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Introducao

As leucemias siao neoplasias hematoldgicas que provocam a proliferacdo desordenada de
leucécitos. Sao doengas complexas, classificadas em mieldides ou linféides — de acordo
com a linhagem atingida -, e crOonicas ou agudas — de acordo com o nivel de

diferenciacao do tipo celular predominante.

A Leucemia Miel6ide Cronica (LMC) é uma doenca considerada rara (pois representa
somente cerca de 20% de todas as leucemias), sendo um de seus fatores de causa o
rearranjo do material genético, com a formacdo de um gene inexistente previamente e

com grande atua¢@o no desenvolvimento da doenga, o Cromossomo Philadelphia (Ph).

Este gene de fusdo tem como produto uma proteina anormal, com intensa atividade
de tirosina quinase, a qual é responsdvel pela proliferacdo desordenada encontrada na
doenca.

O tratamento da LMC conta, atualmente, com drogas de efeito citostitico (que
funcionam apenas como tratamento paliativo, diminuindo a porcentagem de leucécitos no
sangue periférico); transplante de medula dssea (o Unico tratamento considerado
efetivamente curativo, porém de dificil acesso); e esquemas baseados em IFN-a (firmaco
capaz até de promover remissoes citogenéticas nos pacientes com ele tratados).

Hé4 aproximadamente 5 anos, surgiu no ambito terapéutico da LMC um novo

antineopldsico: o Mesilato de Imatinibe, que tem por principio bdsico inibir a a¢do da



proteina andmala. Desse modo, age diretamente na patogénese dessa leucemia,
funcionando de maneira eficaz e com poucos efeitos colaterais, uma vez que atinge apenas
as células doentes. No entanto, esse medicamento possui restrigdes diversas, devido a seu
curto tempo de uso, o que implica em escassez de informagdes a seu respeito.

Para a feitura desta monografia, primeiramente foi realizado um levantamento
bibliografico que contou com informagdes detalhadas sobre a LMC, e gerais sobre seus
principais tratamentos (com énfase nos medicamentosos). Em um segundo momento, o
trabalho contou com a coleta de informacdes somente acerca do Mesilato de Imatinibe e
suas implicacdes no tratamento da LMC. Assim, foram utilizados dados provenientes tanto
da literatura (livros, periddicos e, principalmente, estudos e pesquisas), quanto de relatos de

pacientes que fazem uso deste medicamento hd tempos variados.



Capitulo I:

Klementos do sangue
e Hematopoese



1.1: Componentes sangiiineos

O sangue € um tecido formado por duas partes, contendo 55% de liquido e 45% de
s6lidos. O plasma - parte liquida - contém glicidios, lipidios, vitaminas, minerais, além de
proteinas. Dentre essas, se destaca a fibrina, sem a qual o sangue € incapaz de coagular. A
parte sélida, por sua vez, é formada de hemdcias, plaquetas e leucdcitos. Esta tltima classe
de células € dividida em granulécitos ou polimorfonucleares - neutréfilos, baséfilos e
eosindfilos - e agranuldcitos ou monomorfonucleares - linfécitos e mondcitos (Bueno,

2005).



1.2: Estrutura funcional da medula ossea

A medula 6ssea vermelha ¢ um o6rgio difuso, volumoso (com cerca de 1.500
gramas), muito ativo e com auséncia de vasos linfaticos. Possui estrutura celular bastante
variada, em virtude da presenca de grande nimero de células ainda ndo diferenciadas (em
sua maioria da linhagem granulocitica) e das células que compde seu ambiente (Verrastro,
2002).

As células estromais — também provenientes das células pluripotentes - formam o
tecido de sustentagdo para a medula hematopoética, constituindo o microambiente ou
estroma medular. Neste, sdo encontradas células reticulares, macréfagos, fibroblastos,
células endoteliais, osteoblastos, osteoclastos e adipdcitos. Além de possuir essas
caracteristicas, o microambiente é formado por uma matriz extracelular, composta de
macromoléculas secretadas pelas células estromais, com fun¢do de permitir a fixacao das
células pluripotentes (através de moléculas de adesdo), além de propiciar o contato entre
essas c€lulas e os fatores de crescimento, mediado pelos respectivos receptores de
membrana (Lorenzi, 2003).

Com relacdo a distribuicdo das células precursoras no interior da medula dssea, é
importante salientar que hd um arranjo pré-estabelecido para as mesmas. As células
pluripotentes t€m localizacdo junto as trabéculas dsseas. Jad nas regides mais centrais,
predominam os precursores granulociticos € monociticos mais diferenciados, e as células
maduras, as quais penetram nos vasos venosos sinusoidais centrais, alcangcando a circulagdao

(Verrastro, 2002).



Um fato relevante é que a circulagdo medular é fechada, isto é, as arteriolas
derivadas das artérias longitudinais centrais (nos ossos longos) conectam-se diretamente
com seios venosos, que se anastomosam e terminam vertendo nas veias longitudinais
centrais (Hutchison & Davey, 1999).

Antes do nascimento, o saco vitelino, o figado e o bagco fornecem o ambiente
adequado para que as células iniciais cres¢am e se proliferem. Apds o nascimento, a medula
Ossea apresenta-se integralmente ativa, e todos os 0ssos na primeira infincia contém
medula vermelha, a qual é hematégena, ou seja, com funcdo hematopoética. A partir do
terceiro ano de vida, inicia-se o processo involutivo, pelo qual grande parte da medula
vermelha se torna adiposa (amarela). Contudo, esse quadro pode ser revertido se as
circunstancias exigirem.

A involucdo fisiolégica da medula se dd centripetamente, isto €, das partes distais
(membros) para o centro (térax). No adulto, a medula vermelha € limitada aos ossos do
térax (esterno, clavicula e costelas), aos ossos do cranio, aos ossos chatos da pelve, as

vértebras e nas proximidades do f€mur e do imero (Oliveira Lima, 2001).



1.3: O processo de hematopoese

A palavra hematopoese significa “formacdo das células sangiiineas”. Abrange o
estudo de todos os fendmenos relacionados com a origem e com a multiplicacdo e
maturagdo das células precursoras (ou primordiais) das células sangiiineas, ao nivel de
medula éssea (Verrastro, 2002).

Sua evolu¢do compreende trés periodos: o embriondrio, o hepatoesplénico e o
medular. E importante ressaltar que a hematopoese se processa em condicdes normais por
intermédio de um mecanismo regulador, no qual deve haver o equilibrio entre a a¢do dos
fatores que estimulam a proliferacdo celular e daqueles que a inibem (Lorenzi, 2003).

As primeiras células sangiiineas do homem surgem no periodo embriondrio, por
volta da 7° ou 8° semana de vida. Daf até o 4° més de vida, a formacdo dessas células se faz
no saco vitelino. Esse € o periodo embriondrio da hematopoese. Do 4° ao 6° més de vida
fetal, a formacdo das células do sangue no baco e no figado denomina-se periodo
hepatoesplénico da hematopoese. A partir de entdo, a producdo das células sangiiineas
passa a ser feita na por¢do medular dos 0ssos, iniciando-se o periodo medular.

A porgdo celular do sangue constitui-se de elementos provenientes de trés linhagens
diferentes, porém que se originam de uma célula mie unica, denominada célula
pluripotente, totipotente, célula-tronco ou stem-cell. Essa célula origina células filhas
que seguem dois caminhos: umas permanecem como células pluripotentes, mantendo essa
populacdo (a qual € constante), e outras evoluem em um sentido mais avangado. Ainda sdao

indiferenciadas, capazes de multiplicacdo, mas jd orientadas para uma tunica, ou apenas



para algumas linhagens celulares. Tais células sdo designadas progenitoras (Verrastro,
2002).

A orientacdo que as células pluripotentes adquirem € resultado da agcdo de fatores
especificos para cada linhagem hematopoética. Esses fatores sdo, em geral, citocinas
produzidas pelas células estromais, pelos linfocitos e pelos mondcitos da medula, e atuam
desde a fase pouco diferenciada, até a terminal. Assim, pode-se encontrar, durante a
hematopoese, diversos grupos de populagdo celular agrupados conforme seu grau de
diferenciacdo, e divididos em células com capacidade de proliferacdo por mitoses
(compartimento mitdtico); e um grupo de células que estdo em fase de amadurecimento
celular (compartimento pés-mitético) (Lorenzi, 2003).

No compartimento mitdtico, encontram-se as Unidades Formadoras de Colonias
(UFC), sendo as mais primitivas denominadas Unidades Formadoras de Colonias Blésticas
(UFC-BI) e de células Linfoides e Mieldides (UFC-LM). A UFC-BI possui capacidade de
originar todos os elementos celulares sangiiineos, além de reunir caracteristicas de
pluripotencialidade. Sua formacdo estd ligada a atuagdo de fatores estimuladores de
colonias (FEC), interleucinas (IL-1, IL-3, IL-6, IL-12), LK e fatores do estroma medular. A
UFC-LM compreende uma fase mais evoluida, com diferenciagc@o para a linhagem linféide
e mieldide, a partir dos mesmos estimulos citados anteriormente (Verrastro, 2002).

Além desses tipos, hd outras unidades celulares mais diferenciadas, como as
Unidades Formadoras de Colonias de Granuldcitos, Eritrocitos, Mondcitos e
Megacariécitos (UFC-GEMM) — chamada mieldide - e as Unidades Formadoras de
Linfécitos (UFC-L). Essas duas dltimas unidades ainda sdo pluripotenciais, e sob acdo de
fatores estimulantes de granulécitos/mondcitos (FEC-GM), LK, interleucinas (IL-3, IL-4

para todas e IL-1 somente para as segundas), diferenciam-se em unidades bipotenciais



UFC-EG (Unidades Formadoras de Eritrécitos e Granulécitos), UFC-GM (Unidades
Formadoras de Granulécitos e Mondcitos) e UFC-E Meg (Unidades Formadoras de
Eritrécitos e Megacaridcitos).

As células pluripotentes seguem na diferenciacdo gracas a acdo de fatores
estimulantes mais especificos, como a eritropoetina (EPO) para os eritrécitos, fator
estimulante de granuldcitos/mondécitos (FEC-GM), de granulécitos (FEC-G) e de
megacariocitos (FEC-Meg). Com isso, diferenciam-se em unidades celulares com
capacidade de seguir apenas uma linhagem com proliferagdo e ciclo distinto.

As UFC-GM, recebendo estimulos dos fatores de crescimento FEC-G, FEC-GM,
LK e IL-4, se diferenciam em unidades bem definidas, denominadas UFC-G (Unidade
Formadora de Coldnia Granulocitica) ¢ UFC-M (Unidade Formadora de Colonia
Monocitica), onde ambas sdo capazes de chegar a circulagdo, porém ndo possuem poder de
divisdo. Finalmente, integrando a linhagem granulocitica, hd as UFC-Eo (Unidades
Formadoras de Coldnias de Eosinofilos) e as UFC-Ba (Unidades Formadoras de Basofilos).

As unidades primitivas UFC-GEMM, sofrendo a¢do estimulante das interleucinas
IL-3, IL-4, IL-6 e LK, originam unidades de linhagem megacariocitica, nos estigios de
UFB-Meg (progenitora) e UFC-Meg (Unidade Formadora de Colonia Megacariocitica).

A UFC-L descende da UFC-LM por intermédio do estimulo da IL-1 e LK,
diferencia-se em UFC-LT (Unidade Formadora de Colonia de Linfécitos Timo-
dependentes) e UFC-LB (Unidade Formadora de Colonia de Linfécitos Bursa-
dependentes). Ambas as unidades estdo presentes na circulagdo e mantém capacidade de
duplicacao.

As UFC - com células ja morfologicamente definidas e distintas - constituem o

compartimento terminal (amadurecimento), onde a atividade mitdtica € limitada. Tais



células, designadas precursoras, passam por uma fase de maturagdo, formando elementos
celulares com caracteristicas funcionais e morfoldgicas bem definidas. Ao alcancarem a
maturidade, essas células sdo, entdo, liberadas na circulagdo periférica. No entanto, ha
outras etapas envolvidas nesse processo, compreendidas entre o surgimento das células
jovens diferenciadas e sua integracdo ao sangue periférico, as quais variam de tipo celular

para tipo celular, e serdo descritas a seguir (Verrastro, 2002).

Figura 1.3 — A: Esquema da hematopoese sangiiinea
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o Formacao dos eritrécitos
A eritropoese ¢ um fendmeno dindmico, em que vdrias de suas fases realizam-se

devido a sintese de DNA e de hemoglobina com incorporagdo do ferro; ao mecanismo de



mitose; e a perda do niicleo e organelas, para resultar como produto final o eritrdcito:
anucleado e com reserva energética para vida média util de 120 dias. Tal processo, com
todas as suas etapas, realiza-se, em média, em sete dias.

Na medula 6ssea, a eritropoese se faz pela diferenciagcdo da célula-tronco em célula
da linhagem eritrocitdria, o Proeritroblasto, o qual é uma célula relativamente grande e
possui nicleo com cromatina jovem, dois nucléolos, aparelho de Golgi e mitocondrias. Seu
citoplasma € rico em polirribossomas, apresentando, pois, alta atividade protéica —
principalmente hemoglobinica. Tal célula, ao sofrer influéncia dos fatores de
amadurecimento, se diferenciard em Eritroblasto. Neste, a hemoglobina ocupa parte
considerdvel do citoplasma e o nimero de ribossomas decresce. Assim, sua colora¢ao passa
de azulada (Eritroblasto baséfilo) para parda (Eritroblasto policromatoéfilo), e entdo para
avermelhada (Eritroblasto ortocromatico), onde o citoplasma estd completamente
hemoglobenizado, e ndo hd mais capacidade de replicacdo de tais células. Além disso, o
nicleo se condensa, sendo expulso, e logo fagocitado por macréfagos. Esse novo tipo
celular, ainda com presenga de mitocondrias, aparelho de Golgi e polirribossomas —que
logo cessardo sua atividade protéica — chama-se Reticuldcito. Essas células circulam no
sangue periférico por 24 a 48 horas, perdem as organelas e passam a eritrocitos.

Os Eritrocitos sdo as unidades morfolégicas da série vermelha circulante no
sangue, com diametro de aproximadamente 7 a 8 11, e forma de um disco biconcavo. Sao
células com excesso de membrana citoplasmdtica para o conteido hemoglobinico que
transportam, e, devido a esse fator, a medida que circulam, perdem por¢des desta
membrana, adquirindo a forma de esfera (esferdcito). Partindo do principio de que esta é
bem menos flexivel que a anterior, acaba por ser retida na rica malha de sinuséides do bago,

onde ¢é fagocitada por macréfagos locais (Verrastro, 2002).



e Formacao das plaquetas

A partir da célula indiferenciada totipotente, origina-se o Megacarioblasto, que é
de grande comprimento (15 a 50 11 de didmetro). Seu nicleo redondo, ou até mesmo
enovelado, € amplo em relagdo ao citoplasma, o qual costuma ser bastante baséfilo. Ha, em
média, dois nucléolos visiveis.

Com por¢do citoplasmdtica mais avantajada em relagdo ao Megacarioblasto,
encontramos o Megacariocito. Em seu citoplasma podem ser reconhecidas granulagdes
grosseiras, que correspondem as zonas aonde as plaquetas irdo se formar. O Megacariécito
costuma ser a maior célula da medula d6ssea, embora seu didmetro varie entre limites
amplos (30 a 100 1). Seu nicleo é extenso e sua cromatina razoavelmente grosseira. A
porcao citoplasmatica pode ser abundante e sem demarcagdes, ou com limites nitidos.

Possuindo forma varidvel, as Plaquetas apresentam de 3 a 4 1 de didmetro, e cerca
de 1 micrometro de espessura. Sao elementos de constituicdo complexa, ricos em material
mucopolissacarideo e glicoproteico em sua superficie externa (atmosfera plaquetdria);
possuem sistema de canaliculos e microtibulos; apresentam enzimas hidroliticas,
localizadas em formagdes de natureza lisossomal em seu citoplasma; dentre outras
peculiaridades que desempenham func¢des de suma importdncia nos processos de

coagulacao sangiiinea (Lorenzi, 2003).

¢ Formacao dos linf6citos
Advindas diretamente da UFC-L, as células linféides denominadas Linfoblastos
apresentam tamanho de 15 a 20 u. Nucléolos sdo visiveis e seu nucleo possui formato

redondo e cromatina frouxa, ocupando praticamente toda a drea da célula. Em seu escasso



citoplasma baséfilo praticamente nao ha granulacdes. Seu processo de amadurecimento dd
origem ao Prolinfécito.

Este tipo celular tem seu tamanho variando entre 10 e 15 11 de didmetro. Nucléolos
ainda podem ser visualizados, e seu citoplasma agora € mais abundante e com presenca de
granulacdes. Sua estrutura cromatinica ndo € tdo frouxa quanto a de sua predecessora, mas
também ndo tdo condensada como a de um linfécito maduro.

Os Linfécitos sao encontrados em nimero aprecidvel no sangue periférico, sendo
mais raros nos esfregacos de medula 6ssea. Seu didmetro varia de 7 a 10 1, e constituem
mais de 90% das células dos linfonodos, do baco e de outros 6rgaos linféides. O nicleo de
tais células é grande em relagdo ao citoplasma, e este usualmente ndo apresenta nucléolos
ou granulagdes. Pode-se classificar os linfécitos em fimo-dependentes (maturados no timo)
e bursa-dependentes (nome referente a um Orgdo presente nas aves, onde foram
encontrados pela primeira vez).

Os Linfécitos B completam sua maturidade na medula éssea, porém, os Linfécitos
T necessitam completar o processo de amadurecimento de sua Unidade Formadora de
Colonia nos tecidos linféides. Além disso, os linfécitos B, estimulados por agentes
diversos, continuam sua diferenciacdo, até que transformam-se em células com citoplasma
extremamente baséfilo e de cromatina disposta em aros: os Plasmdcitos - tipo celular

responsdvel pela producdo de anticorpos (Verrastro, 2002).

e Formacao dos mondécitos
O Monoblasto é a célula precursora da linhagem mondcito-macrofigica.

Descendendo da UFC-M, é encontrado apenas nos esfregacos de medula éssea, possuindo



cerca de 20 i de didmetro. Seu citoplasma € escasso, e apresenta nucleo redondo, cromatina
delicada e nucléolos evidentes.

Possuindo o mesmo tamanho de seu antecessor, 0 Promondcito é uma célula de
contorno irregular. Seu citoplasma € baséfilo, apresentando numerosos granulos azuréfilos
finos - lisossomos. Sua cromatina encontra-se mais condensada e hd nucléolos presentes.

Os Mondcitos possuem 20 11 de didmetro, forma varidvel, nicleo irregular (com
chanfraduras marcadas) e citoplasma abundante - levemente baséfilo e com presenga
pequenos vactolos e granulagdes finas. Essas células passam para a corrente sangiiinea,
onde permanecem por cerca de oito horas. Apds esta etapa, migram para os tecidos,
atravessando a parede das vénulas e capilares, diferenciando-se em Macroéfagos.

Esses tipos celulares sdo maiores do que suas predecessoras e possuem morfologia
praticamente inconstante, variando de acordo com seu estado funcional e o tecido em que
se encontram. Apresentam nucleo em forma de ferradura, com auséncia de nucléolos. Seu
citoplasma € rico em vacuolos e restos celulares, uma vez que possuem alta capacidade

fagocitéria (Lorenzi, 2003).

¢ Formacao dos granuldcitos
Mesmo ndo descendendo da mesma unidade formadora de colonia bipotencial, os
granuldcitos possuem os mesmos precursores celulares, sendo assim denominadas células
mieloides. Sao as células que predominam na medula 6ssea, representando cerca de 60 a
65% das células nucleadas. Dentre essas, predominam os granuldcitos neutréfilos, pois os
eosindfilos e baséfilos jovens raramente atingem mais de 8% daquele total (Verrastro,

2002).



Como precursores da linhagem granulocitica, temos:

O Mieloblasto € o primeiro elemento da série granulocitica, apresentando cerca de
20 p de diametro, forma e nicleo redondos, cromatina delicada, além de um a dois
nucléolos. Seu citoplasma € escasso, baséfilo e com granula¢des primdrias ou azurdfilas, e,
a principal enzima presente nestas granulacdes € a mieloperoxidase (MPO).

O Promielécito possui o mesmo tamanho de sua predecessora, bem como a maioria
das caracteristicas também. No entanto, o citoplasma do promielécito é mais abundante, e
este possui, além das granulagdes primdrias, granulagdes secunddrias ou especificas. Estd
presente em cera de 3% no estroma medular.

O Mielocito € uma célula redonda, com nicleo também do mesmo formato.
Medindo cerca de 18 p, possui cromatina condensada, citoplasma acidéfilo, granulagdes
especificas em grande nimero e auséncia de nucléolos. Sdo as ultimas células com
capacidade de divis@o e povoam a medula em torno de 12%.

O Metamiel6cito possui igual formato arredondado, com nicleo reniforme,
cromatina grosseira e 15 p de diametro. Seu citoplasma € acidéfilo, abundante e somente
com granulacdes especificas. Presentes na medula 6ssea em torno de 16%.

O Bastonete mede cerca de 12 p de didmetro, e recebe esse nome pois apresenta
nicleo em forma de ferradura ou bastdo. Sendo uma célula madura, em seu citoplasma ha,
somente, granulagdes especificas. Existindo apenas nas linhagens neutrofilicas e
eosinofilicas, é encontrado de 5 a 6% no sangue periférico e em torno de 12% na medula
Ossea.

O tipo celular Segmentado também pode ser denominado polimorfonuclear, em

virtude de sue niicleo em lobos, 0s quais costumam ser em nimero de dois ou trés, sendo



formados por constri¢gdes da cromatina, que os limitam. Seu citoplasma € semelhante ao do
bastonete, porém, a quantidade de granulagdes varia entre eosindfilos, baséfilos e
neutréfilos, sendo esses ultimos os campedes em quantidade. Sdo células completamente
amadurecidas e habitam a medula em aproximadamente 8% (Lorenzi, 2003).

E importante ressaltar que os precursores sio comuns a todos os granulécitos (a ndo
ser a ndo passagem dos baséfilos pelo estigio de bastonetes), e que s6 podem ser
diferenciados realmente a partir do estigio de mieldcitos, cuja diferenca da-se,

principalmente, no que diz respeito as granula¢des (Oliveira Lima, 2001).



1.4: Descricio e funcio dos granuldcitos

Sob estimulos de substancias diversas e de particulas estranhas, os granuldcitos sdao
capazes de se locomover em direcdo as mesmas, num movimento denominado quimiotaxia.
Tais substancias podem ser produtos derivados de bactérias ou do sistema complemento,
imunoglobulinas, histamina (no caso dos eosinéfilos), dentre outras, sendo, portanto
designadas agentes quimiotdticos.

Em seguida, gracas a presenca de estruturas localizadas na membrana de
revestimento e no citoplasma dessas células, também s@o capazes de imobilizar, fagocitar e
matar microorganismos invasores através da degranulacdo no interior dos vacuolos
formados ap6s a fagocitose — os fagossomas.

Desse modo, essas células desempenham papel importantissimo na defesa do
organismo, integrando, assim, o sistema imunitdrio. Vale salientar que tais func¢des
descritas, mesmo sendo praticadas por todos os granuldcitos, sdo especialidades dos
neutréfilos, denominados, entdo, de fagdcitos (Oliveira Lima, 2001; Verrastro, 2002).

Constituindo a variedade de leucdcito mais abundante no sangue periférico (55% a
65%), os Neutrofilos apresentam nicleo composto de 3 a 5 16bulos e medem de 12 a 15 p
de diametro (Verrastro, 2002). Seus granulos azuréfilos (em pequena quantidade) contém
enzimas lisossdmicas — como a mieloperoxidase - e protefnas antibacterianas em sua
maioria. J4 os especificos (em maior quantidade) contém lactoferrina e colagenase. Os
granulos tercidrios (presentes somente na célula madura) cont€m gelatinase. Além dessas
substancias, os neutréfilos também sdo ricos em fosfatase alcalina em suas granulagdes
citoplasmadticas - enzima de papel importante no combate a patégenos (Oliveira Lima,

2001).



Para cada neutréfilo no sangue periférico, hd dezesseis precursores na medula ssea,
transcorrendo cerca de quatorze dias desde a fase de mieloblasto até sua liberagdo na
corrente sangiiinea, onde permanecem durante 24 horas até atingirem os tecidos. A partir
dai, se ndo forem utilizados em alguma reacdo inflamatdria - pelo fato de serem a primeira
linha de defesa celular no caso de qualquer invasao por microorganismos patogénicos, e
logo, indicadores de inflamacdo aguda - sdo destruidos ou deixam o corpo por intermédio
de secrecdes (Oliveira Lima, 2001).

Os Eosinéfilos possuem nticleo bilobulado e granulagdes especificas — constituidas
de proteinas bdsicas' — menos numerosas e maiores que as dos neutréfilos. Nessas
estruturas, hd a presenca de uma enzima de papel importante no ataque a parasitas
multicelulares: a peroxidase (EPO), que além dessa fungao, neutraliza a heparina e induz a
liberacao de histamina pelos basoéfilos (Lorenzi, 2003).

Medindo de 12 a 17 p de diametro, os eosindfilos integram apenas 2% a 4% do total
de leucdcitos circulantes. Tais células passam menos de oito horas no sangue periférico e
ndo reingressam na circulag@o depois de a terem deixado (Oliveira Lima, 2001).

Os Basoéfilos possuem tamanho variando de 10 a 14 1 de didmetro e apresentam
nicleo volumoso e irregular, representando menos de 1% do total de leucécitos do sangue
periférico. Em seu citoplasma h4 granulagdes baséfilas, maiores do que as citadas
anteriormente, contendo histamina e fatores quimiotdticos, sendo assim importantes nas

reacOes de hipersensibilidade (Lorenzi, 2003).

Nota': Partindo do principio de que esses granulos tém afinidade por corantes dcidos, dai o fato desse tipo

celular possuir tal nome.



1.5: Achados laboratoriais

O estudo da conformacgdo dos dois principais exames laboratoriais, 0 hemograma e
o mielograma, em individuos sauddveis, faz-se necessdrio, pois servird de parametro para
futuras andlises de deturpagdes em seus aspectos, as quais, de acordo com a abordagem do

trabalho, estardo relacionadas com a proliferacdo anormal presente na Leucemia Mieldide

Cronica.

e Hemograma

Um hemograma de um adulto sauddvel (sexo masculino) possui os seguintes

valores de referéncia:

Figura 1.5 — A: Valores de referéncia de um hemograma saudével

ERITROCITOS 4.500.000 a 6.000.000/mm’
HEMOGLOBINA 13216 g/dL
HEMATOCRITO 42 a52%

LEUCOCITOS 6.000.000 a 10.000.000/mm’
Mieldcitos 0%

Metamieldcitos: 1a5%

Bastonetes 1a7%

Segmentados 40 a 65%

Basofilos 0al%

Eosinéfilos 1a5%

Linfécitos 22 a45%

Monécitos 2a10%

PLAQUETAS 1500.000 a 450.000/mm®

Fonte: IPEC - FIOCRUZ



e Mielograma
A férmula citolégica da medula 6ssea normal de um adulto (sexo masculino)

. 52
apresenta a seguinte conformacao™:

Figura 1.5-B: Aspecto de um mielograma saudavel

Elementos essencialmente medulares:

MielOblaStOS.....cccverreeeiciriie et 5,54%
Promi€lOCitoS. . .ccovvvveeeee oot eeeeaaa 9,10%
Mielbcitos neutrofilos........oovveeeeeeeceeieeeeieirieeeien, 22.55%
Mielbcitos eoSiNOfilos.......eveeeieeeeveeeieeeiieeeeeeeneee. 0,94%
Miel6citos basofilos........eeeeeeeeineveeeeiiirineeeeeeerireeeenn, 0,22%
Metamielocitos neutrOfilosS......ooovveveeeeeeveeeeeeeeeeenennns 30,43%
Metamielocitos €0SINOLILOS. ..vueeneeeeeeeeeeeeeeeieeeen. 0,73%
Megacarioblastos.........cceeereerreeenienniee e 0,16%
MegacariOCitos. ....couerrireieerieee e 0,13%
Proeritroblastos..........ccoocvviviieieeiiriieeeeece e 1%
Eritroblastos basofilos..........coocveeeeeviiieieeeieeeereneeen, 5,53%
Eritroblastos policromatofilos........oeeeeeeeeeieceenennee. 13,18%
Eritroblastos ortoCromatiCos..........covveeeeeeeeveveeereennnn. 8,53%

Elementos pertencentes ao sangue periférico, mas que podem ser
encontrados na medula:

BastOnetes.......ccoeeevviieee e 12%
NEULIOTILOS. ......evvvvie et et 8%
EOSINOTIOS. .....cvvvviiie ettt 3%
BaSOTIOS ..ottt ea e 1,1%
RetiCUIOCILOS. ...vveeieeeiiirie ettt 1%
IMONOCILOS. ....vvveeeieeeinrreeeeeeetrie e e e errre e e eeeerreeseeetraeeeees 1%

Fonte: LIMA, Oliveira: Técnicas de Laboratdrio aplicadas. 8° edi¢do, 2001.

Nota”: As células que ndo estdo presentes no mielograma apresentado no sio encontradas na medula ou sdo

de proporgio insignificante (como eritrdcitos, linfécitos T e B, dentre outras) (Oliveira Lima, 2001).

1.6: Fatores reguladores da hematopoese




Como ja € sabido, a hematopoese se dd em condicdes normais gracas a um
mecanismo regulador, constituido pelos fatores estimulantes e os inibidores do crescimento
celular. Abaixo estdo expostas as fontes e os alvos, bem como os principais efeitos de

alguns destes fatores.

e Fatores estimulantes da hematopoese

A célula hematopoética pluripotente pode entrar em atividade progressiva pela a¢do
de fatores estimulantes multiplos, os chamados fatores de crescimento celular - citocinas
(como as interleucinas), fatores estimulantes de colonias, dentre outros. Estes podem ser
soliveis ou ligados a membrana, e consistem em glicoproteinas &acidas que sdo
funcionalmente diversas, mas que se conservam estruturalmente.

Ap6s o nascimento, a proliferagdo das células primitivas e progenitoras recebe o
estimulo de substancias produzidas pelas células do estroma e pelas proprias células linfo-
hematopoéticas, como os fatores estimulantes de colonias, interleucinas e eritropoetina. O
sinal de proliferacdo ou diferenciacdo celular é dado por um fator extracelular e pela
fixacdo do mesmo a um receptor especifico de membrana que ativa e libera os mensageiros
que traduzem o estimulo gerado no nicleo da célula (Verrastro, 2002).

A Eritropoetina (EPO) estimula a proliferacdo, crescimento e diferenciacdo dos
precursores eritréides. E uma proteina de 18 kDA, codificada no braco longo do
cromossomo 7, produzida pelos rins na vida adulta, sendo induzida pela hipoxia. A EPO
recombinante € utilizada clinicamente no tratamento da anemia, quimioterapia, ou
infiltracdo da medula dssea por cancer (Hutchison & Davey, 1999).

O Fator estimulante de colonias de granuldécitos-mondcitos (FEC-GM) incita a

formacao dos neutréfilos e mondcitos, bem como aumenta a atividade citotéxica e



fagocitica dos primeiros (Verrastro, 2002). Seu peso molecular varia de 14 a 35 kDA,
sendo codificada no braco longo do cromossomo 5. Pode ser utilizada clinicamente no
combate a neutropenia em pacientes recebendo quimioterapia, e nos submetidos ao

transplante de medula dssea.

O Fator estimulante de colonias de granulécitos (FEC-G) estimula a produgdo e

ativacdo funcional dos granulécitos. E uma proteina de 18 kDA, codificada no brago longo
do cromossomo 17. Sua utilidade encontra-se no tratamento da neutropenia.

O Fator estimulante de coldnias de mondcitos (FEG-M) favorece a formacdo de

mondcitos e também de granuldcitos, induzindo a sintese do FEC-G, além da IL-1 e do
FEC-BI. (Verrastro, 2002). Consiste em duas espécies de proteinas, ambas codificadas no
brago longo do cromossomo 5.

A Trombopoietina (TPO) é o principal regulador da produgdo de plaquetas. E

produzida por macréfagos, possuindo efeito homdlogo ao da eritropoetina.

Kit do Ligando (LK) é o c-kit do ligando para o receptor da tirosinaquinase, sendo

denominado fator da célula tronco. Age em sinergismo com a maioria dos outros fatores de
crescimento, incluindo o FEC-GM e a IL-3, para estimular os precursores mieldides,
eritréides e linféides (Hutchison & Davey, 1999).

Interleucinas: fazem parte de um grupo de citocinas diversas, que agem
sinergicamente com outros fatores de estimulantes de crescimento ou entre si. Sdo
produzidas, principalmente, por linfécitos ativados, tanto da medula, quanto do sangue

periférico (Oliveira Lima, 2001).

e Fatores inibidores da hematopoese



Além dos fatores que estimulam a proliferagdo ou a maturac@o das vdrias linhagens
de células sangiiineas, hd, contudo, substincias que inibem esses fenomenos. Estas podem
ser denominadas reguladores ou moduladores, pois, até certo ponto, impedem a producdo
de quantidade excessiva de células. Os principais estdo descritos abaixo:

O Interferon Gama (IFN-y) € uma linfocina de efeito inibidor sobre a proliferacdao

das células imaturas normais da medula 6ssea. Os interferons alfa (IFN-o) e gama atuam
sinergicamente sobre precursores mieldides, e, paralelamente a acdo inibidora, o IFN-y
estimula, de forma indireta, a proliferacdo dessas células. Por meio da ativagdo de linfécitos
e macrofagos, o IFN-y induz a sintese de FEC-G, que, por sua vez, ¢ um agente estimulador

da diferenciacdo de granuldcitos.

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) tem acdo inibidora sobre precursores da
mielopoese quando colocado em cultura de medula dssea, e parece agir em sinergia com o
IFN-y. Por estimular a liberacdo de FEC por células fibroblésticas e endoteliais, o TNF

exerce, também, efeito estimulador sobre a mielopoese (Lorenzi, 2003).



Capitulo I1I:

Leucemia Mieloide

Cronica



2.1: Aspectos gerais das leucemias

Leucemia € uma proliferacdo neopldsica generalizada, ou seja, um acimulo de
células leucopoéticas, com ou sem envolvimento no sangue periférico, onde leucocitose,
células circulantes anormais e infiltracdo de tecidos estdo freqilientes, porém nao
invariavelmente presentes. E uma doenca clonal e, a partir da célula transformada, ocorrem
perdas nos estimulos proliferativos e/ou maturativos.

Em termos moleculares, uma possivel causa das leucemias seria uma translocacao
entre partes de cromossomos distintos, onde os pontos de quebra coincidem com a presenga
de protooncogenes. Estes consistem em genes transdutores de proteinas relacionadas com a
estimulagc@o do crescimento celular, que foram altamente conservados durante a evolucao,
uma vez que qualquer alteracio nesta seqii€ncia de bases nitrogenadas acarreta uma doenca
maligna.

Ao sofrerem esse processo, esses genes transformam-se em oncogenes, e passam a
produzir proteinas quiméricas, responsaveis pelo descontrole da divisdo e/ou da maturacdo
celular (Hutchison & Davey, 1999). Secundariamente, porém nao menos importantes,
existem as alteracOes em outra classe de genes, denominados antioncogenes, os quais sao
transdutores de proteinas relacionadas com a inibi¢do do crescimento celular. Logo, a
inativacdo destas proteinas por quaisquer mutacdes implica em crescimento desregulado, e
subseqiiente transformac¢ao neoplasica (Kumar & Cotran, 1994).

As leucemias sdo patologias classificadas de acordo com suas caracteristicas
citolégicas, existindo duas categorias maiores: mieldide e linféide, as quais sdo
posteriormente divididas em aguda ou cronica de acordo com o nivel de diferenciagdo do

tipo celular predominante (Hutchison & Davey, 1999).



e Sindromes Mieloproliferativas (SMP)

Neste grupo estdo enquadradas as neoplasias oriundas de células primitivas
hematopoéticas, caracterizadas por proliferacio e maturacdo efetivas, com actimulo
medular e periférico de células de uma ou mais séries mieldides. Evoluem de modo
cronico, porém, em todas pode haver alteracio clonal, com direcionamento para populacao
blastica - similar ao que acontece nas leucemias agudas -, ou até evolugdo para
insuficiéncia hematopoética. Assim, dentre essa classe de alteracdes leucocitdrias estdo a
Policitemia Vera, a Trombocitose Essencial, Leucemia Mielomonocitica Cronica € a

Leucemia Mieloide Cronica (Failace, 2003).



2.2: LMC: definicao e etiologia

A Leucemia Mieldide Cronica (LMC) caracteriza-se, basicamente, por uma
proliferacdo de células granulociticas que mantém sua capacidade de diferenciacdo e
maturagdo. Logo, considera-se que sua causa primdria seja o aumento das células
indiferenciadas comprometidas com a granulocitopoese (Verrastro, 2002).

Como € uma doenca de origem clonal, surge em decorréncia de anomalia na célula
primordial pluripotente, onde o clone anomalo proveniente desta se expande e infiltra o
parénquima medular, de modo lento e progressivo, em detrimento da proliferacdo das
células normais. A anomalia citada ocorre devido a uma mutag@o genética, que pode estar
relacionada com radiagdes nocivas, intoxicagdes por drogas (como o benzeno) ou infec¢des
virdticas, tendo por resultado um cromossomo atipico: o cromossomo Philadelphia (Ph)

(Lorenzi, 2003).

e Anomalia genética primordial

A célula hematopoética pluripotente sofre uma translocacido reciproca nos bracos
longos dos cromossomos 9 e 22, entre as bandas q34.1 e q11.21, o que implica na t (9;22)
(q34.1;q11.21) e dé origem a dois cromossomos alterados, denominados 9g+ e 22q-. Neste
ultimo, os genes bcr e abl passam a formar um gene de fusdo, e 0 cromossomo passa,
entdo, a ser designado de cromossomo Ph (Verrastro, 2002). Este cromossomo estd
presente nas células eritréides, mieldides, monociticas e megacariociticas; sendo menos
comum nos linfocitos B, raro nos linfécitos T e ndo ocorrente nos fibroblastos da medula

ossea (Goldman & Ausiello, 2005).



Figura 2.2-A: Ideograma destacando os cromossomos modificados 9q+ e 22q-.
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Fonte: http://www.gene.com

A figura demonstra claramente o ampliacdo do brago longo do cromossomo 9 e o
encurtamento do braco longo do cromossomo 22 (9q+ e 22q-), por intermédio da translocacao

t(9,22).

Tal translocag@o resulta na transferéncia do oncogene c-abl (nomeado segundo o
virus da leucemia murina de Abelson), presente na banda q34 do cromossomo 9, a uma
drea do cromossomo 22, mais precisamente entre as bandas q12.3 e q13.1, onde se localiza
o oncogene c-sis. Na maioria das vezes, o local de quebra se dd na regido do cromossomo
22 denominada breakpoint cluster region (bcr), que também dd nome ao gene. Este
processo, por sua vez, tem como conseqiiéncia o arranjo quimérico bcr/abl, responsavel

pela formacdao de um novo RNA transcritor e, subseqiientemente, a produ¢do de uma



proteina anormal (P210), diferente da convencional (P145), com intensa atividade de
tirosina-quinase.

A grande correlagdo entre a presenga da proteina bcr/abl hiperativa e a LMC explica
a etiologia dessa patologia. Assim, essa proteina andmala intervém de modo leucemogénico
na proliferagdo celular, uma vez que o sinal de transducdo gerado pela tirosina-quinase
dependente do gene bcr/abl acarreta anulagdes em funcdes celulares importantes, como 0s
sinais para apoptose, a resposta aos estimulos dos fatores de crescimento e o ciclo celular

(Simpson et al, 2000).

Figura 2.2-B: Translocacio reciproca (t 9;22), arranjo bcr/abl e cromossomo Philadelphia

BCR/ABL

der (22)
(Ph1)

Fonte: http://www.inca.gov.br

Representaciao esquemdtica da translocagio reciproca entre os cromossomos 9 e 22, o que resulta na

fusdo dos genes bcr e abl e conseqiiente formacdo de um mRNA e proteina hibridos.



Todavia, os locais de quebra dos genes abl, no cromossomo 9, e bcr, no
cromossomo 22, variam, especialmente neste ultimo, podendo acarretar a producido de
diferentes proteinas. Na maioria das vezes, a quebra se faz na regido denominada bcr ou M-
bcr (Major breakpoint cluster region), como foi citado anteriormente, com formacdo da
proteina P210. Outra quebra foi descrita na leucemia cronica do tipo neutrofilica, que
ocorre na regido denominada y-bcr, a qual é raramente encontrada.

O cromossomo Ph denotou-se como “cari6tipo marcador” da LMC por estd presente
em cerca de 95% dos casos diagnosticados, sendo entdo denominados de Ph+ (positivos).
No entanto, em uma pequena porcentagem de doentes esse gene nao € encontrado. Sdo os
chamados Ph- (negativos), e, os achados sobre a biologia molecular mostram que o
rearranjo bcr/abl pode estar ou ndo presente. Como foi dito que essa disposi¢do genética
estd relacionada a proteina com agdo de tirosina-quinase, a LMC Ph- pode ter quadro
clinico e hematolégico semelhante ao da LMC Ph+, ou pode apresentar-se muito

discordante, no geral tendendo para um péssimo progndstico.



2.3: Observacoes clinicas e hematolégicas

Com relagdo a dindmica da LMC, faz-se necessdrio ressaltar que, ao tempo que
possui cardter evolutivo, apresenta-se em trés fases bastante distintas e que encerram
quadros clinicos e hematolégicos proprios, sendo essas, respectivamente: a fase cronica, a
fase acelerada, e a fase blastica (ou fase de agudizag@o). Essa informacdo serd importante
para a descricdo das mudangas ocorridas na citogenética das células hematopoéticas, as
quais implicam no aparecimento de diferentes sintomas, e das quais dependem as

possibilidades de progndsticos e de tratamentos (Lorenzi, 2003).

2.3.1: Fase Cronica

e Caracteristicas gerais

Na fase cronica, as células indiferenciadas nao apresentam proliferacdo aumentada.
Ao contrédrio, grande nimero delas permanece na fase Go do ciclo celular. A capacidade
mitdtica das células Phi+ sé se manifesta no momento em que a doenca se modifica e
apresenta suas primeiras transformacoes (fase acelerada).

A LMC destaca-se pelo fato de suas células leucémicas serem capazes de
amadurecer, e s6 entdo se integrarem ao sangue periférico. No entanto, esse fendmeno é
observado somente na fase cronica, onde tais células apresentam esse comportamento por
serem mais responsivas aos fatores estimulantes da diferenciacdo. As células alcangcam a
fase de precursores mais amadurecidos, sendo que estes, na verdade, apresentam maior
poder proliferativo, o que se manifesta pelo aumento do nimero de mitoses, resultando na
expansdo do parénquima granulocitico da medula dssea. Além disso, a proteina bcr/abl é

capaz de influir na apoptose, anulando-a.



Logo, todos esses fatores, somados ao fato de os granuldcitos possuirem grande
sobrevida, levam ao actimulo destes no sangue periférico, na medula e em outros 6rgaos -
como o figado e o baco. Contudo, esses episddios se processam de modo lento, sendo
necessarios varios anos para que se instale o quadro tipico de LMC. Assim, durante esse
tempo, os clones de células normais da medula 6ssea persistem em sua diferenciagdo

normal, mas, em determinada etapa, sao suprimidos pelas células leucémicas.

e Diagnoéstico e evolucao

A doenca evolui de forma lenta e progressiva. Com freqii€ncia, é diagnosticada
cerca de 12 meses apos ter se instalado, e, no geral, por um hemograma de rotina (¢ valido
ressaltar que o diagndstico precoce de LMC é muito dificil de ser feito, levando em conta
que a morfologia das células Ph+ e das sadias € praticamente a mesma, além do aumento da
concentracdo daquelas no sangue periférico ocorrer de modo lento) (Lorenzi, 2003).

O hemograma, ainda em fase assintomdtica, assemelha-se a um de gravidez ou de
tratamento com corticdide, mostrando leucocitose (faixa leucocitiaria entre 100.000 e
300.000 leucécitos/mm’) com neutrofilia e desvio 2 esquerda ndo-escalonado, apresentando
alguns mieldcitos (em torno de 5%). H4 basofilia, eosinofilia discreta, e freqlientemente
trombocitose (contagem plaquetria em torno de 360.000/mm’); quando existente, a anemia
se apresenta de forma fraca, ndo-hemolitica, além de normocitica € normocronica.

Além dos dados hematoldgicos expostos, essa fase caracteriza-se por apresentar
nimero de blastos circulantes desprezivel, e soma de mieloblastos e promieldcitos inferior
a 10% (Failace, 2003). Quaisquer dados presentes no hemograma que estejam discordantes

das informacgdes apresentadas - como presenca de trombocitopenia, de anemia aguda, ou



Cancer Institute - NCI, 2005).

intensa basofilia — sdo, no geral, indicadores hematoldgicos de mau progndstico (National

Figura 2.3.1-A: Hemograma de LMC em fase incipiente.
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Fonte: FAILACE, Renato. Hemograma - Manual de Interpretagdo. 4° edi¢do, 2003.

Figura 2.3.1 — B: Esfregaco sangiiineo de paciente em fase cronica mostrando segmentados,

eosindfilos, basoéfilos, bastonetes e alguns mieldcitos

Fonte: http://www.vghtpe.gov




Nesta etapa da LMC, hd necessidade de diagndstico diferencial com uma
leucocitose reacional ou com outra SMP, ji que todas possuem achados laboratoriais
andlogos em fase inicial. Os critérios para diferenciacdo estdo baseados no predominio da
proliferacio das diferentes linhagens (granulocitica, eritrobldstica, plaquetdria ou
fibroblastica) (Failace, 2003). J4 a pesquisa da enzima Fosfatase Alcalina dos neutréfilos -
que tem concentragdo baixa na LMC e muito aumentada nas reagdes leucemdides -
representa o exame diferencial de grande valia na maior parte dos casos de suspeita de
infec¢do. Assim, como a férmula leucocitdria é semelhante aquela encontrada em alguns
casos de infeccdo grave, esta deve ser, portanto, a principal hipétese a ser descartada
(HEMORIO, 2005). Outro ponto que auxilia no diagnéstico diferencial da LMC com uma
leucocitose € o fato de esta apresentar, no hemograma, desvio a esquerda escalonado
(Hutchison & Davey, 1999).

Paralelamente ou ndo ao hemograma - uma vez que com este a doenga pode ser
descoberta ainda em fase assintomatica -, a deteccdo da LMC pode ser uma conseqiiéncia
do aparecimento de sinais da doenca crdnica, tais como: fadiga, emagrecimento, cefaléia,
febre e suores noturnos por hipermetabolismo; mais raramente, hemorragias e anemia, que
sdo indicadores de mau progndstico devido a presenca de trombocitopenia e/ou de baixa
concentragdo de eritrécitos circulantes. O diagndstico também € suspeitado ao paciente
sentir desconforto no hipocondrio esquerdo, devido a esplenomegalia por infiltragao celular
- presente em mais de 90% dos casos -, ou por hipersensibilidade no esterno, como sinal de
expansdo da doenca na medula. Outrossim, complicagcdes provenientes do ndmero
excessivo de plaquetas no sangue circulante (o que o torna mais viscoso) podem ocorrer,
sujeitando-o a eventos isquémicos no cérebro e no coragdo. Além disso, em casos extremos

de leucocitose, fendmenos obstrutivos, denominados "leucostiticos”, sdao passiveis de



acontecimento, dentre os quais se destacam o priaprismo e as perturbagdes visuais (Failace,
2003; Lorenzi, 2003).

Ao se tornar clinicamente exuberante, a LMC também pode ser confirmada com
exames que procuram ratificar o hemograma, tais como a bidpsia de medula 6ssea - que,
nesta fase, revela hipercelularidade e possivel fibrose - e o mielograma - que igualmente
denota hipercelularidade, devido a ampliacdo do parénquima granulocitico.

Ao contrdrio do que se pode imaginar, ambos exames ndo sdo de importancia
decisiva para a confirmagdo da LMC, uma vez que existem diagndsticos mais precisos,
como a pesquisa pelo cromossomo Ph e/ou pela fusdo bcr/abl (Lorenzi, 2003), os quais
serdo descritos a seguir:

Diagnéstico pela citogenética cldssica: uma das maneiras de detec¢ao da LMC faz-

se através da presenga do cromossomo Philadelphia. Para este fim existem varias técnicas,
como o cariétipo de bandas G e o FISH (Fluorescence "In Situ" Hibridization), que utiliza
sondas fluorescentes com seqiiéncias de bcr e abl. Esses exames sdo realizados,
preferencialmente, com sangue medular e, alternativamente, pode ser usado o sangue
periférico, porém a sensibilidade tende a cair bastante (Simpson et al, 2000; Hamerschlak,

2004).

Diagnéstico pelo estudo molecular: Os exames para deteccdo do gene quimérico
utilizam DNA extraido de sangue periférico ou de medula 6ssea (no caso de doenca
residual minima - DRM). Dentre as técnicas utilizadas, tem-se o “Soutern blotting”, o
“Northern blotting” e a RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polimerase Chain Reaction), de

carater extremamente sensivel e qualitativo (Simpson et al, 2000).



Figura 2.3.1-C: Diagnéstico molecular da fusio ber-abl por RT-PCR
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Fonte:Simpson et al, 2000.

Esta figura mostra a deteccdo da amplificacdo por RT-PCR da fusdo bcr/abl de trés pacientes (P1 a
P3), na metade esquerda do gel. Os pacientes 2 e 3 sdo positivos, enquanto paciente 1 é negativo.
C+ e C- indicam os controles da reagdo: um paciente sabidamente positivo e um tubo sem DNA,

respectivamente. A metade direita do gel mostra os produtos de RT-PCR do gene abl, controle

interno positivos, e setas indicam os produtos amplificados.

Com o método de RT-PCR pode ser observada uma correlacdo com os resultados
genéticos superior aos outros métodos, e uma sensibilidade de deteccdo do arranjo também
superior (1: 10 x 10%), tornando-se um método padrdo altamente sensivel para diagndstico
de LMC, e muito util na deteccdo de células leuc€émicas residuais apds quimioterapia ou
transplante de medula éssea, bem como na confirmagdo dos diagndsticos citogenéticos
iniciais falhos. Além disso, esse teste € um grande aliado a procura de melhores resultados
terapéuticos, pois ajuda na definicdo do tratamento, podendo este ser mais ou menos

agressivo, de acordo com o resultado de cada paciente.



Com o advento da técnica molecular, a pesquisa pelo cromossomo Ph deve ser
realizada em conjunto com o estudo molecular. Isso se deve ao fato da citogenética
cldssica, além de incluir uma grande taxa de falhas na obtencdo de metédfases analisdveis —
o que implica na ndo visualiza¢do do cromossomo -, também possui cardter duvidoso, pelo
fato de existirem casos em que o paciente, mesmo sendo Ph -, apresenta a doenca’. Outro
fator que desvaloriza esse procedimento € o fato de (assim como o mielograma) necessitar
de puncdo da medula, o que € invasivo ao paciente. Assim, o diagndstico cromossdmico da
LMC tem maior valia se for complementado pelo exame de biologia molecular para o

arranjo ber/abl (Simpson et al, 2000).

2.3.2: Fase Acelerada
e Caracteristicas gerais

As caracteristicas cronicas da LMC costumam persistir por tempo médio de 3 a 6
anos. Sistematicamente, a doenca tende para uma fase de agravamento, tida como uma
transicdo da fase cronica para a fase bléstica, e onde o organismo encontra-se refratdrio a
terapéutica: a fase acelerada (Lorenzi, 2003). Entretanto, ndo é um estdgio essencial por
onde a LMC deve cursar, pois hd casos em que a fase bldstica se sucede imediatamente

apos a fase de cronicidade (Bain, 1997).

Nota®: Como j4 foi dito, o rearranjo genético ber/abl é responsdvel pela sintese de uma proteina andmala que
desencadeia todo o quadro leucémico. Assim, a doenca relaciona-se com o gene, ndo se restringindo a
presenca do cromossomo Ph, pois este funciona somente como uma “via de acesso” para que a fusdo

quimérica ocorra.



e Diagnéstico e evolucao
No geral, o agravamento dos sintomas na fase cronica € um indicativo de que a

doenca realmente entrou em estado de evolugdo, acarretando, assim, sérias mudancas na
conformacdo do hemograma - o que tecnicamente indica a passagem para a fase acelerada.

Os sintomas sistémicos e a evolu¢do hematolégica, que anteriormente eram bem
controlados com tratamento medicamentoso, tornam-se resistentes a terapéutica e se
exacerbam. Logo, a fase acelerada é um estdgio bastante conturbado para o paciente, pois é
durante ela que a LMC comeca se apresentar de forma aguda (Bain, 1997).

Assim sendo, no hemograma pode-se perceber mieloproliferacdo progressiva as custas
de todas as linhagens, principalmente no que diz respeito a granulocitica (Failace, 2003;
Hutchison & Davey, 1999). A indicacdo hematolégica crucial da transicdo da fase
crOnica para a acelerada é o aumento do nimero de basoéfilos e de blastos, seguido da
soma destes e de promieldcitos acima de 20% (Hashimoto & Silva, 2003). Com isso, ha
esplenomegalia crescente, e, mais raramente, linfadenopatia (Goldman & Ausiello,

2005).

Além dos dados citados acima, o quadro clinico da fase acelerada conta com o
desenvolvimento da anemia, da trombocitose ou da trombocitopenia (nos piores

progndsticos), febre e grande perda de peso.

Com todas essas indica¢des, o hemograma € esclarecedor para ilustrar a evolucdo do

paciente e a passagem deste por tal fase (Failace, 2003).



Figura 2.3.2-A Hemograma de LMC em fase acelerada, com um ano de evolugéo clinica.
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Fonte: FAILACE, Renato. Hemograma - Manual de Interpretagdo; 4° edigao, 2003.

promieldcito, alguns segmentados e um metamieldcito

Figura 2.3.2 -B: Esfregaco sangiiineo de paciente em fase acelerada mostrando dois mieldcitos, um
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O aumento considerdvel da hepatomegalia e da esplenomegalia dd-se devido a
maior infiltragao desses 6rgaos por células mieldides, principalmente mieldcitos e
promieldcitos, o que € indicativo de que a doenca estd se encaminhando para a fase blastica
(Bain, 1997). Esse fendmeno pode ser explicado por uma falha na propriedade de adesdo na
medula que essas células adquirem por conseqiiéncia da atuag¢do da proteina coma acao de
tirosina-quinase (Lorenzi, 2003).

O exame histopatolégico da medula éssea demonstra uma transformacao nas séries
mieldides a formas imaturas, que aumentam de nimero a medida que o paciente caminha
da fase acelerada para a fase blastica da LMC. A medula éssea continua se apresentando
hipercelular, e as contagens diferenciais mostram um espectro de granulécitos maduros e
imaturos similares aos que se encontram em situa¢des normais. Também se observam
quantidades maiores de eosindfilos, megacaridcitos ou baséfilos, e as vezes ha monocitose
(National Cancer Institute - NCI, 2005).

e Anomalias genéticas adicionais

Como estd sendo frisado em todo o capitulo, o organismo apresenta, com o passar
do tempo, transformagdes correlatas com o andamento da LMC. Estas sdo, no geral, regidas
por mutacdes genéticas, passiveis de acontecer a medida que a doenga se agrava. Como
exemplo, tem-se o fato de que o gene hibrido bcr/abl ainda promove a ativacdo de outros

quatro genes: dois oncogenes (c-myc e ras) e dois antioncogenes (Rb e p53)*, os quais

Nota®: Os genes Rb e p53 sdo denominados de genes supressores de tumor. Assim, uma das causas de
proliferacdo blastica na fase acelerada € a perda da funcdo destes como reguladores do crescimento celular, o
que se da por intermédio de lesdes genéticas (Kumar & Cotran, 1994).

tornam-se responsdveis pela intensificacdo da atividade de tirosina-quinase, e,
conseqiientemente, pela da proliferagdo bldstica no organismo leucémico. Outrossim, a
propor¢do que a doenga progride, outras mutagdes genéticas ocorrem em nimero de cada
vez maior de células pluripotentes, de tal forma que, depois de meses ou anos, a LMC
abandona totalmente suas caracteristicas de cronicidade, adquirindo a forma agudizada

(Kumar & Cotran, 1994; Lorenzi, 2003).



Essas transformagdes genéticas sdo, talvez, o ponto cerne da doencga, pois definem o
curso que ela seguird, bem como o progndstico do paciente, o que tem grande valia na
escolha do tratamento adequado.

2.3.3: Fase Blastica

e Caracteristicas gerais

A transformacdo da fase acelerada em fase blastica é, como j4 foi dito,
fundamentalmente regida por anomalias cromossomiais — tais como isocromossomo 17¢,
trissomia do cromossomo 8 e duplicacao do cromossomo Ph, além das citadas
anteriormente - que repercutem, sobretudo, na ampliacdo do parénquima blastico medular e
periférico (Lorenzi, 2003).

e Diagnéstico e evolucao

E vélida a ressalva de que a passagem da fase cronica para a fase acelerada, e
posteriormente para a fase bldstica, pode ocorrer durante um periodo de tempo considerdvel
(em torno de um ano), ou surgir bruscamente (National Cancer Institute - NCI, 2005).

Como primeiros indicios de transformagdo blastica, tem-se uma mudanga
significativa no aspecto do hemograma, o que implica em uma progressiva deteriora¢do no
quadro evolutivo da doenca. O hemograma ainda apresenta leucocitose, porém com
diminui¢@o no contingente das células maduras, e crescente nimero de blastos - os quais
somam mais de 30% na circulacio sangiiinea. A trombocitose d4 lugar a trombocitopenia, a
qual passa a ser freqiiente, com contagem plaquetdria abaixo de 100.000 plaquetas/mm”. O
numero de eosinéfilos encontra-se extremamente alto, e a basofilia é dominante (Failace,
2003; National Cancer Institute - NCI, 2005).

Uma das mais marcantes caracteristicas dessa fase € a real instalacdo do quadro de
anemia, podendo esta passar a ser macrocitica e megalobldstica por caréncia de dcido félico
(folato), tendo como causa a intensa proliferacdo bldstica’. Assim, os achados
hematolégicos que remetem a isso sdo o aumento do VCM, do HCM e a presenca de
neutréfilos hipersegmentados (Hashimoto & Silva, 2003).




5 £ . . . ~ L.
Nota’: Quando uma célula prolifera, ela duplica seus cromossomos, €, para isto, sdo necessdrias bases
nitrogenadas, dentre elas a timina, cuja via metabdlica de sintese é dependente da vitamina B12 e do 4cido
félico. Contudo, as reservas desta vitamina no organismo sio escassas e, com a intensa proliferacdo celular,

pode haver a sua falta, o que acarreta uma anemia megaloblastica por deficiéncia de folato.

O hemograma converte-se, aos poucos, em um quadro semelhante ao de uma
leucemia aguda, ou seja, uma doenga de evolugdo agressiva em suma pela grande presenca
de blastos no sangue periférico, isso porque a sua instalagdo em um organismo antes em
fase blastica da LMC é, pelo proprio andamento desta, o destino de todos os pacientes que

sobrevivem até essa etapa da doencga (Failace, 2003).

Figura 2.3.3-A: Hemograma de LMC iniciando o surto blastico.
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Fonte: FAILACE, Renato. Hemograma - Manual de Interpretagdo. 4° edi¢do, 2003.



Figura 2.3.3 — B: Esfregaco sangiiineo de paciente em fase blastica mostrando mielécitos,

promieldcitos, um metamieldcito e grande quantidade de blastos

Fonte: http:// www.uni-ulm.gov

Como pode ser observado, a
contagem leucocitdria caiu, adquirindo quantidades muito inferiores em comparagdo com
as outras fases, as quais apresentam caracteristicas de cronicidade. Isso porque, nas
leucemias cronicas, a medula ndo € capaz de regular a proliferacdo celular, e/ou a célula
andmala ndo entra em processo de apoptose, acumulando-se no sangue periférico. J4 nas
leucemias agudas, a célula perde a capacidade de maturacio, e o sangue fica povoado por
blastos, os quais possuem sobrevida menor do que as células maduras (Hashimoto & Silva,
2003).

Logo, os padrdes morfolégicos da fase blastica da LMC lembram os da Leucemia
Miel6ide Aguda (LMA) na maioria dos casos. No entanto, em aproximadamente um ter¢o
destes, a LMC comporta-se como uma Leucemia Linfobldstica Aguda (LLA),
apresentando, assim, blastos linféides. Além disso, a LMC em fase blastica também pode
possuir comportamento misto (mieldide e linféide ao mesmo tempo), o que nao é
comumente encontrado (Davey & Hutchison, 1999).

Os sintomas presentes na fase terminal da doenga sdo bastante graves, como febre
alta, dores Osseas e articulares, sangramentos multiplos por plaquetopenia, tromboses,
manifestacdes neuroldgicas diversas, anemia intensa, insuficiéncia medular, infeccdes, e até
septicemia. Persiste a dor no hipocdndrio esquerdo (por esplenomegalia ou infartos
esplénicos), e, no exame fisico, percebe-se o baco maior do que 10 cm do rebordo costal
(Simpson et al, 2000).



A nivel de diagnéstico, ao chegar nesta fase, a LMC exige reavaliacio da medula
Ossea, a qual apresenta hipercelularidade bldstica ndao-escalonada, hiperplasia mieldide (e
até de outras linhagens) e aumento da fibrose; o comportamento hematolégico também
segue o de uma leucemia aguda: o paciente apresenta anemia, neutropenia e
trombocitopenia. Esta triade € a principal causa de morte, que, na maioria das vezes da-se
por processo infeccioso (com aumento da enzima Fosfatase Alcalina) e/ou por hemorragias

diversas (Hashimoto & Silva, 2003).

2.3.4: Exames a serem realizados

A fim de buscar um controle da doencga, aliado a terapéutica, os exames abaixo
devem ser realizados, obedecendo ao periodo de tempo estabelecido:

* LMC em todas as fases - semanalmente, até a estabilizacdo dos indices hematolégicos:
exame fisico, hemograma completo.

* LMC em fase cronica (FC) - hemograma de 1/1 més e mielograma de 6/6 meses, com
exame de citogenética (inclusive com percentual de células com o cromossomo

Philadelphia).

* LMC em fase acelerada (FA) - hemograma de 1/1 més e mielograma de 3/3 meses, com
exame de citogenética (inclusive com percentual de células com o cromossomo
Philadelphia).

* LMC em fase blastica (FB) - hemograma semanal até a remissao hematologica;
depois, mensal. Mielograma de 3/3 meses, com exame de citogenética (inclusive com
percentual de células com o cromossomo Philadelphia)6 (Instituto Nacional do cancer

- INCA, 2003).



Nota® Os exames moleculares podem ser realizados ou nio, dependendo da evolucio da doenca.

2.4: Patogenias citogenéticas e moleculares

A seqiiéncia ber/abl e a proteina P210 podem ser encontradas em casos sem
alteracdo citogenética ou com alteracdes diferentes da translocagado t(9,22), isto € sem
cromossomo Ph. Nesses casos a taxa de sobrevida e a resposta ao tratamento € igual aos
pacientes com Ph +.

A LMC atipica com Ph- e bcr/abl- tem historia natural diferente da LMC Ph+ ou
Ph- com bcr/abl+, assemelhando-se mais com pacientes com mielodisplasia e mielofibrose,
apresentando, assim, péssimo progndstico.

Enfim, h4 trés grupos diferentes de pacientes com LMC:
- Ph+, ber/abl +
- Ph-, ber/abl +
- Ph-, ber/abl - (Goldman & Ausiello, 2005).

No entanto, € importante mencionar que a divisdo acima nao necessariamente influi

no prognodstico do paciente, e que, na verdade, pouco se sabe sobre isso, ji que € a



quantidade de informacgdes a respeito € escassa, além de discordante, variando, muitas

vezes, de autor para autor.

2.5: Estatisticas e incidéncia

Sendo responsdvel por cerca de 15% de todas as leucemias, a LMC incide,
preferencialmente, na quarta e quinta décadas de vida, predominando ligeiramente no sexo
masculino (propor¢io homem/mulher de 1,7: 1) e em individuos brancos. E Ph;+ em mais
de 90% desses casos, apresentando, assim, freqiiéncia em torno de uma em 100.000
pessoas. E diagnosticada cerca de 8 mil vezes ao ano (National Cancer Institute - NCI,
2005), e menos de 10 a 15% dos pacientes recém-diagnosticados apresentam-se com LMC
na fase acelerada ou na fase bldstica original (Hashimoto & Silva, 2003).

E rara em adolescentes e adultos jovens, e mais rara ainda na infancia, tendo
freqliéncia média de uma em 1 milhdo de criancas até os 10 anos de idade. No entanto, ao
incidir, a doenga tem evolucdo clinica muito severa, cursando com quadro de hemorragias,

e oferecendo sobrevida curtissima ao paciente. Esses casos sdo, no geral, classificados

como LMC infantil, e costumam ser Ph;-, fato que explica seu péssimo progndstico.



Para os casos clinicos Ph+, a sobrevida na fase cronica é de 4 a 6 anos, com
oscilacdo de menos de um ano a mais de 9 anos. J4 a sobrevivéncia média apds a instalacao
da fase acelerada € de menos de 1 ano

Ap6s a transformacdo bléstica (ainda em casos Ph+), a resisténcia a doenga varia
entre algumas semanas a alguns meses (média histérica de seis meses). As tnicas excecdes
sd0 os casos que evoluem para crise blastica de origem linféide, em que as taxas de
resposta ao tratamento estdo em torno de 40% - 70%, com duragdes das remissdes em torno
de 6 a 12 meses, e sobrevida mediana variando de 9 a 12 meses. Entretanto, o paciente
fatalmente vem a ébito (Lorenzi, 2003).



Capitulo I1I:
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3.1: Acerca das possibilidades de tratamento da . MC

Por muitos anos, a quimioterapia foi o tratamento de escolha para a LMC. A
Hidroxiuréia e o Bussulfan (drogas de efeito citostdtico), funcionavam de maneira paliativa,
pois controlavam o crescimento das células cancerigenas, mas nunca removiam a anomalia
causativa ou evitavam que a doenca progredisse para a fase aguda. Depois de um tempo
considerdvel, surgiu a terapia biolégica a base de IFN-a, que funcionou muito bem em
prolongar a vida, mas fazia o paciente sentir como se estivesse sempre gripado, além de
diversos outros efeitos colaterais. O IFN-a podia ser associado a outras terapias, mas nao
era capaz de evitar a eventual progressdo fatal da doenga, uma vez que, mesmo sendo capaz
de provocar remissdes citogenéticas, estas nao eram suficientes para levar o paciente a cura.
Assim, a Unica terapia reconhecidamente curativa disponivel tem sido o transplante de
medula éssea alogénico - cujas células sdo compativeis com as do paciente, o que reduz
consideravelmente o risco de rejeicdo. Somente com esse tratamento as células
pluripotentes cancerigenas podem ser realmente eliminadas do corpo do paciente. Porém, é
um procedimento dificil, pois os resultados do transplante dependem de multiplos fatores
como: o paciente (idade e fase da doenga); o tipo de doador (sing€nico [g€meos
monozigbticos] ou alogénico [HLA compativel]); o esquema preparatorio; e o tratamento
pos-transplante (Wetzler et al, 2002). Desse modo, somente cerca de 20% dos pacientes
com LMC podem ser curados desta maneira.

Até pouco tempo atrds, a maioria dos pacientes eventualmente morria da doenca.
Somente nos dltimos 10 anos, progrediu-se de uma situacdo onde LMC era uniformemente
fatal até uma conjuntura onde a doenga € facilmente administrada, podendo ser até

controlada em alguns casos (DeVita, 2004).



3.2: Mesilato de Imatinibe

O Mesilato de Imatinibe (STI-571), comercialmente conhecido
como Glivec®, foi desenvolvido no final da década de 90 pela empresa farmacéutica suica
Novartis (a qual detém sua patente), sendo inicialmente chamado de CGP 57148
(Hamerchlak, 2004). E um agente antileucémico que tem por caracteristica marcante
representar o melhor em termos de "terapia molecular focada" (molecular targeted
therapy), ou seja, a propriedade de atuar diretamente na anomalia critica neopldsica ao
nivel molecular (Dobbin & Gadelha, 2002; Lorand-Metze et al, 2003). Até poucos anos
atras (em torno de 5 anos), os tratamentos contra cancer tinham como alvo o DNA da célula
e atacavam as c€lulas cancerosas, mas também afetavam as normais, causando efeitos
colaterais intensos. As novas abordagens modificaram radicalmente o alvo de atencdo, e
agora as drogas possuem ac¢do molecular, sendo dirigidas a célula doente, o que reduz a

praticamente zero os efeitos colaterais freqiientes (Medina, 2003).

Figura 3.3 — A: Apresentacdo comercial do Mesilato de Imatinibe (Glivec).
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Fonte: http://www.oeaz.at

O Mesilato de Imatinibe é comercializado nestas duas formas: tabletes de 100mg ou de 400mg.



O Mesilato de Imatinibe tem sido efetivamente utilizado no tratamento da LMC nos
ultimos quatro anos, como medica¢do de primeira linha para os casos de fase acelerada e
fase blastica, e como segunda linha na fase cronica. Os pacientes em fase cronica somente
podem fazer uso do Mesilato de Imatinibe apds falha ou intolerancia ao IFN-a, o que quer
dizer reposta ineficiente ao firmaco ou problemas com toxidade, resultando em ndo
adaptac¢do ao tratamento (Lorand-Metze et al, 2003).

Em maio de 2001, o Food and Drug Administration (FDA) - 6rgao norte-americano
responsdvel pela autorizagdo e fiscalizagdo da comercializacio de medicamentos e
alimentos - aprovou o uso do Mesilato de Imatinibe (Glivec) para o tratamento da LMC em
tempo recorde: dois meses e meio (DeVitta, 2004), obviamente apds pesquisas e estudos de
fases I e I, para o uso em doentes em fase bldstica, em fase acelerada ou em fase cronica
resistentes ou altamente intolerantes a IFN-a.

Paralelamente a FDA, ainda em 2001, as recomendacdes dos consultores do
National Institute for Clinical Excellence do Reino Unido (NICE) para a utilizacdo do
Mesilato de Imatinibe foram as seguintes: 1) doentes de LMC em fase acelerada; 2) uso
restrito a pesquisa para a LMC em fase cronica; e 3) manutencdo de uso até decisdo médica
ao contrdrio, nos casos de doentes de LMC em fase blastica ou em fase cronica que ja
viessem tomando tal medica¢do. No entanto, em 2002 este instituto britanico deliberou o
uso deste medicamento também para o tratamento de Leucemia Mieléide Cronica em fase
blastica ou em fase cronica, com cromossomo Philadelphia (bcr-abl) positivo, por
intolerancia ou resisténcia ao IFN-q.

No mesmo ano de 2002, o Mesilato de Imatinibe também foi aprovado pela The

European Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA), um 6rgdo europeu de



bastante renome, sob as mesmas condi¢cdes impostas pelo NICE (Dobbin & Gadelha,
2002).

No Brasil, o Glivec foi aprovado em 2001 pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria), sob a portaria SAS/MS 431, de 03/10/2001. As condi¢des de
aprovacdo foram as mesmas impostas pela FDA: medicamento de primeira linha de
tratamento para doentes de LMC em fase acelerada ou em fase blastica e medicamento de
segunda linha para doentes de LMC em fase cronica (SUS — ONCO, 2003).

A répida aceitacdo deste antileucémico, tanto nos 6rgdos competentes, quanto na
comunidade cientifica, ocorreu pelo fato de a idéia da montagem de testes comparativos
deste com terapias atuais encontrar resisténcia dos pacientes e da comunidade médica, uma
vez que realmente ndo haveria motivo para ndo aprovar a droga rapidamente, tendo como
base as informacdes disponiveis acerca dos testes e estudos ja realizados com o firmaco, os
quais demonstram grandes evolu¢des no combate a doenca, somado ao fato de que os
pacientes medicados estavam reagindo bem ao tratamento' (DeVitta, 2004).

Mesmo com os encorajadores resultados do Mesilato de Imatinibe no combate a
LMC, esse fairmaco ainda estd restrito a uso adulto, pois tudo que diz respeito ao ambito
pedidtrico € de cardter delicado, devendo ser examinado e estudado com muita cautela.
Logo, a seguranca e a eficidcia do Mesilato de Imatinibe em pacientes com menos de 18
anos de idade ndo foram estabelecidas, e sequer ainda se definiu a dose adequada deste
medicamento para o doente ndo adulto (Dobbin & Gadelha, 2002).

No Brasil, a decisdo de ndo aprovagdo do Mesilato de Imatinibe para individuos ndo
adultos foi tomada com base na discussao tida pelo INCA e a ANVISA com hematologistas
brasileiros e representantes da Comissdo Nacional de Etica na Pesquisa - CONEP. A idade

minima de 18 anos foi discutida e aprovada, tanto com base nos estudos realizados e em



curso sobre o Imatinibe, como nas normas da CONEP e do Conselho Nacional de Saude -
CNS. Em rela¢do aos doentes menores de 18, que ainda ndao podem fazer uso desse
medicamento, encontra-se em curso o Protocolo 103 “Phase I Study in Children with
Refractory/Relapsed Ph+ Leukemias pelo COG (Children's Oncology Group”), o qual esté
sendo avaliado pelo National Cancer Institute — NCI, EUA (SUS — ONCO, 2003).

Sabe-se que uma comissdo de ética na populagdo pedidtrica € muito mais rigorosa
do que na populagio adulta, e, de fato, os Comités de Etica em Pesquisa s6 aceitam estudos
na populacdo pedidtrica apds a conclusido dos estudos em adultos, salvo se a indicagdo

terapéutica for exclusiva para esse grupo.

Nota': Um ponto interessante de se ressaltar é que o Mesilato de Imatinibe (Glivec) foi inicialmente testado

em seres humanos, o que fez com que os beneficios para pacientes fossem imediatamente visiveis.



3.3: Farmacodinamica

Como foi abordado no capitulo anterior, o gene de fusdo bcr/abl, patognomdnico da
LMC e resultante da translocacdo t(9,22), dirige a sintese de uma proteina com peso
molecular de 210 kDa, diferente da convencional (p145) cuja funcdo estd principalmente

relacionada com o crescimento celular e com a indugao da apoptose.

¢ Oncogenes suas influéncias na proliferacao celular

Os oncogenes codificam proteinas denominadas oncoproteinas, as quais se
assemelham aos produtos normais dos protooncogenes - com excecdo de que as
oncoproteinas ainda sdo destituidas de importantes elementos reguladores (como as
proteinas normais das quais sdo equivalentes) -, e sua produ¢do nas células transformadas
ndo depende de fatores de crescimento ou de outros sinais externos. Sendo a p210 uma
oncoproteina (capitulo 2), possui, assim, participacdo ativa na regulacdo do crescimento
celular, como sua andloga (Kumar & Cotran, 1994).

Em condig¢des fisioldgicas, a proliferacdo celular pode ser facilmente

resolvida nas seguintes etapas:
- A ligagdo de um fator de crescimento a seu receptor especifico na membrana

plasmatica;

- A ativagdo transitdria e limitada do receptor do fator de crescimento, que, por sua
vez, ativa vdrias proteinas transdutoras de sinais sobre o folheto interno da membrana
plasmatica;

- A transmissdo do sinal reduzido através do citosol para o nucleo através de

mensageiros secunddrios;



- A ativagdo e inducdo de fatores reguladores nucleares que iniciam a transcri¢ao do
DNA, e por fim a divisdo celular.

Com esta base, pode-se facilmente identificar oncogenes e oncoproteinas como

versoes modificadas de seus equivalentes normais; e que estes apresentam papéis também

alterados na cascata de transdugdo de sinais (Kumar & Cotran, 1994).

e Mecanismo de ac¢iao do medicamento

A proteina hibrida - codificada pelo RNAm também hibrido - possui atividade de
tirosina quinase (TK) similar a proteina codificada pelo gene abl, sendo que mais intensa.
Apresenta localizagdo citoplasmadtica, diferente da convencional, que tem localiza¢do
exclusivamente nuclear. Por causa dessa alta atividade especifica e nova localizacdo na
célula, a proteina bcr/abl tem acesso a substratos citoplasmdticos que a proteina abl nao
tem, e os fosforila de uma maneira desordenada.

Para compreender como as mutagdes afetam a funcdo destes receptores, deve ser
lembrado que vérios receptores do fator de crescimento sdo proteinas transmembrana com
uma ligacdo ao ligante externo e um dominio tirosina quinase citoplasmatico. Nas formas
normais desses receptores, a atividade da quinase € transitoriamente ativada por ligagdo de
seus fatores de crescimento especificos, seguida rapidamente pela fosforilacao pela tirosina
de vdrios substratos, que sao uma parte da cascata mitédtica. As versdes oncogénicas desses
receptores estdo associadas a ativacdo persistente de da atividade da tirosina quinase do
dominio citoplasmdtico sem ligacdo ao fator de crescimento. Portanto, as proteinas do
receptor mutante enviam sinais mitogénicos continuos para as células, o que ocasiona o

crescimento descontrolado (Kumar & Cotran, 1994).



O Mesilato de Imatinibe é um inibidor seletivo das proteinas da familia da tirosina
quinase, incluindo a proteina bcr/abl, o receptor do fator de crescimento plaquetdrio e o
receptor c-kit. Existe um grande nimero de enzimas TK em todo o organismo, incluindo o
receptor para insulina. Porém, o Imatinibe € especifico para as classes citadas acima. A
droga liga-se competitivamente ao receptor da bcr/abl, dependente de ATP, e inibe a
fosforilagdo da tirosina quinase, sendo assim um medicamento seletivo para inibir o clone

Ph da LMC (Lorand-Metze et al, 2003).

Figura 3.3 — B: Mecanismo de acdo da droga em relagdo a proteina com acdo de tirosina-

quinase.

Fonte: http://www.novartis.se

O Imatinibe impede a fosforilagido do substrato pela enzima TK anormal. Logo, ela ndo pode se ligar ao efetor, e assim causar a
proliferacao desordenada.



Embora este medicamento ndo atue diretamente na base da patogénese da LMC,
impedindo a codificacdo do gene bcr/abl, age competindo pelo sitio de ligacdo do ATP da
tirosina quinase, restaurando, assim, o mecanismo de morte celular. Durante estudos
realizados in vitro e in vivo por Druker et al (1996), verificou-se que o Imatinibe reduzia
entre 92 e 98% o ndmero de coldnias bcr/abl, mas sem inibir a formacido de coldnias
normais (Hamerchlak et al, 2004).

O Mesilato de Imatinibe é um derivado de uma substiancia denominada 2-fenil-
amino-pirimidina, de férmula quimica CyH3 N;OCH4SO3 e peso molecular de 589.7
u.m.a.. Seu metabolismo e excrecdo se dd por via hepdtica, através da enzima CYP3A4,
onde seu tempo de permanéncia no organismo € de, aproximadamente, 18 horas, sendo
entdo eliminado pela bile ou pela urina. O estado natural desta droga € um poé
esbranquicado, e ao ser modificado para cdpsulas, adquire a cor amarelo-castanha. (Dobbin

& Gadelha, 2002).

Figura 3.3 — C: Férmula estrutural do Mesilato de Imatinibe
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Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/Imatinib




3.4: Implicacoes de sua utilizacao no tratamento da L.MC

O Mesilato de Imatinibe foi introduzido — porém de maneira parcialmente legal - na
pratica clinica em 1998, como a primeira terapia direcionada contra uma alteragdo
molecular especifica em neoplasia (Lorand-Metze et al, 2003). A partir dai, seus efeitos no
organismo leucémico vém sendo estudados e avaliados - por intermédio tanto de pesquisas,
quanto de avaliagdes clinicas -, a fim de que se chegue a um consenso geral acerca da
relacdo existente entre os beneficios tragos com seu uso € o que este pode acarretar ao
paciente, obviamente no que diz respeito 3 LMC?.

As observacdes sobre o tratamento a base de Mesilato de Imatinibe, que neste
tépico serdo apresentadas, foram obtidas a partir do levantamento de dados de diversos
artigos cientificos, que tiveram por objetivo avaliar um determinado nimero de pacientes
portadores de LMC e como estes reagiram ao tratamento com tal firmaco, o que quer dizer,
principalmente, capacidade de resposta citogenética e hematoldgica, além da freqiiéncia de
aparecimento de efeitos colaterais. Assim, os resultados obtidos foram articulados com a
quantidade didria de medicamento ingerida (em miligramas); o tempo passado entre o
diagndstico e o inicio do tratamento; a fase da doenca; e até a idade do paciente (Lorand-

Metze et al, 2003).

Nota®> O Mesilato de Imatinibe também é utilizado para o tratamento de um tumor raro na regido

gastrointestinal (GIST).



3.4.1: Relacao entre dosagem, efeitos colaterais e fase da doenca

A dosagem didria do Imatinibe varia de acordo com a fase em que o paciente se
encontra, e, mais tardiamente, com o nivel de toxidade apresentado por este. Usualmente, o
medicamento possui trés dosagens principais: 400mg/dia, para pacientes em fase cronica; e

600mg/dia a 800mg/dia, para pacientes em fase acelerada ou bldstica, respectivamente.

Figura 3.4.1 — A: Dosagem didria do medicamento.
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Fonte: http://www.oeaz.at

Em caso de toxicidade ao Mesilato de Imatinibe, a dose didria pode ser reduzida ao
minimo de 300mg/dia, pois doses abaixo desta ndo apresentam efeito terapéutico. Se o grau
de toxicidade impuser a suspensdo temporaria do medicamento, pode-se, superado o efeito
téxico, reinicid-lo com a dose minima (Hamerchlak et al, 2004 ).

Toxidade e efeitos colaterais estdo intimamente relacionados, uma vez que as
implicacdes advindas da toxidade resultam em diversas reacdes adversas. Toxidade (neste
tipo de tratamento) diz respeito, principalmente, a neutropenia e trombocitopenia, o que se
articula com inibicdo do crescimento desordenado, tanto de leucdcitos (maioria
neutréfilos), quanto de plaquetas - visto que o medicamento age também na inibi¢cdo do

receptor para o fator de crescimento plaquetdrio. Como exemplo disso, tem-se o relato de



um paciente que adquiriu edema cerebral apds fazer uso deste medicamento, e tal incidente
foi provavelmente causado por uma baixa significativa em sua contagem plaquetdria.

Como qualquer outro esquema de terapia antineopldsica, o tratamento a base de
Mesilato de Imatinibe pode trazer diversos efeitos colaterais, os quais podem ser
freqiientes, pouco freqiientes, ou raros. Dentre os mais freqiientes, estdo: mal estar, cefaléia,
aumento de peso; fraqueza; tontura; calafrios; diarréia; caimbras; ansiedade; fadiga;
hiperlacrimacdo; insdnia. Dentre os pouco freqiientes e raros, estdo: anorexia; desidratacao;
depressdo; diminui¢do da libido; tontura; sonoléncia; alteracdes no paladar; vertigem;
confusdo mental; hematomas; ictericias; taquicardias; e até edemas, convulsdes, feridas
cutaneas ou hemorragias.

Os estudos demonstram que a toxicidade mais observada € a neutropenia, e que
ndusea foi muito freqiiente entre os pacientes em fase acelerada ou crise blastica,
provavelmente pelas altas doses de medicamento usadas. Além disso, € comprovado que
quanto mais avancada a doenga, mais graves sao as reagdes colaterais, tanto pela evolugdo
do quadro clinico, como pela alta dose do firmaco.

Mesmo assim, tem-se sugerido como clinical trial que a dose de Mesilato de
Imatinibe seja duas vezes a dose padrdo, pelo menos para terapia inicial da LMC em fase
cronica. Os resultados de um estudo com dois grupos de doentes nesta fase, tratados
respectivamente com 400mg/dia e 800mg/ dia, mostraram que dose de 800mg/dia
relacionou-se com uma maior porcentagem de resposta citogenética completa e resposta
citogenética maior, mas também com maior incidéncia de efeitos colaterais (Dobbin &

Gadelha, 2002).



3.4.2: Relacdo entre resposta hematolégica, resposta citogenética, dosagem didria e fase da

doenca

e Definicao de resposta terapéutica

A Resposta Hematol6gica corresponde a reducdo de 50% da leucometria inicial,
mantida pelo menos durante duas semanas. A Resposta Hematol6gica Completa di-se
quando a leucometria fica abaixo de 10.000/mm3; hd auséncia de promieldcitos ou
mieloblastos; presenca de menos de 5% de mieldcitos ou metamieldcitos; e plaquetometria
em torno de 450.000/mm3. Tudo isso, mantido por pelo menos quatro semanas.

Ja a Resposta Citogenética pode ser Ausente (>90% de células com cromossomo Ph
positivo); Menor (35% a 90% de células com cromossoma Ph positivo); Parcial (5% a 34%
de células com cromossoma Ph positivo); Completa (0% de células com cromossoma Ph
positivo); e Maior, que corresponde a soma de Completa mais Parcial, isto €, com <35% de

células com cromossoma Ph positivo (Instituto Nacional do Cancer — INCA, 2003).

¢ Resultados obtidos

Os estudos comprovaram que, no geral, a resposta hematolégica ao Imatinibe na
LMC em fase cronica gira em toro de 99%; em fase de transformacdo em torno de 69%; e,
em fase bldstica, em torno de 53%. Porém, estd € uma resposta hematoldgica de curta
duracdo e sem a correspondente resposta citogenética.

Em uma pesquisa mais detalhada, mostrou-se que entre os 454 pacientes com LMC
cronica que tomaram uma dose acima de 400mg/dia da droga, 95% tiveram resposta
hematolégica completa e 60% tiveram resposta citogenética maior em apenas 4 semanas de

terapia. Os outros quarenta por cento do total de pacientes tiveram resposta citogenética



completa (Tsao et al, 2002). Assim, pode-se perceber que quanto maior a dosagem, maior o
teor responsivo do paciente ao tratamento.

No entanto, a qualidade das respostas (hematoldgicas e citogenéticas) também estd
relacionada com o intervalo entre o diagndstico e inicio do tratamento. O grupo de
pacientes citado anteriormente comecgou a fazer uso do medicamento cerca de 3 meses apds
o diagndstico, por isso tdo bons os resultados da pesquisa. Como pardmetro, tem-se outro
grupo de pacientes (também em fase cronica) que comegou a fazer uso do medicamento um
certo tempo depois do diagndstico. Neste contingente, pode-se perceber que a resposta
citogenética foi pouco freqiiente.

Ja na fase acelerada e na fase blastica, os resultados continuam sendo muito bons se
comparados a outros esquemas terapéuticos envolvendo antileucémicos. Com a dose do
medicamento elevada para 800mg/dia, mais da metade dos pacientes tiveram remissao
hematolégica completa. Entretanto, a remissdo citogenética da LMC induzida pelo
Imatinibe nestas fases, na maioria das vezes é pouca, além de curta, e isto é devido a
reativacdo do bcr/abl, o que caracteriza a resisténcia ao medicamento. Assim, somente
cerca de um décimo dos pacientes destas fases alcangcam completa remissiao, chegando a

retroceder para a fase cronica (Instituto Nacional do Cancer - INCA, 2003).

¢ Resisténcia ao farmaco
A identificacdo de resisténcia da LMC ao Imatinibe tem levado a intensa pesquisa
sobre os seus mecanismos, € de que forma essa resisténcia pode ser prevenida (Instituto
Nacional do Cancer - INCA, 2003). Sabe-se que ha dois tipos de resisténcia: aquela na qual
ndo ha resposta desde o inicio da ingestdo do medicamento (resisténcia primdria); e aquela

na qual a célula se torna resistente posteriormente. Suspeita-se que a resisténcia primaria



advém de mutagdes secunddrias no bcr/abl, que causam independéncia no processo de
proliferacao celular, ou numa néo efetiva inibi¢do da proteina p210. A resisténcia adquirida
ocorre depois que a resposta celular fica mais complicada, e envolve outros mecanismos
mais complexos, sendo observada nos estdgios avangados da LMC.

A resisténcia ao Imatinibe pode ser multifatorial: por superexpressao da proteina
bcr/abl; por amplificacdo deste oncogene; por metabolismo alterado do Imatinibe; e por
mecanismo de transporte e metabolismo. Além desses, outros tipos de resisténcia in vitro
ao Imatinibe também j4 haviam sido identificados, como a Resisténcia a Miltiplas Drogas
(MDR); pela Glicoproteina P (Pgp); e por mutacdes compensatrias por outros genes.
Todavia, também j4 se sabe que o mecanismo de resisténcia in vivo ao Imatinibe é causado
pela AGP, uma proteina plasmdtica que ndo é encontrada nas células leucémicas, mas sim
no plasma de murinos (gene anomalo) (Dobbin & Gadelha, 2002).

Desse modo, vérias terapias t€m sido descritas e analisadas com o intuito de superar
a resisténcia celular a droga em questdao. Entre estas, pode-se citar a combinac¢do do STI-
571, desde com blocos de proteinas que funcionariam como “armadilhas”, até com outros

. z - 3 ~ . . .
agentes antineopldsicos”. No entanto, sdo todas bastante experimentais e rudimentares.

Nota’: Como foi mencionado anteriormente, o Imatinibe é predominantemente metabolizado no figado pelo
sistema CYP304/5. Niveis plasmaticos reduzidos de Imatinibe ocorrem em pacientes tratados
concomitantemente com indutores dessa enzima, diminuindo sua eficicia. J4 drogas que inibem a enzima
aumentam os niveis de Imatinibe no organismo, aumentando seu poder de atuacdo no organismo. Essas

informagdes sao utilizadas nas pesquisas de resisténcia ao medicamento (Lorand-Metze et al, 2003).



3.4.3: Avaliagado dos fatores que influenciam na resposta ao Mesilato de Imatinibe

Analisando-se o intervalo entre o diagndstico e o tratamento nas diversas fases da
doenca, percebe-se que quanto mais precocemente (apds o diagndstico) se dd o uso do
Mesilato de Imatinibe, melhores sdao os resultados obtidos. Assim sendo, os pacientes em
fase cronica que iniciam o tratamento mais precocemente, obtém melhores resultados que
os pacientes em fase acelerada ou em crise blastica. Além disso, as maiores remissdes € a
auséncia de efeitos colaterais foram encontradas entre os pacientes mais jovens, 0 que
remete a idéia de que a idade pode ser um fator relacionado com a eficdcia da terapéutica
em questdo. Logo, estes resultados sugerem que os melhores efeitos do medicamento se
dao na fase inicial da LMC, e que o Imatinibe seria ttil como antileucémico de primeira
linha, uma vez que, além de sua utilizac@o precoce aumentar a sobrevida do paciente, o uso
mais tardio e em fases mais avancadas também estd associado a maior freqiiéncia de

resisténcia a medicacdo (Hamerchlak et al, 2004).



Conclusoes

A Leucemia Miel6ide Cronica foi a primeira neoplasia hematolégica a ter sua raiz
genética desvendada - fato que ocorreu em 1970, com a descoberta do cromossomo
Philadelphia -, e, sem sombra de divida, também foi a primeira a possuir um medicamento
de tamanha eficécia, se comparado aos utilizados anteriormente.

Por intermédio de estudos e pesquisas, pdde-se perceber que o Mesilato de
Imatinibe apresenta agdo comprovada no que diz respeito a terapéutica da LMC. No
entanto, existem algumas questdes que s6 poderdo ser respondidas com o tempo, uma vez
que seus efeitos a longo prazo nio sdo conhecidos.

Assim, dentre os questionamentos mais freqiientes encontram-se os relacionados
com a resposta citogenética e a sobrevida do paciente. Como ja se sabe, o Imatinibe induz o
organismo leucémico a remissdes citogenéticas. Porém, somente nos proximos anos € que
se podera verificar se o grau de positividade da resposta citogenética corresponde a uma
maior sobrevida do doente. Um modelo hipotético que prevé a sobrevida a longo prazo de
doentes de LMC em fase cronica resistentes ao IFN-a, e posteriormente tratados com
Imatinibe, mostram que a sobrevida mediana estimada é maior naqueles que podem
alcancar resposta citogenética maior.

Outra vertente da utilizacdo do Mesilato de Imatinibe que também ndo estd definida
se relaciona com o transplante de medula 6ssea. Como a capacidade que tal firmaco possui
de prolongar a sobrevida dos doentes de LMC - comparativamente a IFN-a - ainda nao foi
estabelecida, o transplante de medula dssea alogénico deve continuar a ser indicado em

doentes selecionados, ainda sendo o tnico tratamento efetivamente curativo para a doenga.



Mais um ponto ainda ndo definido gira em torno da resisténcia ao farmaco
observada em alguns pacientes, e como esta pode ser contornada. Em relacdo a essa
situacdo, pesquisas em andamento indicam que a combina¢cdo do Imatinibe com outros
antineoplasicos obterd 6timos resultados.

Deve-se admitir que, para a indicagdo do Mesilato de Imatinibe como terapia de
primeira linha da LMC em fase cronica, ainda persistem diversas ddvidas e
questionamentos acerca dos rumos que este tipo de tratamento deve seguir. No entanto, o
que se pode perceber é uma forte tendéncia de que, futuramente, ele seja associado a altas
taxas de resposta e, conseqiientemente, a altas taxas de sobrevida a longo prazo, além de
aceitdvel custo por qualidade de vida, quando comparado com outros medicamentos

antineopldsicos.
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