta Pré-tratamento Pds-tratamento
citogenética % %
Completa 0%Ph 4 23,8 7 33,3
Parcial 1-34%Ph 4 14,3 3 14,3
Menor 35-90%Ph 5 23,8 1 4,8

Ausente 8 38,1 3 14,3
>90%Ph

N&o relatado 0 0,0 7 33,3

Total 21 100,0 21 100,0

A tabela 7 apresenta os dados relativos ao tempo para obtencéo da resposta
citogenética completa, eliminacdo das células com o cromossomo Philadelphia.
Como dito anteriormente, quatro pacientes ja obtinham esse tipo de resposta antes
de comecar a terapia com o dasatinibe. Trés pacientes (14,3%) atingiram a resposta
com 3 meses de uso da medicacgéo e dois pacientes (9,5%) levaram de 4-6 meses
para eliminar os clones mutados. Esta resposta citogenética nao foi alcancada por 3
pacientes (14,3%). Em sete prontuarios nao foi possivel avaliar essa resposta devido
a falta do exame citogenético apds tratamento.

A tabela 8 demonstra que sete dos pacientes (33,3%) que estavam em uso de
dasatinibe apresentaram evolugcdo clonal, isto €, apresentavam além do
cromossomo Philadelphia, outras mutacdes adicionais. Trés pacientes (14,3%) ja
apresentavam outras mutagdes antes mesmo do inicio da medicacgéao.

Citogeneticamente, a fase crbnica da LMC € caracterizada por uma Unica
alteracdo cromossémica, o cromossomo Ph. Quando a doenca evolui, novas

alteracbes cromossOmicas sao adicionadas ao clone Ph. A aquisicdo dessas
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alteracGes cromossomicas contribui para um aumento no potencial proliferativo e
diminuicdo do potencial para expressdo dos programas de diferenciagao celular,
caracterizando a evolucao da fase cronica (ALVARENGA et al., 2010).

Tabela 7. Resultado da analise citogenética dos pacientes portadores de leucemia
mieldide crbnica (LMC), pré e pés-tratamento ao dasatinibe em relagdo a reposta
citogenética completa (0% Ph).

Resposta citogenética RCC (0% Ph) %
Pre- tratamento 4 23,8

Até 3 meses poOs-tratamento 3 14,3
4-6 meses poés-tratamento 2 9,5
7-9 meses poOs-tratamento 0 0,0
10-12 meses poés-tratamento 0 0,0
13-15 meses poOs-tratamento 0 0,0
16-18 meses pods-tratamento 2 4,8
Sem RCC 3 14,3

N&o relatado 7 33,3

Total 21 100,0

Dados na literatura afirmam que alguns pacientes podem desenvolver
alteracdes cromossOmicas adicionais. As mais observadas sdo: Duplo Ph, trissomia
8, trissomia 21, dentre outras que configuram evolugéo clonal (CHAUFFAILLE,
2010). Na populacdo observada ndo se detectou a presenca de trissomia do 21,
porém além da mutacdes descritas acima também se observou: Y adicional,
monossomia 7, nulissomia Y (auséncia do cromossomo Y) , trissomia Y,
translocacdo do cromossomo 3 e 15, translocacédo 11 e 12 e delecéo do brago curto
cromossomo 12. A deteccdo de mutacdes deve ser interpretada no contexto clinico
de cada paciente. Contudo, a identificacdo de mutagdes assinala um subgrupo de

doentes que exige monitoracdo muito cuidadosa (ALMEIDA et al., 2009).
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Tabela 8. Mutacbes genéticas encontradas em pacientes com LMC em uso de
dasatinibe pré e pds-tratamento.

Tratamento MutacOes adicionais

Pré- tratamento - Duplo Ph
- Monossomia 7

- Translocacéo 3 e 15

Pos- tratamento - Translocacédo 3 e 15
- Translocacdo 11 e 12
- Delecéo braco curto 12
- Monossomia 7
- Nulissomia Y
- Trissomia Y

- Trissomia 8

3.4 Resultado molecular dos pacientes portadores de leucemia mieldide

cronica pré e pOs- tratamento com dasatinibe.

A técnica utilizada para monitorar a resposta molecular € o PCR em tempo
real (RT-gPCR). Esta técnica permite quantificar o nimero de transcritos de BCR-
ABL. Sua definicdo é determinada pelo decréscimo na quantidade de transcritos
BCR-ABL. A resposta é dividida em dois parametros: Resposta molecular completa:
transcritos BCR-ABL indetectaveis em duas amostras consecutivas de sangue e,
resposta molecular maior: razdo BCR-ABL/ABL <0,1% em escala internacional
(SILVEIRA, 2011).

A figura 2 apresenta queda consideravel no numero de transcritos de BCR-
ABL depois do tratamento. No pré-tratamento, apenas 5 pacientes (23,8%)
apresentavam niveis baixos de transcritos BCR-ABL; depois da utilizacdo do
dasatinibe esse niumero aumentou para 16 pacientes (76,2%). Apenas 1 paciente
apresentou niveis de transcritos entre 7,001-8,000. Quando analisados 0s niveis
altos de transcritos observou-se 4 pacientes (19,0%) com niveis superiores a 8,000;
estes apresentavam os seguintes valores: 22,158, 29,500, 31,025 e 96.470. No poés-
tratamento, foi observado apenas um paciente com niveis superiores a 8,000; este

apresentou uma razao de 16,950.
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A tabela 9 demonstra quanto tempo foi necessario para pacientes em uso de
dasatinibe adquirirem resposta molecular maior (RMM - BCR-ABL/ABL <0,1%) e
resposta molecular completa (RMC - transcritos BCR-ABL indetectaveis em duas
amostras consecutivas de sangue). Trezes pacientes (61,9%) alcancaram resposta
molecular maior. Seis pacientes (28,6%) alcancaram resposta molecular maior em
10-12 meses; e 4 pacientes (19,0%) atingiram essa reposta com mais de 12 meses
de tratamento. Em outros 4 pacientes (19,0%) essa analise ndo constava nos
prontuarios. Em relacéo a resposta molecular completa apenas 2 pacientes (9,5%)
conseguiram atingir, 1 deles com até 3 meses de tratamento e o outro com mais de
12 meses de tratamento. A maioria dos pacientes (n=15; 71,4%) nao obteve
resposta molecular total com o tratamento.

Em estudo de fase Il com pacientes em uso de dasatinibe, os quais foram
acompanhados por 15 meses, 16% dos pacientes atingiram RMM (resposta
molecular maior). No presente estudo esse nidmero se mostrou maior, sendo que
61,9% dos pacientes atingiu este tipo de resposta (DELAMAIN, 2008).

Figura 2. Resultado da andlise molecular dos pacientes portadores de leucemia
mieldide crénica (LMC), pré e pOs-tratamento ao dasatinibe.
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Tabela 9. Resultado da analise molecular dos pacientes portadores de leucemia
mieldide cronica (LMC), pré e pos-tratamento ao dasatinibe de acordo com a
resposta molecular maior e completa.

Resposta molecular Maior % Completa %

Até 3 meses 0 0,0 1 4,8

4-6 meses 2 9,5 0 0,0

7-9 meses 1 4,8 0 0,0

10-12 meses 6 28,6 0 0,0

>12 meses 4 19,0 1 4,8
Sem resposta 4 19,0 15 71,4
Nao relatado 4 19,0 4 19,0
Total 21 100,0 21 100,0

Apesar da presente pesquisa ter apresentado respostas citogenéticas
menores, quando comparada a outros estudos realizados com dasatinibe, esta
medicacdo constitui uma alternativa de tratamento, expandindo o leque de opcodes
terapéuticas para pacientes resistentes ou intolerantes ao mesilato de imatinibe.
Outro ponto que deve ser considerado € o fato do dasatinibe atuar na maioria das
mutacfes detectadas em pacientes com LMC. Esta medicacdo prolonga o tempo de
fase cronica do paciente e aumenta a sobrevida do mesmo.

Diferentemente de outras drogas mais atuais, o dasatinibe atua em diversas
mutacdes. O Nilotinibe AMN107, quando comparado ao dasatinibe, mostrou baixa
resposta as mutacdes Y253H E E255V. Apesar de ambas as drogas bloquearem
eficientemente a atividade da proteina BCR-ABL, eles se ligam em sitios distintos
parcialmente sobrepostos do dominio quinase e dessa maneira mudam a
conformacgao da proteina (O’HARE et al., 2005).

A habilidade do dasatinibe de inibir a proliferacdo de células mutantes
resistentes ao imatinibe sugere que este composto apresenta significante potencial
terapéutico na LMC. Entretanto, a toxicidade hematolégica desta droga pode ser

observada em pacientes em fase de doenga mais avangada.
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4 Conclusao

Os pacientes do presente estudo sédo provenientes do Nucleo de Hematologia
e Hemoterapia do Hospital de Base do Distrito Federal. Devido ao tempo disponivel
para realizacdo desse projeto, a disponibilidade do dasatinibe e algumas
intercorréncias e dificuldades encontradas no seu desenvolvimento laboratorial, foi
possivel a formacdo de um grupo de pacientes composto por 48 individuos
diagnosticados com LMC. O grupo de estudo foi formado por 21 pacientes, 0s quais
faziam uso de dasatinibe como terapia medicamentosa para LMC.

Por intermédio deste estudo e diversas bibliografias, evidencia-se a
necessidade do diagndstico precoce, rapido e preciso dessa leucemia. Em relacéo
ao dasatinibe pdde-se perceber que este tem agdo comprovada no que se diz
respeito a terapéutica da LMC. Foram observadas respostas hematoldgicas,
citogenéticas e moleculares com o uso desta medicacdo, porém as respostas
citogenéticas foram alcancadas em menor numero de pacientes quando
comparadas com outros estudos. Novas pesquias sdo necessarias com o intuito de
aumentar a populacdo amostral e verificar a real eficacia do dasatinibe e outros
inibidores de tirosino quinase.

As dificuldades encontradas dizem respeito a disponibilidade dos prontuéarios
médicos, a falta de informacé@o dos mesmos e a frequéncia com que os pacientes se
apresentavam ao Nucleo de Hematologia e Hemoterapia do Hospital de Base do
Distrito Federal, dificultando a coleta do termo de consentimento livre e esclarecido
dos participantes concordantes.

Desta forma, torna-se necessaria a continuidade de projetos semelhantes
para aumento da populacdo amostral e caracterizacdo do efeito da medicacdo em
estudo. Sado necesséarias mais informacdes para se determinar a eficacia e assim
contribuir para melhor elucidacdo da terapéutica. As pesquisas devem continuar no
sentido de melhorar a administracdo dos medicamentos na garantia da obtencéo da
remissao completa da doenca. Além do dasatinibe, estdo sendo investigadas novas
drogas e o uso combinado de varios agentes, podendo aumentar assim a gama de
opcOes de tratamentos disponiveis para LMC, com perspectivas de melhores

respostas em longo prazo.
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EVALUATION OF THERAPEUTIC EFFECT DASATINIB (BMS354825) IN
PATIENTS WITH CHRONIC MYELOIDE LEUKEMIA

Abstract

Chronic myeloid leukemia (CML) is a proliferative disease of hematopoietic
system characterized by excessive proliferation of myeloid lineage. Neoplastic
transformation is associated with a genetic mutation resulting in Philadelphia
chromosome (Ph), responsible for the origin of BCR-ABL protein, which is related to
hypercellular bone marrow. There are several treatment options, among them,
dasatinib (BMS354825). This therapy is a second generation tyrosine kinase inhibitor
which acts on the BCR-ABL protein, eliminating aberrant mutated cell clones. This
study aimed to evaluate dasatinib therapeutic effect in patients with CML,
Philadelphia chromosome positive, through hematology, cytogenetic and molecular
responses. To develop the research patients records were analysed from November
2011 to May 2013, collecting data on personal and clinical information. After clinical
and laboratory diagnosis, 21 CML patients under dasatinib treatment were recruited.
The median age of patients was 41 years and 57.1% (n = 12) of these patients were
male. With respect to laboratory analysis, 33.3% (n = 7) achieved a complete
cytogenetic response, whereas 61.2% (n = 13) had a significant decrease in the level
of BCR-ABL. Dasatinib is an alternative treatment, able to extend chronic phase of
the CML patients and increase lifetime as the same. In addition to the study drug,
others have been developed to treat the disease in order to ensure the quality of life
for patients and disease-free survival.

Keywords: Tyrosine kinase inhibitors. Philadelphia chromosome. BCR-ABL protein.
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