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Capitulo I - 13

Introducao

A medula 6ssea contém células progenitoras (células tronco ou "stem cells") que
sdo pluripotentes e possuem duas propriedades funcionais: de gerar novas células
progenitoras (auto-renovagdo) e de diferenciar-se em qualquer uma das linhagens
celulares do sangue (diferenciagéo - hematopoese) (ATTAR & SCADDEN, 2004).

Com o inicio da diferenciagdo, a "stem cells" perde seu potencial pluripotente e
direciona-se para a produgdo de uma ou mais linhagens celulares especificas, perde
também sua capacidade de auto-renovagdo e torna-se uma célula diferenciada (Figura 1)
(HEIKE & NAKAHATA, 2004).

As células estromais da medula 0ssea fornecem um micro-ambiente para as
células progenitoras hematopoéticas as quais, mesmo em adultos, parecem poder se
diferenciar em varios outros tecidos, incluindo figado, pancreas, rim, pulmio, pele, trato
gastrintestinal, cardiaco, muscular esquelético e neural, o que tem estimulado varios
estudos sobre seu uso em terapia celular (HEIKE & NAKAHATA, 2004).

Como em qualquer outro tecido do organismo, as células da medula dssea, por
fatores etiologicos diversos, podem sofrer uma transformag¢do maligna e originar uma

leucemia. As leucemias sdo neoplasias malignas das células primordiais hematopoéticas,

que se originam na medula 6ssea e se espalham no sangue periférico, podendo atingir

diferentes tecidos e 6rgdos (ROBBINS et al., 1996).

Basicamente, estas malignidades sdo classificadas de acordo com o tipo de célula
envolvida e com o estado de maturidade das células leucémicas, respectivamente em
mieldides (mielociticas; granulociticas; ndo-linfociticas) e linfoides (linfociticas), e em

agudas e cronicas (GOASGUEN et al., 1997).
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Capitulo I - 14

As leucemias agudas se caracterizam pela presenga de células imaturas (blastos)
e por uma evolugdo rapida e fatal nos pacientes ndo tratados. As cronicas estdo
associadas, no inicio, a leucdcitos bem diferenciados (maduros) e a uma evolugdo

relativamente mais lenta (ROBBINS e al., 1996).

Consideracdes Gerais sobre a Leucemia Mieloide Cronica (LMC)

A leucemia miel6ide crénica (LMC) é uma doenga mieloproliferativa clonal que
surge da transformag¢do neoplasica das células progenitoras pluripotentes, resultando em
uma granulocitose (elevado nimero de células da série granulocitica no sangue
periférico) progressiva (MOREL er al, 2003; PETZER & GUNSILIUS, 2003).
Corresponde a 15-20% das leucemias nos adultos e é diagnosticada em um ou dois
individuos por 100.000/ano. No Brasil, estima-se cerca de 2.700 a 3.500 casos novos por
ano. Ha um ligeiro predominio do sexo masculino (1,3-1,4:1) e a maior incidéncia ocorre
na quarta década de vida, entretanto, pode ocorrer também em criangas e idosos
(FADERL et al., 1999).

Em alguns pacientes a LMC se inicia com uma fase cronica agressiva, enquanto
em outros se comporta como uma doenga indolente, com cerca de 50% dos pacientes
assintomaticos. Alguns, ainda, apresentam sintomas e sinais ndo especificos da doenga.
Geralmente, o diagndstico € sugerido em fungdo dos resultados de um hemograma
solicitado de rotina, ou durante uma avaliagdo médica para uma doenga néo relacionada.
A fadiga é a manifestagdo mais comum, seguida de cefaléia, perda de peso, desconforto
abdominal, mal estar, esplenomegalia e leucocitose (ANTIN, 2003).

O curso natural da doenga ¢ caracterizado por trés fases seqiienciais:

cronica, acelerada e blastica. Na maioria das vezes o diagndstico € feito durante a fase
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Capitulo I - 15

inicial ou cronica, em que a populagdo granulocitica se expande, mas permanece capaz
de se diferenciar. Esta fase ¢ relativamente estavel e responde a terapia convencional
mas, eventualmente, evolui para uma fase intermediaria, a fase acelerada, que necessita
de uma intervengdo terapéutica mais agressiva para o controle da doenga. A fase blastica
¢é grave e se assemelha a uma leucemia aguda, onde quase a totalidade das células
encontradas sdo blastos. Este fenétipo € mieloblastico em 70-80% dos pacientes e
linfoblastico em 20-30%. Com o tratamento convencional a média de sobrevida global
entre os pacientes ¢ cerca de cinco anos, mas a varia¢do ¢ muito ampla (SAVAGE &
ANTMAN, 2002).

A LMC ¢ uma doenga muito estudada, um protdtipo de cancer desencadeado por
uma altera¢do cromossémica especifica, a t(9:22) que origina o cromossomo Philadelphia
(Ph). Contudo, inimeros fendmenos biologicos envolvidos na sua etiopatogénese ainda

permanecem desconhecidos (HOCHHAUS ef al., 2004).

Altera¢oes Cromossomicas e Génicas na LMC

A LMC foi descrita em 1845, independentemente, pelos patologistas BENNET,
CRAIGIE e VIRCHOW. Somente em 1960 ela foi associada ao cromossomo
Philadelphia (Ph), considerado um marcador da doenga e a primeira alteragdo genética
especificamente relacionada a um tipo de cancer (WONG & WITTE, 2004).

No inicio, na Philadelphia, o cromossomo Ph foi descrito como um pequeno
cromossomo presente nas células da medula Ossea de pacientes com leucemia
granulocitica resultado de uma delegao parcial do brago longo de um autossomo do grupo
G (NOWELL & HUNGERFORD, 1960). Posteriormente, em 1973, com o

desenvolvimento das técnicas de bandamento cromossomico, ROWLEY o descreveu

AVA
AVAYAY

2 3 4 5 6 d unespwl 12 13 14 15 16




Capitulol - 16

como resultante de uma translocagdo reciproca envolvendo os bragos longos dos
cromossomos 9 e 22 [t(9:22)(q34:q11)], cujos pontos de quebra estdo agora definidos em

9q34.1 € 22q11.21 (KEUNGM et al., 2004).

O Ph ¢ detectado em 90 - 95% dos pacientes com LMC, em 17-25% dos adultos e

em 5% das criangas com Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) e também em casos raros
(0,9-3%) de Leucemia Mieldide Aguda (LMA) (TBAKHI, 2002;KEUNGM, 2004).

Cinco a 10% dos casos de LMC apresentam translocagdes variantes, com trés ou
eventualmente, mais de trés cromossomos envolvidos (MARKOVIC et al., 2000; DE
BRAEKELEER, 1987; ACAR et al., 1997; HARRISON et al., 2000; REID ef al., 2001).
Em alguns casos um rearranjo criptico, denominado cromossomo Ph mascarado, esta
presente em um cariétipo interpretado como normal por citogenética convencional (VAN
DER PLAS et al., 1991).

AlteragGes cromossomicas secunddrias também sdo encontradas e estas sdo
consideradas como marco da evolugdo da doenga. As mais freqiientes incluem a
trissomia do cromossomo 8, o isocromossomo i(17q), a trissomia do 19 e um
cromossomo Ph extra. Porém, alguns pacientes apresentam anomalias cromossomicas
secundarias diferentes (ESPINOZA et al., 2004).

Variagdes regionais na freqiiéncia de anomalias especificas em neoplasias tém
sido descritas (JOHANSSON et al., 1991; MITELMAN & LEVAN, 1981; BERNSTEIN
et al., 1982; MITELMAN 1986). Possiveis causas para explicar tais variagdes incluem
artefatos técnicos, diferengas nas classificagdes clinico-patologicas e fatores genético-
ambientais, incluindo a terapia, o tipo de anomalia primaria e o estagio de diferenciagdo

(ESPINOZA et al., 2004).
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Capitulo I - 17

Enquanto os aspectos citogenéticos e moleculares sio bem caracterizados, a
origem parental dos cromossomos rearranjados € controversa. Alguns autores

demonstraram que o cromossomo 9 envolvido na translocagdo é preferencialmente de

origem paterna e o cromossomo 22 de origem materna (HAAS ef al., 1992; OLICIO et

al., 2004), o que levou a hipétese de imprinting dos genes BCR e ABL. Estes resultados ja
haviam sido contestados por outros autores em fungdo de achados contrarios obtidos
(RANDHAWA et al., 1998; MASERATI et al., 1998).

Os fatores que predispdem a doenga, ou a translocagdo, sdo pouco conhecidos e
entre agentes ambientais ja relacionados ao seu aparecimento estdo a radiagdo € o
benzeno. A estratégia preventiva, portanto, consiste em evitar a exposi¢do a estes agentes
(GOLDMAN & MELO, 2001; HIRABAYASHI et al., 2004).

A 1(9;22) envolve o proto-oncogene ABL (Abelson), mapeado em 9934, ¢ uma
pequena regido do cromossomo 22, designada regido de ponto de quebra ou gene BCR.
Esta alteragdo resulta na formag@o de novos genes quiméricos: o gene 5’ABL-3"'BCR no
derivado do cromossomo 9 € o 5'BCR-3°ABL (BCR-ABL) no derivado do 22 (MOREL er
al., 2003).

As fungdes das proteinas expressas pelos genes quiméricos em condigdes normais
nao sdo bem conhecidas, no entanto, uma fungédo atribuida aquela codificada pelo BCR ¢é
a de atuar como tirosina quinase em neutréfilos. As quinases transferem fosfatos da
adenosina trifosfato (ATP) para os aminoacidos de proteinas. A fosforilagdo dessas
proteinas leva a ativag@o de vias de transdugdo de sinais, levando ao crescimento celular
e, portanto, ao potencial maligno (WADLEIGH er al., 2005).

A proteina expressa pelo gene ABL normal age no nucleo e no citoplasma e

parece ter varias fungdes importantes, como atuar no reparo do DNA, como supressora
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Capitulo I - 18

de tumor e na inibig¢do do ciclo celular entre G1 ¢ S (BRAIN ef al., 2002; GOLDMAN &
MELO, 2003).

A oncoproteina BCR/ABL constantemente estd ativa e fosforila substratos de
proteinas em varias vias de sinalizagdo, como por exemplo, a do gene RAS, que atua
como controle critico para a resposta da transdugdo de sinal da membrana celular para o
nucleo. A superexpressio de BCR/ABL parece alterar a transdugdo de sinal na célula

progenitora (stem cell) alvo, levando a mitoses anormais e a expansdo neoplasica.

Também, a proteina BCR/ABL diminui a adesdo celular na matriz estromal, que pode

romper a interagdo entre células hematopoéticas, células estromais e sinais de membrana,
que sdo mediados pela citoadesdo de moléculas, permitindo que células progenitoras
mieldides permane¢cam mais tempo na fase proliferativa antes da diferenciagdo. Além
disso, BCR/ABL também diminui a sensibilidade celular para o estimulo apoptético,
fornecendo uma vantagem proliferativa para o clone leucémico (SAVAGE &
ANTMAN, 2002; SATTLER & GRIFFIN, 2003).

Virias vias sdo ativadas pelas proteinas BCR/ABL, RAS, MAPK, JNK/SAPK,
phosphatidylinositol-3 kinase, NF-KB e STAT. Estudos in vitro com inibidores e
mutantes dominantes negativos tém sugerido que varias destas vias contribuem para
transforma¢do maligna de fibroblastos ou de células hematopoéticas (VAN ETTEN,
2002).

Cerca de 5% dos casos de pacientes com LMC tém evidéncia apenas molecular
do rearranjo génico BCR/ABL quando o cromossomo Ph ndo é detectado por citogenética
convencional (KEUNGM et al., 2004). Segundo alguns autores, casos de LMC negativos
para o cromossomo Ph e para o rearranjo génico BCR/ABL sdo raros, parecem ter mau

progndstico e evoluem rapidamente para crise blastica (KURZROCK et al., 2001).

AVA
AVAVAY

2 3 4 5 6 d unespwl 12 13 14 15 16




Capitulo I - 19

Porém, outros consideram que estes pacientes sem o rearranjo teriam outra doenca,
mesmo com caracteristicas hematoldgicas da LMC (KARTARJIAN et al., 1998).

O gene ABL também pode ser ativado por outras translocagdes, sem envolvimento
do gene BCR. Por exemplo, a t(9;12) origina a proteina quimérica tirosina quinase
TEL/ABL. Tal proteina, ja descrita em LMA e LMC atipica, ativa varias vias de
sinalizagdo para transformar células hematopoéticas e, assim como BCR/ABL, conferir

resisténcia a drogas antineoplasicas que atuam danificando o DNA. Este fenomeno pode

ser explicado pela indugéo do retardo do ciclo celular na fase G2/M, elevagéo da proteina

anti-apoptdtica Bcl-xL e alteragdes do reparo do DNA. O aumento da eficiéncia do
reparo do DNA pode reduzir significativamente a sensibilidade das células ao tratamento,
o que é considerado um dos maiores obsticulos da terapia anti-cancer (MAJSTEREK et
al, 2004).

Também tém sido descritas alteragdes sem o envolvimento do gene ABL, como
por exemplo a t(5:12)(q33:p13) e a t(8;13)(p11:ql2), ambas gerando genes de fusdo
(quiméricos) que parecem causar LMC por vias de sinalizagdo correspondentes as vias
ativadas pela oncoproteina BCR/ABL (GOLDMAN & MELO, 2003).

A progressdo da doenga, provavelmente, também envolve a ocorréncia de
mudanc¢as moleculares adicionais ao clone BCR/ABL (GOLDMAN & MELO,
2001).

Os mecanismos de progressdo da fase cronica para a fase final aguda (fase fatal
ou crise blastica) sdo pouco conhecidos. O fenétipo pleiotropico e agressivo da crise
blastica sugere que diferentes anomalias oncogénicas podem estar envolvidas. Varios
eventos tém sido associados com a crise blastica: perda de fungdo do P33, amplificagdo

do MYC, rearranjo/delecdo do supressor Rb e, ainda, rearranjo/delecdo de pl6INK4A

AVA
AVAVAY

2 3 4 5 6 d unespwl 12 13 14 15 16




Capitulo I - 20

(CDKN2). A perda de fungao do P53 tem sido exclusivamente associada com a crise
blastica mieldide e ndo linféide, o que sugere que a sinalizagdo P53 ¢é critica para

regulagdo da mielopoese normal (WONG & WITTE, 2004).

Embora os mecanismos para a transformagdo blastica ndo sejam conhecidos,

algumas possibilidades tém sido consideradas. Por exemplo, BCR/ABL promoveria
instabilidade gendmica no clone leucémico, que poderia levar a mutagdes secundarias,
como por exemplo, a trissomia do cromossomo 8. Pode ser que as células na fase blastica
sejam mais dependentes destas aberragdes oncogénicas secundarias do que da atividade
tirosina quinase de BCR/ABL. Como o clone leucémico torna-se incapaz de se
diferenciar, as células blasticas se acumulariam levando, inexoravelmente, a crise
blastica (SAVAGE & ANTMAN, 2002).

Células poliploides podem se desenvolver a partir de progenitores diploides via
sucessivos ciclos de sintese de DNA sem divisdo celular, um processo denominado
endomitose. Algumas proteinas quinases como MAPK, CDK2 e CDC6, ou inibidores
universais CDJ estdo envolvidos na origem de endomitoses. Nao existem evidéncias
diretas de que a proteina BCR/ABL afeta tal processo, contudo, tem sido sugerido que
ela pode ativar RAS e MAPK e assim promover endomitoses pela via MAPK. A
poliploidizagdo também poderia ser determinada por fatores étnicos, ambientais e
relacionados a terapia. Células poliploides s3o extremamente resistentes a condi¢es que
induzem danos no DNA, uma peculiaridade que poderia ser relacionada a muitas copias
de cada gene, com um conseqiiente aumento do metabolismo celular. Assim, a
poliploidizagdo pode conferir um fendtipo mais agressivo as células tumorais, facilitando

a resisténcia a drogas e promovendo a evolugao do tumor (ESPINOZA et al., 2004).
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A heterogeneidade clinica da LMC nio esta esclarecida. Com a terapia padréo a

média de sobrevida € de cerca de cinco anos, mas alguns pacientes vivem apenas por
cerca de dois anos ou um pouco mais. Como ja citado, em alguns a doenga se inicia com
uma fase crénica agressiva, enquanto em outros ela € indolente. Que fatores conferem
esta heterogeneidade? Aparentemente a resposta ndo envolve a oncoproteina BCR/ABL,
que parece consistente em quase todos os pacientes. BCR/ABL deve ativar uma ou mais
vias da transdugdo de sinal que leva ao fendtipo maligno, mas nenhuma via tem sido
especificamente identificada (GOLDMAN & MELO, 2001).

A maioria dos estudos em LMC enfoca a t(9;22) com relagdo aos genes BCR/ABL
no cromossomo 22 e seus produtos. Contudo, como conseqiiéncia da recombinagdo
reciproca, um outro gene ABL/BCR também ¢ formado em 9q (ALMEIDA et al., 1999;
THIJSEN et al., 1999). A coexpressao deste gene poderia levar a uma fungdo bioldgica
e/ou clinica heterogénea na LMC. Inclusive, observagdes mais recentes tém mostrado
que cerca de 20% dos pacientes com LMC tém deleg¢oes de tamanho variavel no derivado
do cromossomo 9, onde se localiza a fusdo génica ABL/BCR, cuja proteina é expressa em
cerca de 70% dos casos. Tal proteina, ndo tem funcdo esclarecida. Os pacientes que
apresentam  tais delegOes tém sobrevida mais curta em relagdo aqueles que ndo
apresentam. Estas dele¢des possivelmente ocorrem ao mesmo tempo que a formagdo do
cromossomo Ph. A identificagdo destas alteragdes seria um importante fator preditivo
da sobrevida de cada paciente (GOLDMAN & MELO, 2003).

Portanto, embora no nivel citogenético todos os cromossomos Ph parecam iguais,
eles podem estar associados a diferentes fendtipos da leucemia, fato que pode ser
atribuido a variabilidade do rearranjo molecular entre os genes BCR e ABL (COLLEONI

et al., 1998).
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A Figura 2 apresenta o gene ABL, localizado no cromossomo 9 e o gene BCR

localizado no cromossomo 22, envolvidos na formagdo do cromossomo Ph.

O gene ABL, localizado no cromossomo 9, é composto de 11 exons. E expresso

em niveis altos no bago, timo e testiculo. O ponto de quebra na translocagido com o 22
ocorre freqiientemente no sentido 5' do exon 2 (no 1° ou 2° intron) e esporadicamente no
exon 3 (THIJSEN et al., 1999; LICHTY & KAMEL-REID, 2000).

O gene BCR, localizado no cromossomo 22, compreende 23 exons. A expressdo
do gene da origem a dois tipos de RNAm, de 4,5 e de 6,7 Kb, que sdo traduzidos em uma
fosfoproteina, com atividade serina treonina quinase (MARU & WITTE, 1991). Li et al.
(1989), mostraram que em células humanas varias proteinas BCR diferentes podem ser
identificadas, com tamanhos que variam de 83 a 190 kD. Sao encontradas no citoplasma
de células em intérfase e detectadas ao redor dos cromossomos durante a divisdo, o que
sugere uma fungdo na regulagdo do ciclo celular.

O ponto de quebra no gene BCR envolvido na translocagdo difere em suas
posi¢des, dando origem a transcritos hibridos com diferentes tipos de jungdo BCR/ABL
(Figura 3). Na LMC, o ponto de quebra no cromossomo 22 ocorre na regido central do
gene BCR denominada M-BCR (“Major breakpoint cluster region™), que se estende do
exon 12 (bl) ao 16 (b5) e dois tipos diferentes de jungdo BCR/ABL podem ocorrer. No
primeiro, o exon 13 do BCR se justapde ao exon 2 do ABL (jungdo el3a2 anteriormente
conhecida como b2a2). No segundo, o exon 14 do BCR se justapde ao exon 2 do ABL
(Jungdo el4a2 ou b3a2). Os dois RNAm quiméricos (el3a2 e el4a2), traduzem para uma
proteina de 210 kD (p210) e muitos estudos ndo encontram evidéncias que o tipo de
jungdo tenha algum significado prognéstico (FADERL et al., 1998; HASKOVEC et al.,

1998; IMPARATO et al., 1998; THUSEN et al.,, 1999; GOLDMAN & MELO, 2003).
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Em casos raros de LMC ou LMA, em quase 50% dos casos de LLA com Ph em
adultos e em 80% das criangas com LLA e Ph, o ponto de quebra ocorre dentro do

primeiro grande intron do exon 2 do BCR, denominado m-BCR (“minor breakpoint

cluster region”), dando origem a uma jung¢do (ela2), que resulta na produgdo de uma

proteina de 190 kD (p190). Ambas proteinas, p210 e pl190, tém atividade tirosina
fosfoquinase aumentada comparadas a proteina ABL normal (p145). Estudos in vitro
mostraram que pl190 ¢ mais ativa que p210 e estd associada a uma leucemia mais
agressiva (FADERL et al., 1998; HASKOVEC, ef al., 1998; MEISSNER er al., 1999;
THIJSEN et al., 1999; GOLDMAN & MELO, 2003; WONG & WITTE, 2004). Suas
fungdes na transformagdo leucémica ainda ndo s3o bem entendidas, mas parecem
envolver em multiplas vias de sinalizagdo, incluindo ativa¢dao do mediador RAS do JUN,
ativagao do STATS, alteragdes do oncogene MYC e expressdo de ciclina D1 (RUBNITZ
& LOOK, 1998).

De acordo com IMPARATO er al. (1998), a atividade de tirosina quinase da
proteina hibrida BCR/ABL, ¢ similar a da proteina codificada pelo gene ABL, porém
mais ativa e com localizagdo citoplasmatica, predominantemente no citoesqueleto
(GRIFFIN, 2001; GOLDMAN & MELO, 2003). Por causa dessa atividade especifica e
nova localiza¢do na célula, BCR/ABL tem acesso a substratos citoplasmaticos que ABL
ndo tem e os fosforilam de maneira desordenada (IMPARATO ef al. 1998).

No nivel transcricional, 0 RNAm hibrido BCR/ABL de 8,5 Kb apresenta
seqliéncia 5' para o BCR e 3' para ABL. Na forma el3a2, a proteina contém 902
aminoacidos, codificados pelo gene BCR e em el4a2, 927 aminoécidos, que estdo

fusionados com os 1096 aminoacidos codificados pelo gene ABL. Ocasionalmente,
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ambos o0s transcritos sdo detectdveis no mesmo paciente por causa do splicing alternativo
(THIJSEN et al., 1999; WONG & WITTE, 2004).

Também ja foi identificada uma regifio mais rara de ponto de quebra, denominada
p-ber (Figura 2), localizada distalmente no sentido 3' da regido M-BCR, entre os exons
el9 e €20 (c3 e c4), que da origem a uma jungdo el9a2 e a uma proteina de fusdo p230
(230kD). Essa proteina foi identificada em pacientes com uma forma branda de LMC,
designada leucemia neutrofilica cronica Ph positiva (LNC) (WONG & WITTE, 2004).

A presenga ou auséncia do exon el4 do BCR e suas implicagdes na
heterogeneidade clinica da LMC, tem sido motivo de muitos estudos. A relagdo, por
exemploe, entre el4a2 com trombocitose é controversa. Contudo, outros autores nido
confirmaram esta hipéotese (OPALKA et al., 1992; INOKUCHI et al., 1994). Resultados
conflitantes também foram relatados com relagdo a resposta ao interferon (THIJSEN et
al., 1999; INOUE et al., 1992).

Alguns autores relacionaram que a localizagdo do ponto de quebra no gene BCR
e/ou possivelmente no gene ABL, determina o fenétipo da doenga. Segundo os mesmos,

a proteina p190 pode funcionar preferencialmente durante a diferenciagio linféide ou

monocitica, enquanto a p210 contém a seqiiéncia BCR adicional que parece afetar a via

comum de ambos precursores de LLA e LMC. A variabilidade da localizagio do ponto
de quebra dentro do gene BCR e o fato de que p190 estd predominantemente associada
com LLA, enquanto p210 é mais consistente em LMC (90% dos pacientes), mostra uma
disting@o entre a verdadeira LLA de novo (m-BCR, p190) e a LMC na fase blastica
linféide (M-BCR, p210) (FADERL et al., 1998; HASKOVEC ef al., 1998; HUETTNER
et al., 2000). Na LMA, o ponto de quebra pode ocorrer em qualquer uma das regides.

Os rearranjos que codificam a p210 tornam a LMA indistinguivel da LMC em crise
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blastica mieloide, enquanto a expressdo da p190 identifica a verdadeira LMA, também
chamada LMA de novo (COLLEONI, et al., 1998).

MEISSNER et al. (1999), analisaram o tipo de jungdo no RNAm hibrido

BCR/ABL, em sangue periférico de 33 pacientes com LMC. Em 42,4% dos casos, foi

observado RNAm com jung¢ao do tipo el4a2, em 39,4% o RNAm el3a2 e em 18,2%
ambos os tipos, mas com predominio de el4a2. Contudo, ndo foram observadas
correlagdes significativas entre tipos de RNAm e idade, teor de hemoglobina, contagem
de leucocitos e plaquetas, porcentagem de blastos ou basofilos e esplenomegalia ao
diagnostico, sexo, ou duragdo da fase cronica.

A correlagao entre formas p210 da BCR/ABL com LMC e p190 com LLA-B
sugere que formas especificas de BCR/ABL podem levar a fungdes especificas na
etiologia da leucemia (WONG & WITTE, 2004). Cada uma destas oncoproteinas contém
o mesmo seguimento do ABL, diferindo na quantidade do BCR (SATTLER & GRIFFIN,
2003). Nao se sabe, contudo, como as proteinas p190, p210 e p230 diferem uma da outra
em termos de sinalizagdo (MELO er al, 2003; SATTLER & GRIFFIN, 2003; TIPPING
& MELO, 2004).

Ainda ndo esta esclarecido se as leucemias agudas com Ph sdo doengas distintas
ou se representam a fase blastica de LMC ndo diagnosticada. Entre os casos de LLA
com Ph, aproximadamente 50% tém o rearranjo génico M-BCR e a proteina hibrida p210
kD idéntica aquela da LMC. Outros cerca de 50% tém o rearranjo génico m-BCR e a
proteina hibrida p190 kD. Muitos especialistas afirmam que LLA com Ph é uma entidade
distinta da fase blastica de LMC. Ja a LMA com Ph é uma doenga rara e tem sido muito
discutido se representa a fase blastica de LMC nao diagnosticada ou se ¢ uma entidade

distinta. Estudos moleculares de LMA com Ph também tém mostrado ambos rearranjos
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génicos M-BCR e m-BCR, similares aqueles encontrados em LLA com Ph, reforgando
que LMA com Ph ¢ realmente uma entidade distinta. A hip6tese de que sejam entidades

distintas também ¢é reforgada pelas seguintes observagdes: leucemias agudas com Ph tém

uma quantidade de leucdcitos muito alta, doenga extramedular é mais freqiiente e tém

resposta pobre a terapia, quando comparadas com pacientes com leucemia aguda sem Ph.
Além disso, o retorno a um caridtipo normal apds a indug¢do quimioterapica ¢ também
muito mais facil em pacientes com leucemia aguda, do que naqueles em fase blastica de
LMC. Ainda, LMA com Ph geralmente ¢ precedida por sindrome mielodisplasica com ou

sem Ph (KEUNGM, 2004).

Metilacao em LMC

A maioria das pesquisas genéticas realizadas em leucemias destaca as alteragdes
citogenéticas, porém, as células malignas também tém um epigenétipo diferente. A
principal modificagdo epigenética ¢ a metilacdo dos residuos do nucleotideo citosina
(ESTELLER, 2000).

A metilagdo de citosinas afeta a expressdo de varios genes. Nas células normais,
a metilagdo ocorre predominantemente em regides pobres em citosina e guanina (CG),
enquanto as dreas ricas em CG, chamadas ilhas CpG, que contém promotores e exons,
freqlientemente ndo estdo metiladas. A metilagdo das ilhas CpG ja foi associada com
replicagdo tardia, condensagdo de cromatina e inibi¢do da transcrigdo (COSTELLO et al,
2000; NGUYEN, er al., 2001). Nas células normais, parece atuar como uma defesa
contra parasitas moleculares por inibi¢ao da atividade de virus e transposons (segmentos
de DNA que tém a capacidade de mover-se e replicar-se dentro do genoma) (OAKELEY,

1999; STRACHAN & READ, 2002).
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A metilagdo do DNA ¢é o resultado da atividade da enzima DNA metiltransferase
(DNA-Mtase) que, ao transferir um grupo metil para as citosinas do dinucleotideo 5° -

CG - 3, altera a expressdo de genes regulados por promotores contendo ilhas CpG.

Assim, a diminui¢do da metilagdo nestas regides esta associada com atividade génica e,

ao contrario, a manuten¢do ou o ganho de metilagdo, com a diminuig¢do da transcri¢gdo. O
padrdo de metilagdo especifico de cada tecido e sua alteragdo s3o, portanto, importantes
na tumorigénese (OAKELEY, 1999; SINGAL & GINDER, 1999; ESTELLER, 2000).

A metilagdo do promotor do oncogene ABL (Pa) ¢ uma altera¢do epigenética
comum associada com a progressdo clinica da LMC (ASIMAKOPOULOS er al., 1999b;
SHTEPER er al., 2001). Geralmente indica uma doenga de evolugdo longa, associada
com probabilidade alta de transformagdo blastica e parece permitir a avaliagdo do
resultado da terapia com interferon alfa (IFN-a) (BEN-YEHUDA er al., 1997). A falta
de metilagdo nessa regido parece estar restrita a fase crénica, enquanto a hipermetilagao
¢ observada quando ocorre a crise blastica. A longa permanéncia na fase cronica ¢ a fase
acelerada estdo associadas com um padrdo intermediario de metilagdo, que pode ser
revertido apds o tratamento com IFN-a (ASIMAKOPOULOS, ef al., 1999b).

BEN-YEHUDA ef al. (1997) descreveram que em funcgdo desta caracteristica
progressiva, a metilagdo do DNA pode servir como um marcador para a progressao
neoplésica em LMC, principalmente ap6s o transplante de medula éssea. De acordo com
SUN er al. (2001), ndo se sabe se a metilagdo € uma mudanga freqiiente na medula éssea
no inicio da fase cronica ou somente apos este estagio, mas sim que a metilagdo do Pa do
ABL freqilientemente ¢ um marcador precoce da LMC nos precursores hematopoéticos e

nas células mononucleares da medula 6ssea.
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Os estudos de ASIMAKOPOULOS ef al. (1999a) sugeriram que a metilagdo do
Pa do ABL é um evento necessario, mas nao suficiente, para a evolugdo clonal da LMC.
E provavel que a fase cronica seja mantida pelo equilibrio na quantidade de proteinas
BCR/ABL e ABL citoplasmatica, que exercem fungdes antagdénicas no controle da
apoptose, progressdo do ciclo celular e instabilidade genética. A doenga pode se
desenvolver quando este equilibrio é perdido, como resultado da transcri¢do reduzida do
promotor ABL interno. O tratamento com IFN-o parece atuar no padrdo de metilagio e
ser capaz de restabelecer este equilibrio, levando ao prolongamento da fase cronica.
Portanto, a metilagdo do ABL ¢ dindmica e pode ser modulada pelo tratamento. A
reversdo da hipermetilagdo do gene e de outros genes envolvidos na patogénese da LMC

pode oferecer novos caminhos para a intervengdo terapéutica nessa leucemia muito

comum na populagdo (ASIMAKOPOULOS, et al., 1999a).

Terapéutica da LMC

Apds o diagnostico de LMC o paciente ¢ tratado com agentes terapéuticos, de

acordo com protocolos especificos, ¢ submetido ou ndo ao transplante de células tronco

(stem cell) hematopoéticas (Transplante de Medula Ossea — TMO) (McBRIDE et al.,

2000; TEFFERI, 2001).

Da transi¢ao de uma doenga predominantemente mieldide na fase cronica para
linhagens alternativas na crise blastica, surgiu a questdo de quais tipos celulares poderiam
conter o cromossomo Ph. FIALKOW et al. (1967, 1977) estudaram diferentes tipos
celulares de pacientes com LMC na fase crOnica para investigar a presenca do
cromossomo Ph. Surpreendentemente, os autores observaram que tanto as linhagens

granulociticas como as eritréides continham o cromossomo Ph, apesar do fato de que
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somente células mieldides estdo expandidas durante a fase cronica. A presenga deste
cromossomo nas duas linhagens sugere que o cromossomo Ph é originado em varios
tipos celulares ou se origina em uma stem cell que transmite as descendentes de
diferentes linhagens celulares (WONG & WITTE, 2004).

A descoberta de uma possivel origem clonal da célula progenitora hematopoética
sugeriu que a eliminagdo de células progenitoras com o Ph e a reposigdo destas com
células progenitoras normais seria um procedimento terapéutico efetivo, o que resultou
no TMO (WONG & WITTE, 2004). Mas, embora seja considerado até o momento a
unica opgdo de cura para os pacientes com LMC, a recaida, ou seja, a volta da doenga de
base, ainda ¢ uma das principais causas de falha dessa opgéo terapéutica (OVALARRIA
et al,2001; PALLOTTA et al., 2001; GOPCSA et al, 2003).

Apos um TMO bem sucedido, a hematopoese e a imunidade sdo reconstituidas a
partir das células do doador. A recaida da doenga, que ocorre em cerca de 50% dos
casos, pode ser explicada por mecanismos nos quais clones de células do paciente
conseguem superar as altas doses de quimioterapia. No caso dos transplantes alogénicos
(de doador compativel quanto aos antigenos de histocompatibilidade), estes clones

sobrevivem ainda ao efeito anti-tumoral do novo enxerto. Mais raramente a recidiva da

doenga pode ocorrer em células do doador (PALLOTTA et al., 2001; RAMIREZ-

ACEVES et al. 2001; GOPCSA et al, 2003).

No TMO alogénico e no autélogo (do proprio paciente) o monitoramento €
importante para detectar o sucesso do procedimento e para o estudo do quimerismo
(CRESCENZI et al., 2000).

A coexisténcia de células do doador e receptor na medula Gssea e/ou sangue

periférico é conhecida como quimerismo misto, que pode ser estavel, quando detectado
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durante um periodo minimo de um ano, ou transitorio, quando detectado por um periodo
de tempo curto (HOKAMA et al., 1999). O quimerismo completo é considerado quando
somente células do doador sdo encontradas na medula dssea (VINOGRADOVA, et al.,
2001).

O objetivo do tratamento consiste, portanto, na supressdo ou eliminagdo do clone
Ph positivo e na restauragdo da hematopoese Ph negativa. A obtengdo de resposta
hematoldgica ¢ importante para o alivio dos sintomas a curto-prazo, mas € a resposta
citogenética que € critica para o controle da progressdo da doenga a longo prazo. Tal resposta
ocorre quando o cromossomo Ph € eliminado. Ja foi demonstrada uma forte correlagdo
entre resposta citogenética e aumento da sobrevida com diferentes modalidades
terapéuticas. Assim, quanto maior a resposta citogenética, maior a sobrevida, que resulta
do retardo da progressdo da doenga para a fase blastica. A resposta citogenética, portanto,
€ um marcador prognéstico importante para sobrevida (SAVAGE & ANTMAN, 2002).

A decisdo do tipo de tratamento, entretanto, depende de varios fatores, entre os

quais a idade (abaixo ou acima de 55 anos), a disponibilidade de doador HLA

compativel, estdgio da doenga e a preferéncia do paciente ou da familia, sio os mais

referidos (McBRIDE et al., 2000; TEFFERI, 2001).

Os agentes terapéuticos freqlientemente utilizados incluem o IFN-a, a
hidroxiuréia e o bussulfan. O tratamento com IFN-a tem permitido uma vantagem sobre
a hidroxiuréia e o bussulfan, porém, todos sdo considerados paliativos por alterarem
muito pouco o curso natural da doenga (IMPARATO et al., 1998; TEFFERI, 2001).

A terapia com IFN-o aumenta a sobrevida por um ou dois anos, quando
comparada com a hidroxiuréia, e pode reduzir o nimero de células com cromossomo Ph.

A resposta citogenética ao IFN-a prediz o resultado, sugerindo que esta resposta pode ser
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usada como um suporte clinico (PEGGS & MACKINNON, 2003). Mas, a toxicidade ¢
muito comum com o uso do IFN-a, que resulta em efeitos colaterais como perda de peso,
depressdo, insonia, disfungdo cognitiva, desconforto abdominal, doengas psiquiatricas e

neuroldgicas, disfungdo renal e pancitopenia, o que leva a interrupgéo do tratamento em

cerca de 25% dos casos (STEEGMANN et al., 2003).

Aproximadamente 20% dos pacientes com LMC apresentam sobrevida
prolongada como resultado de remissdo cariotipica maior. A adigéo de aracetina (Ara-C)
ao tratamento com o IFN-a pode aumentar a sobrevida (TEFFERI, 2001; PEGGS &
MACKINNON, 2003).

Por outro lado, a introdugdo relativamente recente do mesilato de imatinibe
(Glivec®, Novartis, Basel, Switzerland), também conhecido como STI-571 {4-[(4-
methhyl-1-piperazinyl)methyl]-N-[4-methyl-3-[[4-(3-pyridinyl)-2-pyrimidinyl]Jamino]-
phenyl]benzamide methanesulfonate}, um agente oral bem tolerado, tem sido fortemente
relatada como a melhor terapia para LMC (DRUKER et al., 2001; TEFFERI, 2001).

O imatinibe foi aprovado pelo Food and Drug Administration em maio de 2001
para o tratamento de pacientes com LMC resistentes a terapia com IFN-a e, em fevereiro
de 2002, para tratamento de tumores gastro-intestinais (SAVAGE & ANTMAN, 2002).

A terapia com imatinibe € bem tolerada, os efeitos colaterais sdo minimos e
incluem ndusea, vomito, caimbra e retengdo de liquidos. Mas, alguns pacientes podem

desenvolver efeitos adversos mais graves como mielossupressdo (citopenias,

particularmente neutropenia e trombocitopenia) e edema cerebral (EBNOETHER et al.,

2002; AULT et al., 2004).
O imatinibe estabiliza uma conformagdo inativa de BCR/ABL e quinases

relacionadas (ELLIOTT et al., 2002), pois ocupa o sitio de ligagdo do ATP de varias
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moléculas tirosina quinase e evita a fosforilagdo dos substratos que estdo envolvidos na
regulagdo do ciclo celular (PEGGS & MACKINNON, 2003), causando a parada de
crescimento ou a apoptose nas células hematopoéticas que expressam a proteina
quimérica maligna, sem afetar as células normais (DRUKER er al., 2001, TEFFERI,
2001). O imatinibe, portanto, inibe a tirosina quinase BCR/ABL, bloqueia o crescimento
das células leucémicas e induz a apoptose (VLAHOVIC & CRAWFORD, 2003).

O imatinibe inibe a agdo de diferentes quinases BCR/ABL (p210 e p190), v-ABL,
c-ABL, o ¢-KIT, que € expresso em tumor estromal gastrointestinal (GIST), e o receptor
de fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). Assim, a retengdo de liquidos tem
sido associada com a inibigdo do receptor PDGF, que regula a pressio de fluido

intersticial via interagdo entre células e moléculas na matriz extracelular através de efeito

ténsil no sistema de filamento intracelular de actina (EBNOETHER et al, 2002).

O imatinibe tem mostrado atividade em todas as fases de LMC, embora as
respostas sejam mais consideraveis e duradouras em pacientes que estdo na fase crénica
(HUGHES et al., 2003).

Os mecanismos pelos quais as células malignas se tornam resistentes a drogas
citotoxicas convencionais, como a hidroxiuréia, ndo sdo conhecidos. A progressao da
doenga envolve a ocorréncia de mudangas moleculares adicionais no clone Ph que
bloqueiam a maturagdo celular. O surpreendente € que o imatinibe tem eficacia também
na crise blastica da LMC e existem duas possiveis explicagdes para este fato: ou a
tirosina quinase BCR/ABL ¢ necessaria para ocorrer a transformagao blastica, ou outras
vias de sinal de transdug@o, que sdo ativadas durante a transformagdo blastica, também
podem ser inibidas pelo imatinibe. Esta ultima possibilidade € suportada pela observagao

de que, pelo menos em laboratorio, linhagens celulares resistentes ao imatinibe
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apresentam uma super expressdo de BCR/ABL e podem apresentar amplificagdo da fusdo
génica (GOLDMAN & MELO, 2001).

Os resultados da terapia com imatinibe tém ultrapassado quase todas as
expectativas. Entre os pacientes com a doen¢a na fase acelerada que falharam na terapia
com interferon, a taxa de resposta citogenética completa atingiu 41% e, dos pacientes
diagnosticados na fase cronica, 68% atingiram resposta citogenética completa
(DRUKER, 2003).

Em um estudo da fase I de pacientes em crise blastica, 55% dos pacientes com
LMC e 70% dos pacientes com LLA responderam inicialmente ao imatinibe, mas 70%
do primeiro grupo e 100% do segundo recairam dentro de seis meses (SAVAGE &
ANTMAN, 2002).

O monitoramento qualitativo e quantitativo dos pacientes com LMC em terapia ¢

fundamental (DEININGER, 2003). A resposta a terapia pode ser avaliada em trés niveis:

(1) resposta hematologica, definida como normalizagdo dos valores do sangue periférico
e do tamanho do bago; (2) resposta citogenética, definida como proporgdo de metafases
com Ph e (3) resposta molecular, definida de acordo com o método utilizado, como a
proporg¢ao residual do gene BCR/ABL transcrito ou da proteina. A resposta citogenética €
ainda classificada em quatro categorias: (1) resposta completa, definida como auséncia
de células com Ph ou BCR-ABL; (2) resposta parcial, em que ha presenga de 1-34% de
células com Ph ou BCR-ABL; (3) resposta minor ou menor, em que ha 35-94% de células
com Ph ou BCR/ABL e (4) sem resposta, em que pelo menos 95% das células da medula
Ossea tém ou o cromossomo Ph ou o rearranjo BCR-ABL. A resposta citogenética maior ¢

considerada quando ocorre resposta citogenética completa ou parcial (TBAKHI, 2002).
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Pacientes que ndo apresentam resposta citogenética apds seis meses de terapia
geralmente s3o definidos como tendo resisténcia primaria ao imatinibe e, possivelmente,
apresentam mutagdes no ABL. Alguns estudos suportam a hipdtese de que mutagdes
dentro do gene ABL sdo induzidas pelo curso da doenga e que o tratamento com
imatinibe selecionaria esses clones (AGIRRE et al., 2003).

Nio esta esclarecido se as remissOes resultantes da terapéutica com imatinibe sdo
duraveis. A inibi¢do da atividade tirosina quinase de BCR/ABL pelo imatinibe ndo
elimina progenitores malignos primitivos em pacientes com LMC. Portanto, pacientes
em resposta citogenética completa tratados com este medicamento precisam ser
monitorados para avaliagdo do risco de recaida (BHATIA er al., 2003).

Apesar das altas taxas de resposta hematoldgica e citogenética, doenga refrataria e
resisténcia secundaria tém sido observadas em pacientes em monoterapia com imatinibe.
Esta resisténcia pode ser causada por mecanismos dependentes ou independentes de
BCR/ABL. Freqiientemente tem sido observada amplificagdo genémica do BCR/ABL,

aberragdes cromossomicas adicionais € mutagdo em ponto no dominio quinase BCR/ABL,

resultando na reativagdo da atividade tirosina quinase (HOCHHAUS, 2003). Em alguns

pacientes a resisténcia tem sido associada com a substitui¢do de um unico aminoacido no
residuo treonina do dominio BCR/ABL quinase (GUILHOT er al., 2003). Outras
mutagoes, inclusive afetando o aminoacido Glu255, tém sido descritas (HOCHHAUS et
al., 2002; AGIRRE et al,.2003).

Como ja salientado, a resisténcia ao imatinibe pode ocorrer em todas as fases da
doenga, alguns meses ou anos apds, como resultado da selegdo de subclones abrigando
mutagdes no dominio tirosina quinase do BCR/ABL, conhecido como o mecanismo

principal de reativagdo génica. Estas mutagdes em ponto tém sido detectadas em 35 a
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90% dos pacientes resistentes e os 31 tipos diferentes ja descritos (BRANFORD et al.,
2004) envolvem substitui¢des de 25 aminoéacidos em 21 posigoes diferentes no gene. Sete
das 25 mutagdes mapeadas nos residuos de contato com a droga impedem a mesma de se
ligar a0 ABL, no entanto, a maioria ndo (BURGESS et al., 2005).

A avaliagdo de casos resistentes € necessaria para sugerir a mudanga terapéutica.
A selegdo clonal de células resistentes que tém a mutagdo BCR/ABL pode ser revertida
pela interrup¢do da terapia com imatinibe e uso de quimioterapia convencional
(HOCHHAUS, 2003).

Novas perspectivas para pacientes resistentes tém sido abordadas. Os estudos
mais recentes referido a redu¢do da massa leucémica de células com Ph com a
intensificagdo (altas doses) de imatinibe e o resgate com célula hematopoética periférica,
mobilizada por quimioterapia e fator de crescimento (purging in vivo). Outros métodos
de purging poderdo ser aplicaveis, como o dos oligodeoxinucleotideos antisense
dirigidos contra 0 BCR/ABL (short-interfering RNA), um método potente de alterar a
expressdo génica do BCR/ABL. Outra abordagem possivel seria a utilizagdo do imatinibe
com outros inibidores potentes como o purging in vitro. O TMO autélogo em LMC ainda
€ uma interrogagdo e estad restrito a pacientes que ndo responderam ao tratamento com

imatinibe (SOUZA & PAGNANO, 2004).

Algumas Questoes sem Respostas

Embora muito tenha sido descoberto, questdes importantes referentes a biologia e
ao tratamento da LMC, ainda ndo estdo completamente esclarecidas:

1. Quais os mecanismos bioldgicos envolvidos na origem do rearranjo BCR/ABL?
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Como a desregulagdo da transdugédo de sinal pela oncoproteina BCR/ABL confere
a vantagem proliferativa do clone maligno?

Quais as bases moleculares da progressao da doenga?

Quais os antigenos alvos no efeito do enxerto contra a leucemia?

Qual o potencial clinico real do imatinibe isolado ou combinado com outros
inibidores da transdugdo de sinal e outras drogas citotoxicas € que agentes podem
melhorar ou comprometer sua eficacia?

O que desencadeia as mais de 30 mutagdes pontuais no BCR/ABL seria 0 mesmo
mecanismo que leva as aberragdes cromossomicas adicionais? Por que embora
secundarias, tais aberragdes sao sempre as mesmas?

Aberragdes cromossdmicas adicionais inespecificas em pacientes em uso de
imatinibe podem significar escape tumoral ou foram desencadeadas pela droga?
Qual o tempo de duragdo do tratamento com imatinibe e quais as condigdes
determinantes deste tempo?

O tratamento com TMO autélogo e imatinibe poderia ter algum efeito benéfico?

Este procedimento de baixa mortalidade no contexto dos TMO poderia

potencializar ainda mais a capacidade de redugdo dos transcritos quando a doenga
residual for detectada por métodos moleculares em pacientes que utilizam o

imatinibe?
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Miglode Mielocito basdfilo — : Bastonete baséfilo — Segmentado baséfilo

Células progenitoras Séri itics
pluripotentes (“stem cell”) / ¢ric monocitica
Monoblasto — Promondcito —  Mondcitos —  Macréfago (tecidos)

Unidade Formadora
de Colbnia (U.F.C)
Hematocitoblastos Série plaquetaria
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U.F.C. Lot Linfoblasto (B) — Prolinfocito (B) — Linfocito B
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Linfoblasto (T) — Prolinfocito (T) —  Linfocito T

Figura 1. Esquema da hematopoese. Todas as células do sangue originam-se de células pluripotentes. A quantidade de proliferacdo e a diregdo da
diferenciagdo ¢ determinada pelo contato célula a célula no microdesenvolvimento da medula ossea e por proteinas reguladoras (citocinas).
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Figura 2: O gene ABL, localizado no cromossomo 9, e o gene BCR localizado no cromossomo 22, estao
envolvidos na formagao do cromossomo Ph. As linhas horizontais representam as seqii€ncias

do DNA gendmico dos genes BCR e ABL. Os quadros representam a posigao dos exons. Os

espagos entre os quadros representam as seqiiéncias de introns desses genes. As regides de

ponto de quebra estdo representadas com setas (modificado de THIJSEN e al., 1999).

AVA
| o
cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp 1 12 13 14 15 e A7 18



Capitulo I - 39

BE BEH 0D A A EBENNBEBEM®MWEGEWE B BB P E

145KD [we J2]sJafseJr]e]sfwf u i
(normal)

ela2
190kD

¢ agressiva ¢ [2'3'4'5'6[?'8'9]10'

+ ativa

ez 2000 [N NN WOy - [ [« [ (e[ e[sw]

elda2 - 210kD

EEEYN N W Wl Wl - [ [« [s[[[:]sn]

el9a2 - 230kD
[ ww oo aarm e E B EExE BB

Figura 3: Proteinas de fusdo BCR/ABL. Os exons da proteina BCR estéo indicados com caixa escura e

estdo enumerados de 1 a 23. Os exons da proteina ABL estdo em caixas claras e

enumerados de 1 a 11 (modificado de THIJSEN et al., 1999).
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Objetivos

Considerando a importancia da investigagdo citogenética para o diagnostico,
monitoramento do tratamento com mesilato de imatinibe e monitoramento apds o transplante
de medula 6ssea (TMO), visando a terapéutica adequada para sobrevida maior e cura da

LMC, o presente trabalho teve como objetivos :

investigar as alteragdes cariotipicas ao diagndstico da LMC, com o uso da técnica do

bandamento GTG;

estudar a presenga ¢ a freqiiéncia do rearranjo génico BCR/ABL ao diagnostico,
durante o tratamento com mesilato de imatinibe e ap6s o transplante de medula

ossea, com o uso da técnica de Hibridagao in situ Fluorescente (FISH);

com base na freqiéncia de BCR/ABL, avaliar tempo para aquisi¢do da remissdo

citogenética completa, sobrevida livre de doenga apés o TMO e a taxa de

mortalidade relacionada a este procedimento;

avaliar a resposta citogenética dos pacientes em uso de mesilato de imatinibe;

Investigar as exposigdes ocupacionais dos pacientes e tentar correlacionar com

possiveis agentes etiologicos da LMC.
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Material e Métodos

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica (CEP) da FAMERP e

pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), processo n°® 25000.044931/2002-

11, em conformidade com as normas regulamentadoras de Pesquisa em Seres Humanos,

Resolucdo 196/96 do Ministério da Saude.

1 - Casuistica

Foram estudadas 205 amostras de medula 6ssea de 126 pacientes. Destas, 60 ndo
foram aproveitadas neste projeto, ou por ndo ter sido confirmado posteriormente o
diagndstico de LMC (44), ou por terem sido encaminhadas como de pacientes ao diagnostico
e sem tratamento, porém os dados do prontuario médico mostraram que estavam em uso de
quimioterapicos (16). Também foram excluidos pacientes com outros diagndsticos e aqueles
que ndo aceitaram participar deste estudo.

Portanto, foram incluidas neste estudo 145 amostras de 66 portadores de leucemia
mieloide cronica, 38 do sexo masculino e 28 do sexo feminino, com idades variando de 13 a
77 anos (x = 41,3). Vinte e cinco foram estudados ao diagnostico e ndo haviam sido
submetidos a tratamento quimio ou radioterapico, 28, estavam em tratamento apenas com o
mesilato de imatinibe e 24 haviam sido submetidos ao transplante alogénico mieloablativo
de medula dssea.

Oito pacientes estudados ao diagnostico foram posteriormente tratados com imatinibe
e outros trés foram submetidos ao TMO. Portanto, 11 foram incluidos em categorias

diferentes do estudo. A Tabela 1 apresenta o sexo, a idade e a condigdo terapéutica de cada
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paciente durante a realizagdo deste estudo. Os codigos do Laboratorio foram mantidos nesta
tese para identificagdo correta dos pacientes nos diferentes tipos de estudo, porém, foram
alterados nos artigos submetidos.

As amostras foram encaminhadas de pacientes atendidos no Servigo de Hematologia,
na Unidade de TMO do Hospital de Base de S3o José do Rio Preto
(FAMERP/FUNFARME) e no Hospital de Cancer de Barretos (Fundagao Pio XII).

Os hematologistas foram os responsaveis pela obtengdao do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Anexo I), em fungdo do seu contato direto com os pacientes. Os
resultados foram entregues para estes profissionais e sua aplicagdo clinica ou ndo seguiu 0s
critérios da equipe médica.

A coleta de informagbes gerais sobre os pacientes também foi realizada pelos

médicos, de acordo com um protocolo padrdo (Anexo II), fornecido pelos pesquisadores

responsaveis, que foi encaminhado para o laboratério juntamente com as amostras.

As amostras estudadas foram obtidas de partes daquelas utilizadas nos procedimentos

hematologicos de rotina, aos quais os pacientes sdo necessariamente submetidos.
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Tabela 1. Sexo, idade em anos e condigao terapéutica no momento do estudo, de cada caso.

Caso Sexo Idade Condigédo Caso Sexo Idade Condigido

H7 F 64 Ml H180 M 34 TMO
H13 47 MI H181 46 TMO
H23 16 H186 25 TMO
H26 39 H190 26 D
H50 30 H192 30 D
H51 44 H194 39
H52 18 H203 40
H58 57 H204 29
Ho64 ; H205 45
H78 45
H79 37
H90
HI112
H118
H126

H134

H137
H139
H144
H149
H151
H152
H155
H160

H172
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Tabela 1 - continuagio

Caso Sexo Idade Condigédo

Sexo

Idade

Condigio

H263 M 37 T™O

H265 M 48 D

MI

D

M

50

44

77

44

43

54

48

Ml

MI

D

F = feminino; M = masculino; D = diagnostico; MI = mesilato de imatinibe; TMO = transplante de medula 6ssca
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2 - Métodos

A. Obtencédo de Células Neoplasicas do Sangue e da Medula Ossea

A coleta do material foi realizada pela propria equipe médica, de acordo com seus
critérios, em procedimento de rotina realizado para diagnostico hematoldgico. Uma parte
das amostras coletadas foi enviada para o Laboratério de Genética da
FAMERP/FUNFARME, para o estudo citogenético.

Foram realizadas culturas de células da medula dssea (osso esterno ou iliaco),
obtidas por pung¢do aspirativa com seringa heparinizada, de acordo com o procedimento
médico.

Para cada paciente foram realizadas culturas de curta duragdo (24 horas) de
medula 6ssea (MO) ou o material foi submetido a uma preparag@o direta, sempre sem
estimulagdo mitogénica (fito-hemaglutinina - PHA).

Para as culturas foram montados, pelo menos, dois frascos de cada amostra, cada
um contendo 5,0mL de meio RPMI 1640, 2,0mL de soro fetal bovino, 02 gotas de
estreptomicina (100U/mL), 4 gotas de penicilina (100U/mL) e de 03 a 10 gotas do
material, de acordo com a concentragdo de leucocitos.

Os frascos foram, entdo, mantidos em estufa a 37°C por cerca de 24 horas e

aproximadamente 20 minutos antes do término deste tempo, foram adicionados 100uL de

Colchicina (SpL/mL) (Cultilab).

Apds o cultivo, o material foi centrifugado por 08 minutos a 1.000rpm e o
sobrenadante foi retirado. Em seguida foi realizada a hipotoniza¢do com a adigdo lenta
de 10mL de solugdo hipotdnica de KCI (0,075M) a 37°C. Ap6s 20 minutos, o material
foi novamente centrifugado, o sobrenadante removido e, entdo, realizada a fixagdo com

metanol:acido acético (3:1) em trés etapas de 20, 10 e de 05 minutos. Na primeira etapa
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foram adicionados 10mL de fixador e nas demais SmL, alternadas com centrifugagdes a
1000 rpm por 07 minutos.

Para preparagdo direta das células da medula éssea foram utilizados, pelo menos,
dois tubos conicos de 15mL previamente aquecidos a 37°C, contendo em cada um 9mL
de KCIl (0,075M) e 0,16 mL de Colchicina. Cerca de 03 a 10 gotas da camada
intermediaria do precipitado de MO foram adicionadas a cada tubo, que permaneceu em
banho-maria a 37°C por 20 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado por 10
minutos, a 1000rpm e o sobrenadante foi retirado. Logo apds, foi realizada a fixagao
com metanol:acido acético (3:1) em quatro etapas de 20, 10, 20 e 10 minutos, com adigao
de 10mL, SmL, 10mL e 5mL de fixador, respectivamente, com centrifugagdes alternadas.

Ap0s o cultivo por 24 horas ou preparagdo direta, parte do material obtido dos
pacientes ao diagnostico foi gotejada em laminas umidas e geladas, que foram
envelhecidas por 20 minutos em estufa a 87°C e, posteriormente, submetidas a técnica de
bandamento GTG. Outra parte das amostras dos pacientes ao diagnostico e aquelas de
pacientes em tratamento foram gotejadas em laminas secas que foram, apds um
envelhecimento natural que variou entre um e dois dias, submetidas a técnica de

hibridagdo in situ fluorescente (FISH).

B. Bandamento GTG
Os casos ao diagnostico foram todos estudados pela técnica de bandamento GTG
segundo GROUCHY & TURLEAU (1977), com modificagdes. O material fixado nas

laminas foi tratado em solugdo de tripsina (60mL de PBS e, aproximadamente, 0,12g de

tripsina) a 27°C por um tempo variavel de 02 a 15 segundos. Em seguida, foi lavado em
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PBS por 01 minuto, corado com solu¢do tamponada de Giemsa a 2% por 05 minutos e
lavado em agua.

As metéafases foram analisadas em microscopio da marca Hund Wetzlar, modelo
H 500, com aumento de 1.000 vezes.

A classificagdo dos achados e os critérios para a determinagdo de clone seguiram
as recomendagdes do ISCN (1995). Assim, as perdas cromossémicas que ocorreram em
pelo menos trés células e os ganhos ou aberragdes estruturais que ocorreram em pelo

menos duas células, foram considerados clonais.

C. Hibridacao in situ Fluorescente
Todos os casos foram estudados com a utilizagdo da técnica de FISH que foi

realizada de acordo com o protocolo de rotina utilizado no Medical Oncology Division

Cancer Center, Denver, Colorado, adaptado as condig¢oes do Laboratorio de Genética da

FAMERP. Em Anexo IV sdo apresentadas, em detalhes, as solugdes utilizadas neste
procedimento.

As laminas foram pré-tratadas em uma série sucessiva de banhos de etanol a 70,
85 e 100%, a temperatura ambiente, por 02 minutos cada. Em seguida, foram colocadas
em acido acético a 70% por 01 minuto. Imediatamente apds este pré-tratamento, foram
submetidas a trés banhos consecutivos de PBS por 03 minutos cada, também a
temperatura ambiente. ApOs nova desidratagdo, foram incubadas em solugao de RNAase
(100pg/mL em 2xSSC) por cerca de 30 a 45 minutos, a 37°C, em cdmara umida. Entdo,
receberam mais trés banhos de 2xSSC (pH 7.0-7.4) de 03 minutos cada e uma nova

desidratag¢do em etanol.
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A desnaturagdo foi realizada em solug¢do de formamida a 72°C por 03 minutos,

seguida por uma desidratag@o a frio com nova série de etanol (70, 85 e 100%) a -20°C.

Para hibridagdo foram utilizadas as sondas “LSI BCR/ABL Dual Color, Dual
Fusion Translocation” (VYSIS), mapeadas em 9q34 e 22qll, para detec¢do da
translocagdo t(9;22)(q34;q11)

As sondas para BCR e ABL foram usadas para localizar esses genes nos nucleos
interfasicos. O kit ¢ uma mistura de sonda LSI BCR marcada com SpectrumGreen e
sonda LSI ABL marcada com SpectrumOrange. A sonda correspondente ao BCR recobre
uma distancia gendémica de cerca de 1.5 Mb, iniciando em um segmento variavel do
locus da cadeia leve lambda da imunoglobulina (IGLV), estendendo ao longo do
cromossomo 22 por todo o gene BCR e finalizando aproximadamente 900kb telomérico
do BCR. A cobertura da sonda ABL tem um genoma alvo de aproximadamente 654 kb
estendendo-se do gene argininosuccinate synthetase (4SS) até o tltimo exon do ABL. Em
células normais a utilizagdo da sonda BCR resulta, portanto, em dois sinais verdes
correspondentes a banda 22ql1 dos dois cromossomo 22 e a sonda ABL em dois sinais
vermelhos da banda 9934 dos cromossomos 9 (202G). Células com a translocagio e,
portanto, com o gene hibrido BCR/ABL apresentam um sinal verde e um vermelho, além
de dois sinais amarelados (101G2F), correspondentes a fusdo génica.

As sondas foram inicialmente homogeneizadas e diluidas na propor¢do de 1uL de
sonda, 2uL de 4agua deionizada e 7uL de LSI Hybridization Buffer, em um tubo tipo
“eppendorf”. Cada tubo, ap6s rapida homogeneizagdo, foi mantido por 05 minutos em
banho-Maria a cerca de 73°C, para desnaturagdo, e em seguida, mantido em gelo por

cerca de 03 minutos.

AV
AVAVEY

Tk
2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 1e¢ 17 18



Capitulo Il - 38

Cada area da lamina a ser hibridada recebeu 0.6 a 1pL de solugdo de sonda, foi
entdo imediatamente coberta com laminula, vedada com selante e incubada em cdmara
timida a 37°C por, 24 a 48 horas.

Apés esse periodo, foi realizada a lavagem pés-hibridagdo. Para isso, as 1dminas
foram colocadas em uma solugdo de 1X PBS a 45°C, por 02 minutos e num segundo

borel também com PBS, a temperatura ambiente, por 02 minutos. Apds a secagem das

mesmas, foi adicionado o contracorante DAPI (10uL por campo) e a érea de hibridagéo

foi coberta com laminula de vidro com 22 x 22mm.

A andlise do material foi realizada por dois investigadores, que analisaram
separadamente cerca de 150 nucleos dos casos ao diagnéstico e cerca de 500 nucleos
daqueles em tratamento em microscopio de fluorescéncia Olympus BX60, equipado com
filtros para DAPI, FITC, rodamina e filtro triplo, com ldmpada HBO 100W. Para
documentagdo dos resultados foi utilizado o Filme Ektachrome 400 ASA (KODAK).

A hibridagd@o foi considerada eficiente quando as areas hibridadas apresentaram
mais de 60% dos nucleos marcados. Diferentes quadrantes foram selecionados para
andlise para minimizar os problemas resultantes da variagdo e eficiéncia de hibridagdo.
Foram analisados somente niicleos integros e sem sobreposi¢des. Sinais bilobados que
ndo estavam completamente separados foram contados como um unico sinal e aqueles
cujo diametro era o dobro do observado na maioria dos sinais, foram considerados como
dois sobrepostos. Sinais muito préximos foram considerados independentes quando a
distancia entre eles era o dobro do tamanho de um dos sinais (EASTMOND et al., 1995;

HARRIS et al., 1995). Nucleos sem sinais foram excluidos.
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Como controles, foram utilizadas laminas provenientes de cultura de sangue
periférico de individuos normais, atendidos no Servico de Genética e pacientes
portadores de outras doengas hematologicas, exemplo anemia.

Para a padronizagdo dos critérios de corte para a sonda “LSI BCR/ABL Dual
Color Dual Fusion Translocation” foram seguidos os mesmos critérios utilizados no

Cancer Center of University of Colorado Heath Sciences Center, que consistiu, no inicio

do desenvolvimento do projeto, na andlise de seis laminas de controles diferentes. A

média de fusido dupla BCR/ABL encontrada nos controles foi zero.
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3 - Consideracdes Eticas

Neste projeto foram estudadas, com a utilizagdo de técnicas citogenéticas
convencional e molecular, amostras de medula 6ssea de pacientes com LMC ao
diagnostico e durante o tratamento, para investigar alteragdes genéticas de importincia
fundamental no diagnéstico, prognostico e decisdo terapéutica. Os resultados obtidos,
puderam ter uma aplicagdo clinica imediata e esta aplicagdo seguiu os critérios do
hematologista responsavel pelo paciente. Este profissional foi o responsavel pela
obten¢do do termo de consentimento livre e esclarecido, recebeu todos os resultados dos
testes genéticos realizados e comunicou-os aos doentes.

A coleta da medula dssea é um procedimento médico hematoldgico de rotina para
os pacientes com leucemia e € realizado por profissional habilitado (médico). As
amostras  utilizadas neste estudo foram parte daquelas coletadas para testes
hematologicos, de modo que este projeto ndo trouxe riscos adicionais para o paciente ou
prejuizos para as demais investigagdes laboratoriais as quais foi submetido.

As laminas controles utilizadas para a técnica de FISH foram obtidas de linfécitos
normais ou de pacientes portadores de outras doengas hematologicas como anemia
atendidos no Servigo de Genética ou Servigo de Hematologia da FAMERP.

Os riscos para os pacientes envolvidos neste projeto foram os mesmos daqueles
que ndo participaram dele, ou seja, os dos procedimentos médicos de rotina, que neste
caso, incluiram dor, ardéncia ou hematoma no local da pungdo com agulha.

Os resultados obtidos auxiliaram na elaboragdo de protocolos laboratoriais de
rotina que foram implantados no Servigo de Genética do Hospital de Base de Sdo José
do Rio Preto. Portanto, deste projeto foram obtidos apenas beneficios para os pacientes e

servigos envolvidos.
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Resultados

Foram estudadas 145 amostras de medula 6ssea de 66 individuos. A andlise por
citogenética convencional foi realizada somente nos casos encaminhados ao diagndstico
antes de qualquer tipo de tratamento e a analise por FISH foi realizada em todos os casos.

Os resultados estdo apresentados nos capitulos III, IV e V, na forma de artigos
cientificos.

O capitulo III mostra as freqiiéncias do rearranjo dos genes ABL e BCR e de
outras alteragdes, ao diagnostico da LMC, avaliados por FISH e citogenética

convencional.

No Capitulo IV esté relatada a investigagdo do periodo da remissdo citogenética

completa, detectada por FISH, a sobrevida livre de doenga e a taxa de mortalidade
relacionada ao transplante em LMC ap6s transplante alogénico mieloablativo de medula
Ossea.

O Capitulo V descreve as freqiiéncias do rearranjo génico BCR/ABL e os padrdes
citogenéticos anormais envolvendo os genes ABL e BCR, em pacientes em tratamento
exclusivo com mesilato de imatinibe.

Quanto as informag¢des adicionais solicitadas, infelizmente, nem todas foram
obtidas. Dos 66 pacientes estudados, de 63 foi possivel conhecer a exposi¢do profissional
a agentes toxicos e/ou a presenga de outros casos de neoplasias na familia.

Com relagdo a exposi¢do a agentes toxicos, dos informados, 20% dos casos eram
fumantes, 12% etilistas e 24,2% lidavam com agrotéxicos ou outros agentes que
sabidamente causam danos ao DNA (Anexo IV). O Capitulo VI apresenta uma Carta ao
Editor, onde esta referida a exposi¢do ocupacional e sua relagdo com os dados da

literatura.
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Nenhum paciente referiu a presenga de outros casos de leucemias na familia,

embora 28,1% tenham referido outros casos de neoplasias variadas entre seus familiares.
A Tabela 2 apresenta a freqii€ncia de casos masculinos e femininos estudados e a
Tabela 3 mostra as faixas etdrias destes pacientes. Nao houve diferen¢a entre o numero
de pacientes quanto ao género e a maioria estava com idades entre 41 e 60 anos ao
diagndstico.
As queixas clinicas apresentadas por cada paciente ao diagnostico estdo

apresentadas no Anexo IV.
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Tabela 2: Numero de casos de acordo com o sexo dos pacientes.

Sexo N° %

Masculino 38 57",_6
Feminino 28 42.4

Total 66 100%

Tabela 3. Caracterizagdo da casuistica de acordo com diferentes faixas etarias dos

pacientes estudados ao diagnostico.

Casuistica Idade
21-40 41-60 61->70
7 11 4
28 44 16
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Resumo

A Leucemia Mieldide Cronica (LMC) é uma doenga mieloproliferativa clonal
caracterizada pela presenga do cromossomo Philadelphia (Ph). Este cromossomo ¢
resultante de uma translocagdo t(9:;22)(q34:q11) que justapde os genes BCR e ABL. A
detec¢do do cromossomo Ph e/ou do rearranjo BCR/ABL, uma vez que este ultimo €
submicroscopico em alguns casos, ¢ fundamental, pois ndo somente contribui para
transformagdo leucémica, mas também interfere no sucesso do tratamento. Sua detecgdo
é, portanto, fundamental para o diagnéstico, progndstico e terapéutica. Este trabalho teve

como objetivos estudar a freqiiéncia do cromossomo Ph ou rearranjo BCR/ABL nas

células da medula 6ssea de pacientes portadores de LMC ao diagnéstico, com uso das

técnicas de bandamento GTG e FISH, e comparar os resultados obtidos com as duas
técnicas. O cromossomo Ph e o rearranjo foram observados em 100% dos casos
analisados nas diferentes técnicas. Em alguns casos a freqiiéncia do cromossomo Ph,
detectado por GTG foi maior do que a do rearranjo molecular BCR/ABL detectada por
FISH. A técnica de FISH também identificou alteragdes inespecificas envolvendo os
genes BCR e/ou ABL. Ambas as técnicas foram fundamentais para os resultados obtidos
e, portanto, devem ser usadas como complementares na analise de células da medula

ossea de pacientes com LMC ao diagnostico.
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Analysis of the BCR/ABL Rearrangement by GTG Banding and FISH: A

Comparison of the Frequencies at Diagnosis of CML

Key words: chronic myeloid leukemia, BCR/ABL, Ph chromosome, FISH

Abstract

Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative disease characterized
by the presence of the Philadelphia (Ph) chromosome. This chromosome results from a
t(9;22)(q34:q11) translocation that juxtaposes the BCR and ABL genes. Detection of the

Ph chromosome or of the BCR/ABL rearrangement, as the latter is submicroscopical in

some cases, is fundamental, as they not only contribute to the leukemic transformation,

but also interfere in the success of treatment. Their detection is thus, essential for
diagnosis, prognosis and therapy. This work aimed at studying the frequency of the Ph
chromosome or the BCR/ABL rearrangement in the bone marrow cells at diagnosis of
CML using the GTG banding and FISH techniques, and comparing the results obtained
by the two techniques. The Ph chromosome and the rearrangement were observed in
100% of the cases analyzed in the different techniques. The frequency in some cases was
higher for the Ph chromosome than for the rearrangement. Using FISH, unspecific
alterations involving the BCR and ABL genes were also identified. Both the techniques
were essential for the results obtained and, therefore, should be used as complementary
examinations in the analysis of bone marrow cells in patients suffering from CML at

diagnosis.
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Introdugio
A Leucemia Mieléide Cronica (LMC) é uma doenga mieloproliferativa clonal
caracterizada pela presenga do cromossomo Philadelphia (Ph) nas stem cells

pluripotentes anormais da medula 6ssea dos pacientes. Este cromossomo é resultante de

uma translocagdo 1(9;22)(q34;q11), que origina um derivado do cromossomo 9 (9q") e

um pequeno cromossomo 22 (22q’), conhecido como cromossomo Ph. Este abriga a
fusdo génica BCR/ABL que codifica uma proteina quimérica BCR/ABL com uma
atividade tirosina quinase desregulada, cuja expressdo, tem se mostrado ser necessaria e
suficiente para o fenétipo transformado das células. A LMC se difere dos outros canceres
humanos, pois um tnico produto do oncogene tem sido identificado como responsavel
pelo aparecimento da patologia (MELO er al., 2003; KOLDEHOFF et al., 2004).
BCR/ABL ativa varias vias de transdugdo de sinal, incluindo aquelas relacionadas ao
STATS (transdutor de sinal e ativador de transcrigdo 5), Ras/Raf/MEK (mitogen-
activated protein kinase kinase)/ERK (extracellular signal regulating kinase) and P13K
(phosphatidylinositol 3-kinase)/Akt, que juntas favorecem as células afetadas com
vantagem proliferativa e de sobrevivéncia. BCR/ABL também confere resisténcia a
danos no DNA ativado por varias drogas quimioterdpicas e radiagio. BCR/ABL nas
células malignas pode aumentar a expressdo de proteinas antiapoptéticas como STATS,
BCL-XL e AL, ou das que promovem alteragdes pOs-transcricionais, como PI-3K/AKT e
Bad (DAl et al., 2004).

A translocagdao classica ¢ detectada em 90-95% dos pacientes com LMC
estudados por métodos de citogenética convencional (bandamento GTG). Nos 5-10%
dos casos restantes, translocagdes variantes ou rearranjos criticos estio presentes € sdo

necessarias outras técnicas para identificar a presenga da fusdo génica BCR/ABL,
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diferentes RNAm transcritos da fusdo, ou outras proteinas quiméricas (AOUN et al.,
2004). Uma das técnicas muito utilizada é a de Hibridagdo in situ Fluorescente (FISH),
que quando emprega sonda de fusdo dupla, é capaz de detectar o rearranjo em cerca de
100% dos casos (DRUMMOND et al. 2004).

A LMC atipica (cromossomo Ph negativo) ocorre raramente e, na maioria dos
casos, suas caracteristicas iniciais e curso clinico sdo similares aos de pacientes Ph
positivos. Contudo, a LMC atipica inclui um grupo heterogéneo de pacientes. Em alguns
a doenga evolui mais agressiva € ha um mau progndstico (KOLDEHOFF et al., 2004).

A detecgdo de BCR/ABL ¢é fundamental, pois este rearranjo ndo somente
contribui para a transformagdo leucémica, como interfere no sucesso do tratamento. Sua
detecgdo €, portanto, fundamental para o diagndstico, progndstico e terapéutica.

O presente trabalho teve como objetivos estudar a freqiiéncia do cromossomo Ph
ou rearranjo BCR/ABL nas células da medula 6ssea de pacientes portadores de LMC ao
diagnostico, com uso das técnicas de bandamento GTG e FISH e comparar os resultados

obtidos com as duas técnicas.

Material e Métodos

Células aspiradas de medula 6ssea foram obtidas de 25 pacientes com LMC ao
diagnostico, ainda ndo submetidos a tratamento quimio ou radioterapico. As células
foram cultivadas por 24 horas em meio de cultura RPMI1640 suplementado com 20% de
soro fetal bovino. Parte do material foi submetido a técnica de bandamento GTG e a
outra parte submetida a técnica de FISH. A sonda utilizada foi de marcacdo dupla para
os genes BCR e ABL (LSI/BCR labeled in SpectrumGreen and LSI/ABL labeled in

SpectrumOrange, Vysis). Os protocolos para hibridagdo e detec¢do seguiram os

descritos por ESTECIO e col. (2002) e instrugdes do fabricante. A andlise do material
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submetido a técnica de bandamento GTG foi realizada em cerca de 20 metafases. Para a
técnica de FISH pelo menos 300 nucleos foram analizados por paciente. Os resultados
foram descritos de acordo com o International System for Human Cytogenetic
Nomenclature (ISCN 1995). Como controles foram utilizadas células de cultura de
linfécitos de individuos normais e nenhum apresentou os dois sinais fundidos. Foram
considerados positivos os casos com freqiiéncias do rearranjo BCR/ABL superiores a

0,5% (AOUN et al., 2004).

Resultados

A Tabela 1 apresenta os dados relativos ao sexo, idade, fase da doenga, as
freqiiéncias relativas do cromossomo Ph observado na anidlise citogenética por
bandamento GTG, as freqiiéncias do rearranjo BCR/ABL e de outras alteragdes
detectadas pela técnica de FISH, de cada caso.

O cromossomo Ph foi observado em 100% dos casos estudados por citogenética

convencional. Em oito pacientes a investigac¢do citogenética por bandamento GTG ndo

foi possivel, em decorréncia da auséncia de metafases ou por estas nido apresentarem
condi¢des de analise.

Nenhum caso apresentou altera¢des cromossomicas clonais,da da t(9;22).

O caso H230, porém, apresentou o cromossomo Ph em todas as células e apenas
uma das 20 metafases analisadas com a perda do derivado do cromossomo 9 translocado,
um evento considerado inicialmente como ndo clonal. Quando analisado por FISH, a
maioria (88,5%) dos nuicleos exibia apenas uma fusdo e os dois sinais normais,
caracterizando a perda de um dos cromossomos derivados (provavelmente o 9), como

clonal e sugestiva de evolugdo clonal da doenga.
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Na anélise por FISH, todos os outros casos também mostraram o rearranjo tipico

envolvendo BCR e ABL, caracterizado por dois sinais fundidos, um sinal verde € um sinal
vermelho (Figura 1) em freqiiéncias que variavam de 0,5 a 99%.

A detecgdo por FISH de alteragdes atipicas adicionais foi observada em 32% dos
pacientes (H230, H241,H251, H252, H267, H272, H298 e H361). Com excegdo do caso
H267, os demais apresentaram freqiiéncias destas alteragdes muito mais altas do que as
do rearranjo BCR/ABL. Tal caso apresentou inclusive cromossomo Ph em 1% das células
analisadas. A Tabela 2 mostra tais alteragées observadas por FISH em nucleos
considerados ndo polipléides por ndo apresentar alteragdes de tamanho ou sinais

fluorescentes indicativos de copias extras de todos os cromossomos passiveis de analise.

Discussao

A detecgdo do rearranjo BCR/ABL ou do cromossomo Ph, que em alguns casos
s30 a mesma coisa € em outros ndo, € importante para o diagndstico diferencial e
prognodstico da LMC (KOLDEHOFF et al., 2004). Tais alteragdes foram observadas por
bandamento GTG e FISH, mesmo em freqiiéncias diferentes, em todos os casos aqui
estudados, o que possibilitou a conclusdo do diagnéstico hematologico e a sugestdo de
um bom progndstico para os pacientes (KOLDEHOFF et al., 2004).

Neste trabalho foram utilizadas duas, contudo, sdo diversas as estratégias de
analise genética das células leucémicas e estas incluem além do bandamento GTG e da
técnica de FISH, a técnica de RT-PCR e de PCR real-time (RAANANI ef al., 2004).

A andlise em bandamento GTG, embora mais demorada e dependente da
obtengdo de metifases em boas condi¢des, tem uma importancia fundamental na
deteccdo de alteragdes adicionais ao cromossomo Ph ou variantes deste e,

conseqiientemente, na investigagdo da evolug@do clonal da doenga (CORTES et al., 2003).
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conseqiientemente, na investigagdo da evolugdo clonal da doenga (CORTES et al., 2003).

Neste estudo, realizado em pacientes ao diagnostico, apenas um deles (H230) apresentou
uma alteragdo atipica observada em apenas uma metafase como a perda nao clonal do
derivado do cromossomo 9. Pela técnica de FISH a alteragdo foi confirmada como clonal
e caracterizada pela presenga de apenas um sinal fundido e dois sinais normais, sugerindo
a perda de um dos derivados da translocagdo t(9;22). Se a técnica de FISH nio fosse
realizada, a clonalidade e evolugdo clonal ndo seriam detectadas e o paciente seria muito
prejudicado.

Realmente, a técnica de FISH possui vantagens em relagdo ao bandamento GTG,
que incluem maior sensibilidade, total especificidade, uso de células interfasicas, nimero
maior de células analisadas e capacidade de detectar rearranjos submicroscopicos. No
entanto, a técnica de FISH tem sempre um alvo especifico relacionado com que sondas
foram utilizadas e ndo permite a detecgdo de outras alteragdes (USMAN et al., 2004).

A porcentagem de células com o rearranjo BCR/ABL observadas por FISH ao
diagnéstico variou de 0,5 to 99% (x = 54,5). Outros autores tem descrito niveis de 30 a
98%, 66 a 98% e mais freqlientemente de 77 a 88% (CHAUFFAILLE et al., 2001). Deve
ser considerado, no entanto, que muitas freqiiéncias descritas envolveram o uso de
sondas de marcagdo simples que resultam em freqliéncias aumentadas de células falso
positivas para a fusdo, ao contrario das sondas de marcagdo dupla, como aqui utilizadas,
com as quais esta possibilidade chega a ser nula (DEWALD ef al., 1998; USMAN ef al.,
2004).

Na maioria dos casos aqui estudados, a freqiiéncia de células com Ph foi maior
que a freqiiéncia de nucleos detectados com o rearranjo BCR/ABL e, estes casos mostram,

portanto, a existéncia de células hematopoéticas residuais normais e clones de células Ph
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obviamente esperadas pela andlise em bandamento GTG pelo fato desta ser realizada

apenas em células metafasicas. Como as culturas ndo recebem estimulo mitogénico, as
células que freqiientemente se dividem mais sdo as malignas, pelo proprio estimulo
anormal para crescimento que possuem. Assim, esta técnica, ao diagnostico, €
fundamental para investigar a presenga ou auséncia de alteragdes, mas ndo a freqiiéncia
real na medula 6ssea in vivo, o que ¢ possibilitado pela técnica de FISH, pelas razdes ja
referidas anteriormente.

A freqiiéncia do rearranjo BCR/ABL foi alta na maioria dos casos estudados, mas
em 32% deles tais freqiiéncias foram baixas e o rearranjo foi observado em associagio
com outros rearranjos incomuns envolvendo o oncogene ABL e o gene BCR detectados
com freqiiéncias altas na maioria deles. Com exce¢do do caso H267, cuja alteragdo era
um rearranjo BCR/ABL extra, tais alteragdes atipicas, ndo puderam ser esclarecidas, pois
ndo foram observadas em bandamento GTG, mas foram indicativas de evolugdo clonal
da doenga e de mau progndstico, indicativos do uso de medidas terapéuticas mais
agressivas (O’DWYER et al., 2004).

Estudos recentes descrevem que 15% dos casos de LMC apresentam uma delegéo
no der(9), que ocorre no momento inicial da formagdo do cromossomo Ph, 76% destes
casos apresentam dele¢des distais no BCR e proximais no ABL. Os pacientes com tais
dele¢des tém sido relacionados com prognéstico pior quando tratados com quimioterapia
convencional, embora quando tratados com imatinibe tanto os que apresentam a delegdo
ou aqueles que ndo apresentam, respondem de maneira igualmente favoravel (HAIGH &
CUTHBERT, 2004). Existem dois mecanismos que explicam como um rearranjo
BCR/ABL atipico pode surgir. Um € que pode ocorrer uma inser¢do ndo reciproca entre

os cromossomos 9 e 22, resultando na fusdo génica. A inser¢do pode ocorrer dentro de
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qualquer cromossomo, embora a fusdo génica esteja situada mais freqiientemente (75%)

em seu local habitual que ¢ no 22ql1, do que no derivado do cromossomo 9 (25%). O
outro mecanismo, mais complexo, envolve duas translocag¢des seqiienciais. Primeiro
ocorre a translocagdo (9;22)(q34:q11) que origina o Ph. Esta é seguida por uma segunda
translocagdo reciproca envolvendo outros pontos de quebra que reconstitui o padrio
cromossomico normal e, neste caso, 0 gene quimérico pode estar nos pontos habituais ou
nos reciprocos dependendo se a segunda quebra ocorreu distal ou proximal aos genes
alterados, respectivamente (HAIGH & CUTHBERT, 2004).

HAIGH & CUTHBERT (2004) descreveram quatro casos de LMC com
rearranjos BCR/ABL cripticos (atipicos): microinser¢do de BCR no ABL (resultando, em
FISH, em FRGG); microinser¢io de ABL no BCR (FRRG); rearranjo complexo
incluindo dele¢do de seqiiéncias adjacentes flanqueadas (FRRG) e rearranjos mais
complexos envolvendo o cromossomo 1 (FRRG). Nesses casos os autores utilizaram
também a sonda ASS probe para detectar delegdes de seqiiéncias flanqueadas, que estdo
relacionadas a mau prognoéstico. Portanto, uma unica fusdo pode estar relacionada a
diferentes dele¢des no derivado do cromossomo 9 (ROBINSON et al., 2005), o que
poderia explicar a freqiiéncia elevada de fusdo unica em sete dos pacientes.

A presenga de fusdo extra geralmente esta relacionada a um segundo cromossomo
Ph (ROBINSON er al., 2005), o que foi observado em um caso deste estudo (casos
H267), e que também esta relacionado com um mau progndstico.

Os resultados obtidos permitiram concluir que as técnicas de bandamento GTG e
FISH sdo fundamentais e complementares para o diagnéstico e progndstico da LMC.
Contudo, como ndo esclarecem todos os eventos citogenéticos detectados na LMC

devem também, sempre que possivel, serem associadas, com técnicas moleculares.
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Tabela 1.

Sexo, idade em anos, freqiiéncia de metafases submetidas a0 bandamento

GTG com a translocagdo t(9:;22)(q34:q22)., freqiiéncia de nutcleos com o

rearranjo BCR/ABL e freqiiéncia de ntcleos com outras alteragdes envolvendo

BCR e/ou ABL, detectados por FISH

Caso

Sexo

Idade

metafases com

GTG FISH FISH
Freqiiénciade  nucleoscom  nicleos com

Ph (%)

BCR/ABL alteragdes

(%) adicionais (%)

H51

H52

H90
H134
H152
H172
H190
H192
H203
H205
H228
H230
H241
H246
H250
H251
H252
H265
H267
H272
H286
H298
H335
H339
H361

= 2 S R 2SR E Sy & 28 72 20w E Mg <

F

18
55
13
42
69
26
30
40
45
64
49
29
36
48
26
52
48
16
26
58
77
54
69
60

100
100
100
95
100
100
100
100
100
NP
17

17
NP
22

NP
NP
NP
NP
67
NP
NP
100
17

84
42
97
77
96
98
31

78
68
0,5
3
24
76
2
1
99
91

75 .
45 69
81

98 1
4,5 41

M = masculino; F = feminino; C = fase cronica; NP = andlise ndo foi possivel.

5

6

7

unesp
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Tabela 2. Descrigdo e freqiiéncia das alteragdes atipicas observadas.

Caso

Alteragdes atipicas

%

H230
H241

H251

FRG
FRGG
FRGG

FRG

FFG
FRGG

FRG

FFG
FFFRG

FRG

F/ganhos/perdas

variaveisde Rou G

FRRGGG
FFRRGG
FFRRGGG

88,5
72
69,5
12
2
67
24
1,5
1

69

37
2
2

F = fusdo; R = vermelho (gene ABL ); G = verde (gene BCR)

3 4 5 6

7

unesp
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Figura 1. Nucleos celulares hibridados com a sonda LSI ber/abl dual fusion

apresentando nucleos normais (seta branca) e com rearranjo BCR/ABL

(seta amarela).
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ABSTRACT
CONTEXT: The identification of the efficacy of allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT) used in the treatment of chronic myeloid leukemia

(CML) is fundamental to predict prognosis including survival of patients.

OBJETIVE: To investigate the time from HSCT until complete cytogenetic remission

detected by Fluorescence in situ Hybridization (FISH), the disease-free

survival rate and the transplant-related mortality rate in CML after HSCT.

TYPE OF STUDY: Monitoring bone marrow transplantation in CML.

SETTING: Hematology and Hemotherapy Services and the Bone Marrow Transplant

Unit of the Medical School in Sdo José do Rio Preto, SP.

SAMPLE: 24 patients with chronic myelogenous leukemia studied over variable time

periods after allogeneic myeloablative hematopoietic stem cell

transplantation.

DIAGNOSTIC TEST: Fluorescence in situ hybridization performed with DNA dual-

color, dual-fusion probes for the BCR-ABL rearrangement.

MAIN MEASUREMENT: Disease after transplantation

RESULTS: Among the patients studied, 19 (79.2%) achieved complete cytogenetic
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remission (CCR) in from one to 52 months after the procedure, with a
mean time of 9.7 months. Nine (37.5%) patients presented with CCR
within 60 days after HSCT, a period indicative of a better prognosis.

The overall survival rate was 70.8%. The disease-free survival varied
between eleven and 72 months, with a mean of 27.9 months.

The transplant-related mortality rate was 29.2%.

Four patients (16.7%) died even after achieving CCR in between two and
four months after the procedure, all due to infections.

Five patients (20.8%) did not achieve CCR. Three died, one due to a
stroke because of the involvement of the central nervous system by the
disease and two due to infections, one after initiation of imatinib therapy.
Two others did not present with negative events after HSCT.

Follow-up was from one to 52 months (median = 12.4 months).

CONCLUSION: The results agree with results obtained by other authors and

demonstrate the high efficacy of HSCT in chronic myelogenous
leukemia. Transplantation promotes long term remission, the
maintenance of which does not require therapy in 66.7% patients.
Additionally, this study highlights the importance of the FISH

technique in the follow-up of patients.

KEY WORDS: chronic myelogenous leukemia, BCR/ABL, stem cell transplantation,

cytogenetic remission, FISH
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Introduction

Chronic myeloid leukemia (CML) is a malignant disorder of an early
hematopoietic progenitor cell that is genetically characterized by the presence of a
BCR/ABL fusion (HAIGH & CUTHBERT, 2004). In the majority of cases, the fusion
arises from a reciprocal translocation between the ABL locus on 9934 and the BCR locus
on 22q11.2, resulting in the classical Philadelphia (Ph) chromosome. CML is clinically
characterized by an initial chronic phase followed by accelerated and blast crisis phases
that are frequently resistant to treatment (AOUN et al., 2004).

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the treatment
modality that provides a potential cure for CML, but relapses after this procedure are still
an ongoing problem (SOYDAN er al., 2005). The rate of relapses is very low for patients

allografted in the chronic phase (CP) with unmanipulated cells, but the rate is much

higher when donor marrow cells are T-cell depleted (OLAVARRIA er al., 2003).

Relapse rates after HSCT vary from 20% to 50%, depending on T-cell depletion of the
graft (POSTHUMA et al., 2004).

The goal of the procedure is to replace autologous hematopoiesis with stem cells
harvested from the donor. However, autologous cells (host cells) can be detected in
peripheral blood or bone marrow of some patients after HSCT. The clinical significance
of this phenomenon, called mixed chimerism or persistence of residual (host)
hematopoiesis, remains controversial. Increased mixed chimerism may be associated
with a high risk of relapse or rejection and a decrease in the number of host cells may
indicate a low risk of recurrence. The consequence of the stable presence of a low-level
autologous signal is still unclear. Conflicting data results in different therapeutic

approaches (TURKIEWICZ et al., 2003; WICKENHAUSER et al., 2002).
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The main aim of post-transplantation monitoring is to predict negative events,
such as disease relapse, graft rejection and graft-versus-host disease, in order to use the
appropriate therapy. In this context, cytogenetics is important in monitoring post-HSCT
outcomes to detect positive Ph clones (KHAN ef al., 2004). Cytogenetic remission is
mainly evaluated to define engraftment and relapse and is a prerequisite in both
myeloablative and non-myeloablative HSCT, in order to assess the graft status and
decide future therapeutic strategies (AU et al., 2003; KHAN et al., 2004). Approaches to
treat patients in relapse after allografting include alpha-Interferon, chemotherapy, a
second HSCT and immunomodulation with donor lymphocyte infusions (OLAVARRIA
et al., 2003), as well as the most recent procedure of using imatinib, a tyrosine kinase
inhibitor that blocks progenitor cell proliferation (SOYDAN er al., 2005).

This work aimed at investigating the time from HSCT until complete cytogenetic
remission as detected by Fluorescence in situ Hybridization (FISH), the disease-free

survival rate and the rate of transplant-related mortality in CML after allogeneic HSCT.

Materials and Methods

Bone marrow samples of 24 patients with CML who presented a BCR/ABL
rearrangement at diagnosis, were collected one, two, three, four, six, twelve and 24
months after allogeneic myeloablative HSCT and at other additional intervals according
to the medical indication of each case. Bone marrow cells were added to a 24-hour non-
stimulated culture in RPMI1640 medium with 20% fetal cow serum. FISH assays were
performed with the DNA dual-color, dual fusion probes for BCR/ABL (LSI/BCR labeled

in SpectrumGreen and LSI/ABL labeled in SpectrumOrange, Vysis). The protocols for

hybridization and detection were made according to those described by ESTECIO et al.
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(2002) and the manufacturer’s instructions. At least 800 cells were analyzing per patient
in each examination and the data were described according to the International System
for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN 1995). Lymphocytes from healthy
individuals were used as controls in each assay.

Complete cytogenetic remission was defined as the absence of BCR/ABL
rearrangements evidenced by FISH. Disease-free survival was considered for the post-

HSCT period of patients in hematologic and cytogenetic remission.

Results

Table 1 presents the time from bone marrow transplantation until complete

cytogenetic remission (CCR), the disease-free survival rate and events after HSCT.

Among the patients studied, 19 (79.2%) achieved complete cytogenetic remission
between one and 52 months after the procedure, with a mean time of 9.7 months. Nine
patients (37.5%) presented with CCR up to 60 days after the HSCT, a time indicative of a
better prognosis.

The overall survival rate was 70.8%. The frequencies of survival were calculated
using the Kaplan-Meier method (Figure 1).

The disease-free survival was 58.3% and varied from 11 to 72 months, with a
mean of 27.9 months.

The transplantation-related mortality rate was 29.2%.

Four patients (16.7%) died even after achieving CCR in between two and four
months after the procedure, all due to infections.

Five patients (20.8%) did not achieve CCR. Three of whom died, one patient

relapse because the disease affected the central nervous system and two patients died due
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died due to infections, one after the introduction of imatinib mesylate. The other two
patients did not present with post-HSCT events.

The follow up was from one to 52 months (median = 12.4 months).

Discussion

The success of the HSCT depends on, to a great extent, the cytogenetic following

up of the patient, which influences the therapeutic conduct. Patients who present the

BCR/ABL rearrangement in progressively higher frequencies after the procedure are at
greater risk of relapse and are candidates for additional and more aggressive therapies.
However, patients with stable or decreasing frequencies seem to have immunologic
mechanisms which suppress the malignant clone, or perhaps this clone may lose its
proliferative capacity resulting in a lower risk of relapse (OPGCSA ef al., 2003).

From the patients included in this study 79.2% achieved CCR, 37.5% of whom
within the first two months after HSCT. The CCR rates described varied from 56% to
94.4%. However, these results were expected (VINOGRADOVA et al., 2002; LIU ef al.,
2005).

KEBRIAEI et al. (2004) described a patient in which the cytogenetic analysis
revealed complete remission from CML with 100% donor engraftment 30 days after
transplantation. Cases which achieve CCR earlier have a better prognosis (IMPARATO
et al., 1998). Although considered a good prognosis, three of the patients in this series
died. Two of them died even after being submitted to other therapeutic measures such as
a second transplantation and the use of imatinib mesylate.

Patients in relapse after allogeneic HSCT have few therapeutic options. Among

the cases included in this study that relapsed, one patient took imatinib mesylate and
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responded very well to the drug and the other not. The effect of imatinib on relapse after
HSCT has been investigated in a few studies but this option seems to have a significant
effect against CML in these circumstances (FUIISAWA et al., 2003; GOPCSA et al.,
2003). SOYDAN et al. (2005) concluded that imatinib treatment for molecular relapse
after HSCT has an acceptable adverse event profile and provides a molecular remission
rate of over 60% but this response is not lasting and 25% of the patients have a second
relapse early after cessation of the drug.

The transplantation-related mortality rate in this study was 29.2%. In the majority
of these cases (85.7%), the death occurred due to infections, complications considered
relatively common after HSCT and described in from 38.6% to 59.6% of patients (LIU er
al., 2004; YOO-JIN et al., 2004; RUIZ-ARGULLES et al., 2002; PETZER &
GUNSILIUS, 2003).

In two of the cases in this study death occurred after 10 and 31 months of disease-

free survival. The transplant-related mortality rates described in the literature for a period

of approximately two years after HSCT are very variable. The mortality rate reported by

LIU et al. (2004) was 16.7%; the rate experienced by LIUBIMOVA et al. (2004) was
14%; DE SOUZA et al. (2005) reported a rate of 45%; and VALCARCEL et al. (2005)
published a rate of 30%. BURROUGHS & STORB (2005) described a mortality rate not

related to relapse of from 15% to 55%.

Conclusion
The results agree with those published by other authors and demonstrate the high
efficacy of HSCT in chronic myelogenous leukemia, as well as the importance of the

FISH technique in the follow-up of transplanted patients.
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Table 1: Time (months) after HSCT to achieve complete cytogenetic remission (CCR),

disease-free survival (DFS) and events observed post-HSCT

Case CCR DFS Post-transplant
(MONTHS) (MONTHS) Events

H23 72 N

H50 57 N

H64 36 relapse — imatinib - N
H78 42 N

H126 NL death — (stroke)

H134 31 N

H151 31 death (I)

H155 29 N

H173 5 relapse — 2" BMT — death (I)
H180 25 N

H181 28 N

H186 27 N

H194 3 death (I)

H204 12 N

H212 N

H237 relapse — death (I)
H263 relapse — imatinib — bone marrow aplasia — death (I)
H267 N

H272 N

H275 _ N

H282 N

H306 N

H307 N

H362 relapse — death (I)

I = infections; N = no event, patient in follow-up; = did not achieve remission
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Figure 1: Outcome probabilities overall survival by Kaplan-Meier method.
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Abstract

The introduction of imatinib mesylate as treatment of chronic myelogenous
leukemia has saved many patients, but the success of therapy is hampered by resistance
and possible non-destruction of the malignant clone. This article describes the
cytogenetic responses and abnormal cytogenetic patterns involving the ABL and BCR
genes detected by FISH in patients who use exclusively imatinib. The results showed that
other alterations involving the BCR and ABL genes do not seem to be related to resistance
to the drug as they occur in low frequencies and can not be associated to the cytogenetic

response or to the time of treatment. Moreover, the response to imatinib seems to be

individual and unpredictable, independent of the time of treatment and of its initiation

after diagnosis.

Key words: chronic myelogenous leukemia, imatinib, FISH
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Introduction

Chronic myelogenous leukemia (CML) is a malignant myeloproliferative disorder
originating from a pluripotent hematopoietic stem cell that acquires a Philadelphia (Ph)
chromosome encoding the BCR/ABL oncogeneic fusion protein, acting tyrosine kinase,
essential for leukemic transformation (LATAGLIATA et al., 2005).

The natural course of the disease is usually characterized by three sequential

phases, chronic, accelerated and blast crisis, during which progressive resistance to

therapy can be acquired (PETZER & GUNSILIUS, 2003).

Recently the treatment of CML has been revolutionized by the introduction of
imatinib mesylate. This is the treatment of choice for the chronic phase of the disease and
is used in CML as the first therapeutic option after diagnosis in cases where other
treatments failed or in cases where it is not possible to perform bone marrow
transplantation (CALABRETTA & PERROTTI, 2004). Imatinib stabilizes an inactive
conformation of the BCR-ABL protein and related kinase and suppresses the growth of
BCR-ABL expressing CML progenitor cells by the blockade of the ATP-binding site of
the kinase domain of the protein (BORTHAKUR & CORTES, 2004; DEININGER et al.,
2005; DEWAR et al., 2005).

The success of imatinib is hampered by acquired resistance, which occurs over
months to years as a result of the selection of a subclone bearing mutations in the kinase
domain (BURGESS er al., 2005).

This outcome confirms the molecular basis for the success of imatinib, but also
points to issues that will likely emerge with longer term use (SAUSVILLE, 2003). In
some patients clonal cytogenetic aberrations can appear including an escape strategy of

leukemic clones from the action of the drug (WONG & WITTE, 2004).

AV
AVAVEY

Tk
2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 1e¢ 17 18



Capitulo V - 99

Frequent periodic monitoring of a patient’s response to therapy has become an
essential component of disease evaluation, allowing possible alterations to drug dose
schedules, addition of other agents, or the change to other therapies, including allogeneic
bone marrow transplantation (KANTARJIAN et al., 2003).

This article describes the frequencies of BCR-ABL (cytogenetic responses) and of
abnormal cytogenetic patterns involving ABL and BCR genes detected by Fluorescence in
situ Hybridization (FISH) in interphasic nuclei of leukemic cells in bone marrow of

Brazilian patients with CML exclusively taking imatinib mesylate.

Materials and Methods

Cells aspirated from bone marrow of 28 patients with CML were collected at
different intervals of from 5 to 34 months after the beginning of treatment with imatinib,
according to doctor’s requests. All the patients had the BCR/ABL rearrangement detected
at diagnosis and were being treated continuously and exclusively with imatinib mesylate.
The cells were left for 24 hours in a non-stimulated culture in RPMI1640 medium with
20% fetal cow serum. FISH assays were performed with the DNA dual-color, dual fusion
probes for BCR-ABL (LSI/BCR labeled in SpectrumGreen and LSI/ABL labeled in

SpectrumOrange, Vysis). The protocols for hybridization and detection were made

according to ESTECIO et al. (2002) and the manufacturer’s instructions. At least 800

cells were analyzed per patient per test and the data were described according to the
International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN 1995). As controls,
cells from lymphocyte cultures of healthy individuals were utilized and none presented
with the two established signals. Cases with BCR/ABL rearrangement frequencies of over

0.5% were considered positive (AOUN et al., 2004). The evaluation of the cytogenetic
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response followed the criteria described by TBAKHI (2002): complete, defined as non-
detectable Ph+/BCR-ABL+ cells; partial, in which there are 1-34% of Ph+/BCR-ABL+
cells; minor, in which there are 35-94% of Ph+/BCR-ABL+ cells and no response in
which more than 95% of Ph+/BCR-ABL+ cells are present in bone marrow. The cases
with <35% of Ph+/BCR-ABL+ cells were also considered as major response, defined as

the sum of complete and partial responses.

Results

Table 1 shows the relative frequency of the BCR/ABL rearrangement and of other
alterations observed in each case, in different periods after the beginning of therapy using
imatinib. With the exception of case H268 in blast crisis, the others were in the chronic
phase of the disease when they started imatinib treatment.

The time of treatment with imatinib and the period from diagnosis until the start

of treatment was very heterogeneous in the studied series. This variation made the

observation of irregularities in the cytogenetic response to the drug possible reflecting

individual and unexpected responses.

For 10 patients, cytogenetic investigations were made more than once and in 8 of
them the frequencies obtained after variable periods of treatment were zero, low or
progressively reduced, suggesting a good therapeutic response. Two patients presented
with progressively higher rearrangement frequencies, suggesting worsening of the
disease.

In 8 (28.6%) patients no BCR/ABL rearrangement was identified, suggesting

complete cytogenetic response. In case H13, even though the patient achieved complete
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cytogenetic response at eight and nine months after treatment with imatinib, at 20 months
the patient presented with 2% of cells with another previously non-detected alteration.

In 15 (53.6%) cases the frequency of the rearrangement was low (1 to 31%)
indicating partial cytogenetic response, observed in a period varying from 5 to 34 months
of treatment. Seven (25%) patients presented high frequencies of the rearrangement (35%
to 94%), that is a minor response, obtained from 7 to 24 months of treatment. Cases H26
and H223 presented with variable cytogenetic responses and were included in the two
last categories. However, a major cytogenetic response was observed in 82.2% of the
patients.

Six cases (21.4%) showed the BCR/ABL rearrangement associated with other
alterations, such as additional simple fusions and extra copies of ABL or BCR in non-

polyploid cells not present at diagnosis, suggesting clonal evolution of the disease with

involvement of the same genes and chromosomes. Case H13 (3.6%) presented with an

extra copy of the BCR gene without the presence of the typical rearrangement of the

disease. Table 2 shows the types and frequencies of the other alterations found.

Discussion

Imatinib mesylate has given efficient results in all phases of LMC, although the
responses are more significant and lasting in patients in the chronic phase (CORBIN et
al., 2003). Compared to other treatment methods, cytogenic responses with imatinib
occur much more rapidly, in many cases within three and six months of treatment
(DEININGER, 2003). In the cases studied here, patients in the chronic phase had varying
responses to the drug which were not associated to the time of treatment. The patient in

the blast crisis phase did not improve with imatinib.
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A shorter interval between CML diagnosis and the initiation of imatinib is
predictive of a better molecular response to therapy (ROCHE-LESTIENNE et al., 2005).
Eight cases of this study took imatinib shortly after diagnosis (from 2 to 3 months) and
four of these (H205, H241, H251 and H252) presented complete cytogenetic responses in
at least the first six months of the treatment. However, another three (H228, H250 and
H265) achieved partial responses and the other patient (H223) had partial and later minor
response at different times of treatment.

Really, it is not clear if the resulting cytogenetic remissions with the use of the
drug are lasting or if the mesylate imatinib can eliminate the malignant primitive
progenitors from which the disease arises (USUI, 2005).

The origin of CML begins in a hematopoietic stem cell, a target population that is
largely quiescent, which either does not express BCR-ABL or is unaffected by the BCR-
ABL expression. Quiescent Ph+ stem cells are insensitive to mesylate imatinib treatment
in vitro. This suggests that the Ph+ cells may not be eliminated by mesylate imatinib
treatment in CML patients. Long-term mesylate imatinib mono-therapy may be required
to continually suppress leukemic development but this may lead to the generation and
selection of BCR-ABL resistant escape mutants (WONG & WITTE, 2004).

Results for the chronic phase of CML obtained during efficacy and safety studies

are outstanding, but few data are available about long-term effects (GOZZETTI et al.,

2004). Some authors described cytogenetic relapse after the interruption of the treatment

with imatinib. MAURO et al. (2004) reported two cases of CML in which imatinib
therapy, which sustained complete cytogenetic response, was ceased after 14 months and
the disease relapsed. USUKI et al. (2005) described a case in which complete cytogenetic

response was maintained for 24 months with imatinib, followed by cytogenetic relapse
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after cessation of imatinib therapy. In the cases studied here, the patients who achieved
complete cytogenetic response, sustained for periods varying from 5 to 31 months, were
all maintained in therapy exactly because of the possibility of relapse after the
interruption of the treatment.

Most patients in the chronic phase maintain lasting responses however, many in
blast crisis fail to respond and the evolution of the disease is quick as was observed in
this study. When CML progresses to “blast” crisis, cytogenetic changes in addition to the
Ph chromosome are often evident as can explain the less efficacious effects of imatinib
(SAUSVILLE, 2003).

Patients who do not present cytogenetic responses after six months of therapy are
generally defined as having primary resistance to imatinib and are likely to present

mutations in 4BL (AGIRRE et al., 2003). Kinase domain mutations are the most

commonly identified mechanism associated with relapse. Many of these mutations

decrease the sensitivity of ABL kinase to imatinib, thus accounting for resistance to
imatinib (CORBIN et al., 2003; DEININGER et al., 2005). This was not evaluated in
this study, nor was the presence of other cytogenetic alterations without the involvement
of the 9 and 22 chromosomes.

In several cases the appearance of other alterations of clonal chromosomal
abnormalities after therapy using imatinib have also been reported, but their incidence,
etiology and prognosis remain unclear (TERRE et al., 2004). Our patients who presented
with other alterations involving the BCR and ABL genes do not seem to have developed
them as a result of resistance to imatinib as, apart from the alterations occurring in low
frequencies, they were not be correlated to the cytogenetic response or to the time of

treatment using the drug.
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Deletions of der(9) have been recognized in 9% to 15% of patients with CML
over recent years. These deletions are usually large, involving several megabases and are
thought to occur at the time of the Ph chromosome translocation rather than during
disease progression (QUINTAS-CARDAMA et al., 2005). Alterations, as observed in
case H14 (one fusion, two red signals and one green signal) have been described as
resulting from the microinsertion of ABL in the BCR, of complex rearrangements
including deletion of adjacent flanking sequences and of complex rearrangements
involving other chromosomes (HAIGH & CUTHBERT, 2004). However, a single fusion
can be related to deletions from derivative chromosome 9 (ROBINSON et al., 2005). The
presence or absence of alterations do not change the response to imatinib. The alterations
observed in the other cases that presented fusions, a green signal and a red signal could
be related to the loss of one of the chromosomes derived from the translocation.

In spite of the Brazilian series being small, the frequencies of the cytogenetic

response to imatinib mesylate were equal as previously described by other authors

(TURKINA et al., 2003; USUI, 2005). This response to imatinib, which was good in the
majority of the cases, seems to be individual and unpredictable, independently of the

phase, the initiation and time of treatment using the drug.
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Table 1: Relative frequency of the BCR/ABL rearrangement and of other alterations observed
in each case.

Case

DF TDT TTI BCR-ABL Other
% alterations
%

H58
H79

H112

H118
H137
H139
H144
H149
H160
H172

H205

H218
H223

H224

H228
H231

H241

H250
H251
H252
H265
H268
H291
H293
H337

51.0 7.0
0
0
0

S — S]

[a—

h

Cp

P

CP

CP

o
Lh

SO OO OO

CP
CP
CP
CP 6.0
BC T3:5
CP 23.0
CP 8.0
CP 12 1.0

Phase of disease at the beginning of treatment (DF); time (months) from diagnosis

of CML until the start of treatment (TDT); time (months) of treatment with imatinib
(TTT), CP= Chronic phase; BC= Blast crisis
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Table 2: Description and frequency of other alterations involving the BCR and/or ABL

genes

Case

Alteration

%

H7
HI13
HS58
H118
H144

H250

FFFRG/FFFFRG
GGG
FRG
FRG
FRG
FRRG
GGG

7.0
2.0
1.5
2.0
6.5
4.0
0.5

F = fusion, R = red (4BL gene), G = green (BCR gene)
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Carta ao Editor

Sr. Editor,

A leucemia mieléide cronica (LMC) é uma neoplasia das células hematopoéticas
que ¢ morfologica e citogenéticamente homogénea. Cerca de 95% dos casos apresentam
uma translocagao especifica [t(9;22)(q34;q11)] que resulta na fusdo génica do oncogene
ABL com o gene BCR e na proteina quimérica BCR/ABL, responsavel pela transformagao
maligna (AOUN et al., 2004).

Embora a translocacdo seja conhecida desde a década de 70, os fatores que levam
ao seu surgimento ndo sdo conhecidos. A etiologia da doenga € pouco conhecida. Apenas
a radiag¢do ionizante tem sido comprovadamente relacionada ao surgimento da doenga,
porém, varios agentes carcinogénicos tém sido referidos como possiveis fatores de risco.
Entre eles destacam-se o tabaco, o uso pessoal de tintura para cabelos, o benzeno e outros

solventes orgéanicos, campo eletromagnético, alguns virus e pesticidas, agentes

sabidamente mutagénicos (BJORK ef al. 2001).

Longos tempos de exposi¢cdo, como por exemplo a exposi¢do ocupacional,
poderiam supostamente contribuir para o surgimento da doenga.

Em um estudo realizado no Hospital de Base (FAMERP/FUNFARME), em uma
casuistica de 62 pacientes portadores de leucemia mieldide cronica, 15 (24,2%) relataram
exposi¢do ocupacional a agentes carcinogénicos. Destes, 80% eram lavradores e lidavam
com agrotoxicos, 13,3.% lidavam profissionalmente com substancias para tintura de
cabelos e 6,7% era pintor e lidava com tinturas e solventes. Nestes casos, tais agentes

poderiam ter contribuido com a etiopatogenia da doenga.
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A maioria dos pacientes estudados, contudo, ndo apresentou exposigdo
ocupacional relacionada aos fatores de risco conhecidos (Tabela 1). Embora varios
agentes sejam responsaveis por danos no DNA que podem levar a carcinogénese, em

LMC o que provoca a formagdo do rearranjo especifico BCR/ABL ainda é desconhecido,

mas € provavel que envolva diferentes fatores, intrinsicos e extrinsicos .
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Tabela 1.

Profissdao dos 62 pacientes estudados

Caso

Profissdo

Caso

Profissdao

H7
H13
H23
H26
H50
H51
H52
HS58
Ho4
H78
H79
H90
H112
HI118
HI126
H134
H137
H139
H144
H149
HI151
H152
H155
H160
H172
H173
H180
H181
H186
H190
H192

faxineira
cabeleireira
estudante
auténomo
pedreiro

metalrgico
lavrador

do lar
lavrador
lavrador
do lar
guarda noturno
servente
do lar
fisioterapeuta
estudante
lavrador
do lar
doméstica
cozinheira
do lar
pintor
do lar
ag. operacional
pensionista
lavrador
lavrador
porteiro
aux. escritorio
aux. enfermagem

aux. de analista

H194
H203
H204
H205
H212
H218
H224
H228
H230
H231
H237
H241
H246
H250
H263
H265
H268
H272
H275

lavrador
comerciante
doméstica
escrituraria
motorista
doméstica
do lar
fiscal
lavrador
do lar
lavrador
aviarista
lavradora
professora
cobrador
motorista
mecanico
gargon
vigia noturno
do lar
oleiro
psicologo
lavrador
aposentado
do lar
orives
motorista
repres. comercial
lavrador
cabelereira

do lar
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Discussiao

Na leucemia mieldide cronica (LMC), os aspectos relacionados ao género nao sio
muito estudados, mas € sabido que ha um ligeiro predominio de pacientes do sexo
masculino (BERGER er al., 2005). Nos pacientes aqui estudados, este ligeiro predominio
também foi observado, 57,6% dos casos eram do sexo masculino e 42,4% do sexo
feminino.

Os fatores que predispdem para a LMC ndo sdo conhecidos, uma vez que a
etiologia da doenga ndo estd totalmente esclarecida. Varios fatores de risco tém sido
referidos, principalmente aqueles relacionados com exposi¢do ocupacional a agentes
carcinogénicos. Por exemplo as exposi¢des longas ao benzeno, aos agrotoxicos, tinturas

de cabelo, entre outros s3o citadas mas os estudos ndo comprovam tal associa¢do

(BJORK et al., 2001). Nos casos aqui estudados, também o surgimento da doenga ndo

pode ser relacionado com determinada exposig¢do ocupacional. A maioria dos pacientes
nao tinha historia de tempo longo de exposi¢do a agentes toxicos, mas naqueles que
tinham, a participacdo dos agentes carcinogénicos na etiopatogenia da doenga dos seus
portadores ndo pode ser descartada. Assim, considerando-se o numero elevado de
ocorréncias da doenga, e também de outras neoplasias hematopoéticas, a exposigdo
somatica a fatores carcinogénicos deve ser evitada.

A maior incidéncia da doenga ocorre principalmente na quarta década de vida,
mas ela pode ocorrer também em criangas e idosos (FADERL er al., 1999). Uma
incidéncia maior desta faixa etaria também foi encontrada nos pacientes aqui estudados

ao diagnostico.
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O diagnostico da doenga é confirmado com a identificagdo do cromossomo Ph
e/ou do rearranjo génico BCR/ABL. A detecgdo destas alteragdes €, importante tanto para
pesquisa quanto para aplicagdo clinica (USMAN et al., 2004).

Neste estudo, o cromossomo Ph, que ¢ responsavel pela etiologia de mais de 95%
dos casos de LMC (ZAGARIA et al., 2004), foi observado com a utilizagdo da técnica de
bandamento GTG em 100% dos casos. A técnica de FISH permitiu a detec¢do do
rearranjo BCR/ABL também em 100% dos casos de LMC. Portanto, a participagido
efetiva desta alterag@o na patogénese dos casos aqui estudados foi certa pode confirmar o
diagnéstico hematoldgico e sugerir um prognostico mais favoravel para os portadores.

A presenga de rearranjos incomuns ou complexos na LMC pode ser indicativa de
mau prognostico (LA STARZA er al., 2002). Neste estudo, ao diagnostico, apenas um
paciente apresentou uma alteragdo incomum, sugestiva de mau progndstico.

Além da presenca do rearranjo tipico, a técnica de FISH também detectou
alteragdes inespecificas, que ndo puderam ser observadas por bandamento GTG,
portanto, ndo puderam ser esclarecidas. Recentemente, varios estudos tém relatado a
perda de seqiiéncia de DNA no ponto de quebra do derivado do cromossomo 9. Pacientes
que apresentam tais dele¢des tem caracteristicas clinicas similares aqueles sem a

anomalia, porém apresentam prognostico pior quando tratados com quimioterapia

convencional, embora quando tratados com imatinibe parecem responder igualmente

(HAIGH & CUTHBERT, 2004; QUINTAS-CARDOMA et al., 2005).

O baixo nimero de casos confirmados (25 = 36,2%) diante da demanda de 68
casos que foram encaminhados ao diagndstico com hipdtese de LMC, pode ser
explicado, entre outros, porque outras patologias hematoldgicas podem apresentar, no

inicio, caracteristicas clinicas e hematologicas semelhantes a este tipo de leucemia. Por
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exemplo, a Policitemia Vera, a mielofibrose e a trombocitemia essencial sdo diagndsticos

diferenciais da LMC, onde a auséncia do rearranjo génico BCR/ABL é um dos critérios
diagnésticos diferenciais (KAUSHANSKY, 2005). Também, os critérios internacionais
padronizam a analise de 20 células em bandamento GTG, em casos de leucemias e este
numero pode ndo ser suficiente para detectar rearranjos de baixa freqiiéncia (CORTES et
al., 2003).

Deve ser considerado, inclusive, que as metafases in vitro, que estio em
condig¢des de analise podem nao representar o clone maligno. Portanto, a realizagdo da
técnica de FISH nos casos aqui estudados foi decisiva para a exclusdo da presenga do
rearranjo e sele¢do da casuistica.

Segundo a literatura, a técnica de bandamento GTG tem uma importincia
fundamental na detec¢do de alteragdes adicionais ao cromossomo Ph e,
conseqiientemente, no estudo da evolugdo clonal da doenga (CORTES er al., 2003).
Neste estudo, porém, apenas o caso H230 apresentou uma alteragdo inespecifica ao
diagnostico revelada pela técnica de FISH, uma vez que com a técnica de bandamento
GTG, que revelou apenas uma metafase com a perda do derivado do cromossomo 9, a
clonalidade ndo pode ser confirmada.

A técnica de FISH, contudo, permite a detec¢do do rearranjo génico em nucleos
interfasicos e a detecg¢do da freqiiéncia exata das células portadoras do mesmo. Tem
sensibilidade e especificidade de 100%, contudo, necessita de um alvo especifico e, ndo
pode detectar alteragdes extras (PASKULIN er al., 1998). Neste trabalho o alvo foi o
rearranjo BCR/ABL e para a sonda de marcagdo dupla utilizada, a detecgdo de falsos

positivos € praticamente nula.
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Assim, pode ser sugerido um protocolo de rotina que inclua as duas técnicas, ao
diagnéstico e apods terapia, com a utilizagdo da sonda de marca¢do dupla, que sdo
fundamentais nestas fases e apOs o transplante de medula 6ssea (TMO), como ficou
demonstrado nos casos aqui estudados.

Por exemplo, o monitoramento do caso H134, trés meses apos tratamento com
bussulfan e antes de ser submetida ao TMO, mostrou um aumento no numero de células
com a fusdo génica BCR/ABL, indicando progressio da doenga e necessidade de
mudanga de terapia. O bussulfan, inclusive, ¢ considerado um tratamento paliativo na
LMC (TEFFERI, 2001) e foi utilizado para condicionamento antes do TMO. Dois e
quatro meses apos o0 TMO, as técnicas de FISH e GTG foram novamente realizadas e
permitiram a confirmag¢ao do sucesso do mesmo.

Os demais casos, que entraram na amostra ao diagndstico e que ainda estavam em

acompanhamento pelos hematologistas até a conclusdo deste trabalho, apds confirmagao

do diagnostico foram submetidos inicialmente ao tratamento com hydrea. Alguns foram
submetidos ao transplante de medula éssea alogénico (TMO) e outros tratados com
mesilato de imatinibe.

O TMO ¢ considerado, até o momento, 0 Unico tratamento potencialmente
curativo, porém estd associado com altas taxas de morbidade e mortalidade devido a
doenga do enxerto contra o hospedeiro aguda e/ou cronica, infecgdes bacterianas, virais
ou fingicas e principalmente a recaida da doenga. (OLAVARRIA et al., 2003; PETZER
& GUNSILUS, 2003).

As complicagdes pés-transplante eventualmente apresentam sintomas clinicos
especificos, porém, o monitoramento tem proporcionado a detec¢do precoce desses

eventos, sugerindo novas opgoes terapéuticas. Portanto, € importante o seguimento de
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marcadores clonais da doenga para tratamento precoce de falha do procedimento ou

recaida (FUCHRER ef al., 2005). Nos casos aqui estudados, a recaida foi detectada em
cinco dos pacientes, porém apenas um respondeu a nova tentativa terapéutica e
sobreviveu.

A sobrevida global do grupo foi de 70,8%. Dos pacientes aqui estudados, 79,2%
atingiram a remissao citogenética completa (RCC), 37,5% deles até o segundo més apos
o TMO. Os casos que atingem RCC mais precocemente tém um bom prognostico
(IMPARATO et al., 1998). Embora considerando este bom progndstico, trés pacientes
foram a 6bito, dois deles mesmo apos serem submetidos a outras alternativas terapéuticas
como um segundo TMO e o uso de mesilato de imatinibe.

Na casuistica estudada, a sobrevida livre de doenga variou de 11 a 72 meses.
Porém, o tempo de monitoramento é muito discutido e necessario mesmo em pacientes
que ha varios meses se encontram livres da doenga (DVORAKOVA et al., 2003).

O TMO ¢ uma op¢do limitada a pacientes com idades inferiores a 55 anos,
aqueles que apresentam um doador imunologicamente compativel e de acordo com o
estagio da doenga (McBRIDE et al., 2000; TEFFERI, 2001; PETZER & GUNSILUS,
2003). Entretanto, novas drogas tém buscado atingir remissoes duradouras e até mesmo a
cura para os pacientes que ndo sdo candidatos ao TMO, ou para aqueles que recairam
apos este procedimento.

A quimioterapia convencional muitas vezes oferece somente respostas parciais,
temporarias € imprevisiveis. As terapias voltadas para mecanismos moleculares tém sido
reconhecidas como mais efetivas em associar eficacia com niveis mais baixos de efeitos
toxicos (VARELLA-GARCIA, 2004). Imatinibe ¢ o protétipo esperado para revolugdo

na terapéutica oncoldgica por ser um inibidor de transdugdo de sinais intracelulares. O
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alvo deste medicamento € a base etiologica da LMC (SAUSVILLE, 2003), ou seja, a

proteina codificada pelo gene quimérico, que pode ser efetivamente bloqueada. A
auséncia da fosforilag@o inibe o prosseguimento da sinalizag@o celular e muda o balango
fisiologico para a redugdo da proliferagao celular e aumento da apoptose. Este inibidor
induz respostas dramaticas e duraveis em pacientes com LMC (DEWAR er al., 2005;
VLAHOVIC & CRAWFORD, 2003).

Comparada com as obtidas por outros tratamentos, a resposta citogenética ao
imatinibe ocorre mais rapidamente em alguns casos, dentro de 3 a 6 meses de tratamento
(DEININGER, 2003). Nos casos aqui estudados, dos pacientes em fase cronica 81,5%
responderam bem e outros 18,5% ndo a droga e tal resposta ndo mostrou associagdo com
o tempo de tratamento. Um paciente que estava em crise blastica ndo obteve melhora
com imatinibe.

Em 28,6% dos pacientes o rearranjo BCR-ABL ndo foi encontrado, sugerindo
resposta citogenética completa apds uma média de 9,8 meses de tratamento. Em 53,6%
dos casos a freqiiéncia do rearranjo foi baixa, indicando resposta citogenética parcial,
observada em um periodo que variou de 5 a 34 meses de tratamento. Freqiiéncias altas do
rearranjo foram observadas em 25% dos pacientes, ou seja, resposta minor entre 7 ¢ 24
meses de tratamento. Dois casos apresentaram respostas citogenéticas varidveis e foram
incluidos nas duas ultimas categorias. A resposta citogenética major, portanto, foi
observada em 89,3% dos pacientes.

O rearranjo BCR-ABL foi encontrado associado a outras alteragdes, como fusoes
simples adicionais e copias extras de ABL e/ou de BCR, em 21,4% dos casos, sugerindo

evolugdo clonal da doenga com envolvimento dos mesmos genes.
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As freqiiéncias da resposta citogenética ao mesilato de imatinibe foram
semelhantes as descritas na literatura (TURKINA et al., 2003; USUI, 2005). Mas, de um
modo geral, a resposta citogenética ao imatinibe foi boa, porém, parece ser individual e
imprevisivel, independentemente do tempo de tratamento e do seu inicio apds
diagnostico.

Se as respostas citogenéticas nos casos aqui estudados serdo duradouras ou ndo,
somente 0 monitoramento a longo prazo podera esclarecer.

Muitos pacientes apresentam anomalias cromossdmicas clonais apds terapia com
imatinibe (TERRE et al., 2004). Alguns adquirem resisténcia e recaem apos um curto
periodo de terapia. Os mecanismos de resisténcia a droga sdo diversos mas, em muitos
casos, sdo encontradas trocas de aminoacidos no dominio kinase de BCR/ABL

(HOCHHAUS & HUGHES, 2004). Os pacientes aqui estudados que apresentaram outras

alteragdes envolvendo BCR e ABL néo parecem té-las desenvolvido como resisténcia ao

imatinibe pois, além destas ocorrerem em freqiiéncias baixas, ndo puderam ser
relacionadas com a resposta citogenética ou com o tempo de tratamento.

Pacientes que recaem apos o término da terapéutica também tém sido relatados. O
sistema Nervoso Central (SNC) pode ndo receber concentragdes de imatinibe suficientes
para suprir a atividade tirosina quinase de BCR/ABL. Um paciente com LMC em crise
blastica linféide com excelente resposta sistémica ao imatinibe recaiu devido a leucemia
linféide no SNC. O fluido cerebroespinhal tem nivel de imatinibe 2 log mais baixo que o
plasma sanguineo. Estes resultados sugerem que pacientes com LMC em remissdo com
imatinibe poderiam eventualmente recair com leucemia no SNC devido a ineficiéncia de

imatinibe cruzar a barreira de sangue-cérebro (WONG & WITTE, 2004).
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com imatinibe, para a detecg¢do de recaida precoce e até mesmo para constatar a cura.

Portanto, devem fazer parte dos protocolos investigativos de LMC e, sempre que

possivel, serem associadas a técnicas moleculares.
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Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram as seguintes conclusdes:

as técnicas de bandamento GTG e FISH permitem a confirmagdo do
diagnoéstico e ddo subsidios para o prognodstico e para a terapia dos
doentes. Os resultados positivos obtidos com estas técnicas possibilitam a
liberagdo do medicamento interferon-o e do mesilato de imatinibe junto

aos Orgdos governamentais de saide, uma vez que a maioria dos pacientes

sdo atendidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS):

as técnicas de bandamento GTG e FISH devem ser utilizadas de forma
complementar, contudo, podem ser associadas, com outras técnicas

moleculares, principalmente para elucidagdo de variantes cariotipicas

submicroscopicas ou que ndo envolvam BCR/ABL;

As freqiiéncias do rearranjo BCR/ABL ao diagndstico sdo mais elevadas
quando analisadas por bandamento GTG, porém a estimativa das

freqiiéncias in vivo deve ser obtida com a utilizagdo da técnica de FISH;

o transplante alogénico de stem cell hematopoética em LMC € eficaz e a
técnica de FISH mostrou ser fundamental para seguimento dos pacientes

transplantados;
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outras alteragdes envolvendo BCR/ABL ocorrem em freqiiéncias baixas
em pacientes com LMC em monoterapia com mesilato de imatinibe € ndo
parecem estar relacionadas com a resisténcia a droga ou serem provocadas

por ela;

a resposta citogenética ao mesilato de imatinibe ¢ boa na maioria dos

casos e parece ser individual e imprevisivel, independente da fase da

doenga, inicio e tempo de tratamento com a droga;

0 tempo para atingir remissdo citogenética completa, a sobrevida livre de
doenga e a taxa de mortalidade, relacionados ao TMO, corroboram os

dados da literatura e mostram a alta eficacia deste procedimento em LMC,

pois 66,7% dos pacientes mantém-se em remissdo por periodos longos e

ndo necessitam de terapias adicionais;

a maioria dos pacientes com LMC nio apresentou exposi¢do ocupacional
relacionada aos fatores de risco. O que provoca a formagdo do rearranjo
especifico BCR/ABL ainda é desconhecido, mas é provavel que envolva

diferentes fatores, intrinsicos e extrinsicos;

as técnicas citogenéticas devem ser implantadas nos servigos que atendem
pacientes com leucemias, pois sdo de extrema importancia pelos

beneficios que trazem para os pacientes e para a equipe médica.
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Resumo

A leucemia mieldide cronica (LMC) é uma doenga mieloproliferativa clonal que

surge da transformagdo neoplasica das células progenitoras pluripotentes, resultando em

uma granulocitose progressiva. E um prototipo de céncer desencadeado por uma

alteracdo cromossOmica especifica, a t(9:22) que origina o cromossomo Philadelphia
(Ph). Essa translocagao resulta na formagao de um gene quimérico BCR/ABL.

O presente trabalho teve como objetivos investigar as alteragdes cariotipicas ao
diagnostico da LMC, com o uso da técnica do bandamento GTG, estudar a presenga e a
freqiiéncia do rearranjo génico BCR/ABL ao diagnostico, durante o tratamento com
mesilato de imatinibe ¢ apés o transplante de medula 6ssea, com o uso da técnica de
Hibridacdo in situ Fluorescente (FISH). Também, com base na freqiiéncia de BCR/ABL,
avaliar o tempo para aquisi¢do da remissdo citogenética completa, a sobrevida livre de
doencga apés o TMO e a taxa de mortalidade relacionada a este procedimento, além de
avaliar a resposta citogenética dos pacientes em uso exclusivo do mesilato de imatinibe e
investigar as exposi¢des ocupacionais dos pacientes, para e tentar correlacionar tal
exposi¢do com possiveis agentes etiologicos da LMC.

Foram estudadas 145 amostras de medula ¢ssea de 66 individuos portadores de
LMC. A andlise por citogenética convencional foi realizada somente nos casos
encaminhados ao diagnostico antes de qualquer tipo de tratamento e a analise por FISH
foi realizada em todos os casos.

O cromossomo Ph e o rearranjo BCR/ABL foram observados em 100% dos casos
analisados ao diagndstico com as diferentes técnicas. A freqiiéncia do cromossomo Ph

detectado por bandamento GTG foi mais alta do que do rearranjo, porém a técnica de
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FISH foi mais eficaz na estimativa das freqiiéncias in vivo e possibilitou a identificagdo
de alteragdes inespecificas envolvendo os genes BCR e/ou ABL.

Dos 24 pacientes submetidos ao TMO, 79,2% atingiram remissdo citogenética
completa, 37,5% desses até 60 dias apds o transplante, um tempo indicativo de melhor
prognostico. A sobrevida global foi de 70,8% e a sobrevida livre de doenga variou de 11
a 72 meses. A taxa de mortalidade relacionada ao transplante foi de 29,2%. Estes dados
foram compativeis com os previamente descritos.

Para os pacientes tratados com imatinibe, 28,6% ndo apresentaram o rearranjo
BCR/ABL, sugerindo resposta citogenética completa, 25% apresentaram freqiiéncia alta
do rearranjo e 21,4% apresentaram o rearranjo associado com outras alteragdes
envolvendo BCR e ABL. Os resultados mostraram que essas outras altera¢des ndo
parecem estar relacionadas com resisténcia a droga pois ocorreram em freqiiéncias baixas
e ndo puderam ser relacionadas com a resposta citogenética ou com o tempo de
tratamento.

A resposta ao mesilato de imatinibe foi boa na maioria dos casos. Parece ser
individual e imprevisivel, independente da fase de inicio e do tempo de tratamento com a
droga.

As técnicas de bandamento GTG e FISH foram fundamentais para a obteng¢ao dos
resultados e foram complementares, portanto, devem ser utilizadas na andlise de

pacientes com LMC.

Palavras-chave: leucemia mieldide cronica; citogenética; FISH; imatinibe; TMO.
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Abstract

Chronic Myeloid Leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative disease which

emerges from a neoplastic transformation of the pluripotent stem cells, resulting in a

progressive granulocytosis. It is a prototype for cancer triggered by a specific

chromosomal alteration, t(9:22) which originates the Philadelphia (Ph) chromosome.

This translocation results in the formation of a BCR/ABL chimeric gene.

This work aimed at investigating the karyotypic alterations at diagnosis of CML
using GTG banding and studying the presence and the frequency of the BCR/ABL gene
rearrangement at diagnosis, during treatment with imatinib mesylate and after bone
marrow transplantation, using the Fluorescence in situ hybridization method (FISH).
Additionally, the frequency of the BCR/ABL rearrangement was used to evaluate the time
to reach complete cytogenetic remission, the disease-free survival rate after bone marrow
transplantation and the procedure-related mortality rate, as well as to assess the
cytogenetic response of patients to the exclusive use of imatinib mesylate and investigate
the occupational exposure of patients, to attempt to correlate the exposure to possible
etiological agents with CML.

One hundred and forty-five samples of bone marrow from 66 individuals
suffering from CML were studied. Conventional cytogenetic analysis was only
performed in the cases received at diagnosis, that is before any type of treatment and
FISH analysis was carried out in all cases.

The Ph chromosome and the BCR/ABL rearrangement were identified in all the
cases analyzed at diagnosis by the different techniques. The frequency of the Ph
chromosome detected by GTG banding was higher than the rearrangement however, the

FISH technique was more efficacious in the estimates of in vivo frequencies and enabled
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the identification of unspecific alterations involving the BCR and ABL genes.

Of the 24 patients submitted to bone marrow transplantation, 79.2% achieved
complete cytogenetic remission, 37.5% of whom within 60 days of transplantation, a
time indicative of better prognosis. The overall survival rate was 70.8% and the disease-
free survival varied from 11 to 72 months. The transplant-related mortality rate was
29.2%. These data were similar to previously published results.

For patients treated with imatinib, 28.6% did not present with the BCR/ABL
rearrangement, suggesting complete cytogenetic response, 25% presented with a high
frequency and 21.4% presented with the rearrangement associated with other alterations
involving the BCR and ABL genes. The results demonstrated that these other alterations
do not seem to be related with drug resistance as they occurred at low rates and could not

be related to cytogenetic response or to the time of treatment.

The response to imatinib mesylate was good in the majority of cases. It seems to

be individual and unpredictable, independent of the initial phase and of the length of
treatment using the drug.
The GTG banding and FISH techniques were essential to obtain the results and

were complementary and thus should be used in he analysis of patients with CML.

Key-words: chronic myelogenous leukemia, cytogenetic, FISH, imatinib, BMT
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Saude, Resolucio 196/96)

Titulo da Pesquisa: Alteragdes Cromossomicas e Freqiiéncia do Rearranjo Génico BCR/ABL ao Diagndstico,

Tratamento com Mesilato de Imatinibe e Apos Transplante de Medula Ossea em Leucemia Miel6ide Cronica

Pesquisadores Responsaveis: Profa. Dra. Agnes Cristina Fett Conte, Depto de Biologia Molecular - FAMERP,
Chefe do Servigo de Genética; Cristina Benitez Vendrame Goloni, doutoranda — IBILCE/UNESP. Telefone para
contato: (0xx17) 3201-5000 ramal 1931.

Para uma investigagdo cientifica honesta e segura, a pessoa que vai participar do estudo, seu pai, mae ou
tutor legal, responsavel por ela, deve dar seu consentimento livremente, apds ter sido muito bem informado sobre
0s risos e beneficios do estudo.

E da responsabilidade do pesquisador dar toda e qualquer informagio necessaria e solicitada pelo

participante do estudo. Este termo de consentimento, que foi aprovado por um Comité de Etica, tem a finalidade

de proteger e informar o participante, que ficara com uma cépia do mesmo.

Fui esclarecido que este estudo tem como objetivo investigar, algumas alteragoes genéticas das células da
medula dssea de pacientes com leucemia mieldide cronica. ao diagndstico e tratamento da doenga, na tentativa
de relacionar os achados com a evolugdo da mesma e a resposta aos medicamentos, além de investigar possiveis
causas relacionadas ao aparecimento da mesma.

Também fui informado que as técnicas que serao realizadas utilizardo uma parte do material (medula)
obtida por aspiragdo com seringa, procedimento que é realizado pelo meu médico hematologista durante
processo de rotina para coleta do mielograma, no Servigo de Hematologia do Hospital de Base.

Soube que os riscos para a minha satde, serdo os mesmos daqueles que nao participarem do projeto, ou
seja, os dos procedimentos médicos de rotina, que neste caso, incluirdo dor, ardéncia ou mancha roxa no local de
retirada do material (entrada da agulha).

Fui informado que posso consultar as pesquisadoras responsaveis, pelo telefone ou pessoalmente, para
esclarecimento de duvidas. Também que todas as informagdes obtidas da minha participagao serdo consideradas
confidenciais, ficando minha identidade mantida em sigilo, em qualquer situagdo.

As informagdes obtidas desta pesquisa s6 poderdo ser divulgadas em reunides ou revistas cientificas e
com minha identidade preservada.

Se decidir ndo participar ou interromper a minha participagao, em qualquer época, nao terei nenhum tipo
de prejuizo, ndo perderei nenhum beneficio e nao precisarei dar justificativas da minha atitude.

Li este termo, recebi informagdes claras sobre a presente investigagdo, tive oportunidade de fazer
perguntas e todas foram respondidas. Estou de acordo em participar livre e espontaneamente deste estudo e sei

que, sob hipotese alguma receberei qualquer tipo de gratificagao pela minha participagao.
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Entendi que os resultados deste estudo poderdo ser muito uteis para esclarecimento do diagndstico, na

conduta terapéutica (tratamento) e prognéstico (evolugdo) da minha doenga.

Dou, portanto o meu consentimento.

Data: ........./eeceeecei e

ASSINALIPA, &\avimianssi s R v vpsesnes
Paciente ou responsavel legal

DECLARACAO DE RESPONSABILIDADE: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e beneficios desta

investigagdo. Coloquei-me a disposicdo para perguntas e respondi a todas. Obtive o consentimento de maneira
livre e me coloquei a disposigio para qualquer outro esclarecimento pelo telefone (0xx17) 3201-5000 ramal

1931.

PESQUISADOR: .....octiiiieieieiereeeeicie ettt sissss s sn s sas s sssssssssssssssass s sies
R o s T R R

Data: .........  — |

ASSINATUTA: ©ovveeeeeeieieeiiisssissresseerserrrrrerereaeeeeereeeessaessosins
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ANEXO 11

HOSPITAL DE BASE DE SAO JOSE DO RIO PRETO
Servico de Genética

Ficha de Acompanhamento Clinico e Interrogatorio Complementar para Pacientes com LMC para a Avaliagao
da Exposicao a Agentes Lesivos 8 Medula Ossea

I - IDENTIFICACAO

Nome _ - - ~ N° Registro HB N° Genética

Sexo idade DataNasc. [/ / Estado civil

Endereco_ - Fone(__ )

Bairro ] Cidade ] ] - B CEP

MEDICO RESPONSAVEL

MATERIAL Sangue () Medula ()

Data Coleta Hora

DIAGNOSTICO CONSIDERADO

I - INFORMACOES CLINICAS

1- Sinais Clinicos

2- Medula: % de Blastos 3- Sangue periférico: % de blastos na periferia _

DATA
Ht/Hb

Leuc.

Blastos

Bastoes

Neutrof,

Eosinof.
Basof.

Linfocit.

Mondcit.

4 — Exames Complementares

Mielograma / /
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5 - Outras Doengas

6 - Cronologia da doenga:

111 - PROTOCOLO E DIRETRIZES TERAPEUTICAS

IV - OUTRAS INFORMACOES

Antecedentes pessoais
e  Terapia prévia ( ) Nio () Sim: Quimio ( ) Radio ( ) Outras ()

OBS: indicagio

medicamentos (se quimio) _

tempo decorrido

Utilizagdo de tinturas para cabelo ou acetona  ( )Nao () Sim: produto

tempo total de exposi¢io

Contato com tintas e solventes  ( )Ndo () Sim: produto

tempo total de exposigio _

Utilizagdo de drogas injetaveis ou inalatorias () Nio () Sim: especificar tipo _

tempo total de exposigdo

Tabagismo ( ) Nio ( ) Sim: n°de cigarros/dia

tempo total de exposigio

Etilismo ( )Ndo ( )Sim: tipode bebida

tempo total de ingestdo
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Uso de medicamentos ( ) Nao ( ) Sim: especificar

Freqiiéncia

Histéria familial de neoplasia ( )Nao ( )Sim: tipo parentesco

Radiografias () esporadico ( ) freqiiente ( )recente  tipo

Informagdes sobre a profissdo

- Profissao | ) Periodo 19

exposigao a produtos toxicos (radiagdo, pesticidas, solventes)

( )Nio ( ) Sim: especificar o tipo

horas por dia de exposigio

dias por semana de exposigdo

tempo total de exposigio

- Profissao 2 i Periodo 19

exposi¢do a produtos toxicos (radiagio, pesticidas, solventes)

( )ndo () sim: especificarotipo

horas por dia de exposigio

dias por semana de exposigdo

tempo total de exposi¢io

- Profissao 3 - . Periodo 19

exposi¢io a produtos toxicos (radiagdo, pesticidas, solventes)

( )ndo ( ) sim:  especificar o tipo

horas por dia de exposi¢io

dias por semana de exposigio

tempo total de exposi¢io

V - CARACTERISTICAS DA MORADIA
e  Moradia em arearural () ndo ( ) sim:  menosdoquelano( ) 1-3anos( )

3-Sanos( ) mais do que 5 anos ()

e  Contato com agrotéxicos ( ) ndo ( ) sim: direto( ) indireto( )  produto

tempo total de exposi¢do

e  Moradia em areaurbana ( ) ndo ( ) sim: menosdoquelano( ) 1-3 anos( )

3-5anos( ) mais do que 5 anos ()
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Fontes utilizadas para cozinhar ou iluminar
Botijiode gas ( )ndo ( )sim
Eletricidade ( )ndo ( )sim

Outros

fogioalenha ( )ndo ( )sim

querosene/ 6leo ( )ndo ( )sim

Poluig¢do do ar nas imediagdes () ndo

Utilizagdo de pesticidas ou inseticidas  (

( )sim:

) ndo

chaminés de fabricas () incineradores ()

vias de trafego intenso (6nibus e caminhdes) ()

() sim:  produto

tempo total de exposi¢io

Utilizagdo de produtos de limpeza como removedores e desengordurantes

( ) nao ( ) sim: produto

tempo total de exposigao _

Comentérios Gerais
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ANEXO III

e Acido acético a 70%
15ml de agua

35ml de acido acético

¢ Solugio de PBS 10x
80g de NaCl
2g de KCI
11,5g de NaHPO,
2g de KH, PO,

1.000ml de agua autoclavada

® Solugio de PBS 1x
20ml PBS10x

180ml de agua autoclavada

¢ Soluc¢do Salina 20xSSC
87,650g de NaCl
44,10g de NayC4H,0; . 2H,0

1.000ml de agua autoclavada

® Solugdo 2xSSC
20ml de 20xSSC

180ml 4dgua autoclavada

FISH - SOLUCOES

* RNAse

Solugao estoque (10mg/ml)
0,010g de RNAse

Iml de agua

Solugéo de uso (100pg/mI2xSSC)

10ul de solugdo estoque
Iml de 2xSSC (pH 7.0)

Preparagdo para lamina
1l da solugdo de uso

100pl de 2xSSC

¢ Solu¢io desnaturante de Formamida a 70%
Colocar no banho-maria a 37°C
28ml de formamida
4ml de 20xSSC pH 5,0
8ml de agua autoclavada

Transferir para banho-maria a 70°C

e Dilui¢do da sonda
7ul LSI/WCP Hybridization Buffer
2l de agua autoclavada
1l de sonda
Manter em banho-maria a 73°C por 5 minutos

Transferir para uma cuba com gelo.
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Anexo IV

Informagdes sobre os pacientes

Exposigéo a Neoplasia em Profissdo Queixas clinicas

carcinogenos familiares

NI NI

faxineira

NI cabeleireira NI
NI

NI
NI

NI

dor nas costas, esplenomegalia

estudante
autdénomo
pedreiro
metalargico
H52 lavrador
H58 do lar NI
Ho64 lavrador NI
H78 lavrador NI
H79 - do lar NI
H90 - guarda noturno aumento do volume e dor abdominal,
perda de peso e fraqueza
servente esplenomegalia, fraqueza
do lar NI
fisioterapeuta NI
estudante dor em hipogastrio, diarréia, urina
escurecida, febre, quadro de
desorientagdo e dificuldade de
ambulagdo por fraqueza em M.M.LI
lavrador NI
do lar NI
doméstica NI
cozinheira NI
do lar NI
pintor NI
do lar NI
ag. operacional NI
pensionista queimagdo em regido retroesternal,
associado a dispnéia
lavrador NI
lavrador NI
porteiro NI

aux. escritorio NI
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Continuagdo

aux. enfermagem NI
aux. de analista dores Osseas, febre e emagrecimento

lavrador NI

comerciante NI

domeéstica NI

escrituraria mialgia

motorista NI
doméstica dor abdominal, na coluna e cefaléia

NI NI

do lar NI

fiscal alteragdo no hemograma em exames de

rotina
H230 lavrador dor em hipocéndrio e esplenomegalia
H231 do lar NI
H237 lavrador NI
H241 ) aviarista nodulo no brago
H246 lavradora nausea ¢ febre
professora tontura, nausea, cefaléia, febre

NI astiria

NI esplenomegalia
H263 cobrador NI

H265 motorista esplenomegalia

H267 « NI falta de apetite, palidez, aumento do

volume abdominal, sangramento nas
fezes, febre, tosse, falta de ar e cansago
H268 ] mecanico esplenomegalia
H272 - gargon dor epigastrica
H275 vigia noturno NI
H282 do lar NI
H286 oleiro NI
H291 psicologo NI
H298 aposentado queimagdo epigastrica
H293 lavrador NI
H306 do lar NI
H307 orives NI
H335 motorista nodulagdes em regido anterior,
aposentado endurecimento regido abdominal

esquerda
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Continuagdo

H337
H339

H362

NI

repres. comercia

lavrador

cabelereira

do lar

1 NI
prurido pelo corpo, placas eritematosas
e emagrecimento
leucocitose evidente em exames pré-
operatorios a incontinéncia urinaria

NI

NI = ndo informado (auséncia da informagao na ficha enviada ao laboratério e no prontuario do
doente); - auséncia da queixa; + = presenga da queixa.

5

6

7

unesp
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Autorizo a reprodugao deste trabalho.

Sao José do Rio Preto, 08 de junho de 2005.

Cristina Benitez Vendrame Goloni
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