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Titulo da tese: Estudo da matriz na Leucemia Mieloide Cronica: Analise da
expressdo do Hialuronano (HA), das hialuronano sintases e do CD44 para predicao
de casos resistentes ao Imatinibe (IMB)

Impacto cientifico esperado: Identificacdo de pardmetros morfoldgicos e/ ou imuno-
histoquimicos a partir da anélise de biopsias de medula 6ssea no momento do diagndstico
de LMC que sejam capazes de predizer o risco de desenvolvimento de quimiorresisténcia

a terapia com inibidores de tirosina quinase.

Impacto social: Reducdo da refratariedade a terapia com os inibidores de tirosina quinase
e consequente prevencao do impacto negativo na qualidade de vida, sofrimento dos
pacientes e desfecho desfavoravel que a resisténcia ocasiona. Dessa forma, ha

manutenc¢do da boa evolucéo clinica e sobrevida prolongada.

Impacto econémico: A prevencao da deficiéncia de abastecimento e a reducéo do impacto
financeiro no Sistema Unico de Satde s&o beneficios diretos da adogéo de estratégias que
otimizam o uso de inibidores de tirosina quinase, cuja disponibilidade é limitada. A
identificacdo precoce de casos com potencial resisténcia permite uma mudanca na
conduta terapéutica, direcionando o tratamento para um inibidor mais potente e
especifico. Dessa forma, evita-se 0 uso sucessivo de multiplos inibidores até a obtencédo
da resposta clinica adequada, garantindo a continuidade do fornecimento e minimizando

prejuizos financeiros ao sistema publico de salde.
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Resumo

Introducdo: A leucemia mieloide cronica (LMC) é uma neoplasia mieloproliferativa
clonal caracterizada pela expansdo do setor mieloide a partir da célula-tronco
pluripotente. Foi a primeira doenga definida por metodologia citogenética através da
identificacdo do cromossomo Philadelphia, originado a partir da t(9;22)(q34;911.2). O
desenvolvimento dos inibidores de tirosina quinase (ITQ) como Imatinibe (IMB)
revolucionou a histéria natural da LMC, contudo uma porcdo dos pacientes apresenta
resisténcia a terapia, sendo necessario o uso de ITQ mais potentes. A elucidacdo da
patogénese da LMC a partir da compreensao do papel do remodelamento dos nichos da
medula dssea pode contribuir para a identificacdo de preditores de risco aumentado de

evolucdo para resisténcia.

Objetivos: Analisar a expressdo do hialuronano, das enzimas hialuronano sintases e do
CD44 nos casos de LMC resistentes ao IMB juntamente com as caracteristicas
morfologicas da medula dssea; entender o papel desses marcadores no mecanismo de
quimioressisténcia; identificar possiveis fatores preditores do risco de evolucdo para

resisténcia.

Materiais e métodos: Selecdo de 161 pacientes com diagnéstico de LMC provenientes
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, Hospital de Amor de
Barretos e Hospital de Amor Amazonia. Realizada divisdo em 3 grupos: LMC resistente
(116 casos), LMC ndo resistente (25 casos) e LMC intolerante (20 casos). Foram
resgatadas as biopsias de medula 6ssea de cada grupo para analise morfoldgica e imuno-
histoquimica com os marcadores CD44, hialuronano e hialuronano sintases (HAS1,
HAS2 e HAS3).

Resultados: A analise morfoldgica identificou que a presenca de quantidade moderada
de micromegacariécitos pode corresponder a um fator protetor contra a resisténcia. Na
analise imuno-histoquimica, houve intensa expressdo de CD44 no grupo resistente em
fase cronica quando comparado com o grupo ndo resistente, no qual a intensidade de
expressdo foi baixa. Foi identificada perda de expressdao de HAS2 celular nos nichos
perivascular e peritrabecular na LMC resistente juntamente com auséncia de expressao
estromal como consequéncia da intensificacdo do remodelamento dos nichos na

quimiorresisténcia.



Conclusao: A resisténcia na LMC permanece um desafio terapéutico, apesar dos
continuos avancos no aprimoramento dos ITQ. O remodelamento dos nichos proporciona
a manutencdo da leucemogénese com desenvolvimento de resisténcia. A analise de CD44
e HAS2 em biopsias de medula 6ssea por exame imuno-histoquimico no momento do
diagnostico de LMC pode constituir uma abordagem eficaz na identificacao de casos que
evoluirdo com resisténcia, evitando o impacto socioecondmico negativo que a

quimiorresisténcia acarreta.

Palavras chave: LMC, resisténcia, medula 6ssea, nicho, CD44, hialuronano, hialuronano

sintases, remodelamento.
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Abstract

Introduction: Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative neoplasm
characterized by the expansion of the myeloid sector from the pluripotent stem cell. It
was the first defined disease by cytogenetic methodology through the identification of the
Philadelphia chromosome, originating from t(9;22)(q34;q11.2). The development of
tyrosine kinase inhibitors (TKI) such as Imatinib (IMB) revolutionized the natural history
of CML, however, a portion of patients are resistant to therapy, which requires the use of
more potent TKI. Elucidating the pathogenesis of CML by understanding the role of
remodeling of bone marrow niches may contribute to the identification of predictors of
increased risk of progression to resistance

Objectives: Analyze the expression of hyaluronan, hyaluronan synthase enzymes and
CD44 in cases of CML resistant to IMB together with the morphological characteristics
of the bone marrow; understand the role of these markers in the chemoresistance

mechanism; identify possible factors that predict the risk of progression to resistance.

Materials and methods: Selection of 161 patients diagnosed with CML from the
Hospital das Clinicas of Botucatu Medical School, Hospital de Amor de Barretos and
Hospital de Amor Amazonia. Division into 3 groups: resistant CML (116 cases), non-
resistant CML (25 cases) and intolerant CML (20 cases). Bone marrow biopsies from
each group were retrieved for morphological and immunohistochemical analysis with the
markers CD44, hyaluronan and hyaluronan synthases (HAS1, HAS2 and HAS3).

Results: Morphological analysis identified that the presence of a moderate amount of
micromegakaryocytes may correspond to a protective factor against resistance. In the
immunohistochemical analysis there was intense expression of CD44 in the resistant
group in the chronic phase compared to the non-resistant group in which the expression
intensity was low. Loss of cellular HAS2 expression was identified in the perivascular
and peritrabecular niches in resistant CML along with the absence of stromal expression

as a consequence of the intensification of niche remodeling in chemoresistance.

Conclusion: Resistance in CML remains a therapeutic challenge despite continuous
advances in improving TKI. Niche remodeling provides maintenance of leukemogenesis
with the development of resistance. The analysis of CD44 and HAS2 in bone marrow

biopsies by immunohistochemical examination at the time of CML diagnosis may



constitute an effective approach in identifying cases that will develop resistance, avoiding

the negative socioeconomic impact that chemoresistance entails.

Keywords: CML, resistance, bone marrow, niche, CD44, hyaluronan, hyaluronan

synthases, remodeling.
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1. Introducéo

A leucemia mieloide cronica (LMC) corresponde a uma neoplasia mieloproliferativa
crénica maligna em que hd a expansdo clonal da célula-tronco hematopoiética
pluripotente. Foi a primeira doenca relacionada a uma anormalidade citogenética,
caracterizada pela translocacdo t(9;22)(g34;911.2), que origina o gene de fuséo
BCR::ABL1 com atividade constitutiva de tirosina quinase. A leucemogénese é
desencadeada pela ativacdo andémala e continua do ciclo celular independente da acéo de

citocinas aliada a geragdo de sinais apoptdticos aberrantes 2),

2. Perspectiva historica

Os primeiros registros de leucemia ocorreram no século XIX por volta de 1840 por
David Craigie, John Hughes Bennet e Rudolph Virchow através de autopsias de pacientes
com hepatoesplenomegalia, febre e leucocitose. Todos 0s casos apresentavam um aspecto
incomum no sangue, que foi designado inicialmente como sangue espesso por Alfred
Velpeau. Acreditava-se que essa caracteristica era decorrente de etiologia infecciosa
sendo atribuida posteriormente a descricdo de purulento ao aspecto do sangue
identificado nesses pacientes &4, Entretanto, somente em 1845 Virchow estabeleceu que
a caracteristica era decorrente de alteracdes hematopoiéticas que promoviam aumento na
quantidade de células brancas no sangue, descrito assim como sangue branco e
consagrando o termo leucemia em 1847, que foi reconhecida posteriormente como
entidade distinta de natureza neoplasica. Em 1872, Ernst Neumann reconheceu que a

origem da leucemia estava centrada na medula dssea 59,

Com o desenvolvimento da coloracdo de panotico em 1891 por Paul Ehrlich, foi
elaborada a classificacdo dos principais tipos de leucemia em virtude da caracterizagdo
detalhada das diferencas morfoldgicas entre as células mieloides e linfoides, sendo que
até o momento a distincdo era feita somente com base em células ndo coradas com
formatos nucleares diferentes Em decorréncia do advento das coloracdes citoldgicas, foi
possivel a identificacdo da LMC como entidade nosoldgica distinta, denominada de

leucemia granulocitica cronica nesse momento ©.

Aproximadamente meio século depois, a LMC foi associada a anormalidade
cromossomica pelos citogeneticistas David Hungerford e Peter Nowell em 1960, por

identificarem um pequeno cromossomo acrocéntrico alterado em dois casos de LMC, que
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foi entdo chamado de cromossomo Philadelphia. Foi a primeira vez na historia em que se
estabeleceu associagdo entre uma doenca oncoldgica e alteragio cromossdomica ). Em
1973, com o advento das técnicas de bandeamento cromossémico, Janet Rowley concluiu
que esse cromossomo era decorrente de uma translocacdo cromossdmica equilibrada
entre os bracos longos dos cromossomos 9 e 22, configurando a t(9;22)(q34;911.2), o
grande marco citogenético da LMC ©7). Posteriormente, alteracdes citogenéticas foram
identificadas na leucemia mieloide aguda. Os estudos citogenéticos entdo comecaram a
fornecer evidéncias de que as malignidades estavam relacionadas a perturbacgdes

genéticas nas células ©.

O inicio da identificagdo do gene de fusdo BCR::ABL1 ocorreu com a descoberta do
oncogene v-Abl, por Herbert Abelson e Louise Rabstein em 1970, em um virus murino
capaz de induzir leucemia em camundongos. Em 1982, foi evidenciado que a translocacéo
que originava o cromossomo Philadelphia envolvia a vertente humana normal do
protooncogene c-Abl do cromossomo 9 para 0 cromossomo 22. No ano seguinte foi entdo
descoberto o ponto de quebra no cromossomo 9 no gene ABL, que enolvia uma regido
gendmica grande, e, em 1984, o ponto de quebra no cromossomo 22, que correspondia a
uma regido genémica relativamente pequena com agrupamento de 5,8 kb. A regiéo foi
denominada de breakpoint cluster region. Posteriormente, descobriu-se que essa regido
na verdade correspondia a uma porc¢éo especifica de um gene, que foi entdo denominado
de BCR *57)_ A partir da identificacio dos pontos de quebra em ambos 0S cromossomos,
foi possivel, em 1985, a descoberta do produto de fusdo BCR::ABL1 e constatacdo da

atividade constitutiva de tirosina quinase ¢,

3. Epidemiologia

A LMC apresenta uma incidéncia anual mundial em torno de 1-2 casos por 100.000
habitantes com discreto predominio no sexo masculino e idade média de acometimento
em torno da quinta e sexta decadas de vida, podendo ocorrer em qualquer faixa etaria

inclusive na infancia, embora seja incomum @,

No Brasil, o Instituto Nacional do Céncer (INCA) estimou para o triénio 2023-2025 em
100.000 habitantes 11.540 casos novos de leucemia por ano, na regido Sudeste 4.610
casos de leucemias e na regido Norte 790 casos. No estado de S&o Paulo, a estimativa foi
de 2.600 casos de leucemias e no estado de Ronddnia 80 casos ©.
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4. Etiologia

Os fatores etiolégicos sdo desconhecidos, porém a exposi¢do a radiagdo ionizante
constitui fator de risco conforme observado nos sobreviventes das exploses de bombas
atdbmicas no Japao em 1945. O pico de incidéncia ocorre cerca de 5 a 12 anos apoés a

exposicao e é dose-dependente ®.

5. Historia natural e manifestacGes clinicas

A LMC é habitualmente dividida em trés fases (crénica, acelerada e crise blastica), que

exibem diferentes apresentacdes clinicas e critérios diagndsticos 9.

A fase crbnica € caracterizada por um inicio insidioso em que aproximadamente 90-
95% dos pacientes sdo diagnosticados, sendo frequentemente assintomaticos até que a
doenca seja encontrada em exame fisico de rotina ou através de hemograma evidenciando
leucocitose. Os sinais e sintomas, quando presentes, sdo decorrentes de anemia e
esplenomegalia e incluem principalmente fadiga, perda de peso, mal-estar, suores
noturnos e dor no quadrante superior esquerdo. Manifestacdes raras incluem
sangramentos, trombose, gota e priapismo. Esplenomegalia € o achado de exame fisico
mais encontrado enquanto que a hepatomegalia é menos frequente ¢1%1. Dependendo
do volume da esplenomegalia, pode ocorrer compressdo de visceras ocas, resultando em
distarbios digestivos e saciedade precoce. E possivel a ocorréncia de infarto esplénico e,
quando apresentar localizacdo subcapsular, pode ocasionar dor devido & periesplenite 2.
Linfadenopatia e infiltracdo da pele ou outros tecidos sdo raras e quando presentes
sugerem fase acelerada ou crise blastica da LMC 19,

Na histéria natural da LMC sem tratamento, ha evolucdo da fase crbnica para fases
avancadas em um periodo de cerca de 3 a 5 anos ap6s o diagndstico V). Na fase acelerada,
a sintomatologia € mais severa e inclui dores 0sseas, infiltracdo cutanea e agravamento
da anemia e esplenomegalia. Febre, perda de peso, sudorese noturna, artralgia e dor

abdominal também podem ocorrer (:10:12),

Na quinta edicdo da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) para classificacdo dos
tumores hematolinfoides, houve a omissdo da fase acelerada, consolidando a doenca

como portadora de um curso bifasico caracterizado apenas pela fase cronica e crise



29

blastica. A justificativa consiste no fato de que o conceito de fase acelerada foi
estabelecido no periodo em que o alvo terapéutico era a resposta hematoldgica, entretanto
com o advento da terapia com os inibidores de tirosina quinase (ITQ) houve mudanca
nesse paradigma e hoje é notdrio o curso bifasico da doenca. Contudo, deve-se ressaltar
a importancia do conceito referente as caracteristicas de alto risco como nomenclatura
alternativa para a fase acelerada visto que nessa nova edigdo foi introduzida a
denominagdo de fase crbnica de alto risco em substituicdo a fase acelerada. As
caracteristicas de alto risco correspondem em geral as mesmas caracteristicas utilizadas
anteriormente para definicdo da fase acelerada, sendo que essas caracteristicas devem ser
diferenciadas em relacdo ao momento de sua deteccdo, ou seja, se no momento do

diagnostico ou no decorrer do tratamento 9,

As caracteristicas que indicam risco aumentado de progresséo de doenca na fase cronica

estdo dispostas no Quadro 1 tV:

Caractéristicas da fase cronica de alto risco

> 10% de blastos no sangue periférico e/ ou medula dssea
> 20% de basofilos no sangue periférico
Anormalidades citogenéticas adicionais em células Ph+*
. Duranteotratamento
Resisténcia aos inibidores de tirosina quinase
Aparecimento de anormalidades citogenéticas adicionais**
Mutacdes no dominio quinase de BCR::ABL1

Ph*: Cromossomo Philadelphia; Anormalidades citogenéticas adicionais**: rearranjo 3q26.2;
monossomia do cromossomo 7, trissomia do cromossomo 8, rearranjo 11g23; isocromossomo
17q; trissomia do cromossomo 19; trissomia do cromossomo 21; cromossomo Philadelphia
adicional e/ou cariétipo complexo definido como duas ou mais anormalidades cromossémicas
adicionais. Fonte: WHO Classification of Tumours Editorial Board (2024).

A crise bléstica se manifesta como uma leucemia aguda e agravamento dos sintomas
prévios. Pode ocorrer infiltracdo de qualquer sitio extramedular com predilecdo para
bago, figado, linfonodos, pele e partes moles ©®. E incomum a manifestacio primaria da
LMC em crise bléstica, sendo necessario nessas situacdes o diagnostico diferencial com
a leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia linfoblastica aguda (LLA) visto que as
estratégias terapéuticas sdo distintas. Alguns pacientes apresentam reversdo para nova

fase cronica apos o tratamento (12). A crise blastica pode exibir fenétipos mieloide (70%),
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pré-linfoide (25%) ou indeterminado (5%), sendo que o imunofenotipo B € mais comum
que o T 1314)

Os critérios diagndsticos para a crise blastica da LMC esto dispostos no Quadro 2 )

Critérios diagnosticos para a crise blastica da LMC
Detecgao de > 20% de blastos mieloides no sangue periférico ou medula dssea, ou

Presenca de proliferacdo blastica extramedular, ou
Detecgdo de linfoblastos no sangue periférico ou medula 6ssea (mesmo que < 10%)

Fonte: WHO Classification of Tumours Editorial Board (2024).

Anteriormente ao advento da terapia alvo, a LMC apresentava um curso bifasico ou
trifasico, que consistia em uma fase cronica indolente inicial seguida para progressao para
fase acelerada e/ou crise blastica, contudo ap6s a terapia alvo, houve decréscimo na
incidéncia de progressédo para fases avancadas de modo que a média de sobrevida em 10
anos € em torno de 80-90% Y,

A progressdo para crise blastica contitui um processo complexo que envolve mutacoes
somaticas e desregulacao epigenética. A justificativa para a crise blastica poder apresentar
fendtipo mieloide ou linfoide é que o BCR::ABL1 afeta a célula-tronco leucémica. O
aumento na expressdo do oncogene esta relacionado a parada da maturacédo, sendo que o

aumento pode ser decorrente de uma segunda copia do cromossomo Philadelphia ¢,

6. Estrutura molecular do gene BCR::ABL1

O oncogene BCR::ABL1 € proveniente da translocacdo t(9;22)(q34;911.2), que origina
o cromossomo Philadelphia *®. Os pontos de quebra para que ocorra a translocagdo
ocorrem preferencialmente nas regides intronicas dos genes ABL1 e BCR. No gene ABL1,
as quebras ocorrem geralmente entre os éxons 1b e la, porém também podem ocorrer
upstream do éxon 1b ou downstream do éxon 1a ‘®). A partir do ponto de quebra no gene
BCR no cromossomo 22, podem ser originadas trés isoformas de BCR::ABL1: 190 kDa,
210 kDa e 230 kDa ®®), Os pontos de quebra ocorrem mais frequentemente na regio
M-bcr entre os éxons el13 e el4 ou entre el4 e e15. Também podem ocorrer quebras na
regido m-bcr entre os éxons el e €2, e na regido U-bcr entre os éxons €19 e e20. A ampla
variedade de recombinagdes de BCR e ABL1 resulta em uma variedade de hibridos de
RNAm (9. Os transcritos alternativos e13a2/e14a2 (ou b2a2/b3a2) sio provenientes da

justaposicdo dos éxons 13 ou 14 de BCR (localizados na regido M-bcr) com o éxon 2 de
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ABL1, produzindo uma proteina de 210 kDa, identificada em mais de 90% dos casos de
LLMC, sendo portanto a isoforma caracteristica da doenga ®17). A isoforma e14a2 possui
25 aminoé&cidos a mais do que a isoforma e13a2 devido aos aminoécidos adicionais que
sdo codificados pelo éxon 14 de BCR, sendo que essa corresponde a isoforma
predominante. Aproximadamente 10% dos casos expressam ambas isoformas 8. O
transcrito ela2, proveniente da justaposicao do éxon el de BCR localizado na regido m-
bcr com o éxon a2 de ABL1, esta relacionado a isoforma p190, que é infrequente na LMC,
porém comum na LLA. A proteina p230, isoforma rara encontrada na LMC, é originaria
do transcrito e19a2, proveniente da justaposicdo do éxon €19 de BCR localizado na regido
p-bcr com o éxon a2 de ABL1. Foi descrito inicialmente em associacdo com leucemia

neutrofilica cronica e raramente esta presente na LMC (617,

A Figura 1 ilustra os diferentes transcritos encontrados nas leucemias Ph+ 9,
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Figura 1 - A estrutura normal dos genes BCR e ABL1 e os diferentes transcritos encontrados nas
leucemias Ph+. Diferentes pontos de quebra resultam nas isoformas p190, p210 e p230. Os pontos
de quebra no gene ABL1 geralmente ocorrem nos introns entre os éxons 1b e 1a, evidenciados
pelas setas verticais. Os pontos de quebra no gene BCR na LMC geralmente ocorrem entre 0s
éxons e13 (b2) e el4 (b3) ou entre e14 (b3) e el5 (b4) ns regido M-bcr, conforme evidenciado
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pelas setas verticais. Na maioria dos casos de LLA Ph+, o ponto de quebra ocorre entre 0s éxons
el e e2 na regido m-bcr, conforme evidenciado pela seta vertical. Quatro possiveis transcritos de
RNAmM de BCR::ABL1 estdo dispostos abaixo. Os dois primeiros (el3a2 e elda2,
respectivamente) séo caracteristicos de LMC. O transcrito ela2 é identificado na maioria dos
casos de LLA Ph+ e o transcrito e19a2 raramente é observado na LMC. Fonte: Mughal et al.
(2016).

Na porcdo N-terminal de BCR ha um dominio responsavel pela oligomerizacdo e
ativagdo constitutiva de BCR::ABL1. Em ABL1, sdo preservados os dominios SH1, SH2
e SH3 sendo que o dominio SH1 contém o sitio catalitico responséavel pela iniciacdo das
vias de sinalizacdo que resultam em proliferacdo celular desordenada e resisténcia a

apoptose %),

A Figura 2 ilustra a estrutura de BCR::ABL1 @),

p210 BCR-ABL1

BCR

Figura 2 — Representacdo esquematica da estrutura linear de BCR::ABL1 em sua isoforma p210
evidenciando os dominios de BCR e ABL na proteina: CC (dominio de oligomerizacdo coil-
coiled); STK (dominio serina/treonina quinase); dominio Rho/GEF; SH (dominios de homologia
SRC) 1, 2 e 3; NTS (sinal de translocacdo nuclear); DB (dominio de ligacdo ao DNA); AB
(dominio de ligacédo & actina). Fonte: Amarante-Mendes et al. (2022).

A regido BCR é responsavel pela regulagdo da atividade enzimética e fornece sitios de
ligagcdo. O dominio coil-coil da por¢do N-terminal de BCR proporciona oligomerizacdo
e ativagdo constitutiva de BCR::ABL1. O componente ABL1 contém um dominio SH2,
um dominio SH3 e um dominio de quinase. A proteina ABL1, quando nédo fusionada a
BCR, apresenta um dominio miristolado N-terminal, que resulta em autoinibicdo da
atividade de quinase, entretanto esse dominio é perdido quando ocorre a fusdo. O dominio
de quinase de BCR::ABL1 apresenta motivadores chave responsaveis por sua atividade
como a alca ligante de fosfato (p-loop), o sitio de contato (ATP/IM), o dominio catalitico
e a alca de ativacdo (A-loop). A ativacdo de BCR::ABL1 ocorre quando o ATP se liga ao
dominio quinase de ABL1 e transfere um grupamento fosfato para o substrato ABL1. Os

inibidores de tirosina quinase competem pelo sitio de ligacdo do ATP 720,

A perda do dominio autoinibitério miristolado N-terminal contribui para a ativacao
constitutiva de BCR::ABL1. A ativacdo ainda € potencializada pelo dominio de
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oligomerizacdo coiled-coil, localizado na por¢do N-terminal de BCR::ABL1. Outra
contribuicdo de BCR para a leucemogénese é a presenca de um residuo de tirosina no
aminoacido na posicao 177 (Tyr-177), que é fosforilado. Ha interacdo com os dominios

SH2 e SHS3, resultando em ativacao de vias de sinalizagio @Y.

Os 2 motivadores chave do primeiro éxon de BCR s&o a tirosina 177 e o dominio coiled-
coil envolvendo os aminoacidos 1 a 63. A tirosina 177 fosforilada forma um sitio de
ligacdo para Grb-2 (uma molécula adaptadora que conecta o0 BCR a via RAS),
contribuindo dessa forma para a inducdo da leucemogénese. O dominio coiled-coil é
importante para a dimerizagdo de BCR::ABL1, que é necessaria para a ativacdo da
tirosina quinase de ABL1 e oncogenecidade de BCR::ABL1 (%224,

7. Patogénese da LMC

O principal mecanismo através do qual o oncogene BCR::ABL1 é responsavel por
ocasionar a leucemogénese consiste em uma cascata de vias de sinalizagdo dependentes
de tirosina quinase. A ativacdo de BCR::ABLL1 se inicia a partir da dimerizacdo ou
tetramerizacdo proporcionada pelo dominio coiled-coil. Apds a dimerizacdo, ocorre a
autofosforilacdo por uma tirosina regulatéria no loop de ativacéo de quinase em ABL1,
que é seguida pela fosforilacdo do dominio SH2. Dessa forma, ha aumento no nimero de
residuos de fosfotirosina na proteina BCR::ABL1 e consequentemente aumento dos sitios
de ligacdo para dominios homdlogos como por exemplo SH2 em que proteinas se
associam para ativacdo de vias de sinalizacdo celular. A partir da fosforilagdo de SH2
ocorre a ruptura da interacdo inibitoria existente entre SH2 e SH3, resultando em ativacdo
completa da atividade de quinase de BCR::ABL1 e formacdo de clones neoplasicos
(15,22,25)_

Ha ativacdo de vias de sinalizacdo como RAS/MAPK, JAK-STAT e PI-3 quinase, que
resultam em transformagc&o e proliferacio celulares ?®. A ativacdo da via RAS/ MAPK
ocorre inicialmente a partir da autofosforilagdo da tirosina 177, que gera um sitio de
ligacdo para a molécula adaptadora Grb-2 no dominio SH2. Consequentemente, ha a
conversdo da forma inativa de Ras vinculada ao GDP para a forma ativa associada ao
GTP. O resultado final é a ativacdo de uma cascata de sinalizagéo pela via MAPK,

ocasionando proliferacio celular desordenada 2.
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Também por intermédio da interacdo com o dominio SH2, ocorre ativacéo da via JAK,
que é uma via responsavel pela regulacao do ciclo celular e proliferacdo celular. A partir
da associacdo direta entre as proteinas STATs e o dominio SH2, ocorre a ativacdo da via
JAK com formagcéo do complexo JAK-STAT e desregulago da proliferacéo celular 527,

A ativacdo da via PIBK/AKT promove aumento da sobrevida celular através de
mecanismos antiapoptoticos a partir da fosforilacdo de proteinas como Bcl2 e Bcl-x.. O
BCR::ABL1 promove o bloqueio da liberacdo do citocromo C pela mitocondria. Em
condicdes habituais, a liberacdo é necessaria para a ativacdo da caspase-3 e inicio do
processo de apoptose. A ativacdo da via PI-3 quinase aciona a proteina Akt, que possui
atividade antiapoptética. Um substrato de Akt é a proteina proapoptdtica Bad. Na via da
apoptose, Bad se liga as proteinas Bcl-2 e Bcl-x., inibindo-as e gerando morte celular. A
partir da fosforilacdo de Bad por Akt ha um bloqueio na ligacdo de Bad a essas proteinas
com consequente supressao da apoptose ?>?%). Logo, a resisténcia & apoptose é decorrente
do bloqueio mitocondrial na liberagdo do citocromo C para o citoplasma e consequente
inativacao de caspases efetoras. Como ndo ocorre a liberagcdo do citocromo C, as caspases
ndo sdo ativadas e a via de sinalizacdo de morte celular programada néo € iniciada. O
aumento na sobrevida além de promover a perpetuacao do clone maligno ainda propicia

condigbes para obtencio de mutagdes sequenciais ).

O protooncogene Myc também é alvo de BCR::ABL1. Myc converte sinais de estimulo
a mitose em alteracBes de expressdo génica sendo que seus alvos incluem genes
relacionados ao ciclo celular e apoptose. A partir da interagdo entre o dominio SH2 de
BCR::ABL1 e a por¢do C-terminal com Myc e em associacdo com Jak2, ha a ativacdo

completa de Myc e consequente estabelecimento de atividade oncogénica 229,

Ha sinais independentes de atividade de tirosina quinase do BCR::ABL1, que permitem
a sobrevivéncia das células neoplasicas, resultando em outro mecanismo que justifique a
transformacdo maligna. Foi demonstrado que o bloqueio da atividade catalitica ndo
ocasiona a completa dissociagdo do complexo molecular do cromossomo Philadelphia,
justificando dessa forma a resisténcia desenvolvida aos inibidores de tirosina quinase em
uma parcela de casos. Ha geracdo de eventos sinalizadores, que asseguram a
sobrevivéncia das células neoplasicas mesmo na auséncia de atividade de tirosina quinase

conforme é observado em casos de resisténcia ao Imatinibe (IMB) (530,
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8. Anormalidades citogenéticas adicionais (ACAS)

A maioria das ACAs correspondem a alteragbes cromossdmicas ndo balanceadas e
podem ser divididas em rota maior e rota menor. As alteracdes de rota maior sao trissomia
do cromossomo (8+), isocromossomo 17q (i17q), trissomia do cromossomo 19 (19+) e
um segundo cromossomo Philadelphia (Ph+). As alteracGes de rota menor incluem perda
do cromossomo Y (-Y), monossomia do cromossomo 7 (-7), monossomia do
cromossomo 17 (-17), trissomia do cromossomo 21 (+21) e t(3;21)(g26:922) ©*32),

A diviséo das ACAs em rota maior e rota menor foi estabelecida em 1993 com base na
frequéncia em que eram detectadas na fase acelerada e crise blastica. Posteriormente,
estudos demonstraram que as anormalidades de rota maior estdo associadas com impacto
negativo na sobrevida, no entanto foi constatado que algumas alteracdes de rota menor
conferem alto risco como por exemplo o rearranjo 3926, que esta associado com
resisténcia aos ITQs e mau progndstico 333,

As anormalidades cromossémicas mais comuns em ordem de frequéncia sao: trissomia
do cromossomo 8 (34%), segundo cromossomo Philadelphia (30%), isocromossomo 17q
(20%), trissomia do cromossomo 19 (13%), perda do cromossomo Y (8%), trissomia do
cromossomo 21 (7%), monossomia do cromossomo 17 (5%) e monossomia do

cromossomo 7 (5%) ©1:32),

A presenca de ACAs de rota maior ao diagnostico indica risco de progressdo de doenca
e configura critério para a fase cronica de alto risco/ fase acelerada. A presenca de ACAs
de rota maior ou rota menor no decorrer do tratamento também configura critério de fase

acelerada, pois indica evolucéo clonal e falha terapéutica ¢1134,

9. Diagnostico
9.1 Consideracdes gerais

A maioria dos pacientes € assintomatica e o diagnostico ocorre a partir de exames
rotineiros evidenciando leucocitose persistente e inexplicada. A investigacao diagnostica
deve entdo ser iniciada pela anamnese e exame fisico com especial atencédo a presenca de
hepatoesplenomegalia. A avaliacdo laboratorial inicial é realizada através do hemograma,
que evidencia leucocitose em geral superior a 25.000/ mm3. A contagem diferencial

evidencia acentuada granulocitose com desvio a esquerda, caracterizada por neutréfilos
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em diversos estagios de maturacdo, aumento de mielocitos, metamieldcitos sem displasia.
Anemia e basofilia assim como plaquetopenia ou plaquetose podem estar presentes no

momento do diagndstico ¢,

O aspirado de medula 6ssea é necessario para a avaliacdo citogenética e mielograma. O
mielograma fornece informacg6es necessarias para a defini¢cdo da fase em que a doenca se

encontra a partir da contagem de blastos e basofilos .
9.2 Citogenética classica (cariotipo)

O diagnostico da LMC consiste na identificacdo citogenética do cromossomo
Philadelphia e molecular do transcrito BCR::ABL1 ®. A citogenética classica por
intermédio do cari6tipo constitui a técnica padrdo ouro para evidenciar a presenca do
cromossomo Philadelphia em > 95% das metafases analisadas em uma quantidade
minima recomendada de 20 metafases. Dessa forma, € essencial para o diagnostico e
também para a identificacdo de alteracfes citogenéticas adicionais, que podem implicar
em pior progndstico, sendo que o cariétipo corresponde a Unica técnica de rotina capaz
de identifica-las. Preferencialmente, o cari6tipo deve ser realizado no material obtido
através do aspirado medular, contudo é possivel a realizacdo no sangue periférico exceto
se a indicacdo for para monitoramento da doenca em que deve ser feito apenas no aspirado
de medula 6ssea 18290 exame apresenta limitacdes pelo fato de ser um procedimento
invasivo devido a necessidade de realizacdo de aspirado medular e pela auséncia de

obtencéo de metafases suficientes em aproximadamente 5% das amostras (1829),

A Figura 3 abaixo ilustra um cari6tipo com presenca do cromossomo Philadelphia 9.
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Figura 3: Cariétipo de um paciente do sexo masculino com presenga do Cromossomo
Philadelphia originado como resultado da translocacdo reciproca entre o braco longo do
cromossomo 9 na regido 3 banda 4 e o brago longo do cromossomo 22 na regido 1 banda 1.
46,XY,t(9;22)(q34;q11). Fonte: Ankathil et al. (2020).

Em 90% dos casos é observada a translocacdo caracteristica, entretanto em
aproximadamente 5% € detectado um cromossomo Philadelphia variante, envolvendo
outros cromossomos além dos cromossomos 9 e 22. O prognéstico e a resposta ao
tratamento com ITQ nesses casos sdo semelhantes aos casos em que a translocagdo é

classica -6,
9.3 Hibridizacéo in situ fluorescente (FISH)

O exame de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) consiste em uma técnica de
citogenética molecular capaz de detectar essencialmente todos os tipos de rearranjo do
BCR::ABL1 independente do ponto de quebra, entretanto ndo € possivel a identificacdo
de alteracBes citogenéticas adicionais visto que sdo utilizadas sondas especificas para a
translocacio t(9;22) 9.

Em alguns centros, a técnica de FISH é utilizada de maneira rotineira para o diagnéstico

de LMC enquanto que o caridtipo é destinado a detec¢do de anormalidades citogenéticas
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adicionais, entretanto pode ser o exame alternativo caso ndo haja nimero suficiente de
metafases na andlise do caridtipo ou quando as metéfases apresentam baixa qualidade,

inviabilizando a correta avaliacdo citogenética (825,
9.4 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) permite a deteccdo e
monitoramento dos niveis do oncogene. Na LMC, é utilizada a RT-PCR (reacdo em
cadeia da polimerase por transcri¢do reversa), que consiste em técnica adequada para o
diagndstico visto que detecta o transcrito do gene de fuséo, que pode ser qualitativa ou
quantitativa. Se for empregada na forma qualitativa, o objetivo € o diagnostico de LMC
a partir da constatacdo do transcrito de fusdo do gene BCR::ABL1 enquanto gque a forma
quantitativa é utilizada para monitoramento dos niveis dos transcritos no decorrer da
terapia. O principio de ambas as formas é o mesmo com a diferenca de que na RT-PCR
quantitativa a quantificacdo dos niveis dos transcritos é feita por intermédio da

mensuracdo da emissdo de fluorescéncia durante a PCR ¢29),
9.5 Biopsia de medula dssea (histopatologia da LMC)

A biopsia de medula éssea na LMC em fase cronica exibe hipercelularidade global e
acentuada hiperplasia granulocitica com manutencéo da diferenciacdo e perda das células
adiposas. Ndo deve ser observada displasia nessa linhagem. Frequentemente é constatado
um aumento na quantidade de granuldcitos imaturos peritrabeculares, formando camadas
em torno de 5-10 células ao contrario de uma medula 6ssea normal em que sao observadas
camadas contendo apenas em torno de 2-3 células %37, A maturacdo granulocitica
ocorre em direcdo ao centro dos espacos intertrabeculares de forma que é possivel a
presenca de eventuais blastos entre as células granulociticas maduras no meio dos espagos
intertrabeculares, entretanto a presenca de agregados de blastos nessa localizacdo nao é
caracteristica da fase cronica %, Eosinofilia e basofilia podem ser identificadas @139,
A serie eritroide é tipicamente hipocelular, porém morfologicamente normal com
maturacdo preservada. Diante da hipercelularidade granulocitica e hipocelularidade

eritroide, a relacdo G:E é aumentada G739,

A série megacariocitica € hipercelular com presenca de formas pequenas e
hipossegmentadas, caracterizando os ‘’megacariocitos andes’’, entretanto nao
correspondem aos verdadeiros micromegacariocitos observados na neoplasia

mielodisplasica. A presenga de numerosos micromegacariocitos semelhantes aos
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observados na neoplasia mielodisplasica deve levantar a suspeita para progressdo de
doenca 1138 Pode ocorrer a formagdo de pequenos agrupamentos de megacariocitos e
identificacdo de formas ectdpicas isoladas peritrabeculares ©7,

Em aproximadamente 30% dos casos, sdo identificadas as células pseudo-Gaucher, que
correspondem a macrofagos grandes com citoplasma xantomatoso e nucleo excéntrico
lobulado ©637), Essas células contém glicolipidios fagocitados e hemossiderina,
decorrente do elevado turnover celular provocado pela doenca. Séo carreadoras do gene
BCR::ABL1 por serem progenitoras da célula-tronco leucémica ©73®. Aumento no

namero de mastocitos e plasmaocitos em localizacao perivascular é frequentemente visto
(37)

A fibrose reticulinica pode ser identificada em torno de 30% dos casos,
correlacionando-se com a quantidade de megacariécitos, contudo a fibrose acentuada €
incomum. Raramente a fibrose reticulinica é significativa a ponto de ocasionar confuséao
diagnostica com mielofibrose primaria 3%, O aumento na deposicdo de fibras
reticulinicas pode estar presente no momento do diagnostico, entretanto é mais frequente

na fase acelerada e na crise blastica 7).

Os blastos tipicamente perfazem menos de 5% da celularidade medular de forma que
quantidades superiores a 10% indicam progressao para fases subsequentes 8. A biopsia
de medula éssea pode ser realizada para identificar eventuais ninhos de blastos que ndo

foram visualizados no mielograma quando o esfregaco é insuficiente ou subétimo @2,

Foram descritos dois subtipos de LMC: Gran e Gran-Meg. O subtipo Gran é
caracterizado por proliferacdo granulocitica com auséncia ou diminuicdo na quantidade
de megacaridcitos enquanto que o subtipo Gran-Meg apresenta proliferacdo granulocitica
e megacariocitica, sendo gue 0s megacariocitos sdo ectopicos e polimdrficos com
presenca de formas pequenas e micromegacariocitos. Os subtipos apresentam histéria
natural e prognostico distintos de modo que no subtipo Gran a sobrevida € menor com
progressdo para crise blastica enquanto que no subtipo Gran-Meg a sobrevida é maior

com tendéncia & progressdo para mielofibrose ©9).

Os fatores prognosticos descritos na fase cronica anteriormente a introducéo da terapia
com ITQ eram numero de megacaridcitos, grau de fibrose reticulinica e a propor¢éo de

precursores eritroides, que isoladamente se correlacionavam com melhor prognéstico ¢,
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A fibrose reticulinica na era pré-1TQ estava relacionada a um pior desfecho, entretanto

atualmente o significado é incerto ©®.

Na fase acelerada, as alteracGes displasicas podem existir em qualquer linhagem, sendo
evidentes na linhagem megacariocitica, que exibe agrupamentos de pequenos
megacariécitos inclusive verdadeiros micromegacariécitos juntamente com aumento
significativo da trama reticulinica. Ha elevacéo na quantidade de blastos, compreendendo

o intervalo de 10-19% na medula 6ssea ou sangue periférico (84041,

A biodpsia de medula dssea em crise blastica exibe geralmente agregados difusos de
blastos, porém pode haver infiltracdo focal. Os blastos apresentam um nucléolo Unico
proeminente e significativo pleomorfismo. A mielofibrose é detectada em
aproximadamente 40% dos casos nessa fase, tornando o aspirado insuficiente e sendo

necessaria a realizacdo de bidpsia para o diagnostico de crise blastica 127,

A presenga de > 20% de blastos mieloides € necessaria para o diagnostico de crise
blastica na medula 6ssea ou sangue periférico enquanto que a deteccdo de linfoblastos
mesmo que < 10% na medula 6ssea ou sangue periférico também configura critério
diagnostico Y. Majoritariamente, os blastos sdo de origem mieloide, entretanto em cerca
de 20% a 30% dos casos a origem € linfoide de predominio B, sendo que ha relatos de
linfoblastos de origens T e NK. E possivel a ocorréncia de crise blastica de fen6tipo misto,

caracterizada pela presenca de blastos mieloides e linfoides simultaneamente ©8),

10. Tratamento
10.1 Estratificacao do risco

O primeiro escore de estratificacdo de risco desenvolvido foi o de Sokal, em 1984. Foi
elaborado na era pré-ITQ em que o tratamento consistia essencialmente em
guimioterapia. Compreende 0s seguintes parametros: idade, contagem de blastos,
contagem plaquetaria e tamanho do bago. Os resultados possiveis sdo < 0,8; 0,8-1,2 e
>1,2 e correspondem, respectivamente, as categorias baixo, intermediario e alto risco. O

objetivo é a predicdo da probabilidade de sobrevida global nos trés diferentes grupos
(13,42)

Posteriormente, foi criado o escore Euro, em 1998, que avalia a sobrevida global com
base no tratamento com interferon alfa. Em 2011, foi elaborado o escore EUTOS
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(European Treatment and Outcome Study) baseando-se no tratamento com IMB. Esse
escore determina dois grupos com diferentes probabilidades de obter resposta

citogenética completa apds 18 meses de tratamento “2),

Em 2016, o escore ELTS (EUTOS Long-Term Survival) foi desenvolvido, sendo o
escore mais moderno e que considera que com o advento da terapia com os ITQ, 0s 6bitos
ocorrem em decorréncia de causas secundarias nao relacionadas diretamente a LMC. Os
parametros utilizados sdo 0s mesmos que no escore Sokal e as categorias resultantes sao
baixo, intermediario e alto risco. O objetivo é determinar o risco de obito relacionado a

LMC em trés grupos distintos 342,

Vérios estudos demonstraram que o escore ELTS € superior em identificar as
populacbes de alto risco, é melhor preditor em relagdo ao risco de 6bito decorrente de
LMC e também de se obter as respostas citogenética completa e molecular maior.

Portanto, atualmente é o escore preferencialmente recomendado (343),
10.2 — Inibidores de tirosina quinase (ITQ)

O tratamento padrdo para a LMC consiste na administracdo de 1TQ, que correspondem
a pequenas moléculas, também utilizadas para tratamento de tumores sélidos. O
desenvolvimento da terapia com base nos ITQ na LMC resultou em um acentuado
aumento na sobrevida semelhante ao de individuos saudaveis, ressaltando dessa forma a
importancia da terapia alvo. Anteriormente a descoberta dos ITQ, a LMC era fatal a longo
prazo “4*®. Diferem entre si em relacdo a poténcia, atividade contra as mutacdes em

BCR::ABL1, farmacocinética e efeitos adversos %,

O IMB é a opcdo inicial de tratamento da LMC com excec¢do dos casos diagnosticados
durante a gestacdo visto que os ITQ sdo teratogénicos. No inicio do tratamento, pode ser
utilizada hidroxiureia em pacientes sintomaticos com altas contagens leucocitarias ou
plaquetarias enquanto a confirmacgédo citogenética e molecular esta pendente. O IMB
corresponde a um ITQ de primeira geracao, que se liga a forma inativa do BCR::ABL1.
Atua através da inibicdo competitiva do sitio de ligagdo do ATP no dominio de quinase
subsequentemente bloqueando a habilidade do BCR::ABL1 de fosforilar os residuos de

tirosina “4-6), conforme demonstrado na Figura 4 abaixo “7.
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Figura 4 — Representacao esquematica do mecanismo de agdo do IMB. (A) A molécula de ATP
ocupa o seu sitio de ligagdo na por¢do ABL da oncoproteina BCR::ABL e promove a fosforilagdo
do substrato, que entdo se dissocia e efetua contato funcional com a molécula efetora, ativando a
via de sinalizagdo intracelular, que ocasiona a leucemogénese. (B) O IMB compete pelo sitio de
ligacdo do ATP de forma que, quando esté ligado, impede a fosforilagdo do substrato, bloqueando
consequentemente a ativagdo da via de sinalizacdo pela molécula efetora. Fonte: Mughal et al.
(2006).

Foi o primeiro inibidor de tirosina quinase a ser aprovado para uso nos Estados Unidos
pelo FDA (Food and drug administration) em 2001, iniciando a terapia alvo para cancer

com 0 uso de ITQ (449,

Os inibidores de segunda geracdo sdo mais potentes do que o IMB e incluem:
Dasatinibe, Nilotinibe e Bosutinibe. O Ponatinibe é um inibidor de tirosina quinase de
terceira geracdo, sendo mais potente do que todos os outros anteriormente descritos. O
uso esta destinado aos pacientes com a mutagdo T3151 ou com resisténcia a dois ou mais
ITQ “6),

10.3 Orientac0Oes para tratamento

No diagnostico inicial, a escolha do ITQ a ser utilizado depende do objetivo do
tratamento, idade, presenca de comorbidades, escores de Sokal e ELTS, custo e

disponibilidade da medicagdo 3. Os principais objetivos da terapia sdo normalizagéo
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da sobrevida e obtencdo de resposta molecular profunda prolongada . Para primeira
linha de tratamento em fase cronica estdo disponiveis IMB e os inibidores de segunda
geracdo (Dasatinibe, Nilotinibe e Bosutinibe), sendo que todos os inibidores de segunda

geracdo sao superiores ao IMB e a superioridade € mais evidente nos grupos de alto risco
(13)

Se a LMC for diagnosticada em fase cronica de alto risco, a recomendacgédo para o

tratamento inicial é pelos inibidores de segunda geracdo preferencialmente o Dasatinibe
(48)

Na crise blastica podem ser utilizados ITQ de segunda geracdo ou terceira geracdo com
ou sem quimioterapia para alcancar a segunda fase cronica e entdo realizar o transplante
de medula 6ssea alogénico 349, A escolha da quimioterapia depende do tipo de crise
blastica, se mieloide ou linfoide. Na crise blastica linfoide, podem ser utilizados
protocolos para LLA com vincristina e prednisona enquanto que na crise blastica mieloide
os protocolos sdo semelhantes aos utilizados para LMA e envolvem antraciclina e
citarabina 4850 Para todos os pacientes em fase cronica de alto risco ou crise blastica o
transplante alogénico deve ser considerado “®.

10.4 - Intolerancia/ Toxicidade

A intolerancia a terapia ocorre na presenca de efeitos colaterais que ndo podem ser
manejados a partir da reducdo da dose do medicamento ou tratamento dos sintomas,

resultando em interrupcéo do tratamento atual e substituicdo por outro ITQ GV,

Cada ITQ apresenta perfis de toxicidade distintos, sendo necesséaria ponderagdo no
momento de escolha para tratamento. A maioria € bem tolerada e na presenca de

toxicidade, o reajuste da dose geralmente normaliza o quadro .
10.5 - Alvos do tratamento

O objetivo do tratamento da LMC é obtencdo de respostas hematologica, citogeneética
e molecular maior de longa duracdo. A resposta hematoldgica completa é definida como
contagens leucocitaria e plaguetaria normais e desaparecimento dos sintomas
relacionados a LMC. A resposta hematoldgica parcial é definida como um decréscimo na
contagem leucocitaria inferior a 50% do valor inicial anterior ao tratamento ou
normalizacdo dos niveis de leucocitos, porém com esplenomegalia persistente ou

presenca de blastos no sangue periférico @4,
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A resposta citogenética, avaliada preferencialmente pelo cariétipo, é mensurada a partir
da quantificacdo de células Ph+ remanescentes apds a implementacéo da terapia. Divide-
se em completa, parcial, minor e minima. A resposta citogenética completa é definida
como auséncia de metafases Ph+ nas células da medula 6ssea. Na resposta citogenética
parcial séo encontradas de 1 a 35% de celulas Ph+ enquanto que na resposta citogenética
minor ha entre 36%-65% de células Ph+. Na resposta citogenética minima ha 66%-95%
de células Ph+ (336,

A resposta molecular, avaliada através da técnica de PCR quantitativo, € mensurada
com base no descréscimo na quantidade de células contendo a oncoproteina p210. Divide-
se em resposta molecular precoce, resposta molecular maior e resposta molecular
profunda/ indetectavel. Na resposta molecular precoce os niveis de BCR::ABL1 sdo iguais
ou inferiores a 10% em 3 a 6 meses apds o inicio do tratamento, ou seja, houve uma
reducdo de 90% ou mais na quantidade de células leucémicas. Uma resposta molecular
de BCR::ABL1 < 1% € equivalente a resposta citogenética completa. Na resposta
molecular maior (RMM ou MR?), ha um decréscimo de BCR::ABL1 para 0,1% (BCR-
ABL1 <0,1%). A resposta molecular profunda (RM*, RM*® ou RM®)/ indetectavel ocorre
quando os niveis da oncoproteina sao iguais ou inferiores a 0,01% (BCR::ABL1 <0,01%).
A expressdo resposta molecular completa deve ser evitada e substituida pelo termo

leucemia molecularmente indetectavel (LMI) (141846),
10.6 — Transplante de medula éssea

O transplante de medula 6ssea com células-tronco alogénico € destinado aos casos com
resisténcia ou intolerancia a multiplos ITQ. Falha de resposta com Ponatinibe ap6s 3
meses de tratamento indica alto risco de progressao e também constitui critério para
transplante. Outras indicacGes incluem diagndstico ja em fase crénica de alto risco e sem
resposta adequada ao tratamento, progressdo para fase cronica de alto risco em vigéncia
de tratamento, diagnostico inicial ou progressao para crise blastica “®). Nesse contexto,
o transplante deve ser realizado assim que uma segunda fase crdnica for atingida visto
gue o desfecho é melhor na fase crénica do que se efetuado na fase cronica de alto risco

ou crise blastica 3,
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11. LMC resistente

A LMC pode apresentar resisténcia primaria ou secundaria. A resisténcia primaria
refere-se a auséncia de resposta hematologica, citogenética ou molecular nas etapas
iniciais do tratamento enquanto que a resisténcia secundaria ocorre quando ha perda de

resposta prévia 259,

A incidéncia de resisténcia € em torno de 10% em 10 anos de tratamento, ou seja, 1%
ao ano ®¥, Diante de falha no tratamento, deve ser investigada a causa. Dessa forma, é
necessario averiguar se a adesdo a medicacao esta adequada e se ha alguma interagéo
medicamentosa visto que pode interferir na absorcdo e metabolismo dos ITQ. A falta de
adesdo a medicacdo pode ser decorrente da presenca de efeitos colaterais. Apds a exclusédo
dessas possiveis causas, uma avaliacdo completa de resisténcia deve ser efetuada e inclui:
exame fisico, hemograma, mielograma, bidpsia de medula éssea, cariétipo de medula
Ossea e pesquisa de mutacdo no gene BCR::ABL1 3. Dessa forma, deve ser efetuada
nova avaliacdo medular para confirmacgdo da fase da doenca e existéncia de alteracbes
citogenéticas adicionais juntamente com a troca para um inibidor de tirosina quinase de

segunda geragdo ™.,

Os mecanismos de resisténcia aos ITQ podem ser dependentes ou independentes de
ABL1. A resisténcia independente de ABL1 € mais comumente vista na resisténcia
priméaria e compreende instabilidade genémica, quiescéncia de células-tronco leucémicas
e processos bioldgicos que interferem com a biodisponibilidade dos ITQ, resultando em
baixos niveis plasmaticos. Ha ativacdo de vias de sinalizacdo alternativas no contexto de
inibicdo eficaz de BCR::ABL1 que ocasionam resisténcia. A resisténcia secundaria
envolve mecanismos dependentes de BCR::ABL1 que sdo capazes de subverter a inibigdo
eficaz do oncogene e incluem mutacdes em BCR::ABL1, amplificacdo génica e aumento

da expressdo 259,

12 - Nichos da medula éssea
12.1 - Introducéo

As células-tronco hematopoiéticas (CTH) possuem capacidade evolutiva intrinseca de
autorrenovacao e diferenciacdo em todas as linhagens hematopoiéticas com o proposito

de manter a dindmica da producgéo sanguinea. No inicio da década de 70, foi proposto que
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0 microambiente local da medula 6ssea, denominado de nicho, fornecia importantes
estimulos para a autorrenovacdo e diferenciacdo das CTH. Em 1978, a hipdtese foi
oficialmente formulada por Ray Schofield, que estabeleceu que o nicho é responsavel
pelo controle da quiescéncia e entrada das CTH no ciclo celular ao fornecer informacoes
a respeito do estado funcional do organismo e, consequentemente, definindo o destino

das CTH em direcéo a autorrenovacio ou diferenciagio ©°.

De acordo com Schofield, o nicho deve fornecer sinais autocrinos, endocrinos e
paracrinos para que as CTH se renovem ou se diferenciem durante a hematopoiese. Sdo
descritos dois nichos: osteobléastico (endosteal) e perivascular ®¢5), Os métodos de
comunicacédo celular dentro dos nichos ocorrem através de contato celular direto e por

intermédio de ligacdo via receptores de superficie ©8),

As CTH estdo presentes em ambos o0s nichos de modo que sdo reguladas
funcionalmente por mecanismos distintos. O nicho endosteal esta localizado ao redor da
superficie Ossea, sendo habitado por osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos, células
estromais mesenquimais e células T reguladoras ao passo que no nicho perivascular sdo
encontradas células endoteliais sinusoidais, pericitos e células de Schwann néo
mielinizadas. Outro tipo celular que faz parte do microambiente medular € a célula

adiposa, que esta distribuida ao longo da medula 6ssea ©&57),

O Quadro 3 indica os principais tipos celulares encontrados nos nichos com 0s

respectivos fatores secretados/ expressos e sua fungéo ©9,
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Tipos celulares e o papel nos nichos da medula 6ssea

N&o hematopoiéticos Fatores secretados ou expressos Funcéo nos nichos

Osteoblastos

CSF3, Osteopontina/CD44

. Controle da expansédo das CTH e
autorrenovacao

. Regulacédo das CTH:
enderegcamento, quiescéncia e
mobilizacao

mielinizadas

Oste0citos CSF3 . Regulacdo dos osteoblastos
. Diferenciacdo em osteoblastos,
Células mesenquimais CXCL12, SCF ST IS & EalIgE e
. Potencializa a diferenciacdo das CTH
e manutencao
Células CAR CXCL12 - Manutencdo dasCTH ___
. Manutencéo dos progenitores linfoides
Células de Schwann n&o TGFp . Quiescéncia das CTH

Sistema nervoso simpatico

Catecolaminas

. Controle da liberacéo circadiana das
CTH

Adipdcitos

Adiponectina

. Regulacdo negativa da homeostasia

Células endoteliais

Osteoclastos

E-selectina, P-selectina, VCAM-1

Enzimas proteoliticas

. Manutencédo das CTH

. Aumento da quiescéncia e

autorrenovacdo das CTH
Hematopoiéticos Fatores secretados ou expressos Funcéo nos nichos

. Manutencéo das cavidades do nicho
osteobléstico

. Mobilizacdo das CTH

. Mobilizacdo das CTH

Macrdéfagos Prostaglandina E2, Oncostatina M . Retencéo das CTH no nicho
osteoblastico
. Promocdo de eritropoiese
. Regulacdo do crescimento das CTH
Linfécitos -

. Papel importante de células T
reguladoras na tolerancia imunologica

CAR: CXCL12-abundant reticular. Fonte: Khattab et al. (2024).
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Na regido perissinusoidal, as CTH sdo mantidas em um estado menos quiescente pela
acdo de CXCL12 e do fator de célula-tronco (SCF) por celulas endoteliais e células
reticulares com abundante CXCL12 (CAR). No nicho endosteal, as CTH sdo mantidas
em estado de quiescéncia a partir da interacdo dos tipos celulares que nele residem. As
células mesenquimais estromais de ambos os nichos apresentam semelhancas, porém foi
proposto que as células estromais mesenquimais endosteais promovem a quiescéncia das

CTH e as células estromais perivasculares incentivam a proliferacdo das CTH ¢7:%9),

A populacdo de células mesenquimais apresenta uma estreita relacdo nos nichos visto
que as células estromais mesenquimais se diferenciam nas linhagens adipocitica,
condrogénica e osteogénica, entretanto as diferentes células progenitoras podem exercer
efeitos distintos sobre as CTH como, por exemplo, os adipdcitos, que sdo fonte de SCF e
atuam na manutencdo das CTH, mas também podem atuar como reguladores negativos
por inibirem a formagé&o de sinusoides. Os osteoblastos, por sua vez, atuam sobre as CTH

através do controle da expansio, quiescéncia e mobilizagio 659

Existe uma relagéo funcional entre o nicho endosteal e as CTH visto que osteoblastos
secretam o fator estimulador do crescimento de colénicas granulociticas (G-CSF) e
osteopontina (OPN), que promovem a manuten¢do na quantidade de células progenitoras
CD34+ na medula 6ssea. As CTH se deslocam na medula 6ssea através da secre¢do de
CXCL12/CXCR4 e VCAM-1/VLA-4 por osteoblastos e acdo de fibras nervosas
simpaticas, logo desempenham funcdo de enderecamento das CTH na medula 6ssea e
retencdo no nicho endosteal ¢

As células endoteliais e estromais perivasculares promovem a manuten¢do das CTH.
As células endoteliais da medula dssea sao responsaveis pela producdo de fatores que
asseguram a manutencdo e regeneracdo das CTH como SCF e CXCL12. As células

estromais LepR* também produzem essas proteinas, assegurando a homeostasia das CTH
(58)
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A Figura 5 ilustra o microambiente da medula 6ssea ©2).
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Figura 5: Representagdo dos nichos da medula éssea. O microambiente medular é constituido por

diferentes populagbes celulares, que contribuem de maneira coordenada para a regulacdo da

hematopoiese a partir da interacdo entre os nichos osteoblastico e perivascular. Fonte: Krause et al.
(2015).

Muitas células modulam diretamente ou indiretamente as CTH e o0s nichos por
mecanismos distintos das células endoteliais e estromais perivasculares. A reducdo na
quantidade de mondcitos e células dendriticas ocasiona a mobilizacdo das CTH devido a
modificacdo na expressdo de CXCL12 pelas células estromais e mudanca na
permeabilidade das células endoteliais. Uma parcela de macréfagos proporciona a
quiescéncia das CTH a partir da liberacdo de TGF- assim como os megacariocitos, que
estdo localizados na regido perivascular proximo as CTH e exercem influéncia sobre os
nichos através da producgéo da citocina CXCL4, que inibe a proliferacdo das CTH, e TGF-

B, que as mantém em estado quiescente ¢>%9),

A arquitetura da medula 6ssea é fundamental para a integridade do comportamento das
CTH de modo que a localizacdo precisa dos diferentes tipos celulares nos nichos exerce
influéncia sobre as CTH, especificamente no estado de quiescéncia ©®6Y. Estudos

experimentais em que o remodelamento dos nichos foi induzido a partir da delecdo de
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tipos celulares como células LepR+, megacariocitos e células de Schwann, demonstraram
declinio da hematopoiese e, a longo prazo, faléncia medular. Logo, constata-se que 0s
diferentes tipos celulares exercem coletivamente influéncia sobre o funcionamento das
CTH (59,62,63)

Algumas células precursoras de determinadas linhagens apresentam localizagdes
especificas no microambiente medular. Ha progenitores linfoides que residem proximo a
regido endosteal onde dependem de CXCL12, produzido por osteoblastos enquanto que
h& uma parcela de progenitores linfoides que reside proximo de arteriolas para obtencao
de SCF, produzido por células estromais LepR™. Progeniores eritroides estdo localizados

adjacente aos sinusoides onde também dependem de SCF, produzido por células LepR™
(58)

Em condicGes estaveis do organismo, os niveis das CTH e a liberacdo de células
hematopoiéticas na corrente sanguinea apresentam oscila¢6es circadianas no decorrer do
dia e da noite em virtude da producdo de CXCL12 pelos nichos. Foram observadas
flutuacBes circadianas nos niveis de norepinefrina e TNF, que ocasionam aumento
temporario na quantidade de melatonina e espécies reativas de oxigénio nos
compartimentos medulares ®%®%). A melatonina promove autorrenovacdo das CTH e
protege as células estromais dos nichos dos efeitos toxicos negativos provocados pelas
espécies reativas de oxigénio ®%), Logo, foi constatado que os nichos oscilam entre um
estado de estresse inflamatorio, ocasionado pelo aumento de TNF e espécies reativas de
oxigeénio, e um estado livre de estresse, evidenciando um papel importante da melatonina

na protecdo dos nichos, que estdo em constante equilibrio dinamico diério 9.
12.2 — Remodelamento dos nichos da medula 6ssea

O remodelamento dos nichos pode ocorrer através de uma resposta frente a um estresse
agudo ou cronico, tratamento citotdxico, infeccdes e malignidades. Essas condigfes
podem gerar a liberacdo de citocinas proinflamatorias, que recrutam as CTH quiescentes

para o ciclo celular com consequente remodelamento do nicho perivascular %),

A resposta dos nichos diante de um evento estressor como por exemplo presenca de
lipopolissacarides, produzidos por infeccdo bacteriana, pode ser evidenciada no
recrutamento das CTH quiescentes para entrada no ciclo celular e diferenciagio ©%67),
Posteriormente, hd a saida de neutr6filos da medula dssea, acompanhada de

remodelamento da vasculatura sinusoidal ¢%. A irradiacdo de corpo inteiro, outro evento
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estressor, afeta as células estromais dos nichos, pois sdo altamente sensiveis a irradiacéo,
no entanto ocorre rapida recuperacdo devido a& mobilizacdo dos megacariocitos
remanescentes para 0 nicho osteoblastico ®°%8). A partir desse povoamento na superficie
do nicho, é observado aumento na linhagem osteoblastica, restaurando a configuracéo e
constituicdo do nicho a partir da mobilizacdo das CTH. Paralelamente a recuperagéo
osteoblastica, h& dilatacdo e congestdo da vasculatura sinusoidal acompanhada de
progressivo decréscimo e degeneracéo adiposa subsequente %69,

A desregulacdo nos nichos tambem pode ser desencadeada pelo envelhecimento e
malignidades hematoldgicas crénicas como neoplasia mielodisplasica e neoplasias
mieloproliferativas, que cursam com hematopoiese ineficaz ®°7. Atualmente, ndo é bem
compreendido quais os tipos celulares estdo envolvidos no mecanismo de desregulacédo
da homeostasia das CTH, impactando na sua sobrevivéncia e geracao de clones malignos.
Dessa forma, torna-se evidente a complexidade morfoldgica e funcional dos nichos da
medula dssea assim como a possibilidade de serem alvos terapéuticos para interferir no

suprimento de estados patolagicos ¢°79,

O processo de envelhecimento constitui um fator de risco importante para o decréscimo
funcional das CTH e desenvolvimento de malignidades hematolégicas ©%. O
envelhecimento desencadeia o remodelamento cronico dos nichos devido a um aumento
nas células adiposas e reducdo das células osteogénicas /?. O desbalanco ocorre pela
reprogramacao dos precursores mesenquimais em direcdo a diferenciacdo adiposa
associado & senescéncia estromal ©%7®. Nesse contexto, o remodelamento altera a
diferenciacdo celular, podendo resultar em aumento da mielopoiese, trombopoiese e
hematopoiese clonal. Logo, ha risco aumentado para o desenvolvimento de neoplasias
mieloides no contexto de envelhecimento, porém é desconhecida a conexdo precisa entre
remodelamento dos nichos, expansdo mieloide, hematopoiese clonal e ocorréncia de

malignidades hematoldgicas cronicas ©9.

No transplante de medula 0ssea, ha agressao dos nichos pelas medicacdes citotoxicas
utilizadas e irradiacdo. Sdo desconhecidos quais mecanismos dos nichos afetam a longo
prazo a taxa de sucesso dos transplantes, contudo sabe-se que fatores como Sfrpl/2 e
Whntba, que ndo atuam na manutencdo do equilibrio dos nichos de maneira significativa
em condi¢bes habituais, sdo necessarios para o0 sucesso da regeneracdo das CTH

quiescentes. Dessa forma, o conjunto de proteinas envolvidas na restauragdo dos nichos
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apos o transplante difere das proteinas envolvidas essencialmente na homeostase dos

nichos em condicdes fisiologicas %7479,

Perturbacbes no nicho podem ocasionar colapso hematopoiético com transformacao
maligna e desenvolvimento de leucemia a partir da mudanga no comportamento das CTH
(5559 As células-tronco leucémicas possuem a capacidade de converter nichos saudaveis
em malignos para promover a sua sobrevivéncia e proliferacao, logo usufruem dos nichos
da medula 6ssea para evadir da morte celular provocada pela quimioterapia, ocasionando,
consequentemente, quimioressisténcia ©®. As células-tronco leucémicas agravam a
desregulacdo da hematopoiese devido a criagdo de seu proprio microambiente, voltado
para a manutencdo das celulas neoplésicas e incapaz de fornecer os sinais necessarios

para promover a manutencdo das CTH normais e hematopoiese ¢,
12.3 — Remodelamento maligno dos nichos da medula 6ssea nas neoplasias

A transformacdo maligna ocasionada pela desregulacdo dos nichos é um processo
gradual aliado a producéo de citocinas inflamatorias e fatores de crescimento, que como
resultado promovem mielopoiese as custas da manutengdo das CTH (),

Diante do contexto neoplasico, a microarquitetura dos nichos é distorcida com
alteracOes osteopénicas conforme demonstrado por estudos histoldgicos nas neoplasias
mielodisplasicas e neoplasias mieloproliferativas ©®’). N&o sio completamente
conhecidos 0s mecanismos responsaveis pela distor¢cdo arquitetural dos nichos, mas foi
demonstrado que os nichos promovem a manutencao das células malignas por intermédio
da via inflamatéria NFkB, que gera ativacdo estromal, e da producdo de citocinas
proinflamatérias como IL6 e TGFpB1. Constatou-se em culturas que as células
mesenguimais estromais nas neoplasias mielodisplasicas e neoplasias mieloproliferativas
apresentam alteracdes inflamatorias em comparacédo as células mesenquimais estromais

saudaveis, evidenciando que a inflamacao estromal esta relacionada ao remodelamento
(78-80)

As células endoteliais no nicho perivascular reduzem a transformacao proinflamatoria
das celulas estromais, desencadeando, portanto, um efeito protetor na manutencdo da
hematopoiese. Em compensacdo, a permeabilidade vascular esta significativamente
aumentada na LMA de modo que o direcionamento de alvos terapéuticos contra a
producdo de espécies reativas de oxigénio e Oxido nitrico aumenta a resposta a

quimioterapia ®182, Nas neoplasias mieloproliferativas, a ativagdo constitutiva da via
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NF«B resulta em sobrevivéncia das células oncogénicas nos nichos, logo a utilizacéo de
terapias direcionadas contra essa via ocasiona morte das células malignas e consequente
restauracdo dos nichos. Dessa forma, o estudo aprofundado dos nichos pode levar ao
desenvolvimento de terapias alvo capazes de restabelecer o microambiente medular

necessario para a manutencéo das CTH e eliminar os nichos malignos remodelados 8%,
12.4 - Remodelamento maligno dos nichos da medula 6ssea na LMC

A terapia com ITQ é eficaz no tratamento da LMC, contudo com frequéncia ndo ocorre
a erradicacdo das células-tronco leucémicas e, consequentemente, h& recidiva e
persisténcia da doenca. Acredita-se que um dos motivos para a persisténcia dessas células
seja devido aos nichos medulares funcionalmente alterados, que conferem protecéo a elas.
Os nichos sdo remodelados para conferirem aporte as células-tronco leucémicas,
contribuindo dessa forma com a sua manutencdo. Paralelamente, o microambiente

medular se torna hostil para as CTH normais (624,

Durante a progressdo leucémica, as células neoplasicas sdo capazes de reprogramar o
seu nicho com o intuito de intensificar a proliferagdo desordenada e comprometer a
hematopoiese normal. Estudos demonstram que fatores mesenquimais derivados do nicho
como CXCL12, Wnt e IL-1 promovem a manutencdo do estado de quiescéncia das
células-tronco leucémicas, protegendo-as consequentemente da acdo dos ITQ. A
superexpressdo de citocinas inflamatérias como TNF-o em associagdo com quimiocinas
provenientes do nicho remodelado proporciona as células-tronco leucémicas uma

vantagem proliferativa em relaco as CTH normais (6:8586),

Na LMC, a desregulagdo molecular dos nichos foi demonstrada a partir da constatagéo
da reducdo da quimiocina CXCL14 no compartimento estromal da medula déssea por
Dolinska et al (2023). A restauracdo da expressdo de CXCL14 resultou em supressao da
manutencdo das células-tronco leucémicas e potencializou a acdo dos ITQ. Logo,
CXCL14 pode corresponder a um novo alvo terapéutico na LMC (79,

As selectinas e integrinas sdo proteinas envolvidas no processo de enderecamento e
adesdo das CTH. A expressdo de integrinas permite que as CTH se liguem a VCAM-1 no
endotélio da medula dssea e a fibronectina na matriz extracelular. Integrinas como VLA4
e VLAS interagem com E-selectina e P-selectina, expressas constitutivamente na
superficie do endotélio. CXCL12 corresponde a uma quimiocina com fungdo de

quimiotaxia para as CTH através de seu receptor CXCR4 juntamente com as integrinas
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B1 e B2. Por intermédio dessas multiplas interagdes, ocorre o enderegamento e adesao das

CTH ®7.

Foi demonstrado que as células-tronco leucémicas apresentam diversas anormalidades
nas moléculas de adesdo. Apresentam a integrina Bl disfuncional, que provoca
diminuicdo da ades&o ao estroma, contudo ndo ha decréscimo na expresséo de VLA4 e
VLADS. Devido a perda de fungédo da integrina 1, as células-tronco leucémicas podem se
redistribuir no sangue periférico e em outros 6rgéos, provocando infiltracdo extramedular
(88), Ha expressdo reduzida de CXCR4 e quimiotaxia deficiente por CXCL12. A partir de
mecanismos alternativos, as células-tronco leucémicas sdo capazes de aderir e
permanecer na medula dssea, apesar da perda de funcionalidade dessas moléculas de

adesdo (67:89),

A E-selectina, uma molécula de adesdo expressa em células endoteliais e ativada por
citocinas, é uma das principais proteinas do nicho perivascular e juntamente com o seu
ligante CD44 promove a adesdo das células-tronco leucémicas no nicho ©?. Na LMC, foi
demonstrado que a interrupcao da interacdo entre a E-selectina e CD44 com as células-
tronco leucémicas impede a ligacdo ao endotélio e juntamente com a associa¢do ao uso
de IMB ha maior erradicacdo das células malignas em comparagdo com o uso de IMB

isolado ©7),

Observou-se que ha interagdo entre as células-tronco leucémicas e o nicho perivascular
a partir de experimentos com camundongos tratados com um inibidor de E-selectina
(GMI-1271) visto que nesses animais houve reducdo da interacdo entre essas células e o
endotélio. As células leucémicas apresentavam uma localizacdo distante do nicho
perivascular quando foram tratadas com GMI-1271 e IMB simultaneamente. Foi
constatado ainda aumento na sobrevida, reducdo nos clones leucémicos, prejuizo ao
enderecamento das células-tronco leucémicas na medula 6ssea e baco, e reducédo

esplénica €7,

A reprogramacéo das fungdes celulares dos nichos pode ser ocasionada pela liberagéo
pelas células neoplésicas de exossomos (vesiculas de comunicacdo) contendo
microRNAs e anfiregulina, que sdo direcionados as células estromais adjacentes @30, A
partir da transferéncia de miR-92a, ha ativagéo da via de sinalizagdo SRC, que induz a
fosforilagdo de AKT e geracgdo de sinais oncogénicos por BCR::ABL1. A secre¢do através

de exossomos de anfiregulina eleva a adesdo das células-tronco leucémicas e
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sobrevivéncia por ativacao da via do fator de crescimento epidermico (EGFR). Também
ocorre aumento na secrecao de I1L-8, que estimula as células endoteliais a aumentarem a
expressdo das moléculas de adesdo ICAM-1 e VCAM-1, consequentemente elevando a

adesdo das células-tronco leucémicas na regido endotelial €82,

A presenga de areas hipoxicas na medula déssea constitui regides do microambiente
favoraveis devido aos niveis aumentados de fatores indutores de hipdxia (HIF), que séo
importantes para a proliferacdo, quiescéncia, resisténcia aos ITQ e sobrevivéncia das
células-tronco leucémicas. Nas regifes medulares hipoxicas, € observado aumento na
transformacdo das CTH em células-tronco leucémicas. Logo, 0 microambiente hipdxico

é favoravel as células-tronco leucémicas 893,

13 - CD44

13.1 — Estrutura molecular

CD44 corresponde a uma glicoproteina multiestrutural e multifuncional, que apresenta
duas isoformas: CD44s (isoforma padrdo) e CD44v (isoforma variante). O gene
responsavel pela codificacdo de CD44 esta localizado no cromossomo 11p13. Esse gene
apresenta dois conjuntos de éxons, sendo um constante e 0 outro variavel. O conjunto
constante compreende 0s éxons 1-5 e 16-20, que sdo processados em conjunto atraves de
splicing e originam o transcrito, que resulta na isoforma CD44s. O conjunto de éxons
variaveis compreende os éxons 6-15, que sdo processados de modo alternativo (splicing
alternativo) e inseridos junto aos éxons do conjunto padrdo, originando diferentes

combinagcdes de transcritos, que resultam na isorfoma CD44v (4%,

A estrutura génica de CD44 esta representada na Figura 6 ),
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Figura 6: Estrutura génica de CD44. A isoforma CD44s é codificada pelos éxons 1-5 e 16-20
enquanto que a isoforma variante (CD44v) sofre splicing alternativo envolvendo os éxons 6-15.
Fonte: Szatanek et al. (2021).

E uma glicoproteina transmembrana com peso molecular de 80-100 kDa, localizada
predominantemente na regido extracelular. A porcdo carboxiterminal da proteina esta
localizada na regido intracelular e interage com o citoesqueleto da célula através do
dominio citoplasmatico enquanto que a extremidade amino-terminal esta localizada na
regido extracelular e interage com o microambiente incluindo o seu ligante mais

especifico: hialuronano (HA) ©49),

A isoforma padrdo (CD44s) é expressa em diversos tecidos como pele, figado, pancreas
e pulmdes. A isoforma variante (CD44v) apresenta uma distribuicdo restrita a

queratindcitos, linfocitos ativados, macrdfagos, estbmago, bexiga e cérvice uterina ©4%),

A estrutura molecular de CD44 em suas formas padrdo (CD44s) e variante (CD44v)

esta representada na Figura 7 ©),
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Figura 7: Estrutura molecular de CD44 em suas formas padrdo (CD44s) e variante (CD44v).
Fonte: Szatanek et al. (2021).

13.2 - Func0es bioldgicas

CDA44 apresenta maltiplas fungdes, que incluem adesdo celular (agregacao e migragéo),
enderecamento e sinalizacdo celulares. A justificativa para a multifuncionalidade proteica
¢ 0 processamento alternativo do pré-RNAm (splicing alternativo) juntamente com
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modificagdes pds-traducionais nos sitios de ligacdo da proteina como fosforilacdo,

glicosilago e adicdo de glicosaminoglicanos (°4%),

A principal funcéo é relacionada a adesdo, que permite a interacéo entre células ou entre
célula e matriz extracelular. E caracteristico 0o aumento na expressdo de CD44 em
linfocitos T ativados apds contato antigénico. Nesse contexto, ha a adesdo de linfocitos T
ao endotélio vascular por meio de seu ligante, HA, resultando desse modo em

extravasamento linfocitario para os sitios de inflamagéo 4,

A funcéo de enderecamento € executada por CD44 localizado na superficie de linfocitos
visto que interage com a proteina adressina, presente nas vénulas de endotélio alto nas

placas de Peyer, e direciona a migracao dos linfcitos para os linfonodos 4.

A sinalizacdo celular mediada por CD44 ¢é exemplificada a partir da emisséo de sinais
inicializadores de proliferacdo para as linhagens hematopoiéticas, contribuindo
consequentemente para a mielopoiese e linfopoiese 4. Foi demonstrado que o bloqueio
de CD44s em camundongos inibe a linfopoiese a longo prazo em culturas de medula 6ssea
e também inibe o enderecamento de linfocitos T precursores aos linfonodos e timo ©7).

Na medula dssea, 0 CD44 ¢ altamente expresso nas CTH, especialmente naquelas
localizadas no nicho osteoblastico, e em precursores eritroides, porém a expressdo reduz
a medida que ocorre 0 amadurecimento da linhagem. O CD44 promove regulacdo das
CTH e do microambiente influenciando na composicdo da matriz extracelular, captura e
liberacdo de citocinas/quimiocinas, ancoragem proteica ao citoesqueleto e consequente
transducdo de sinal, e degradacdo por clivagem proteolitica da matriz extracelular

repercutindo dessa forma na adeso, enderecamento, migragdo e quiescéncia ©7.

O CD44s constitui o receptor mais comum de HA, sendo que atua no seu metabolismo
através da sintese e degradacio ©”). CD44 é importante para a manutencio das CTH no
nicho osteoblastico, pois sintetizam e expressam HA. A expressdo de HA associada a sua
interacdo com CD44 e as CTH se correlaciona com a migracdo seletiva das CTH em
direcdo ao nicho osteoblastico. Desse modo, CD44 e HA sdo importantes no

enderecamento das CTH no microambiente medular ©®),
13.3 — CD44 nas neoplasias e na LMC

A interacdo entre CD44 e HA possibilita o desenvolvimento e crescimento tumorais.

As células tumorais que expressam CD44 se relacionam com a matriz extracelular através
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de seus ligantes como HA, fibronectina, osteopontina e colageno, resultando em
colonizacdo eficaz. Acredita-se que a isoforma CD44s esteja envolvida com a ocorréncia
de invasdo tumoral e metastases devido a funcio de adesdo a matriz extracelular ©¥. A
ligacdo entre CD44 e HA promove ativacado de vias de sinalizacdo como PI3 kinase-AKT,
resultando em invasao tumoral, proliferacdo e quimiorresisténcia. Dessa forma, a inibicao
farmacoldgica de CD44 tem sido relacionada ao aumento da sensibilidade a

quimioterapia nas células tumorais ©9,

Os carcinomas que se originam em epitélios contendo CD44v na superficie, em geral,
mantém a sua expressdo inclusive em altas concentracfes, porém os achados apresentam
variagdes como por exemplo nos carcinomas escamosos pulmonares, que expressam
CD44 enquanto que nos demais tipos histoldgicos a expressdo € baixa ou ausente. Em
carcinomas pancreaticos foi observada a presenca da variante CD44 v6, que também ¢é
encontrada no epitélio ductal pancreédtico habitual. A mesma variante também é
observada nos carcinomas colorretais. A expressdo em sarcomas também € variavel visto
que no sarcoma epitelioide e angiossarcoma ha alta expressdo de CD44 enquanto que no

lipossarcoma e sarcoma de células claras a expresséo é baixa 4.

As células neoplasicas no cancer de mama expressam CD44s e CD44v, que foram
relacionados ao aumento da capacidade de progressdo de doenca e potencial metastatico.
A colocalizacdo de CD44 e HA nos sinusoides da medula dssea, que correspondem a um
sitio de metéstase para o cancer de mama, pode estar relacionada a ocorréncia de
metastases dsseas. Logo, a interacdo CD44-HA sugere um potencial alvo terapéutico para

reducdo das metastases 6sseas .

Na LMC, a inibicdo de E-selectina resulta em auséncia de adesdo e aumento da
expressao do produto do protooncogene SCL/TAL1 nas células leucémicas. Esse gene €
um regulador transcricional negativo da expressdo de CD44 de modo que a
superexpressdo génica resulta em aumento de sobrevida. A proteina SCL-TALL é um
alvo indireto de fosforilagio por BCR::ABL1 ®9. Foi demonstrado por Godovarthy et al.
(2020) que as células leucémicas apresentam elevada quantidade de CD44 em
comparacao as células saudaveis e quando as células BCR::ABL 1+ foram tratadas com o
inibidor de E-selectina (GMI-1271) isolado ou associado ao IMB houve um aumento de
células nas fases G2-S-M do ciclo celular e decréscimo nas células na fase GO, logo as
celulas tratadas entraram no ciclo celular. Aliado a esse fato, foi observado aumento na

ciclina promotora do ciclo celular CDKG6 e diminui¢do na expressao do inibidor do ciclo,
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pl6. Além disso, a proteina SCL-TAL1 foi fosforilada por BCR::ABL1 atraves da via
AKT com consequente reducdo na expressao de CD44, diminuigdo da adesdo ao nicho
perivascular e entrada no ciclo celular €. Foi observada alta expressdo de CD44 em
células com a mutacdo T315l, correlacionando-se com aumento na ligacdo a E-selectina
e maior quantidade de células aderentes a matriz na fase GO. Os achados sugerem,
portanto, que a elevada expressdo de CD44 e aumento da ligagdo a E-selectina podem

contribuir para a quiescéncia das células-tronco leucémicas e resisténcia aos ITQ @9,

14. Hialuronano
14.1 — Estrutura molecular

O hialuronano ou &cido hialurénico (HA) é um componente abundante da matriz
extracelular, correspondendo a um polissacarideo ndo sulfatado, pertencente aos
glicosaminoglicanos, que sdo constituidos por unidades repetidas de dissacarideos. O HA
é originado a partir de repeticdes de acido glicurdnico e N-acetilglicosamina com

formagdo de ligagBes glicosidicas alternadas ¢49:100),

A estrutura do HA esta representada na Figura 8 (100,

Al o3 o8
QQ‘ .ﬂ. w4 .n «® 9$
? D, ®
“eve % S o
T “-ouo'&e o
3 onﬂ. =
A =
w? ©
% <
o >
s S = .3?
ay
Noe” 2 ™
G. %
e
B = N-acetylglucosamine (GlcNac)
4 = Glucuronic acid (GIcUA)

Figura 8: Representacao esquematica do HA constituido por unidades dissacaridicas repetidas de
acido glicurdnico e N-acetilglicosamina. Fonte: Passi et al. (2019).
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14.2 — Funcdes biologicas

A funcédo biologica depende do seu peso molecular. Em seu estado conformacional
nativo, apresenta peso molecular em torno de 1.000 kDa, exibindo atividades
antiangiogénicas, antiinflamatdrias e de inibicdo proliferativa. H4 uma apresentacdo
conformacional alternativa em que possui peso molecular abaixo de 500 kDa. Nessa
forma exibe atividade angiogénica e proliferativa além de estimular a migracéo celular e

resposta imune (95:9),

Ao contrario dos demais glicosaminoglicanos, é sintetizado por trés hialuronano
sintases (HAS1, HAS2 e HAS3) na porcdo interna da membrana plasmatica e ndo no
complexo de Golgi. Posteriormente, € secretado para 0 meio extracelular, onde contribui
para a organizacdo tissular e processos importantes como migracdo, proliferacdo e

sobrevivéncia celulares ©9,

As formas com diferentes pesos moleculares apresentam atividade diferencial na
velocidade de sintese e no tamanho da proteina produzida, sendo que as isoformas de
hialuronano sintase 1 e 2 (HAS1 e HAS2) produzem HAs com pesos moleculares maiores
do que HAS3 (01102 Exjstem diversos receptores que reconhecem o HA em suas
diferentes conformac6es com pesos moleculares distintos de modo que o CD44, tanto na

sua forma padrdo quanto na variante, é o principal ligante ©®.

Na medula 6ssea, 0 HA é importante para 0 microambiente, pois esta relacionado ao
enderecamento das CTH no nicho osteoblastico assim como a proliferacdo e
diferenciacio das CTH ©7). E capaz de estimular diretamente a producio de citocinas
pelas celulas hematopoiéticas, sendo dessa forma uma relevante molécula indutora de
sinais para a hematopoiese. Goncharova et al. (2012) evidenciaram que a inibicdo de HA
na medula 6ssea resulta em descréscimo na hematopoiese e reducdo na capacidade do
microambiente de recrutar CTH. Os achados demonstram um papel regulatério
importante do HA como um componente biologicamente ativo e integral do

microambiente hematopoiético (%),
14.3 — Hialuronano nas neoplasias e na LMC

O HA é abundantemente produzido por células neoplasicas e estromais contribuindo
para o crescimento de tumores em diversos 6rgdos como bexiga, mama, préstata e

intestino. As funcdes que favorecem a progressdo e manutencao tumorais compreendem
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estimulos a proliferacdo celular, adeséo celular e protecéo contra a acdo do sistema imune
8), O HA de baixo peso molecular é frequentemente encontrado nas malignidades e a
mudanca da forma de alto peso molecular para a forma de baixo peso molecular esta
associada com progressao tumoral. Logo, pode ser um possivel alvo terapéutico nas

neoplasias malignas %Y,

No cancer de mama, os macrofagos demonstram migracao preferencial em direcdo a
estruturas estromais ricas em HA. A partir da interacdo entre HA e CD44 ocorre
modificagao no metabolismo tumoral devido a producao do fator indutor de hipoxia la
(HIF1a), que se ligaao DNA nuclear para aumentar a glicélise com consequente mudanca
metabdlica nas células neoplasicas ©®®. No carcinoma escamoso de esdfago e
adenocarcinoma prostatico, a interacdo de HA com RHAMM (hyaluronic acid-mediated
motility), outro receptor de HA, proporciona aumento da proliferacdo celular e

invasividade @0,

Na leucemia linfocitica cronica, a ligacdo de CD44 e HA gera protecdo contra apoptose.
Foi observado aumento significativo nos niveis sericos de HA em casos de leucemia de
células T do adulto e LMA sendo que no periodo pos-tratamento havia normalizagdo dos
niveis séricos enquanto que na recidiva os niveis sofriam elevacio novamente ¢%, Pouco
se sabe a respeito da influéncia das trés isoformas de hialuronano sintase na progressao e
desenvolvimento de leucemia. Postula-se que a desregulacdo da atividade enzimatica das
isoformas possa interferir na natureza qualitativa e quantitativa do HA sintetizado nas

células leucémicas, ocasionando impacto no crescimento e sobrevivéncia tumorais ),

Estudos tentam demonstrar a associagdo entre o HA e quimiorresisténcia com énfase
em sua sintese. Foi demonstrado que o 4-MU (4-methylumbelliferone), um inibidor da
sintese de HA, reduziu o crescimento de muitos tumores sélidos como melanoma,

hepatocarcinoma, osteossarcoma e carcinoma de mama e prostata 9.

Uchakina et al. (2016) constataram que o tratamento de linhagens de LMC com 4-MU
proporciona reducdo na producdo de HA e aumento na apoptose %2, Posteriormente,
complementaram os achados através da demonstracdo do efeito sinérgico do tratamento
com doxorrubicina, um agente quimioterapico, e 4-MU provocando redugdo nos niveis
de HA, pela inibicdo gerada por 4-MU, e aumento na apoptose. Desse modo,
comprovaram que o tratamento com 4-MU, na LMC, aumenta a sensibilidade a

quimioterapia em virtude do descréscimo da resisténcia a apoptose mediada pelo HA.
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Logo, inibidores da sintese de HA como 4-MU séo ferramentas potenciais para promover

a atenuagio dos seus efeitos protetores e sensibilizagdo a quimioterapia (%0,

15. Conclusao

Portanto, apesar dos avangos na terapéutica da LMC, ha mecanismos que ocasionam
resisténcia intrinseca e adquirida, gerando remissdo e progressio de doenca 8,
Atualmente, estuda-se a utilizacdo da terapia combinada de ITQ com outros alvos
presentes na matriz extracelular com o objetivo de aprimorar o tratamento e evitar a
recidiva. CD44 e HA constituem potenciais alvos terapéuticos com resultados

promissores até o momento ©%95.101),
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Resumo

A leucemia mieloide crbnica (LMC) é uma neoplasia mieloproliferativa clonal
caracterizada pela expansdo do setor mieloide a partir da célula-tronco pluripotente. Foi
a primeira doenca associada a uma anormalidade citogenética através da identificacdo do
cromossomo Philadelphia, originado a partir da t(9;22)(q34;911.2). O desenvolvimento
dos inibidores de tirosina quinase como Imatinibe (IMB) revolucionou a histéria natural
da LMC, contudo 10-15% dos pacientes apresentam resisténcia a terapia. O estudo
analisou as caracteristicas morfolégicas e a expressdo imuno-histoquimica de
hialuronano, das hialuronano sintases (HAS1, HAS2 e HAS3) e de CD44 em bidpsias de
medula 6ssea de LMC resistente, ndo resistente e intolerante ao IMB para elucidacdo da
patogenia da LMC a partir da compreensdo do papel do remodelamento dos nichos da
medula 6ssea, com possibilidade de identificacdo de fatores preditores do risco de
evolucdo para resisténcia. A analise morfoldgica identificou que a presenca de quantidade
moderada de micromegacaridcitos pode corresponder a um fator protetor contra a
resisténcia. Na analise imuno-histoquimica, houve intensa expressao de CD44 no grupo
resistente em fase crénica em comparag¢do com grupo nao resistente em que a intensidade
de expressao € baixa. Foi identificada perda de expressdo de HAS2 celular nos nichos
perivascular e peritrabecular na LMC resistente juntamente com auséncia de expressao
estromal. A analise de CD44 e HAS2 em biodpsias de medula éssea por exame imuno-
histoquimico no momento do diagndstico de LMC pode constituir uma abordagem eficaz
na identificacdo de casos que evoluirdo com resisténcia, evitando o impacto

socioecondémico negativo que a quimiorresisténcia acarreta.
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1. Introducéo

A leucemia mieloide cronica (LMC) corresponde a uma neoplasia mieloproliferativa
cronica maligna em que ha a expansdo clonal da célula-tronco hematopoiética
pluripotente. Foi a primeira doenca relacionada a uma anormalidade citogenética,
caracterizada pela translocagcdo 1(9;22)(gq34;911.2), que origina 0O Cromossomo
Philadelphia e o gene de fusdo BCR::ABL1 com atividade constitutiva de tirosina quinase
(1,2)_

O diagnostico da LMC consiste na identificacdo citogenética do cromossomo
Philadelphia e molecular do transcrito BCR::ABL1 ®. A avaliagdo histopatoldgica da
medula éssea, que na fase cronica evidencia hipercelularidade global e acentuada
hiperplasia granulocitica com manutencdo da diferenciacdo, constitui importante
ferramenta para o diagndstico e reavaliacdo em situacdes de falha terapéutica/ recidiva
visto que possibilita a identificacdo da fase da doenca, contagem de blastos e avaliagéo
de mielofibrose ¢,

O tratamento com os inibidores de tirosina quinase (ITQ) revolucionou a historia da
LMC, contudo em 10-15% dos casos ha desenvolvimento de resisténcia ao Imatinibe
(IMB), droga alvo utilizada como primeira linha de tratamento ©®. A intolerancia a terapia
ocorre na presenca de efeitos colaterais que ndo podem ser manejados a partir da reducgéo
da dose do medicamento ou tratamento dos sintomas, resultando em interrupcdo do
tratamento atual e substituicdo por outro ITQ . Em decorréncia da auséncia de
erradicacdo das células-tronco leucémicas ha recidiva e persisténcia da doenca. Acredita-
se que um dos motivos para a persisténcia dessas células seja devido aos nichos medulares
funcionalmente alterados, que conferem protecéo as células-tronco leucémicas ©*).

Em 1978, Ray Schofield estabeleceu que o microambiente local da medula Gssea,
denominado de nicho, € responsavel pelo controle da quiescéncia e entrada das células-
tronco hematopoiéticas (CTH) no ciclo celular ao fornecer informagdes a respeito do
estado funcional do organismo e, consequentemente, definindo o destino das CTH em
direcdo a autorrenovacéo ou diferenciacdo 9. Sio descritos dois nichos: osteoblastico
(endosteal) e perivascular. As CTH estdo presentes em ambos 0s nichos de modo que sdo

reguladas funcionalmente por mecanismos distintos. O nicho endosteal esta localizado ao
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redor da superficie 0ssea, sendo habitado por osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos,
celulas estromais mesenquimais e células T reguladoras ao passo que no nicho
perivascular sdo encontradas células endoteliais sinusoidais, pericitos e células de
Schwann n&o mielinizadas ‘112,

A transformacdo maligna ocasionada pela desregulacdo dos nichos é um processo
gradual aliado a producéo de citocinas inflamatorias e fatores de crescimento, que como
resultado promovem mielopoiese as custas da manutencio das CTH ®. O remodelamento
dos nichos proporciona aporte as células-tronco leucémicas, contribuindo dessa forma
com a sua manutencdo. Paralelamente, o microambiente medular se torna hostil para as
CTH normais &9,

Atualmente, estuda-se a utilizacdo da terapia combinada de ITQ com outros alvos
presentes na matriz extracelular com o objetivo de aprimorar o tratamento e evitar a
recidiva. CD44 corresponde a uma glicoproteina transmembrana multifuncional, que na
medula 6ssea promove a regulacdo das CTH e do microambiente influenciando na
composicdo da matriz extracelular ®®. Hialuronano (HA) constitui um
glicosaminoglicano abundante na matriz extracelular e principal ligante de CD44. E
sintetizado por trés hialuronano sintases (HAS1, HAS2, HAS3), sendo que as isoformas
HAS1 e HAS2 produzem HAs com pesos moleculares maiores do que HAS3 (415 E
importante para 0 microambiente, pois esta relacionado ao enderecamento das CTH no
nicho osteoblastico assim como a proliferacéo e diferenciacdo das CTH %), CD44 e HA
constituem potenciais alvos terapéuticos com resultados promissores até o momento %
17).

H& multiplos fatores que contribuem para o desenvolvimento da quimiorresisténcia,
sendo a matriz extracelular um componente chave do microambiente tumoral com
participacdo no remodelamento dos nichos da medula dssea. Este trabalho propde
identificar fatores preditores do risco de evolugdo para resisténcia ao IMB e,
consequentemente, demonstrar a relevancia da expressdo do CD44, do componente de
matriz extracelular HA e suas enzimas correspondentes (hialuronano sintases) nos casos

resistentes, a correlagcdo com o remodelamento dos nichos e potenciais alvos terapéuticos.



79

2. Materiais e métodos

2.1 Delineamento do estudo e casuistica:

Foram selecionados 161 pacientes com diagnostico prévio de LMC, sendo 112
provenientes do Hospital de Amor de Barretos (HAB), 42 provenientes do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-FMB-UNESP) e 7 provenientes do
Hospital de Amor Amazonia (HAA) no periodo de 2000 a 2023. Em todos 0s casos
selecionados havia confirmagdo molecular de LMC através dos exames de citogenética
(caridtipo) e biologia molecular (reacdo em cadeia da polimerase - PCR).

Foi realizada revisdo dos prontuérios de todos os casos para coleta de informacoes
epidemioldgicas e clinico-evolutivas, que consistiram em: sexo, idade atual, idade ao
diagnostico de LMC, presenca ou auséncia de resisténcia/ intolerancia ao tratamento com
os ITQ, classificacdo da resisténcia em primaria e secundaria, perda de resposta
(hematoldgica, citogenética e/ou molecular), tipo de tratamento realizado, evolucédo para
fases subsequentes da doencga, 6bito, tempo decorrido do 6bito ap6s o diagnostico de
LMC, idade ao 6bito.

A partir dos dados coletados, foi realizada a distribuicdo dos casos em 3 grupos
distintos: LMC resistente (116 casos), LMC ndo resistente (25 casos) e LMC intolerante
(20 casos). Posteriormente, procedeu-se ao levantamento referente a quantidade de
amostras de medula 6ssea em cada grupo, sendo obtido o seguinte resultado: 41 amostras
no grupo LMC resistente, 22 amostras no grupo LMC ndo resistente e 11 amostras no
grupo LMC intolerante. O grupo controle foi composto por 10 casos de amostras normais
de medula 6ssea (biopsias para estadiamento de linfomas, negativas para infiltracdo),
provenientes do HAA.

Apos a definicdo da quantidade de biopsias em cada grupo, foi constatado que as
bidpsias foram realizadas em momentos distintos. Em uma parcela dos casos, a bidpsia
era realizada no momento do diagnostico e em outra parcela dos casos a bidpsia era
efetuada anteriormente ao transplante de medula 6ssea ou para reavaliacdo de doenga no
momento de constatagdo de falha terapéutica/ progressdo de doenca. A diferenga no
momento em que as biopsias eram executadas € explicada pelos protocolos distintos
existentes nas instituicdes. Logo, os grupos de LMC resistente e LMC intolerante foram
subdividos em pré-tratamento e pds-tratamento, agrupando as fases crénica (FC) e
crbnica de alto risco (FCA) com o objetivo de aumentar a representatividade dos

subgrupos, que foram entdo constituidos da seguinte forma: LMC resistente (pré-
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tratamento FC+FCA: n = 21; pds-tratamento FC+FCA: n = 15; crise blastica: n = 5) e
LMC intolerante (pré-tratamento FC+FCA: n = 7; pos-tratamento FC+FCA: n = 4). A
crise bléstica foi considerada como um subgrupo distinto no grupo de LMC resistente por
se tratar da fase terminal da doenca.

O estudo recebeu parecer favoravel para realizacio pelo Comité de Etica em
Pesquisa do HAB/ HAA (CAAE: 68510823.7.1001.5437; parecer: 6.297.205) e do HC-
FMB-UNESP (CAAE: 68510823.7.2001.5411; parecer: 6.685.537). Foi aplicado o termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE) audiogravado nos pacientes das trés
instituicOes para obtencdo de autorizacdo para uso das amostras de medula Ossea

armazenadas em cada instituicao.

2.2 Analise morfoldgica:

Para a analise morfoldgica foram avaliadas laminas coradas em hematoxilina-eosina
(HE) e impregnacéo argéntica (1A), obtidas a partir do processamento prévio das amostras
de medula 6ssea de acordo com o protocolo de cada instituicdo, descrevendo os seguintes
parametros:

e Celularidade global (hipercelular, hipocelular ou normocelular);

e Relacdo G:E (aumentada, diminuida ou preservada);

e Ectopia de linhagens (eritroide, granulocitica, megacariocitica) e frequéncia
(ausente, 1+, 2+ e 3+);

e Atipia na série megacariocitica (presenca de megacariocitos hipolobados, desnudos,
em nuvem, micromegacariécitos e hipercromasia), frequéncia (ausente, 1+, 2+, 3+)
e nicho envolvido (perivascular - PV, peritrabecular - PT, perivascular/peritrabecular
— PV/ PT, perivascular/peritrabecular/subosteal — PV/ PT/ OB);

e Formacdo de agregados de megacariocitos (coesos, frouxos, frouxos/coesos),
quantidade (ausente, 1+, 2+ e 3+) e nicho envolvido (PV, PT, PV/ PT, PV/ PT/ OB);

e Eosinofilia (presente ou ausente);

e Arcabouco dsseo (remodelado ou preservado);

e Arcabouco reticulinico (classificacdo de acordo com a OMS em MF-0, MF-1, MF-
2 e MF-3) e nicho envolvido (PV, PT, PV/ PT, PV/ PT/ OB);

e Subclassifica¢do nos subtipos Gran e Gran-Meg.
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2.3 Analise imuno-histoquimica:

A anélise imuno-histoquimica envolveu a utilizagao dos anticorpos: CD44 (marca Zeta,
monoclonal-coelho, diluicdo 1:100, lote ZR07232021-A), hialuronano (marca Cloud-
Clone, policlonal-coelho, diluicdo 1:50, lote A20240802454), hialuronano sintase 1 (HAS1
— marca Biossource, policlonal-coelho, diluicdo 1:100, lote D5620L18047), hialuronano
sintase 2 (HAS2 - marca Biossource, policlonal-coelho, diluicdo 1:100, Ilote
A20240614794) e hialuronano sintase 3 (HAS 3 - marca Biossource, policlonal-coelho,
diluicdo 1:100, lote 52326). O exame imuno-histoquimico foi realizado no laboratério
Logos de acordo com o protocolo local atraves de metodologia manual. A recuperacao
antigénica foi efetuada em camara pressurizada Muscae Plus a 115°C por 15 minutos em
pH 9,0 (solucdo Tris-EDTA — Envision Flex, lote: 41613643). Na etapa de incubacgéo

foram utilizados 40 pL de cada anticorpo primario durante o periodo de 1 hora.
Foram descritos 0s seguintes parametros:

e Nicho com imunomarcacéo: PV, PV/ PT, PV/ PT/ OB;
e Intensidade da imunomarcacédo: negativo, 1+, 2+, 3+;

e Percentual de imunomarcagéo: negativo, 1-10%, 11-30%, 31-50%, 51-70%, >70%.

2.4 Anélise estatistica:

Os testes de associacdo entre variaveis categorizadas foram feitos com base na
estatistica Qui-quadrado de Pearson com correcdo de continuidade proposta por Yates
(Fleiss JL,1981). Considerou-se um nivel de significancia de 5%. A tendéncia de

significado bioldgico foi identificada para os valores de p proximos de 10%.

3. Resultados
3.1 Resultados clinico-epidemioldgicos

A Tabela 1 apresenta o resultado do teste comparativo das médias etarias para 0s grupos
de LMC. A estatistica do teste comparativo apresentou valor igual a F2,158) = 4.9797 com
p = 0.008, indicando diferenca significativa. Em seguida, foram utilizados os intervalos
simultaneos de Tukey HSD (Steel, 1997) para indicar quais médias diferem

significativamente.



Tabela 1 — Médias etéarias por grupo de LMC e respectivos testes comparativos

Grupo n Média Desvio | Mediana

LMC intolerante 20 59.1 13.4 61

LMC néo refrataria 25 55.5 17.3 53

LMC refrataria 116 49.4 13.9 50.5
Contrastes Diferenca LIC LSC p-value

Nao refratarial versus | Intolerante -3.62 -13.83 6.60 0.6799
Refrataria | versus | Intolerante -9.70 -17.95 -1.46 0.0165
Refrataria | versus [Nao refrataria] -6.08 -13.59 1.43 0.1374

Tukey HSD

Conforme evidenciado, as médias etérias diferentes foram dos grupos LMC resistente
e LMC intolerante (p = 0,0165).

O Grafico 1 apresenta a distribuicdo das perdas de resposta (hematoldgica, citogenética
e molecular) nos grupos de resisténcia primaria e secundaria.

Grafico 1 — Perdas de resposta hematologica, citogenética e molecular nos grupos de
LMC com resisténcia primaria e LMC com resisténcia secundaria

Perdas de resposta

10 11.9
6

Hematologica Citogenética Molecular p = 0,002

Resisténcia Primaria (n = 84) =~ % ~ Resisténcia Secundaria (n =32) = %

Foi significativa a associagdo entre perda de resposta e resisténcia (p = 0,002). A perda
de resposta citogenética foi predominante na resisténcia primaria (48,8%) enquanto que
a perda de resposta molecular foi relacionada a resisténcia secundaria (68,8%). A perda
de resposta citogenética diferiu significativamente das demais: hematoldgica (p = 0,023)

e molecular (p=0,001).
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3.2 Resultados da analise morfolégica

Em todos os grupos, a avaliagdo da maior parcela dos casos foi em material de bidpsia
enquanto que o codgulo correspondeu & minoria dos materiais avaliados.

Nos grupos de LMC resistente pré-tratamento (FC+FCA) e LMC néo resistente, ha
tendéncia de significado bioldgico para a eosinofilia (p = 0,164).

Comparando-se os grupos de LMC resistente pré-tratamento (FC+FCA) e LMC
resistente poés-tratamento (FC+FCA), foi constatado que o tratamento para LMC
apresentou alteracdo nos seguintes parametros morfologicos: celularidade global (p <
0,001), relagéo G:E (p = 0,017), ectopia granulocitica (p < 0,001) e grau de reticulogénese
(p = 0,046). Houve diminuicdo da celularidade global assim como reducdo da relacao
G:E. A auséncia de ectopia granulocitica se diferenciou no grupo de LMC resistente pos-
tratamento em 100% dos casos, comparando com as graduagoes 1+ (p = 0,026), 2+ (p <
0,001) e 3+ (p = 0,010). Na analise do arcabouco reticulinico, foi constatado predominio,
com significancia, no grupo pré-tratamento dos graus MF-1 (p = 0,020) e MF-2 (p =
0,020), e reducdo da fibrose reticulinica no grupo pos tratamento com predominio de MF-
0.

A Figura 1 ilustra a microscopia das bidpsias de medula éssea das LMC resistentes,
cujas caracteristicas morfologicas demonstraram significancia estatistica ao longo da

terapia com 0s ITQ.



84

Fig. 1 - Biopsias de medula dssea: Caracteristicas morfoldgicas da LMC resistente, em fase crénica, no contexto pré e pos-tratamento com os ITQ: 1A) LMC resistente
pré-tratamento: Hipercelularidade global (HE, 10X); 1B) LMC resistente pré-tratamento: Ectopia da série granulocitica com neutrofilo peritrabecular (seta azul) e
granulécitos imaturos em direcdo ao nicho perivascular (setas pretas) (HE, 40X); 1C) LMC resistente pré-tratamento: MF-1 no nicho peritrabecular (1A, 10X); 1D)
LMC resistente pré-tratamento: MF-2 no nicho perivascular (1A, 10X); 1E) LMC resistente pos-tratamento: Hipocelularidade global com citotoxicidade (HE, 10X);
1F) LMC resistente pos-tratamento: Hipocelularidade global (HE, 10X); 1G) LMC resistente: Reducdo da relacéo G:E (HE, 40X); 1H) LMC resistente pos-tratamento:
Ectopia eritroide (HE, 40X).
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Na analise da dispoese dos megacariocitos, foi significativa a associacdo entre a
quantidade de micromegacariécitos (2+: p = 0,018) no grupo de LMC néo resistente em
comparacdo com o grupo de LMC resistente. Ha tendéncia de significado bioldgico no
envolvimento das formas hipolobadas nos nichos (p = 0,102) e de hipercromasia (p =
0,164).

A Figura 2 ilustra as caracteristicas da dispoese da linhagem megacariocitica nos
grupos de LMC resistente e ndo resistente.
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Fig. 2 — Biopsias de medula 6ssea: Dispoese da linhagem megacariocitica na LMC resistente e ndo resistente, ambas em fase cronica: 2A) LMC ndo resistente:
Megacariocitos hipolobados (setas pretas) e micromegacariocitos (setas azuis) no nicho perivascular (HE, 40X); 2B) LMC resistente pos-tratamento: Agregado
frouxo contendo megacaridcitos hipolobados (setas pretas) e um micromegacaridcito (seta azul) no nicho perivascular (HE, 40X); 2C) LMC resistente pré-
tratamento: Ectopia de megacariocitos hipolobados (seta azul) e desnudos (setas pretas) hipercromaticos no nicho subosteal (HE, 40X); 2D) LMC n&o resistente:
Megacaridcito em nuvem no nicho perivascular (HE, 40X); 2E) LMC nao resistente: Hiperplasia megacariocitica com formacdo de agregados frouxos de
megacaridcitos nos nichos perivascular e peritrabecular (HE, 10X); 2F) LMC ndo resistente: Ectopia megacariocitica com agregado coeso peritrabecular de
megacaridcitos hipolobados e hipercromaticos (HE, 40X).
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O parametro quantidade de formacéo de agregados de megacariocitos (p = 0,043)
apresentou diferenca significativa entre os grupos de LMC intolerante pré-tratamento e
LMC n&o resistente. H4 maior formacdo de agregados (3+: p = 0,142) na LMC néo

resistente em relacdo a LMC intolerante (2+: p = 0,177).

3.3 Resultados da analise imuno-histoquimica

3.3.1CD44

No grupo de LMC resistente pré-tratamento (FC+FCA), observou-se associagdo
significativa no parametro intensidade (p < 0,001), uma vez que esse grupo apresentou
predominio de altas intensidades de expressdo de CD44 (2+: p = 0,0008; 3+: p = 0,0033)
em comparacdo a baixa intensidade observada no grupo ndo resistente.

No grupo de LMC néo resistente foram significativos os parametros: localiza¢do no
nicho perivascular (p = 0,035), intensidade (1+: p < 0,001) e porcentagem de marcacao

(< 10%: p = 0,054) em relacdo ao grupo controle.

3.3.2 Hialuronano (imunoexpresséo celular)

No grupo de LMC resistente pré-tratamento (FC+FCA) em compara¢do com 0 grupo
de LMC ndo resistente, ha tendéncia de significado biologico para o percentual de
marcacéo (p = 0,081).

Comparando-se os grupos de LMC néo resistente e controle, foi observada associagéo
significativa nos parametros: localizacdo nos nichos PV/ PT/ OB (p = 0,002), intensidade
(3+: p =0,004) e percentual de marcacao (51-70%: p = 0,073; >70%: p = 0,010).

3.3.3 Hialuronano (imunoexpressao estromal)

Comparando-se os grupos de LMC ndo resistente e controle, os parametros que
apresentaram significancia foram: localizacdo nos nichos PV/ PT/ OB (p = 0,006),
intensidade (3+: p = 0,013) e percentual de marcacao (51-70%: p = 0,085; >70%: p =
0,085).

A Figura 3 ilustra a expressdo imuno-histoquimica de CD44 e hialuronano nos grupos de

LMC resistente e ndo resistente.
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Fig. 3 — Biopsias de medula 6ssea: Avaliagdo imuno-histoquimica de CD44 e hialuronano na LMC resistente e ndo resistente, em fase cronica: 3A) LMC resistente
pré-tratamento: Positividade (3+/3+) de CD44 no nicho perivascular (10X); 3B) LMC ndo resistente: Positividade (1+/3+) de CD44 no nicho perivascular (40X);
3C) LMC resistente pré-tratamento: Positividade (2+/3+) de CD44 no nicho perivascular (40X); 3D) LMC nao resistente: Positividade celular e estromal (3+/3+)
de hialuronano nos nichos perivascular, peritrabecular e subosteal (4X); 3E) LMC resistente pré-tratamento: Positividade celular e estromal (3+/3+) de hialuronano
no nicho perivascular (40X); 3F) LMC resistente pds-tratamento: Positividade celular e estromal (3+/3+) de hialuronano no nicho perivascular (40X).
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3.3.4 HAS 1 (imunoexpressdes celular e estromal)

Em todos os grupos de LMC, ndo foram observadas associagOes significativas para

nenhum dos parametros avaliados em relacéo ao grupo controle.
3.3.5 HAS 2 (imunoexpresséao celular)

Comparando-se os grupos de LMC resistente pre-tratamento (FC+FCA) e LMC néo
resistente, foi observada associacao significativa para o parametro localizacéo nos nichos
PT/ PV (p =0,021). No grupo de LMC ndo resistente, observa-se a expressao celular de
HAS2 nesses nichos, entretanto, no contexto de resisténcia, a expressdo simultanea em

ambos 0s nichos esta ausente.

3.3.6 HAS 2 (imunoexpressao estromal)

No grupo de LMC resistente pré-tratamento (FC+FCA), identificou-se associacao
significativa com a expressdo estromal (p = 0,014), uma vez que a expressao ocorreu de
forma predominante no grupo nao resistente, enquanto que no grupo resistente prevaleceu
a auséncia de expresséo.

No grupo de LMC resistente pds-tratamento (FC+FCA), foi mantida a associagdo
significativa identificada para a expressdo estromal (p = 0,003). De maneira semelhante
ao grupo de LMC resistente pré-tratamento, no contexto pds-tratamento, nao ha expressdo

estromal de HAS2, ao contrario do grupo ndo resistente.

3.3.7 HAS 3 (imunoexpressao celular)

Em todos os grupos de LMC, ndo foram observadas associacfes significativas para

nenhum dos parametros avaliados em relacéo ao grupo controle.

3.3.8 HAS 3 (imunoexpressao estromal)

Comparando-se os grupos de LMC resistente pré-tratamento (FC+FCA) e controle, ha
propensdo de significado biolégico para os pardmetros: localizagdo (p = 0,092),
intensidade (p = 0,084) e percentual de marcacéao (p = 0,089).

No grupo de LMC néo resistente, houve associac¢do significativa da intensidade de

expressao (1+: p = 0,004) em relagdo ao grupo controle.
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A Figura 4 ilustra a expressdao imuno-histoquimica das hialuronano sintases nos grupos de LMC resistente e ndo resistente.
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Fig. 4 — Bidpsias de medula 6ssea: Avaliacdo imuno-histoquimica das hialuronano sintases na LMC ndo resistente, em fase cronica: 4A) Positividade celular (1+/3+) de HAS2 no nicho perivascular (40X); 4B) Positividade estromal (1+/3+) de HAS2 no
nicho perivascular (40X); 4C) Positividade estromal (1+/3+) de HAS3 no nicho perivascular (40X).
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4. Discussao

A quimiorresisténcia constitui um entrave terapéutico na LMC, prejudicando a
qualidade de vida dos pacientes, aléem do prejuizo financeiro decorrente do uso de
maultiplas linhas de tratamento. Dessa forma, a identificacdo de fatores capazes de
predizer o desenvolvimento de resisténcia pode resultar em mudanga na conduta
terapéutica ao diagnostico e impedir as repercussdes social e econémica negativas.

No grupo de LMC resistente, a média de idade foi de 49,4 anos, enquanto que no grupo
de LMC ndo resistente foi de 55,5 anos e, no grupo de LMC intolerante, 59,1 anos. Esses
resultados indicam que a média de idade da casuistica esta alinhada com a faixa etaria da
LMC na populagéo geral, que varia entre 50 e 60 anos ¢'®. No entanto, observa-se que a
média de idade no grupo resistente é inferior a média da casuistica total, ao passo que o
grupo intolerante apresenta uma média de idade superior a da casuistica total. Nishiyama-
Fujita et al. (2022) evidenciaram que, em pacientes mais jovens (18-29 anos) com LMC
em fase cronica, a carga tumoral € maior em comparagdo aos pacientes mais velhos na
mesma fase. 1sso se deve ao fato de que, estatisticamente, esses pacientes apresentam
maior tamanho esplénico, contagens leucocitarias mais elevadas e um maior nimero de
blastos, embora ndo haja diferenca em relacdo ao prognéstico ®. Embora a média de
idade dos pacientes no grupo de LMC resistente esteja acima da descrita por Nishiyama-
Fujita et al. (2022), o fato de pacientes mais jovens apresentarem uma maior carga
tumoral pode ajudar a explicar por que o grupo resistente possui uma média de idade
inferior em relacdo aos demais grupos de LMC. Isso ocorre possivelmente porque uma
maior quantidade de transcritos de BCR::ABL1 pode aumentar a probabilidade de
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a partir de diferentes células leucémicas.

A resisténcia primaria (refratariedade) é caracterizada pela auséncia de resposta
hematoldgica, citogenética e/ou molecular no inicio do tratamento. Por outro lado, a
resisténcia secundaria (adquirida) ocorre quando h& uma perda da resposta previamente
alcangada, em um periodo de tempo variavel. As falhas de resposta sdo classificadas da
seguinte forma: a falha hematoldgica € definida pela auséncia de normalizacdo dos
parametros hematolégicos no sangue periférico; a falha citogenética, pela persisténcia do
cromossomo Philadelphia; e a falha molecular, pela persisténcia de transcritos de
BCR::ABL1 (> 0,1%) ®20, Na LMC com resisténcia primaria, a principal perda de
resposta observada foi a citogenética, enquanto que na resisténcia secundaria, a perda
mais evidente ocorreu em nivel molecular. Em ambos 0s grupos, apenas uma pequena

parcela dos pacientes apresentou perda de resposta hematoldgica, indicando que essa
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resposta tende a ser preservada mesmo em cenarios de resisténcia. 1sso sugere que, apesar
da resisténcia, os ITQ sdo capazes de manter os parametros hematimétricos dentro da
normalidade. No entanto, em nivel citogenético e molecular, a persisténcia da doenca é
significativa, refletindo os mecanismos de resisténcia desenvolvidos. Na resisténcia
secundaria, os sinais de persisténcia da doenca sdo mais sutis, sendo detectados apenas
em nivel molecular, enquanto na resisténcia primaria, esses indicios sdo identificados em
nivel cromossémico.

Na avaliacdo histopatoldgica da medula 6ssea, houve associagdo significativa entre a
quantidade de micromegacaridcitos nos grupos de LMC resistente pré-tratamento
(FC+FCA) e LMC néo resistente, sendo que uma quantidade moderada de
micromegacaridcitos esteve relacionada a LMC ndo resistente. Dessa forma, essa
caracteristica pode representar um marcador morfoldgico protetor contra o
desenvolvimento de quimiorresisténcia a terapia com ITQ. Além disso, as tendéncias de
significado bioldgico associadas a eosinofilia, hipercromasia de megacaridcitos e
envolvimento das formas hipolobadas nos nichos sugerem que a analise morfoldgica da
medula 6ssea pode permitir a predicdo do risco de evolucdo para resisténcia.

Na LMC pés-tratamento, uma caracteristica marcante foi a reducdo da celularidade
global. A ectopia granulocitica, anteriormente acentuada na LMC resistente pre-
tratamento, torna-se discreta ou ausente no contexto pés-tratamento. Desse modo, as
alteracdes morfoldgicas observadas refletem a resposta ao tratamento, mesmo na
presenca de resisténcia em nivel molecular e/ou citogenético. O quadro histoldgico
evidencia uma reorganizagao arquitetural da medula 6ssea, com significancia estatistica,
caracterizada por reducdo da celularidade global, da relacdo G:E, da ectopia granulocitica
e da fibrose reticulinica.

A mielofibrose corresponde a um processo complexo, lento e progressivo de deposi¢do
de matriz extracelular na medula 6ssea, que pode ocorrer em neoplasias mieloides. A
graduacdo é dividida em estagios pré-fibrotico (MF-0, MF-1) e fibrotico (MF-2, MF-3),
conforme a classificacdo proposta pela OMS. Um mecanismo proposto para 0 aumento
da trama reticulinica na LMC envolve a secrecdo do fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGFa/B), que estimula a producdo de fibras colagénicas por fibroblastos
através de megacariopoiese anormal. No passado, a presenca de mielofibrose ao
diagnostico da LMC era considerada um indicativo de mau prognoéstico. No entanto, na
erados ITQ, o prognoéstico é incerto, especialmente devido a capacidade desses inibidores

de reverter a fibrose por inibicdo de PDGF “421-23), Foi demonstrado, com significancia
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estatistica, que no contexto de resisténcia pre-tratamento, hd aumento da trama
reticulinica, com predominio dos estagios MF-1 e MF-2. Entretanto, ap6s o tratamento,
observa-se a reversdo da fibrose reticulinica para MF-0. Logo, os ITQ interferem no
estroma medular mesmo em contexto de quimiorresisténcia.

CD44 corresponde a uma glicoproteina transmembrana expressa tanto em células
normais quanto neoplésicas, atuando como uma molécula de adesdo. Além disso, é
reconhecida como um biomarcador de superficie para células-tronco malignas. Estudos
indicam que CD44 desempenha um papel importante no mecanismo de resisténcia
independente de BCR::ABL1 ?*?%, Na LMC ndo resistente, observa-se baixa expressio
de CD44, com intensidade reduzida no nicho perivascular. Estatisticamente, foi
demonstrado que, no contexto de resisténcia, hd um aumento na intensidade da expressdo
de CD44. Desse modo, a analise imuno-histoquimica reforca a importancia do CD44 no
contexto da quimiorresisténcia, uma vez que o aumento da sua intensidade pode indicar
a progressao para resisténcia por um mecanismo independente da acdo de BCR::ABL1.

Uma estratégia terapéutica desenvolvida para superar a quimiorresisténcia mediada por
CD44 envolve o mecanismo representado por IRAIN, uma sequéncia longa de RNA néo
codificante que, na LMC, é constitutivamente expressa em baixos niveis e esta associada
a resisténcia ao IMB. Wang et al. (2024) demonstraram que a superexpressao de IRAIN,
induzida pela decitabina, reduz os niveis de CD44 por meio da inibi¢cdo da via NF-xB,
resultando no bloqueio do eixo NF-kB/CD44 e na reversio da resisténcia ao IMB ?9),

O HA é um glicosaminoglicano linear, sintetizado pelas enzimas transmembrana
hialuronano sintases (HAS1, HAS2 e HAS3). Trata-se de um componente multifuncional
da matriz extracelular, com a capacidade de regular a proliferacédo celular e a apoptose.
Seu principal ligante € 0 CD44 e a interacdo entre ambos ativa vias que favorecem a
proliferacdo celular e a quimiorresisténcia 8. Na LMC ndo resistente, observou-se uma
alteracdo na expresséo celular e estromal de HA em comparacéo ao controle, com forte
expressdo nos trés nichos e alta quantidade de células. No entanto, n&o foi identificada
diferenca significativa em relacdo a LMC resistente. Assim, tanto na LMC resistente
quanto na ndo resistente, h4& uma modificacdo na expressdo celular e estromal de HA,
refletida pelo aumento na quantidade de células expressando esse marcador, maior
intensidade de marcacdo e envolvimento dos trés nichos, quando comparados ao
microambiente de uma medula 6ssea normal.

Lompardia et al. (2019) demonstraram a interagdo entre a glicoproteina CD44 e o

glicosaminoglicano HA no contexto do tratamento com IMB em culturas celulares de
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LMC. Observou-se que, apos a administracdo do ITQ, houve uma redugdo nos niveis de
HA e na expressao de CD44 na superficie celular. Além disso, a inibi¢do da sintese de
HA com 4-MU (4-methylumbelliferone) potencializou a ag¢éo antiproliferativa do IMB,
sugerindo que a senescéncia induzida estaria associada a diminuicdo dos niveis de HA.
Esses achados destacam a relevancia do HA no mecanismo de quimiorresisténcia,
indicando que baixos niveis desse glicosaminoglicano podem estar associados a uma
melhor resposta ao tratamento e a um menor risco de desenvolvimento de resisténcia ¢7).

A producéo de HA ocorre na membrana plasmatica por meio da acdo das hialuronano
sintases, sendo posteriormente secretado para a matriz extracelular, onde é degradado por
hialuronidases e espécies reativas de oxigénio, resultando na formacdo de pequenos
fragmentos e oligdmeros @®. A analise imuno-histoquimica das hialuronano sintases
demonstrou, com significancia estatistica, que na LMC ndo resistente ha expressdo
simultanea celular de HAS2 nos nichos PT/ PV, além da presenca de expressao estromal.
Em contraste, na LMC resistente, tanto a imunomarcagédo celular em ambos 0s nichos
quanto a estromal de HAS2 estdo ausentes. Esses achados indicam que a
quimiorresisténcia intensifica o remodelamento do microambiente medular, sendo
caracterizado pela perda da expressdo de HAS2. Além disso, na LMC ndo resistente, ha
expressdo de HAS3 estromal em baixa intensidade, e propensdo com significado
bioldgico de que a LMC resistente também apresente uma expressao diferenciada dessa
enzima. Dessa forma, verifica-se um desbalanco metabolico na biossintese de HA, uma
vez que os altos niveis desse glicosaminoglicano, tanto em nivel celular quanto estromal,
ndo sdo suficientes para inibir a atividade enzimatica das hialuronano sintases. A
desregulacdo no metabolismo do HA é frequente no contexto de malignidade. A sintese
aumentada é acompanhada de aumento na degradacdo com formacdo de pequenos
fragmentos tumorais que promovem inflamacao, crescimento tumoral, angiogénese 9.
E possivel que haja elevagio nas quantidades de HA de baixo peso molecular em virtude
da degradacédo exacerbada por acdo de hialuronidases. Sabe-se que as formas de baixo
peso estdo associadas a progressdo maligna ©%. Desse modo, 0 aumento no catabolismo
de HA, decorrente do desbalanco metabolico, pode fortalecer a manutengdo do
remodelamento dos nichos e justificar a perda de expressao celular e estromal de HAS2
assim como a elevacdo na intensidade de expressdo de CD44, favorecendo o
desenvolvimento da quimiorresisténcia. Logo, esses marcadores apresentam relevancia

diagnostica, pois correspondem a sinalizadores de resisténcia e, consequentemente,
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podem influenciar na conduta terapéutica a partir do uso de um ITQ mais potente em
comparacdo ao IMB.

Houve limitacdo no desenvolvimento desse trabalho devido a dificuldade na obtencéo
das amostras, pois nem sempre foi realizada biopsia de medula 6ssea no manejo da LMC
e o fato de haver momentos distintos na coleta das biopsias ocasionou segregacdo dos
resultados, com reducédo da representatividade de cada subgrupo (pré-tratamento e p6s-
tratamento). Esse fato é constatado na presenca de resultados com propensdo de
significado biologico de modo que a ampliacdo desse estudo com maior numero de
amostras pode ocasionar resultados estatisticamente significativos e complementar os
resultados ja validados. Outra limitacdo a ser mencionada foi a dificuldade na
interpretacdo  imuno-histoquimica de hialuronano, pois como corresponde ao
glicosaminoglicano mais abundante da matriz extracelular, houve forte expressao tanto
celular quanto estromal, gerando sobreposicdo da marcacdo. Contudo, a padronizacdo da
diluicdo auxiliou na interpretacéo.

Portanto, a leucemogénese determina inicialmente modificacdo histoldgica da medula
Ossea, caracterizada por hiperplasia mieloide absoluta e relativa, associada a ectopia
granulocitica e a dispoese de megacariocitos, com destaque para 0s micromegacariocitos.
O remodelamento dos nichos é identificado através da analise imuno-histoquimica,
evidenciando o sinergismo entre CD44 e HA, além do desequilibrio na biossintese deste
ultimo, com consequente perda da expressdo de HAS2 na LMC resistente. A deteccao
precoce do desenvolvimento de resisténcia é essencial para a ado¢do de medidas
terapéuticas ao diagnostico, evitando sua plena instauracdo. Dessa forma, a
implementacdo rotineira de biopsia de medula 6ssea no momento do diagnéstico de LMC
para avaliacdo morfolégica aliada a analise imuno-histoquimica dos marcadores CD44 e
HAS2 nos nichos medulares, pode resultar em identificacdo antecipada de casos com
potencial para desenvolver quimiorresisténcia. Logo, ha possibilidade de modificacdo do
curso da doenca a partir do direcionamento da terapia para um inibidor mais potente e
especifico com consequente prevengdo do impacto socioecondémico negativo que a

resisténcia acarreta e manutencgéo da boa evolugéo clinica e sobrevida prolongada.
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Anexos

1 — Distribuicéo dos casos para anélise morfoldgica

Coleta dos dados clinico-evolutivos

Subdivisio nos grupos de LMC resistente, LMC nio
resistente e LMC intolerante

> Tesistente = LMC nio resistente = LMC intolerante =
6 casos 25 casos 20 casos

Levantamento da quantidade de amostras em cada grupo

LMC resistente = LMC nio resistente = LMC intolerante =
41 amostras 22 amostras 11 amostras

Quantidade de amostras de cada instituigio:

HAB: 25 amostras HC-FMB: 43 amostras HAA: 6 amostras

HAB: Hospital de Amor de Barretos; HC-FMB: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Botucatu; HAA: Hospital de Amor Amaz6nia
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2— Nichos da medula dssea
2.1 Nicho perivascular
O nicho perivascular compreende a regido localizada nos espacos intertrabeculares, onde

ha densa rede de capilares. Esta representado pelos circulos azuis na Figura 1 abaixo:

Fig.1: Representacdo do nicho perivascular na LMC em fase cronica (HE, 10X).
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2.2— Nicho osteoblastico:
O nicho osteoblastico (subvidido em subosteal e peritrabecular) compreende a regido
adjacente as trabéculas 6ssea e 0sso subcortical. O nicho subosteal esta representado pelo

circulo vermelho na Figura 2 abaixo:

Fig.2: Representacdo do nicho subosteal na LMC em fase cronica (HE,10X).



102

O nicho peritrabecular esta representado pelos circulos pretos na Figura 3:

Fig. 3: Representacdo do nicho peritrabecular na LMC em fase crénica (HE, 10X).



3. Tabelas

Tabela 1: Anélise morfoldgica nos grupos de LMC resistente, LMC néo resistente e LMC intolerante

103

Bx pré-tratamento Bx pdés-tratamento Crise blastica € s Bx pré-tratamento Bx po6s-tratamento

FC+FCA (n = 21) % FC+FCA (n =15) % n=>5 % n=22 % FC(n=7) % FC+FCA (n=4) %
18 85,7 14 93,3 3 60 21 95,4 7 100 4 100
3 14,3 1 6,7 2 40 1 4,5 0 0 0 0
21 100 5 33,3 3 60 22 100 7 100 2 50
0 0 7 46,7 2 40 0 0 0 0 2 50
0 0 3 20 0 0 0 0 0 0 0 0
21 100 10 66,7 3 60 22 100 7 100 2 50
0 0 4 26,7 1 20 0 0 0 0 2 50
0 0 1 6,7 1 20 0 0 0 0 0 0
4 19 7 46,7 0 0 1 45 3 42,8 1 25
0 0 0 0 1 20 0 0 0 0 1 25
0 0 1 6,7 0 0 0 0 0 0 0 0
17 81 7 46,7 4 80 21 95,4 4 57,1 2 50
6 28,6 4 26,7 2 40 3 13,6 1 14,2 1 25
7 33,3 0 0 0 0 6 27,2 2 28,5 1 25
8 38,1 3 20 3 60 11 50 4 57,1 0 0
0 0 8 53,3 0 0 2 9 0 0 2 50
10 47,6 8 53,3 2 40 13 59 3 42,8 3 75
5 23,8 0 0 0 0 3 13,6 1 14,2 0 0
1 4,8 1 6,7 0 0 2 9 0 0 0 0
5 23,8 6 40 3 60 4 18,1 3 42,8 1 25
3 14,3 8 53,3 1 20 3 13,6 0 0 1 25
11 52,4 4 26,7 1 20 9 40,9 5 71,4 3 75
6 28,6 2 13,3 2 40 7 31,8 2 28,5 0 0
0 0 1 6,7 1 20 3 13,6 0 0 0 0
1 4,8 0 0 0 0 1 4,5 0 0 0 0
2 9,5 3 16,6 0 0 6 27,2 4 57,1 2 50
6 28,6 0 0 3 60 8 36,3 1 14,2 1 25
8 38,1 4 20 1 20 4 18,1 2 28,5 0 0
14 66,7 10 66,7 2 40 11 50 7 100 3 75
4 19 4 26,7 1 20 10 45,4 0 0 1 25
10 47,6 2 13,3 0 0 5 22,7 2 28,5 1 25
11 52,4 13 86,7 5 100 17 77,2 5 71,4 3 75
5 23,8 9 60 5 100 7 31,8 3 42,8 3 75
16 76,2 6 40 0 0 15 68,1 4 57,1 1 25

MO: medula 6ssea; FC: fase cronica; FCA: fase cronica de alto risco; PT: peritrabecular; PV: perivascular; OB: subosteal; G:E: granulocitica: eritroide.



Tabela 2: Anélise morfoldgica megacariocitica nos grupos de LMC resistente, LMC ndo resistente e LMC intolerante

Dispoese de megacaridcitos

Atipias nucleares

Hipolobulagéo

Nucleos desnudos

Nudcleos em nuvem

Micromegacaridcitos

Hipercromasia

Formacéo de agregados
de megacariocitos

MO: medula 6ssea; FC: fase cronica; FCA:

Bx pré-tratamento

LMC resistente

Bx pos-tratamento

Grupos

LMC nao resistente

Bx pré-tratamento

LMC intolerante
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Bx pos-tratamento

FC+FCA (n =21) % FC+FCA (n =15) % n=22 % FC(n=7) % FC+FCA (n=4) %

1+ 5 239 6 40 4 18,1 2 28,6 1 25

2+ 10 47,6 7 46,6 12 54,5 5 71,4 2 50

3+ 6 28,5 2 13,3 6 27,2 0 0 0 0

PV 13 62 9 60 8 36,3 4 57,1 1 25

PT 1 47 1 6,6 0 0 0 0 0 0
PT,PV 7 33,3 4 26,6 11 50 3 429 2 50
PT,PV,0B 0 0 1 6,6 3 13,6 0 0 0 0
1+ 9 42,8 9 60 11 50 4 57,1 1 25

2+ 3 14,2 0 0 4 18,1 1 14,2 0 0

3+ 0 0 0 0 2 9 0 0 0 0

PV 7 33,3 7 46,6 10 454 3 429 1 25

PT 1 47 0 0 1 4,5 2 28,6 0 0
PT,PV 4 19 2 13,3 4 18,1 0 0 0 0
PT,PV,0B 0 0 0 0 2 9 0 0 0 0
1+ 7 33,3 3 20 10 45,4 2 28,6 1 25

2+ 5 239 0 0 9 40,9 1 14,2 0 0

3+ 1 47 0 0 1 4,5 0 0 0 0

PV 8 38 3 20 11 50 3 429 1 25

PT 2 9,5 0 0 1 4,5 0 0 0 0
PT,PV 3 14,2 0 0 5 22,7 0 0 0 0
PT,PV,0B 0 0 0 0 3 13,6 0 0 0 0
1+ 8 38 2 13,3 5 22,7 2 28,6 2 50

2+ 0 0 1 6,6 6 27,2 1 14,2 0 0

3+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PV 6 28,5 2 13,3 6 27,2 3 429 2 50

PT 2 9,5 1 6,6 2 9 0 0 0 0
PT,PV 0 0 0 0 3 13,6 0 0 0 0
PT,PV,0B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Presente 11 52,3 7 46,6 17 77,3 3 429 1 25
Ausente 10 47,7 8 53,4 5 22,7 4 57,1 3 75
Coesos 5 23,8 3 20 1 45 2 28,6 0 0
Frouxos 5 23,8 4 26,6 8 36,3 3 42,9 0 0
F/C 6 28,5 3 20 6 27,2 1 14,2 2 50

1+ 8 38 7 46,6 9 40,9 3 42,9 1 25

2+ 4 19 2 13,3 1 45 3 429 1 25

3+ 4 19 1 6,6 5 22,7 0 0 0 0

PV 9 42,8 8 53,4 8 36,3 5 71,4 1 25

PT 0 0 0 0 1 45 0 0 0 0
PT,PV 5 23,8 1 6,6 6 27,2 1 14,2 1 25
PT,PV,0B 2 9,5 1 6,6 0 0 0 0 0 0

fase cronica de alto risco; PT: peritrabecular; PV: perivascular; OB: subosteal; G:E: granulocitica: eritroide.




Tabela 3 — Analise imuno-histoquimica de CD44 nos grupos de LMC resistente, LMC ndo resistente e LMC intolerante
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Bx pré-tratamento Bx po6s-tratamento Crise blastica sl Bx pré-tratamento Bx pds-tratamento bk
FC +FA (n=21) P FC +FA (n = 15) p n=5 P n=22 p FC(n=7) p FC + FA (n = 4) p n=10
9 1 1 9 3 1 0
0 0,011 0 0,043 0 0,336 0 0,035 0 0,019 0 ns 0
S 4 3 10 1 1 8
S 9 1 3 2 1 2
0 0 0 12 4 1 0
16 < 0,001 4 0,552 2 0,494 10 < 0,001 1 < 0,001 1 ns 1
3 10 3 0 1 1 9
8 5 2 18 5 1 1
8 6 1 2 1 1 4
2 0,208 2 0,428 0 0,42 2 0,002 0 0,06 0 ns 2
0 0 0 0 0 1 1
1 1 2 0 0 0 2
19 0,82 14 0,999 > Ns 22 ns 6 0,853 3 ns 10
2 1 0 0 1 1 0
FC: fase cronica; FCA: fase cronica de alto risco; PT: peritrabecular; PV: perivascular; OB: subosteal.
Tabela 4 — Analise imuno-histoquimica da expressao celular de HA nos grupos de LMC resistente, LMC ndo resistente e LMC intolerante
PO
O 00 d € > > . . . Olera e .
Bx pré-tratamento Bx pds-tratamento Crise blastica = Bx pré-tratamento Bx pds-tratamento y
FC + FA (n=21) P FC + FA (n=15) p n=5| p | n=22 p FC (n=6) p FC + FA (n=4) p =10

1 1 0 2 0 0 6

0 < 0,001 0 < 0,001 0 0,024 0 0,001 0 0,007 0 0,061 0

11 2 3 8 2 2 3

9 11 2 12 4 1 0

0 1 0 1 0 0 3

7 < 0,001 3 0,003 1 0,006 5 < 0,001 2 0,013 1 0,024 6

14 10 4 16 4 2 0

1 2 0 4 0 0 5

2 1 1 0 1 0 4

6 < 0,001 1 0,008 1 0,015 1 < 0,001 1 0,02 1 0,017 0

7 6 3 9 1 1 0

5 4 0 8 3 1 0

21 0,7 14 0,999 > 0,999 22 0,681 6 0,997 3 0,999 4

0 1 0 0 0 1 1

FC: fase cronica; FCA: fase cronica de alto risco; PT: peritrabecular; PV: perivascular; OB: subosteal.




Tabela 5 — Analise imuno-histoquimica da expressao estromal de HA nos grupos de LMC resistente, LMC n&o resistente e LMC intolerante

Bx pré-tratamento Bx pos-tratamento Crise blastica Bx pré-tratamento Bx pds-tratamento bk
FC+FCA (n=21) p FC+FCA (n=15) p n=5% p n=22 p FC (n=6) p FC+FCA (n=4) p n=10

0 0 0 0 0 0 0

0 0,156 0 0,004 0 0,494 0 0,008 0 0,016 0 ns 0

12 3 3 7 1 4 9

9 11 2 15 5 0 1

0 0 0 2 0 1 3

7 < 0,001 4 0,001 1 0,004 5 0,002 3 0,03 2 ns 7

14 10 4 15 3 1 0

1 0 0 0 0 1 2

1 1 0 1 1 0 4

3 0,031 2 0,047 0 0,057 3 0,006 0 0,162 1 ns 2

8 6 4 9 2 1 1

8 5 1 9 3 1 1

21 ns 14 0,999 > ns 22 ns 6 ns 4 ns 10

0 0 0 0 0 0 0

FC: fase cronica; FCA: fase cronica de alto risco; PT: peritrabecular; PV: perivascular; OB: subosteal.
Tabela 6 — Analise imuno-histoquimica da expressao celular de HAS1 nos grupos de LMC resistente, LMC néo resistente e LMC intolerante
D0
O 0]0 a c v v ad( Olela e
Bx preé-tratamento Bx poés-tratamento Crise bléastica esistente Bx pré-tratamento Bx pés-tratamento SIS
FC+FCA (n=21) p FC+FCA (n=15) p n=>5 p n=22 p FC (n=6) p FC+FCA (n=4) p n=10

4 1 0 4 1 0 2
0 0 0 1 0 0 1
0 0,223 1 0,329 0 0,135 , 0,53 0 0,189 1 ns 0
2 0 1 1 2 0 0
5 2 1 6 3 1 3
1 0,997 0 ns 0 ns 2 0,936 0 ns 0 ns 0
0 0 0 0 0 0 0
5 2 1 7 2 1 3
0 0 0 0 1 0 0
1 0,998 0 ns 0 ns 1 0,997 0 0,998 0 ns 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
6 2 1 8 3 0 3
15 0,999 13 0,61 4 0,997 4 0,996 3 0,79 3 ns -

FC: fase cronica; FCA: fase cronica de alto risco; PT: peritrabecular; PV: perivascular; OB: subosteal.
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Tabela 7 — Anélise imuno-histoquimica da expressao estromal de HAS1 nos grupos de LMC resistente, LMC néo resistente e LMC intolerante

Bx pré-tratamento Bx pos-tratamento Crise blastica £ Bx pré-tratamento Bx pds-tratamento ek
FC+FCA (n=21) p FC+FCA (n=15) p n=>5 p n=22 p FC (n=6) p FC+FCA (n=4) p n=10

4 5 3 6 2 2 1

6 0,1046 2 0,696 0 0,073 ! 0,413 0 0,518 0 ns L

2 5 0 5 4 1 4

0 1 3 2 0 0 1

9 13 0 16 6 2 7

3 0,43 0 ns 0 0,16 4 0,507 0 ns 1 ns 0

0 0 3 0 0 0 0

12 12 0 17 5 3 7

0 1 0 3 1 0 0

0 ns 0 0,996 0 ns 0 0,698 0 0,936 0 ns 0

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

12 0,77 13 0,61 3 0,997 20 0,325 6 0,408 3 ns !

9 2 2 2 0 1 3

FC: fase cronica; FCA: fase cronica de alto risco; PT: peritrabecular; PV: perivascular; OB: subosteal.
Tabela 8 — Analise imuno-histoquimica da expressao celular de HAS2 nos grupos de LMC resistente, LMC néo resistente e LMC intolerante
0 0Q 3 e ente 0 olerante .

Bx pré-tratamento Bx pés-tratamento Crise blastica esiStente Bx pré-tratamento Bx po6s-tratamento S
FC+FCA (n=21) p FC+FCA (n=15) p n=>5 p n=22 p FC (n=6) p FC+FCA (n=4) p n=10

8 6 0 5 1 2 2

0 0,042 L 0,073 L 0,262 0 0,318 0 0,801 0 ns 0

0 0 1 8 1 1 3

2 0 0 0 0 0 1

10 7 2 10 2 3 6

0 ns 0 ns 0 ns 2 0,439 0 ns 0 ns 0

0 0 0 1 0 0 0

9 7 1 11 2 3 4

1 0 1 1 0 0 2

0 0,62 0 0,374 0 0,994 1 0,311 0 0,997 0 ns 0

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

10 0,795 ! 0,806 2 0,855 13 0,999 2 0,606 3 ns 6

11 8 3 9 4 1 4

FC: fase cronica; FCA: fase cronica de alto risco; PT: peritrabecular; PV: perivascular; OB: subosteal.




Tabela 9 — Anélise imuno-histoquimica da expressao estromal de HAS2 nos grupos de LMC resistente, LMC néo resistente e LMC intolerante

0 0Q a e ente 30 olerante
Bx pré-tratamento Bx po6s-tratamento Crise blastica sellsls Bx pré-tratamento Bx pds-tratamento ek
FC+FCA (n=21) p FC+FCA (n=15) p n=>5 p n=22 p FC (n=6) p FC+FCA (n=4) p n=10
4 1 2 8 2 2 6
0 0,997 L 0,098 0 0,996 L 0,603 2 0,072 0 ns 0
1 0 0 5 0 1 2
0 0 0 0 0 0 0
3 2 2 12 4 3 8
2 0,248 0 ns 0 ns 0 0,726 0 ns 0 ns 0
0 0 0 2 0 0 0
4 2 2 13 4 3 7
1 0 0 1 0 0 1
0 0,999 0 0,998 0 0,998 0 0,998 0 0,999 0 ns 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
> 0,01 2 0,003 2 0,333 14 0,607 4 0,998 3 ns 8
16 13 3 8 2 1 2
FC: fase cronica; FCA: fase cronica de alto risco; PT: peritrabecular; PV: perivascular; OB: subosteal.
Tabela 10 — Anélise imuno-histoquimica da expressdo celular de HAS3 nos grupos de LMC resistente, LMC ndo resistente e LMC intolerante
PO
O 00 d € > > . . . Olera e
Bx pré-tratamento Bx po6s-tratamento Crise blastica = Bx pré-tratamento Bx pds-tratamento S
FC+FCA (n=19) p FC+FCA (n=15) p n=5 p n=22 p FC (n=5) p FC+FCA (n=4) p n=10
4 1 0 4 1 2 1
0 0,405 0 0,646 0 0,472 0 0,687 0 0,472 0 ns 0
1 2 2 3 0 1 2
1 0 0 1 1 0 1
2 1 0 4 0 1 0
2 0,435 1 0,459 0 0,759 2 0,223 0 0,759 0 ns 2
2 1 2 2 2 2 2
5 2 0 5 2 2 3
1 1 2 2 0 1 1
0 0,998 0 0,997 0 0,386 1 0,755 0 0,996 0 ns 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
6 0,966 3 0,524 2 1 8 0,996 2 1 3 ns 4
13 12 3 14 3 1 6

FC: fase cronica; FCA: fase cronica de alto risco; PT: peritrabecular; PV: perivascular; OB: subosteal.
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Tabela 11 — Andlise imuno-histoquimica da expressdo estromal de HAS3 nos grupos de LMC resistente, LMC nao resistente e LMC intolerante

Bx pré-tratamento

Bx pos-tratamento

Crise blastica

Bx pré-tratamento

Bx pds-tratamento

FC+FCA (n=19) p FC+FCA (n=15) p n=5 p n=22 p FC (n=5) p FC+FCA (n=4) p n=10
6 4 0 7 2 0 0
0 0,092 0 0,08 0 0,836 L 0,064 0 0,091 0 ns 0
8 5 3 6 2 4 8
4 4 2 4 1 1 2
4 2 0 11 1 0 0
7 0,084 5 0,198 1 1 3 0,004 1 0,336 2 ns 2
7 6 4 4 3 3 8
13 8 0 12 3 1 4
S 3 3 6 2 0 3
0 0,089 2 0,343 2 0,154 0 0,101 0 0,596 1 ns 1
0 0 0 0 0 0 2
0 0 0 0 0 0 0
18 0,996 13 0,652 |—> ns 18 | 0387 > ns ns 10
1 2 0 4 0 0 0

FC: fase cronica; FCA: fase cronica de alto risco; PT: peritrabecular; PV: perivascular; OB: subosteal.
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Conclusao final
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A leucemia mieloide cronica foi a primeira neoplasia maligna a ser definida por
metodologia citogenética, sendo pioneira na terapia alvo molecularmente direcionada
com consequente mudanca na histéria natural da doenga. No entanto, a resisténcia
constitui um entrave terapéutico, que apesar dos recentes e continuos avangos, permanece

um desafio.

Esse trabalho contribuiu para caracterizacdo epidemiolégica da LMC resistente e
intolerante a partir da identificacdo da faixa etaria média de cada grupo estudado. O
predominio da perda de resposta citogenética na resisténcia primaria e da perda de
resposta molecular na resisténcia secundaria possibilitou maior compreenséo a respeito

do cenario molecular envolvido na quimioressisténcia.

A andlise morfoldgica identificou que a quantidade moderada de micromegacariocitos
pode corresponder a um marcador protetor contra a resisténcia. A avaliacdo dos nichos
medulares atraves de imuno-histoquimica para os marcadores CD44, HA, HAS2 e HAS3
revelou que o remodelamento do microambiente ocorre, sendo intensificado na
resisténcia como reflexo da perpetuacéo da doenga. A manutengdo do microambiente
maligno favorece a persisténcia da leucemogénese, especialmente das células-tronco
leucémicas, que sao continuamente sustentadas pelos nichos disfuncionais, constituindo
um impasse na obtencdo da resposta molecular plena.

Portanto, a identificacdo precoce do desenvolvimento de resisténcia é essencial para a
adocdo de medidas terapéuticas ao diagndstico com o intuito de impedir sua plena
instauracdo, que, uma vez estabelecida, torna-se de dificil manejo e pode resultar em
desfecho desfavoravel. Dessa forma, a implementacdo da biopsia de medula 6ssea de
maneira rotineira no momento do diagndstico de LMC associada a imuno-histoquimica,
uma técnica amplamente difundida nos laboratérios de Patologia, para avaliacdo dos
marcadores CD44 e HAS2 nos nichos medulares, pode resultar em identificacdo
antecipada de casos com potencial de desenvolver quimiorresisténcia.
Consequentemente, torna-se possivel a modificagdo no curso da doenca a partir do
direcionamento da terapia para um inibidor mais potente e especifico. Dessa forma, evita-
se 0 uso sucessivo de multiplos inibidores até a obtencdo da resposta clinica adequada,
garantindo a continuidade do fornecimento e minimizando prejuizos financeiros ao
sistema publico de saude, além da prevencdo do impacto negativo na qualidade de vida,

resultando em manutencgéo da boa evolucéo clinica e sobrevida prolongada.
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