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RESUMO

DAMASCENO, D.W.I. AVALIAQAO FUNCIONAL DE NEUTROFILOS
CIRCULANTES EM PORTADORES DE LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA ANTES E
APOS O INICIO DO TRATAMENTO COM MESILATO DE IMATINIBE. Disserta¢io
(Mestrado). Programa de Pdés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Federal do Para, Belém, 2019.

Objetivo: Avaliar a funcdo dos neutréfilos em portadores de leucemia mieldide
cronica (LMC) antes e ap6s o inicio do tratamento com mesilato de imatinibe (MI).
Material e Métodos: Participaram da pesquisa 13 pacientes diagnosticados com
LMC (casos novos), com idade média de 51 anos, de ambos os sexos, selecionados
no ambulatério de hematologia do Hospital Ophir Loyola, Belém-PA. Realizou-se
nesse grupo trés coletas sanguineas. A primeira coleta no momento do diagnostico
com o paciente sem tratamento (Grupo B1), a segunda coleta ap6s um més do
tratamento com MI (Grupo B2) e a terceira coleta apos quatro meses de tratamento
(Grupo B3). O grupo controle (Grupo A) constituiu de 13 voluntarios sadios de
ambos os sexos. Além do hemograma e leucograma, realizou-se também os
ensaios de fagocitose e o teste citoquimico de reducdo espontanea do tetrazolio
nitroazul (NBT) para avaliar o metabolismo oxidativo dos neutrofilos. Resultados: A
avaliacdo da funcéo fagocitica indicou diferenca estatistica quando comparado o
Grupo A com os Grupos Bl, B2 e B3, p=0,0001. Os grupos Bl, B2 e B3
apresentaram menores indices fagociticos (IFs) com 2,07+0,5; 1,99+0,4 e 1,97+0,6
respectivamente, em relagdo ao Grupo A com 3,72+0,8. Na avaliacdo do
metabolismo oxidativo ndo houve diferenca estatistica entre o grupo A com o0s
grupos B1, B2 e B3, p=0,2997. Discussao: Os resultados demonstraram que 0s
pacientes sem tratamento apresentaram menor IF em relagdo ao grupo controle.
Isso significa que mesmo o0 paciente possuindo iniUmeras células do processo
proliferativo, estas células estdo com as suas fungbes diminuidas. Os pacientes
tratados com MI também apresentaram menor IF em relacdo ao grupo controle.
Ainda que o namero de leucdcitos e neutréfilos tenha reduzido nestes pacientes, a
capacidade fagocitica destas células manteve-se diminuida. Ndo houve diferenca
estatistica quanto a ativacdo do metabolismo oxidativo na prova de reducéo do NBT.
Isso significa que a produgéao de EROs pelo sistema NADPH oxidase néo apresenta
alteracdo independente do tratamento com MI. Concluséo: Houve reducdo da
guantidade de neutrdfilos circulantes apds o inicio do tratamento com MI. A funcao
fagocitica dos neutrdéfilos manteve-se diminuida apds o inicio do tratamento com M.
O metabolismo oxidativo dos neutréfilos ndo apresenta alteracdo independente do
tratamento com MI. Logo, estudos adicionais sdo importantes para avaliar o exato
mecanismo de alteragdo de fungdo envolvidos nesses pacientes para permitir um
melhor direcionamento em relacéo a terapia utilizada.

Palavras-chave: Leucemia Mieldide Crobnica, Mesilato de Imatinibe, Neutrdéfilo,
Fagocitose.



ABSTRACT

DAMASCENO, D.W.l. FUNCTIONAL EVALUATION OF CIRCULATING
NEUTROPHILS IN CARRIERS OF CHRONIC MYELOID LEUKEMIA BEFORE AND
AFTER THE START OF TREATMENT WITH IMATINIB MESYLATE.
DISSERTATION (Master degree), Post-graduation Program in Pharmaceutical

Sciences, Federal University of Para, Belém, 2019.

Objective: To evaluate neutrophil function in patients with chronic myeloid leukemia
(CML) before and after initiation of treatment with imatinib mesylate (Ml). Material
and Methods: The study included 13 patients diagnosed with CML (new cases), with
a mean age of 51 years, of both sexes, selected at the hematology outpatient clinic
of the Ophir Loyola Hospital, Belém-PA. In this group three blood samples were
taken. The first collection at the time of diagnosis with the untreated patient (Group
B1), the second collection after one month of IM treatment (Group B2) and the third
collection after four months of treatment (Group B3). The control group (Group A)
consisted of 13 healthy volunteers of both sexes. In addition to the blood count and
leukogram, the phagocytosis assays and the cytochemical test for spontaneous
reduction of nitroazul tetrazolium (NBT) were also performed to evaluate the
neutrophil oxidative metabolism. Results: The evaluation of phagocytic function
indicated statistical difference when compared Group A with Groups B1, B2 and B3,
p = 0.0001. Groups B1, B2 and B3 presented lower phagocytic indices (IFs) with 2.07
+0.5; 1.99 + 0.4 and 1.97 £ 0.6 respectively, compared to Group A with 3.72 £ 0.8. In
the oxidative metabolism evaluation there was no statistical difference between
group A with groups B1, B2 and B3, p = 0.2997. Discussion: The results showed
that untreated patients had lower IF compared to the control group. This means that
even if the patient has innumerable cells of the proliferative process, these cells have
their functions diminished. Patients treated with Ml also had lower IF compared to the
control group. Although the number of leukocytes and neutrophils decreased in these
patients, the phagocytic capacity of these cells remained decreased. There was no
statistical difference regarding the activation of oxidative metabolism in the NBT
reduction test. This means that the production of ROS by the NADPH oxidase system
does not change independently of Ml treatment. Conclusion: There was a reduction
in the amount of circulating neutrophils after initiation of IM treatment. The phagocytic
function of neutrophils remained decreased after initiation of IM treatment. Neutrophil
oxidative metabolism does not change independently of Ml treatment. Therefore,
additional studies are important to evaluate the exact mechanism of function
alteration involved in these patients to allow a better orientation regarding the therapy
used.

Key words: Chronic Myeloid Leukemia, Mesylate Imatinib, Neutrophils,
Phagocytosis.
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1 INTRODUCAO

O Instituto Nacional do Céancer (INCA) estima que existam 10.800 casos
novos de leucemia no Brasil em 2018, sendo 5.940 homens e 4.860 mulheres
(INCA, 2018). A Leucemia Mielbéide Crbnica (LMC) é uma neoplasia hematoldgica
responsavel por 15% de todas as leucemias e ocorre com mesma frequéncia ao
redor do mundo. Possui incidéncia anual de 1,6 casos por 100.000 habitantes.
Acomete adultos de ambos os sexos, em faixa etaria entre 40 e 60 anos e com
predominio masculino (CORTES, 2004).

A LMC caracteriza-se pela proliferacdo e acumulo de células mielbides e
expressao do cromossomo Philadelphia (Ph), resultado da translocacao reciproca e
equilibrada entre os genes BCR do cromossomo 22 e ABL do cromossomo 9. O
gene hibrido BCR-ABL formado codifica proteinas tirosina-quinase com atividade
aumentada capaz de alterar o ciclo celular normal viabilizando a leucemogénese
(JOHANSSON et al., 2002; HOLLAND et al., 2003; SEUANEZ et al., 2004). Esse
gene quimérico ativa a sinalizagdo mitogénica, reduz a apoptose e adesdo das
células ao estroma (GOUVEIA, 2007). Observa-se ainda uma superproducdo de
células da linhagem granulocitica, principalmente neutréfilos e ocasionalmente
mondcitos, resultando em acentuada esplenomegalia e elevada leucometria
(KEATING et al., 2005).

A progressao clinica da LMC é trifasica. A fase primaria da doenca é
denominada de fase cronica e se caracteriza pelo aumento da proliferacdo clonal
das células granulociticas. Maior parte dos portadores de LMC € diagnostica nessa
fase e as manifestacdes clinicas podem ser controladas por quimioterapia oral. Os
portadores podem apresentar sintomas como fadiga, fraqueza, cefaleia,
irritabilidade, febre, suor noturno, perda de peso ou até mesmo serem
assintomaticos (SUZANA et al., 2008; D’ANTONIO, 2005; BERGANTINI et al, 2005).

O diagnostico é realizado considerando aspectos clinicos, citogenéticos e
hematolégicos. Os achados laboratoriais frequentes sé@o leucocitose com desvio a
esquerda, basofilia, eosinofilia, anemia discreta e diminuicdo da fosfatase alcalina

intraleucocitaria. O desenvolvimento da LMC para a fase intermediaria chamada de



17

fase acelerada é representado pelo aumento de blastos na medula 6ssea e sangue
periférico, leucocitose persistente, basofilia, anemia e trombocitopenia. Em clinica, o
portador torna-se refratario a terapia utilizada na fase crbnica e pode apresentar
progressédo da hepato-esplenomegalia. A evolugdo para fase final aguda ou crise
blastica caracteriza-se pelo aumento dos blastos leucémicos e muitos portadores
evoluem a Obito em trés a seis meses nesse estagio da doenca. (SUZANA et al.,
2008; BORTOLHEIRO, 2008).

As estratégias terapéuticas utilizadas na LMC estavam limitadas a
guimioterapia convencional com a utilizagcdo da hidroxiureia (HU), alfa-Interferon
(IFN-alfa) e ao transplante de medula 6ssea alogénico (TMOalo). No entanto, todas
essas opcOes apresentam limitacbes quanto a eficacia e tolerabilidade (STONE,
2004). O unico tratamento curativo € o TMOalo, mas seu sucesso depende de varios
fatores como idade, estadiamento da doenca e histocompatibilidade entre o doador
e o receptor (BERGANTINI et al., 2005).

Atualmente, o mesilato de imatinib (MI) € o farmaco de primeira linha usado
no tratamento da LMC, pois se demonstrou mais especifico, efetivo e com melhor
resposta em nivel hematolégico, citogenético e molecular que as demais opcdes
terapéuticas (MOREIRA, BOECHAT, 2009). No entanto, outros medicamentos
inibidores de tirosinoquinase, como o dasatinibe e o nilotinibe, sdo novas alternativas
a falha terapéutica ou intolerancia ao imatinibe.

Os neutrdéfilos também denominados leucdcitos polimorfonucleares, sdo os
mais numerosos dentre os granulocitos presentes no sangue periférico. Estas
células respondem rapidamente aos estimulos quimiotaticos, realizando funcdes
fagocitarias e sdo importantes na resposta inflamatéria (ABBAS; LICHTMAN;
POBER, 1995). Essas células contribuem para a manutencdo da resposta
imunoldgica contra infeccdes bacterianas, e outros patdgenos, sendo muito
importantes na defesa do organismo. Desse modo, tendo em vista que os neutrofilos
sdo muito importantes na defesa do organismo, considerando a significancia de suas
funcdes, bem como a avaliagdo da producdo de espécies reativas de oxigénio, a
identificacdo de possiveis alteracfes quantitativas e qualitativas dessas células sob
os efeitos do Ml em portadores de LMC representa um avango na compreensao da

estratégia terapéutica dessa doenca. Pois, apesar do M| apresentar boa tolerancia e
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vantagens em termos de resposta hematoldgica, é de fundamental relevancia avaliar
os neutrofilos circulantes em portadores de LMC ao tratamento com Ml a fim de que
realmente essa medicacdo possa contemplar 0 sucesso terapéutico em sua
abrangéncia e plenitude para melhor qualidade de vida e bem estar do paciente.
Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a funcdo de neutrdfilos circulantes em

portadores de LMC antes e ap0s o inicio do tratamento com MI.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leucemogénese

A leucemogénese é o0 processo que resulta do desenvolvimento de uma
expansao clonal maligna oriunda de uma Unica célula progenitora sanguinea devido
a alteragcbes genéticas no precursor hematopoiético das células afetadas
(GREAVES, 2002). Essas altera¢cfes genéticas provocam a formagdo de um clone
leucémico que apresenta como caracteristica principal a perda da capacidade de
diferenciacdo que junto com a sua exacerbada proliferacdo leva ao acumulo na
medula 0ssea e expressdo no sangue periférico. De modo semelhante a outras
neoplasias, tais alteracdes genéticas envolvem variados genes como o0 gene ABL
(Abelson Murine Leukemia) e o gene BCR (breakpoint cluster region) encarregados
pelo controle do ciclo celular, regulacdo da apoptose e atividades tirozinoquinase.
(STOCK; THIRMAN, 2000).

2.2 Leucemia

As leucemias correspondem a um grupo de doencas caracterizadas pela
proliferacdo desregulada e maligna de células hematopoiéticas na medula 6ssea,
envolvendo qualquer linhagem hematopoética ou seus precursores. Mesmo que
cada tipo de leucemia progrida de modo diferente, as células proliferantes
substituem o0s constituintes normais; ocasionalmente levam a perda da
funcionalidade da medula 6ssea, além de poder infiltrar outros érgdos e levar a
morte caso nao haja o tratamento adequado (BAIN, 2003).

Na medula éssea normal sdo bem evidentes os processos de proliferacdo e
maturacdo das séries eritrocitarias, megacariocitarias e granulocitarias, sendo

presentes em menos de 5% as células blasticas. Todavia, has leucemias ocorre uma
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substituicdo difusa dos elementos celulares normais por células leucémicas
apresentando processo maturativo lento e incompleto. Logo, tornou-se tradicional
uma classificacdo com os critérios morfologicos dos elementos celulares envoltos na
leucemogénese. Desse modo, classificaram-se as leucemias em mieléides e
linfoides com base na analise dos esfregacos de medula 6ssea e/ou sangue
periférico. Além disso, conforme a evolucdo da doenca, as leucemias foram
classificadas em leucemias agudas — aquelas que sem o tratamento levam a morte
em semanas ou meses, e leucemias cronicas — em que a falta de tratamento leva a
morte em anos (COTRAN, 1994).

As leucemias agudas s&o caracterizadas por apresentarem alteracdo no
processo de maturacdo, possuindo um infiltrado leucémico constituido basicamente
por células blasticas. Ja as leucemias cronicas sdo caracterizadas por um alto
processo proliferativo, mantendo sua capacidade de diferenciagdo em células
maduras (CAVALCANTE JR, 1995).

2.3 Leucemia mieldide cronica

Em 1827, o médico francés Alfred Armand Louis Marie Velppeau registrou 0s
primeiros casos de leucemias quando uma paciente de 63 anos apresentou doenca
com sintomas de febre, fraqueza, esplenomegalia, hepatomegalia e sangue com
caracteristicas que destoavam da normalidade. O raciocinio imediato da causa da
doenca foi o surgimento de ““corpusculos brancos. Em 1845, o médico inglés,
patologista e fisiologista John Hughes Bennett, descreveu pela primeira vez a
leucemia como disturbio sanguineo. Contudo, o médico francés Donné Alfred foi
guem descreveu a leucemia como uma doenca de fato (HUNTLY; GILLILAND,
2005).

Na Escocia, Bennett relatou varios casos de pacientes que foram a oObito em
gue apresentaram aumento anormal do volume de baco, além de alteracées na cor
e consisténcia sanguineas. Utilizando para descrever a doenga 0 termo

“"leucocythemia’, retornou a menciona-lo em 1852 para intitular o livro que escreveu
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registrando o primeiro caso de cura. Entretanto, foi apenas em 1856 que o
patologista aleméo Rudolf Luwig Karl Vichow utilizou o termo ““leucemia. Vichow
conseguiu descrever o0 excesso de glébulos brancos nos doentes a partir da
sindrome clinica relatada por Velpeau e Bennett. Incerto da causa da presenca
elevada de glébulos brancos no sangue, relatou suas observacbes apenas como
“leucemia’”, do grego ““glébulos brancos’, para mencionar a condicdo analisada
(HUNTLY; GILLILAND, 2005).

A diferenciacdo entre os leucocitos normais e anormais foi possivel em 1877
devido a técnica de coloracao criada por Paul Ehrlich sendo relevante para o avanco
da classificacdo das leucemias. O termo ““leucemia aguda foi introduzido por
Wilhelm Ebstein em 1889, justamente para diferenciar os casos de leucemia crénica
daqueles de progresséao rapida (EBSTEIN, 1889 apud LITCHTMAN, 1995).

Em 1869, Neumann reconheceu que a medula 6ssea produzia os glébulos
brancos, além de criar a denominacdo mieldide. Apds 10 anos, Mosler descreveu
gue o exame da medula 6ssea era indispensavel para o diagnéstico das leucemias.
Naegli identificou o mieloblasto como célula com potencial carcinogénico. O
diferencial dos elementos da LMC ficou mais consistente tanto por causa da
identificacdo do mieloblasto sendo precursor da série granulocitica como do intenso
uso de esfregaco de sangue periférico e da introducao da coloracdo com peroxidade
(HUNTLY; GILLILAND, 2005).

Em 1920, conhecia-se o0 curso da doenca com basofilia e trombocitose.
Muitos estudos foram publicados no decorrer dos anos de pacientes portadores de
LMC, sendo nessa época a mediana de sobrevida de trés anos sem tratamento,
embora alguns registros relatassem sobrevida maior do que dez anos. Em meados
de 1930, havia a sensacdo de que o aumento da quantidade de mieloblastos
relacionava-se com a morte no final da doengca, mesmo ndo se falando em crise
blastica. A esta fase dramética denominou-se ~“metamorfose™ até 1959, antes da
descoberta do cromossomo Ph' (GEARY, 2000).

Escasso era o conhecimento sobre a etiologia da LMC havia somente alguns
relatos de exposicdo ao benzeno como também a irradiacdo sofrida por
trabalhadores da area da saude ao raio-X nos anos 20, até a segunda guerra

mundial onde ficou demonstrada a relagdo entre exposicdo a radiagdo e o
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desenvolvimento da LMC em um estudo epidemiolégico, apés as duas bombas
atbmicas no Japao (LANGE, MOLONEY e YAMAWAKI, 1954). Somente em 1960 a
patogénese da LMC comecou a ser melhor elucidada, pois Nowel e Hungerford
descobriram o cromossomo Ph cujo braco longo estava ausente (NOWELL e
HUNGERFORD, 1960). A LMC foi a primeira doenca maligna humana a ser

consistentemente associada a uma anormalidade cromossd6mica especifica.

2.3.1 O CROMOSSOMO PHILADELPHIA

Em 1960, um cromossomo muito pequeno foi identificado em cultivo de
células sanguineas de pacientes com LMC (NOWELL e HUNGERFORD, 1960).
Posteriormente, comprovou-se nessa patologia uma translocagao reciproca entre os
bracos longos dos cromossomos 9 e 22 em que ha o encurtamento visivel dos
bracos longos de um dos cromossomos 22 (ROWLEY, 1973). Este cromossomo
anormal ficou conhecido como cromossomo Ph (GOLDMAN & MELO, 2003;
KURZROCK et al.,, 2003). Existente em 95% dos pacientes com LMC, o
cromossomo Ph é oriundo da translocacdo equilibrada entre o gene ABL (Abelson
Murine Leukemia) encontrado no cromossomo 9, com o gene BCR (breakpoint
cluster region) no cromossomo 22, resultando na formacdo do gene quimérico
denominado BCR-ABL (BARTRAM, 1983); figura 1.
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Figura 1: Formacdo do Cromossomo Filadélfia (Ph). Fonte: Adaptado de Cancer National Institute,
2010.

Esse gene hibrido resultante BCR-ABL codifica uma proteina de fuséo
anormal com tamanho de 210 kDa. Esta proteina possui atividade TK aumentada
desempenhando um papel central na leucemogénese por se encarregar pela
progressdo da LMC (BEN-NERIAH, 1986; CLARKSON et al., 1997; FADERL et al,
1999; VERFAILLIE, 1999; DRUKER et al, 2001). Tanto mecanismo da translocacao
dos genes BCR e ABL quanto a transformacdo de fato na LMC ainda é
desconhecido. Além disso, a proximidade desses genes na interfase das células
hematopoiéticas pode favorecer a translocacdo entre os mesmos (HUNTLY et al.,
2001). O gene ABL-BCR presente no cromossomo 9 é expresso em 70% do casos
de LMC, porém o BCR-ABL presente no cromossomo Ph é expresso em todos os
casos de LMC.

O gene ABL encontrado no cromossomo 9 codifica a proteina ABL com
tamanho de 145 kDa que possui atividade TK. Estruturalmente, ao longo do gene,

existem diferentes dominios importantes na transducao de sinais e na regulacao do
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crescimento (DEININGER, GOLDMAN, MELO, 2000). O terminal aminico (N) possui
um local de miristoilacdo que permite a interacao da proteina codificada com outras
proteinas de membrana e dominios homdlogos SRC (SH) capazes de regular a
atividade TK. Tanto a zona central quanto o terminal carboxilico (C) compreendem

locais de ligacao de estruturas como DNA e actina (Figura 2).

ABL (Cromossoma 9)

Eidoc
A

£+ =%

Local de Locais SH Locais de Ligacao
Miristoilagao (nlcleo, DNA, Actina)

Figura 2: Dominios funcionais do produto do gene ABL. Fonte: Adaptado de Farderl et al., 1999.

A proteina BCR de tamanho 160 kDa é codificada pelo gene BRC localizado
no cromossomo 22. Em sua estrutura, esse gene possui diversos pontos funcionais.
O terminal aminico (N) apresenta um dominio que possibilita a dimerizagéo in vivo e
outro que compreende a atividade de cinase de serina-treonina. A zona central
codifica um fator de troca de guanosinas, o Guanine Nucleotide Exchange Factors
(GEF) que atua mediando na ativacdo da proteina RHO responséavel por ativar
fatores de transcricdo como o NF-kB. O terminal carboxilico (C) codifica uma
GTPase com desempenho na proteina RAC que esta envolvida tanta na regulacéo
da polimerizagdo da actina quanto na atividade da NADPH oxidase das células
fagociticas (ADVANI, PENDERGAST,2002); figura 3.
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Figura 3: Dominios funcionais do produto do gene BCR. Fonte: Adaptado de Farderl et al., 1999.

2.3.2 ASPECTOS BIOLOGICOS E VIAS DE SINALIZACAO DA TK DO BCR-ABL

A oncoproteina BCR-ABL acarreta a ativagao constante da TK, resultando na
fosforilagdo de inUmeros substratos citoplasmaticos que ativam cascatas de
transducao de mdltiplos sinais atingindo tanto o crescimento quanto a diferenciacao
celular. E inevitavel que esses transcritos de BCR-ABL realizem modificacdes nas
vias regulatorias intracelulares capazes de promover mutacfes que comprometem o
ciclo celular e promovem danos para célula. A ativacdo das vias de sinalizacéo esta
relacionada as alteracdes caracteristicas da LMC. Dentre essas alteracfes estéo:
interacdo com vias bioquimicas como a via RAS, independéncia de fatores de
crescimento para proliferacdo celular, diminuicdo da apoptose pela via STAT5
(signal transducer and activator of transcription), hiperativacdo da molécula
antiapopitética BCLxI, inativacdo da molécula pré-apoptética BAD via AKT,;
desregulacdo da citoadesédo celular, havendo liberacdo prematura de células
mieloides imaturas na circulacdo (efeito da CRKL); alteracbes na angiogénese; e
aumento da instabilidade genética responsavel pela progressdo da doenca
(BOLLMANN; GIGLIO, 2011); figura 4.



26

Desequilibrio do ciclo celular

Resistém:‘ia

Figura 4: Principais atividades do hibrido BCR-ABL na célula. Fonte: Adaptado de SANTOS &
FERREIRA, 2006.

Na interacdo com a via bioguimica Ras a proteina Ras é transdutora de sinais
no ciclo GTP-GDT, onde controle positivos (GTP) e negativos (GDT) norteiam a
proliferacdo celular. IniUmeros eventos em série fazem com que aja a ativacao
permanente da Ras-GTP gerando mudancas nas func¢des de regulacéo, proliferacéo
e diferenciagédo das células hematopoiéticas. Outra alteracdo caracteristica na LMC
€ a independéncia de fatores de crescimento, visto que os fatores de crescimento
(UFC) possuem funcionalidades no desenvolvimento, proliferacdo, sobrevivéncia e
diferenciacdo das células normais. A ativagdo de sinalizadores intracelulares, a
expressdo de genes do controle do ciclo celular mutados e a interagdo com
receptores de fatores de crescimento resultam da independéncia do GF externos
pela expressdo do BCR-ABL na célula. O hibrido BCR-ABL também é capaz de
hiperativar a expressdo de moléculas antiapopitéticas como a BCL-x;, além de
inativar moléculas pré-apoptéticas como a BAD via AKT. Ha estudos que mostram
ainda a capacidade do gene BCR-ABL de inibir caspazes enddgenas da familia IAP
via PIBK/ART/NF-kB. Além disso, a adesdo celular € um controle negativo na
proliferacdo celular. Os transcritos de gene BCR-ABL como a proteina p210°2"
impedem o funcionamento do citoesqueleto pela fosforilagdo em substratos
especificos. A proteina p210°® faz com que a célula hematopoiética tenha



27

deficiéncia de adesdo na medula, porque um grupamento fosfato de proteinas do
complexo de adesao é adicionado para impedir a interacdo de entre as integrinas e
os microfilamentos de actina (SANTOS & FERREIRA, 2006).

2.3.3 EPIDEMIOLOGIA DA LMC

A LMC ¢é uma doenca mieloproliferativa clonal que representa
aproximadamente 15% de todas as leucemias. Possui incidéncia anual de 1,6 casos
em cada 100.000 habitantes. No Brasil, estimasse que a incidéncia das leucemias
seja de seis casos para cada 100.000 homens e 4,8 para cada 100.000 mulheres.
Possui maior frequéncia em adultos entre 40 e 60 anos de idade afetando ambos os
sexos, porém com maior predominancia no sexo masculino. Contudo, pode
acometer individuos de todas as faixas etarias, com menos de 10% dos casos de
pacientes com até 20 anos. (KANTARJIAN et al., 1999; CHOPRA, 1999).

A exposicdo a radioatividade ¢é principal fator de risco tanto para o
desenvolvimento da LMC como para o surgimento de outros tipos de cancer
(CASTRO et al.,, 2012). No entanto, apesar da provavel relacdo entre LMC e
radiacdo ionizante, na maioria dos casos ndo ha fator predisponente conhecido
(BOLLMANN; GIGLIO, 2011).

2.4 Diagndéstico

Em geral, o diagndstico se estabelece pelos aspectos clinicos e laboratoriais
(BAIN, 2007). Métodos como hemograma completo, mielograma, medicdo da
esplenomegalia, bidpsia de medula com coloracdo de prata, cariotipo da medula
O0ssea, PCR-qualitativo para identificar o gene transcrito BCR-ABL, e PCR
guantitativo sdo utilizados fazer o reconhecimento da LMC e definir a fase evolutiva
dessa enfermidade (ALMEIDA et al., 2009).
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A LMC é uma doenca que evolui em fases e representa aproximadamente
15% de todas as leucemias. A primeira fase é a fase crbnica, a segunda é a fase
acelerada e a ultima é a fase aguda (Crise blastica). Geralmente os pacientes séo
diagnosticados na fase cronica, por meio de exames periédicos como o hemograma,
onde frequentemente ndo apresentam sintoma algum da doenca (BAIN, 2007).
Nesse aspecto, 0 hemograma mostra-se como uma ferramenta relevante para a
identificacdo da LMC, assim como sua adequada interpretacdo € fundamental na
direcdo do diagnostico. Desse modo, alguns aspectos principais do perfil do
hemograma nas diferentes fases da LMC devem ser observados e estao
representados no Quadro 1.

Em estagios iniciais da doenca, as alteracdes mais frequentes observadas no
hemograma séo a diminuicdo ou aumento das plaquetas podendo chegar a valores
acima de 700.000/mm® em até 30% dos pacientes. A leucocitose com desvio
escalonado também é uma alteracdo frequente que configura uma caracteristica
basica na LMC, uma vez que os leucécitos podem chegar a 500.000/mm?3. Por meio
da contagem diferencial € possivel observar células da série mieldéide em todos os
niveis de maturacdo, com predominio de mielocitos e neutréfilos segmentados.
Pode-se encontrar também eosinofilia e basofilia, além do aumento nos valores
absolutos de linfocitos, principalmente devido aos linfécitos T (WETZLER; BYRD;
BLOOMFIELD, 2005; REDAELLI et al., 2004).

Apesar dos pacientes ndo apresentam risco aumentado de infecgao,
inameras anormalidades funcionais foram constatadas “in vitro”. Dentre estas
anormalidades, encontram-se a diminuicdo da adesdo ao estroma da medula éssea,
retardo da migracdo para sitios extravasculares, reducédo na atividade fagocitica e
bactericida, menor contetdo de lactoferrina e lisozima. A funcao das células “natural
killer” (NK) também esta reduzida por uma maturacdo defeituosa destas células
(FUGIMIYA et al., 1987).

Alguns sintomas tipicamente apresentados pelos pacientes sao letargia,
aumento do volume e desconforto abdominal pela esplenomegalia e outros com
relacdo a anemia que pode ser discreta com padrdo normocrémico normocitico. A
manifestacdo de febre, sangramentos ou tromboses ndo é comum nesta fase,

contudo a perda de peso e a sudorese néo séo raras (SAWYERS, 1999).



Quadro 1 — Perfil do hemograma nas diferentes fases da LMC

Fase da doenca

Parametro analisado

Valores encontrados

Fase Crbnica

Leucograma

Contagem de

leucécitos

Leucocitose (>50.000
leucécitos/mm?), com desvio a

esquerda

Diferencial

Predominio de neutréfilos e

mielécitos

Contagem metamieldcitos

Raros promielécitos

Presenca de até 10% de blastos

Basdfilos e eosintfilos 4

Eritrograma

Anemia normocitica

normocroémica

Presenca de eritroblastos

Plaquetas

Valor normal ou 4

Fase Acelerada

Leucograma

Contagem de

Leucocitose crescente (>

leucécitos 100.000 leucécitos/mm?®)
Diferencial 4 Blastos (10 a 19%)
4 Basodfilos (220%)
Eritrograma Anemia crescente
Plaquetas < 100.000 ou > 1.000.000
Crise Blastica Leucograma
Diferencial 4 Blastos (>20%)

Adaptado de: Bain, 2004; Bollman & Giglio, 2011; Bortolheiro & Chiattone, 2008; Grando &

Wagner, 2008; Swerdlow et al., 2008; Xavier et al., 2010.
Nota: LMC= Leucemia Mieléide Crdnica
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Figura 5: Hematopoiese na Fase Croénica da LMC. Fonte: Adaptado de Lobo et al., 2007.

A fase acelerada resulta da progressdo da doenca pelo paciente, mas sem
evidenciar critérios de leucemia aguda, configurando assim, um estagio
intermediario na patologia. Caracteriza-se pelo agravamento de sintomas
constitucionais, esplenomagalia progressiva, refratariedade ao tratamento com
progressiva leucocitose e/ou trombocitose. A anemia e a trombocitopenia também
sdo verificadas. Observa-se um aumento percentual de blastos, promielécitos e
basofilos tanto na medula 6ssea quanto no sangue periférico. Os pacientes podem
desenvolver anormalidades genéticas adicionais que ndo estavam presentes no
diagnostico, sendo provaveis precedentes das manifestagcbes clinicas e
hematolégicas da crise blastica (O'DWYERS et al., 2002).

Um dos principais critérios de identificacdo da crise blastica € a contagem de
blastos. O numero de blastos deve ser igual ou superior a 20% na medula éssea ou
no sangue periférico ou presenca de cloromas (SWERDLOW et al., 2008). Em
relacdo a natureza da populacdo blastica, aproximadamente 70% dos casos
correspondem a linhagem mieldide. A transformacéo linféide ocorre em 20% a 30%
dos pacientes e a transformacdo bifenotipica € mais raramente encontrada.
(BORTOLHEIRO; CHIATTONE, 2008; BOLLMANN; GIGLIO, 2011). No avanco da
doenca, as células leucémicas perdem a capacidade de sofrer diferenciacédo
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terminal, resultando numa expansdao de células primitivas, que podem estar
localizadas em tecidos ndo hematopoiéticos (MELO, 2007).

Na crise blastica miel6ide, a transformacdo pode ocorrer em multiplas
linhagens ou ainda ser predominante em uma linhagem mielobléstica, eosinofilica,
basofilica, monocitica, megacarioblastica ou a combinacdo destas (CORTES,
KANTARJIAN, 2003; THIELE, KVASNICKA, 2006). Os pacientes em crise blastica
de leucemia mieldide crbnica possuem maior frequéncia de sintomas, incluindo
perda de peso, febre, sudorese noturna e dor Ossea. Anemia, complicacdes
infecciosas e sangramento também sdo comuns (SUREDA et al., 2003).

J& na crise blastica linfoide, geralmente ndo ocorre displasia e nem basofilia,
sendo com frequéncia a célula B precursora ou comum, raramente a célula T
(CORTES, KANTARJIAN, 2003; BAIN, 2005). A crise blastica apresenta uma

resposta precaria as diferentes manobras terapéuticas utilizadas.

2.5 Neutroéfilo

Os neutrdfilos sdo células sanguineas produzidas e armazenadas na medula
O0ssea e quando estas células se tornam maduras, sdo liberadas na corrente
sanguinea. Os neutrdéfilos séo os leucdcitos mais abundantes do sistema imune e
possuem um papel crucial como primeira linha de defesa em processos infecciosos
e inflamatdrios (KOBAYASHI e DELEO, 2009). Na medula 6ssea, a producdo de
neutroéfilos ocorre a partir de células hematopoiéticas pluripotentes, sob estimulos de
numerosos mediadores, em especial os fatores de estimulos de granuldcitos (G-
CFS) e de coldnias de granuldcitos e mondcitos (GM-CFS) (PEDROSA, 2013).

Os neutrdfilos possuem uma meia-vida que pode variar entre 6 a 12 horas na
circulacdo. No entanto, esse tempo de meia-vida pode se prolongar pela acdo de
alguns agentes ou processos infecciosos (ALMEIDA et al.,, 2012). Tém
aproximadamente 12-15um de didmetro e morfologicamente séo classificados como
células polimorfonucleadas (PMNs). Apresentam um ndcleo lobulado e sao

denominados granulécitos, pois possuem diversos granulos no citoplasma, que séo
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delimitados por membranas que armazenam proteinas essenciais as suas funcdes
(LUZ, 2004; VITAL, 2015).

Os granulos citoplasmaticos sao classificados em granulos primarios ou
azurdfilos, granulos secundarios ou especificos e granulos terciarios (FAURSCHOU,
BRREGAARD, 2003). Os granulos primarios surgem quando os neutroéfilos estdo na
fase de promiel6citos e se caracterizam por conterem a enzima mieloperoxidase. Na
fase de metamieldcitos, os granulos secundarios sdo formados e passam a conter
lactoferretina, colagenase, lisozima e fosfatase alcalina. E, por sua vez, os granulos
terciarios contém gelatinase e metaloproteinase (PONTES, 2016).

A gquimiotaxia corresponde em um processo importante da resposta imune.
Os neutrofilos sdo ativados pela presenca de produtos microbianos, citocinas ou
guimiocinas, tais como: fator de TNF-a, GM-CFS, interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-8 e
interferon y ou outras substancias liberadas pelas células do tecido lesado e migram
para o local inflamado, sitio infeccioso, fisiolégico, como na embriogénese, e cancer,
nas metastases. Quando estas células chegam ao local da inflamag¢do ocorrem
interacdes transitorias entre selectinas e células do endotélio que resultam em
ligacdo e rolamento de neutréfilos. Esses sdo os primeiros passos da cascata de
recrutamento de leucécitos. Uma vez ativados, ocorre o aumento da expressado de
selectinas, como a E-Selectina e P-Selectina expressas no endotélio e PSGL e L-
Selectina (CD62L) expressas pelos neutréfilos (PHILLIPSON e KUBES, 2011).

Esta etapa permite que os neutréfilos em circulacdo sejam capturados por
células do endotélio préximas da area inflamada. Os receptores acoplados a
proteina G nos neutréfilos rolantes ligam as quimiocinas sequestradas no endotélio,
gerando sinais "de dentro para fora" que induzem mudancas conformacionais em
integrinas B2 expressas por neutréfilos que aumentam sua avidez e afinidade,
resultando em detencdo de neutréfilos e rastreamento intravascular subsequente ao
local de transmigragcdo. Com a expresséo das integrinas-f2 LFA-1 (CD11a/CD18) e
Mac-1 (CD11b/CD18), ocorre a adesédo firme de neutréfilos a células do endotélio
através da ligacdo as integrinas ICAM-1 e ICAM-2 na superficie do endotélio
(KOBAYASHI e DELEO, 2009; BORRENGAARD, 2010; LYCK e ENZMANN, 2015;

VITAL, 2015). ApGs a adeséo firme, o processo de transmigracdo dos neutréfilos
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inicia-se para o interior dos tecidos. Na qual, ocorre predominantemente através das
Tight-junctions entre células do endotélio (PHILIPSON, 2006).

Existem dois tipos de transmigracdo, o paracelular e o transcelular. No
paracelular ha menos proteinas juncionais e o alinhamento das células endoteliais é
menos ordenada (2 a 5 minutos) entre as jungdes celulares, e nas juncdes celulares
denominadas transcelular, ocorre através de uma célula endotelial, porém €& mais
demorada, cerca de 20 a 30 minutos, figura 6. Esta fase € regulada pelas integrinas-
B2, LFA-1 e Mac-1, nos neutrdfilos e por ICAM-1 e PECAM-1, expressas em células
do endotélio (KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013; VITAL, 2015).

Os neutrodfilos tem a capacidade de eliminar diversos patdgenos, restos de
tecido, pelo processo de fagocitose e, seguinte liberacdo de espécies reativas do

oxigénio e do nitrogénio, além de producéo e liberacao de citocinas.

Rolamento Adesdo Rastejando Transmigracao

E‘l’ranscembr
\através de célula
intraluminal

Figura 6: Cascata de recrutamento de neutrdfilos. Fonte: Adaptado de Kolaczkowska e Kubes, 2013.
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2.5.1 FAGOCITOSE

Os neutréfilos podem eliminar patégenos no meio intra e extracelular. Esse
processo € denominado de fagocitose. A fagocitose € um mecanismo de defesa
essencial da resposta imune inata. Inicia-se o processo a partir do contato da célula
fagocitaria com o agente invasor, sendo acompanhado de sinais que ativam
processos celulares, tais como rearranjo do citoesqueleto, ativagcdo de mecanismos
microbicidas, producdo de citocinas pré e anti-inflamatérias, ativacdo de apoptose
celular e mecanismos de apresentacdo de antigenos para as células do sistema
imune adaptativo. No processo de reconhecimento das particulas e sinalizacdes
intracelulares, pode-se dizer que o processo de fagocitose ocorre através do
reconhecimento e internalizacdo do patdgeno, sinalizagao intracelular e acoplamento
da atividade fagocitaria a resposta inflamatoria local e sistémica (UNDERHILL;
OZINSKY, 2002; OLIVEIRA, 2012).

O agente invasor pode ser reconhecido tanto através da sua ligacdo direta
aos receptores, quanto através da ligacdo de opsoninas em sua superficie aos
receptores localizados na membrana das células fagocitarias. Na fagocitose
intracelular, as sinalizacdes da presenca de particulas sinalizadoras induzem a
polimerizacdo de moléculas de actina e a membrana citoplasmatica estende-se por
toda a particula invasora, levando-a ao centro da célula. O fagossoma transforma-se
em fagolisossoma, resultando na liberacdo do contetdo enzimatico de granulos
primarios e secundarios que sao ricos de hidrolases acidas, enzimas microbicidas,
mieloperoxidase (MPO), lisosima, proteinases neutras (elastase, catepsina G e
proteinase 3 - PR3), levando o patégeno a ser morto e digerido (PEDROZA, 2013;
KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013), figura 7.

A ativacdo da fagocitose promove nos neutréfilos uma explosdo respiratoria
(ER), conhecida como ““burst™" oxidativo caracterizado pelo aumento do consumo de
oxigénio, aumento da glicélise anaerébia e geracdo de radicais livres oriundos do
oxigénio. Esta ER foi descrita em pela primeira em 1933 e, posteriormente, foi

compreendido que a ativacdo do NADPH (Fosfato de dinucleétido de nicotinamida e
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adenina) oxidase era responsavel pelo ““burst” respiratério nos neutrofilos
(PONTES, 2016).

Memoo o - Quimiotaxia e adesio de microbios

e ) m / < a fagocitos
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Figura 7: Mecanismos de morte celular por neutréfilos. Fonte: Adaptado de Benjamin Cummings
(2004).

2.5.2 NADPH OXIDASE, BURST OXIDATIVO E ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO

A NADPH oxidase € um complexo enzimatico localizado na membrana
plasmatica dos fagocitos. E composto pela juncdo de varios constituintes na
membrana citoplasmatica em resposta a um sinal que ativa o neutrdfilo. Dentre
estes compostos estdo as proteinas citossdlicas p40P"%*, p47°"** e p67°"°*, proteinas
integrais de membrana p22°"* e gp91°™* que juntas formam o citocromo b558.
Ademais, existem também as proteinas G (Rac 2 e 2 e RaplA) que ajudam na
ativacao enzimatica (ROSEN et al., 1999; PESSOA, 2009).
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O NADPH oxidase permanece inativo nas células em estado de repouso, a
partir do momento em que ha presenca de um patdégeno ou um estimulo externo, o
seu estado se torna ativado, promovendo o mecanismo microbicida oxidante, que
catalisa a producao de anion superoxido (O-;) no fagossoma (KARLSSON et al.,
2000; ORSO, 2013). Sendo responsavel pelas primeiras etapas da formacéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) sua funcédo é transportar elétrons do NADPH
no sitio citoplasmatico para o oxigénio no fluido extracelular ou no espaco intra-
fagossdmico para formar O,-. Apds estimulados por fatores ambientais, mediadores
inflamatoérios ou durante o processo de fagocitose, os neutréfilos aumentam o
consumo de oxigénio, acarretando em um conjunto de alteracdes metabdlicas que
culminam na formacdo de EROs ou como € também denominado “burst” oxidativo
ou ER.

A ER caracteriza-se pelo aumento do consumo de oxigénio e de ATP
(trifosfato de adenosina), aumento da oxidacdo da glicose pela via da hexose
monofosfato, do transporte de elétrons e da origem de radicais livres, dentre os
guais, destacam-se as EROs e as espécies reativas de nitrogénio (ERN). Essas
moléculas séo altamente reativas devido a presenca de um par de elétrons néo
pareados na ultima camada, tornando estes potentes agentes oxidantes. A producao
de O, a partir do oxigénio molecular (0?), leva a formacado de H,0, e radicais de OH,
0s quais podem eventualmente serem convertidos pela enzima MPO em outros
oxidantes reativos como acido hipocloroso (HOCI) (KLEBANOFF, 2005; ORSO,
2013; PEDROZA, 2013).

2.6 Tratamento

Desenvolvida na época da Primeira Guerra Mundial, a mostarda nitrogenada
foi o primeiro citotoxico utilizado na LMC, todavia, apesar da melhora clinica
observada, ndo se obteve impresséo na sobrevida (GEARY, 2000). Em meados dos
anos 60, o uso do agente alquilante bussulfan demonstrou uma agao mais seletiva

atuando na série granulocitica. Em 1972, a HU tornou-se o medicamento de escolha
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para o controle da LMC por apresentar taxas de resposta hematolégica completa de
até 80%. Apesar da HU ser superior ao bussulfan em relacdo a sobrevida, nenhuma
dessas terapias induzem qualquer grau de negativacdo do cromossomo Ph para
alterar a historia natural da doenca (HEHLMANN et al., 1993).

Na década de 80, foi introduzido na terapia da LMC o alfa-interferon (IFN-
alfa). Esse tratamento é capaz de aumentar as taxas de resposta hematoldgica e
citogenética, induzir o desaparecimento do cromossomo Ph e melhorar a sobrevida
dos pacientes (TALPAZ et al., 1983). Em 1986, surgem as primeiras experiéncias de
transplante de medula Ossea alogénico (TMOalo) em LMC. Essa estratégia
terapéutica é considerada o Unico tratamento curativo para a LMC (GOLDMAN &
DRUKER, 2001). O beneficio do transplante € devido ao efeito imunolégico enxerto
versus leucemia, mediado pelos linfocitos do doador. Porém, a idade superior a 40
anos, fase avancada da doenca, demora no diagndstico e doador ndo aparentado
séo fatores de pior prognéstico para o transplante. Apesar do seu poder de cura,
somente 15% a 30% dos pacientes serdo candidatos a este procedimento
(GRATWOHL, 2003).

2.6.1 MESILATO DE IMATINIBE

No decorrer dos anos revelou-se uma grande quantidade de informacdes a
respeito dos eventos moleculares abrangentes no desenvolvimento do cancer
humano. Por meio da compreensdo dessas informacbdes sobre as vias de
sinalizacdo reguladoras do crescimento, o ciclo celular e a apoptose, obtiveram-se
in0meros alvos para agentes antineoplasicos. O mesilato de imatinibe (MIl) é o
melhor exemplo de como o entendimento da patogénese molecular de uma
neoplasia maligna humana pode levar ao avanco de uma estratégica terapéutica
eficiente. (MAURO et al., 2002).

Estudos em modelo animal estabeleceram que o gene quimérico BCR-ABL
atua como um oncogene leucémico capaz de ativar naturalmente a TK, sendo

essencial para transformacdes funcionais da proteina. Quando a TK se liga ao ATP,
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ocorre a transferéncia de fosfato do ATP para tirosinas residuais de proteinas
especificas. Apoés fosforiladas, essas proteinas desencadeiam iniUmeras etapas que
provocam os defeitos fisiopatoldgicos presentes na LMC. Logo, se ocorrer o
bloqueio da ligacdo do ATP com a tirosina quinase, havera também o bloqueio das
etapas envolvidas nessa patogénese (DRUKER, 2000; FARDEL et al, 2000).

Depois de testarem diversos inibidores da tirosina quinase, o MI mostrou-se
capaz de matar especificamente as células neoplasicas da LMC, porque ele é um
inibidor competitivo do ATP capaz de bloquear a atividade da tirosina quinase ao se
ligar nos sitios de fosforilacdo do BCR-ABL (GOLDMAN, 2000; SAVAGE &ANTMAN,
2002). Isso faz com que o farmaco reduza notadamente a quantidade de células
leucémicas na fase cronica da doenca, além de proporcionar aumento da sobrevida
aos pacientes em comparagao aos agentes convencionais.

Em 2002, o MI se tornou a primeira linha de tratamento nos diagnosticos
recentes em pacientes com LMC por sua capacidade de remissdo citogenética
completa. No entanto, caso haja interrupcdo do tratamento quimioterapico, 0s
pacientes podem ter recidivas e evoluir para a fase final da neoplasia (GRANDO et
al, 2008).

2.6.1.1 Mecanismo de acéo

O MI age inibindo de maneira potente e especifica in vitro e in vivo a TK
relacionada ao gene ABL, o receptor de células primordiais (c-kit ou CD 117), o
receptor do fator de crescimento plaquetario (PDGF), além de todas as formas do
oncogene ABL (BCR-ABL, TEL-ABL e v-ABL), impedindo a fosforilagdo dos
substratos envolvidos no ciclo celular devido possuir alta afinidade com o sitio de
ligacdo do ATP (Figura 6). Sua acdo € baseada na competicdo com o substrato da
enzima TK e induz a parada da proliferacdo e a apoptose das células leucémicas. O
Ml é capaz de induzir uma resposta hematolégica rapida e completa em

praticamente todos os pacientes com LMC na fase cronica, 50% na fase acelerada e
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até mesmo uma pequena parcela dos pacientes que estdo na crise bléstica
(LYSENG-WILLIAMSON & JARVIS, 2001; GRANDO et al, 2008).

Figura 8: Mecanismo de agdo do mesilato de imatinibe. Fonte: SAVAGE; ANTMAN, 2002.

Nota: A figura A mostra a molécula de ATP ligada a proteina BCR-ABL1 e a conseqliente fosforilagdo
dos residuos de tirosina do substrato que, quando fosforilado, ativa outras moléculas efetoras. A
figura B mostra o mesilato de imatinibe ocupando o mesmo sitio de ligacdo com bloqueio da
ancoragem do ATP e impedimento da fosforilacdo do substrato. BCR-ABL: Breakpoint Cluster Region
— Abelson, ATP:Adenosina Trifosfato, ADP: Adenosina Difosfato.

2.6.1.2 Farmacocinética

A absorcédo do MI ocorre rapidamente, alcangcando um pico de concentracao
plasmatica em 2 a 4 horas depois de ingerido. Possui meia-vida de

aproximadamente 18 horas. Maior parte Ml é eliminada nas fezes (68%) e somente
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13% € excretado na urina. Apresenta alta ligacdo a proteinas plasmaticas,
principalmente a albumina. Sua metabolizacdo € hepatica, sendo substrato do
citocromo P450. A concentracdo plasmatica pode ser alterada caso sejam
administrados farmacos inibidores ou indutores da enzima P450 em conjunto com o
MI. Pode ocorrer diminuicdo na metabolizagdo quando administrado farmacos como
cetoconazol, itraconazol, eritromicina e claritromicina que sao inibidores da atividade
P450. Ja o aumento da metabolizacdo ocorre quando administrado farmacos como
dexametasona, fenitoina, carbamazepina, rifampicina e fenobarbital que sao
indutores do citocromo P450. O MI também pode aumentar as concentracdes
plasméticas da sinvastatina e ciclosporina (substratos do P450) (LYSENG-
WILLIAMSON & JARVIS, 2001). A dose oral recomendada para paciente com LMC
na fase crbnica é de 400 mg diario, ja para os pacientes em fase acelerada ou crise

blastica é recomendado utilizar 600 mg por dia (COX et al., 2003).

2.6.1.3 Perfil de toxicidade e Resisténcia ao Mesilato de Imatinibe

O MI tem boa tolerancia pela maioria dos pacientes e, geralmente, os efeitos
adversos sdo moderados com reducdo da dose ou suspensdo do tratamento com
recomeco gradativo posterior da dose. Um dos efeitos mais frequentes é a
mielossupressao, sobretudo na fase cronica da doenca. Devera ocorrer a suspensao
da medicacdo quando o desenvolvimento de toxicidade hematolégica for de grau
maior ou igual a 3 com neutréfilos < 1.000/hL, plaquetas < 50.000/hL ou
hemoglobina < 8,0 g/dL. ApGs a recuperacéo para grau 2 com neutroéfilos > 1500 /hL,
plaquetas > 100.000/hL e hemoglobina > 10,0 g/dL, o tratamento devera ser
retomado com reducdo da dose para 300 mg, haja vista que menos de 5% dos
pacientes apresentam esse quadro prolongado.

Dentre os demais efeitos adversos estdo edema, diarreia, nausea, caibra
muscular, dor muscular e éssea, erupcdes cutaneas, fadiga, dor de cabeca, prurido,
toxicidade hepética, leucopenia, granulocitopenia, trombocitopenia e anemia

(D’ANTONIO, 2005). Geralmente, ndo h& frequéncia de complicagbes infecciosas
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com a neutropenia grave ao se comparar oS pacientes com mielossupressao
induzida por quimioterapia, devido a auséncia de dano a mucosa.

Mesmo com a seguranca e eficacia da terapia com MI, pacientes da fase
acelerada e da crise blastica podem sofrer recaida e resisténcia. Essa resisténcia
pode ser explicada seja por amplificacdo do gene BCR-ABL ou mutac¢fes adquiridas
oriundas da presséao seletiva da terapia com MI (BRANFORD, HUGHES, 2006). Hoje
em dia, estdo sendo utilizados também como terapia os inibidores da tirosina-
guinase de segunda geracdo. Eles atuam de modo semelhante ao MI, mas com
maior intensidade de inibicdo do BCR-ABL e demonstram eficacia na maioria dos
pacientes resistentes ou intolerantes. Dentre eles, citam-se o dasatinibe, o nilotinibe
e o bosutinibe.

O dasatinibe é 300 vezes mais potente in vitro contra a proteina BCR/ABL
que o MI. E usado em casos resistentes ao Ml devido ligar-se a conformacdes ativas
e inativas do dominio ABL inibindo tanto quinases ABL quanto SRC, sendo sua
resposta bastante satisfatéria num grupo muito grande de pacientes com diferentes
mutacdes, exceto T315l. Podem ocorrer efeitos adversos, tais como neutropenia,
plaguetopenia, diarréia, vomitos, nausea, hemorragia gastrointestinal, rashes
cutdneos e edema. Ja o nilotinibe, € um farmaco muito ativo para pacientes
resistentes ou intolerantes ao MI, possuindo poténcia e seletividade pelo ABL entre
20 e 50 vezes maior que o MI com atividade por via oral. Demais famacos também
estdo em desenvolvimento para o tratamento de pacientes resistentes ou
intolerantes aos inibidores de primeira e segunda geracdo, como o0 bosutinibe
(SOUZA, 2008; CHAUFFAILLE, 2009).

2.6.1.4 Resposta ao tratamento

A resposta hematologica € definida por uma normalizagdo das contagens
sanguineas periféricas, com leucécitos <10x10° células/L e plaquetas <450x10°

células/L, auséncia de células imaturas como mieldcitos, promielécitos ou blastos no
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sangue periférico, auséncia de sinais e sintomas da doenca, com desaparecimento
da esplenomegalia (BACCARANI, 2013; National Comprehensive Cancer Network,
2015.)

A resposta citogenética € definida por cariétipo convencional em medula
Ossea e se divide em completa, com 0% metafases com Ph+; parcial, com 1 a 35%
de metafases com Ph+; major, com 0 a 35% de metafases Ph+, englobando a
resposta completa e parcial; ou minor, com >35% de metafases Ph+. Ao chegar na
resposta citogenética completa o numero residual de células Ph+ s6 pode ser
acedido por métodos moleculares quantitativos (BACCARANI, 2013; National
Comprehensive Cancer Network, 2015.)

A resposta molecular é realizada por PCR em Tempo Real quantitativo (QRT-
PCR), através da determinacado do réacio dos transcritos BCR-ABL e dos transcritos
de ABL ou GUS (gene controlo). A resposta molecular major (RMM) é um nivel de
transcritos BCR-ABL <0,1% na escala internacional (IS), que corresponde a uma
reducdo de 3 log dos transcritos BCR-ABL. As respostas moleculares com uma
reducdo >4 log da linha de base s&o consideradas respostas moleculares profundas
e na escala internacional correspondem a uma resposta molecular 4 (RM4.0),
gquando BCR-ABL<0,01%, RM4.5 quando BCR-ABL<0,0032% e RMS5.0 quando
BCR-ABL<0,001% (BACCARANI, 2013; National Comprehensive Cancer Network,
2015.)

A insercao do MI mudou a perspectiva da terapia medicamentosa da LMC em
nivel mundial. Baseado em estudos de fase 1,1l e lll, o MI tornou-se o tratamento de
primeira linha para pacientes com LMC recém-diagnosticados por demonstrar
resposta citogenética, resposta hematoldgica, excelente sobrevida livre de
progressédo alcancada e controle da enfermidade a longo prazo. Entretanto, alguns

guestionamentos permanecem a esta terapia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Avaliar a funcéo de neutréfilos em portadores de LMC Ph! positiva antes e

apos o inicio do tratamento com M.

3.2 Objetivo Especifico

- Avaliar o nimero de neutréfilos circulantes em portadores de LMC Ph?
positiva, antes e apds o inicio do tratamento com M, através do hemograma;

- Avaliar se o uso do Ml interfere na funcéo fagocitica, in vitro, dos neutrofilos;

- Avaliar o metabolismo oxidativo dos neutréfilos pelo teste de reducdo do

tetrazoélio nitro azul.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Local de realizacédo do estudo

Os participantes desse estudo foram selecionados no ambulatorio de
hematologia do Hospital Ophir Loyola (HOL), Belém-PA, no momento do
diagnéstico. O diagndstico da LMC Ph positiva foi realizado segundo os critérios da
OMS (2008), ocorrendo por uma soma de fatores como historia, aspectos clinicos,
hemograma, leucograma, mielograma, bidpsia de medula 6ssea (BMO), presenca
do cromossomo Ph e PCR-qualitativo para identificar o gene transcrito BCR-ABL. A
escolha deste local foi determinada por se tratar de uma Unidade de Referéncia no
tratamento de pacientes com doencas oncolégicas na regido Norte do pais, que
admite casos novos vindos do interior do estado, do municipio de Belém e regido
metropolitana. Os experimentos e analises foram realizados no Laboratério de

Hematologia Clinica da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal do Para.

4.2 Selecao da amostra

4.2.1 POPULACAO DO ESTUDO

No total, 26 participantes foram orientados especificamente sobre os objetivos
do estudo, assim como todos os beneficios, riscos e procedimentos envolvidos no
protocolo de pesquisa. Quando em conformidade com os esclarecimentos
prestados, 0s participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (ANEXO A) passando a fazer parte do estudo. Os participantes

foram alocados em dois grupos:
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® Grupo controle (Grupo A): composto de treze individuos adultos de ambos
0S sexos, saudaveis e que nao possuiam o hébito de consumir bebidas alcodlicas ou
farmacos. Apresentando parametros hematologicos dentro dos valores de referéncia
sem ter alguma infeccdo e/ou inflamacdo. Sendo voluntarios desse grupo
funcionarios e alunos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFPA que
concordaram em participar do estudo e assinaram o TCLE. A coleta de sangue
destes voluntarios foi realizada no Laboratério de Hematologia Clinica da referida

faculdade.

® Grupo diagnosticado com LMC Ph' positiva (Grupo B): composto de treze
individuos adultos de ambos os sexos. Foram realizadas nesse grupo trés coletas
sanguineas. A primeira coleta no momento do diagnostico com o0 paciente sem
tratamento (Grupo B1, n=13), a segunda coleta apés um més de tratamento com Mi
(Grupo B2, n=13) e a terceira coleta ap0s quatro meses de tratamento (Grupo B3,

n=13). Em todos os pacientes o tratamento foi realizado com 400mg de MI.

4.2.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram selecionados para o estudo pacientes, de ambos os sexos, com LMC
Ph! positiva no momento do diagndstico (casos novos) antes de iniciarem o
tratamento quimioterapico, com idade igual ou superior a 18 anos, atendidos no

Ambulatério de Hematologia e Hemoterapia do Hospital Ophir Loyola.

4.2.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Excetuaram-se os individuos que ndo concordaram em participar do estudo
ou ndo assinaram o TCLE e que declararam ter apresentado febre, infecces,

inflamacdes e alergias no ultimo més, ja em tratamento quimioterapico, e/ou estado
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de imunossupressdo (diagnéstico de doengca imunossupressora), bem como
pacientes com outros tipos de neoplasias, visto que essas condicfes podem alterar

o perfil fagocitico.

4.3 Aspectos Eticos

Essa pesquisa foi submetida & apreciagdo da Comissdo de Etica em
Pesquisas do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto e aprovada com nimero
de parecer 2.035.172 e CAAE: 64964917.6.0000.0017 por estar de acordo com a

Resolucéao n°466/2012 e suas complementares do Conselho Nacional de Saude/MS.

4.4 Coleta de Dados

4.4.1 INFORMACOES HEMATOLOGICAS

Os dados hematoldgicos dos pacientes do Grupo B foram coletados pelo
proprio pesquisador por meio de entrevista com cada paciente no dia das coletas
sanguineas e da busca nos prontuarios médicos gerados no momento do
diagnéstico, sendo as informacdes como dados pessoais, hemograma, uso de
medicacdes repassadas para a Ficha Clinica de Pacientes (ANEXO B) e mantidas

em sigilo de pesquisa.

4.5 Material
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Neste estudo foram utilizados acido etilenodiaminotetracetato (EDTA) 2%
(BIOLAB), Histopaque®-1077 (SIGMA-ALDRICH®), tampéo fosfato salina (PBS) 10x
(16 g de NaCl, 0,4 g de KCl, 4,336 g de Na,HPO,x7H,0 e 0,4 g de KH,PO, em 200
mL de agua destilada), solucdo de hemdlise (16,05 g de NH4CL, 1,680 g de
NaHCO3 0,74 g de EDTA em 2 litros de agua destilada) RPMI-1640 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO), soro fetal bovino (SFB) 0,01% e penicilina estreptomicina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), NBT (SIGMA-ALDRICH®), corante leishman (1,5 g de
Eosina Azul de Metileno segundo Giemsa em 1 litro de Metanol).

4.6 Métodos

4.6.1 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

A coleta de sangue para realizacdo do hemograma, dos testes de fagocitose
e de reducdo do tetrazdlio nitroazul foi praticada utilizando material descartavel e
esterilizado, seguindo os principios de assepsia. Foram colhidos 5mL de sangue por
puncdo venosa em tubo contendo EDTA como anticoagulante. Posteriormente,
essas amostras foram acondicionadas com gelox a temperatura de
aproximadamente 2°C e encaminhadas ao laboratério de hematologia da Faculdade

de Farmécia da UFPa para realizacdo dos experimentos e analises.

4.6.2 AVALIACAO DO HEMOGRAMA

As amostras foram analisadas por meio de metodologia semi automatizada,
utilizando o contador ABX micros 60, nos quais foram analisados o0s seguintes
parametros: hemécias, hemoglobina, hematécrito, VCM (Volume Corpuscular
Média), CHCM (Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média), RDW (Redcell
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volume DistributionWidth), leucdcitos totais, diferenciais, como presenca ou ndo de
neutrofilia, definida como namero de neutroéfilos absolutos >6.500/mm3 ou 270% do
namero de leucdcitos totais e plaguetas, assim como a relacdo neutrofilo/linfécito
(RNL). A RNL foi calculada para cada paciente e determinada se <5 ou 25 (WALSH
et al., 2005). Para a avaliagdo da diferencial leucocitaria e de possiveis alteracdes
celulares, como poiquilocitose, o esfregaco sanguineo foi realizado em todas as
amostras, utilizando a coloracdo panotica e posteriormente submetido a microscopia

Optica em objetiva de imersao.

4.6.3 AVALIACAO DA FUNCAO FAGOCITICA DE NEUTROFILOS CIRCULANTES

4.6.3.1 Obtencao e Preparo dos Neutrdéfilos Circulantes

Foi adicionado cerca de 5 mL de solucao salina 0,9% a amostra de sangue e
homogeneizado com cautela, o sangue-solucéo salina foi passado para um novo
tubo contendo 3mL de Histopaque®-1077 (SIGMA-ALDRICH®) (Figura 9-A) apés
esse procedimento o tubo foi centrifugado por 30 minutos a 1500 RPM, com
separacao dos leucécitos (Figura 9-B) o sobrenadante foi descartado e a camada
dos neutréfilos foi transferida para um novo tubo Falcon®. Posteriormente foi
acrescentado a solucdo de hemdlise (Figura 9-C) e centrifugado por 10 minutos a
1400 RPM, repetido duas vezes, e apds esse processo foi adicionado PBS 1x até
completar o tubo para a lavagem, (Figura 9-D), e centrifugado por 10 minutos a 1400
RPM, posteriormente descartou-se o sobrenadante, deixando apenas o pellet de
células (Figura 9-E) as células foram ressuspensas em 5 ml de RPMI completo
(Figura 9- F).
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Figura 9: Obtencéo de leucécitos do sangue periférico. (A) Tubo falcon contendo sangue:salina (1:1)
com histopaque. (B) Apds centrifugacdo. (C) Lavagem das células com solucdo de hemdlise. (D)
Lavagem das células com solugdo salina. (E) ApOs centrifugacdo pellet de células. (F) Pellet
ressuspendido em 5mL de RPMI completo. Fonte: Autor.

Foi realizada a contagem total de leucécitos adicionando-se 20 pl da solugéo
de células a solucdo de Turk (380 ul), e se contou em camara de Neubauer. A
contagem diferencial foi realizada em lamina preparada com 20 pl da solucdo de
células em citocentrifuga (150 x g, 10 min, Cito-Spin), corada e observada em
microscopio em objetiva de imersdo (100x). Foram contadas 100 células,
diferenciando-se os tipos celulares — mononucleares, neutréfilos, eosindfilos e

basofilos.
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4.6.3.2 Avaliagédo da Capacidade Fagocitica

Para o0 ensaio de fagocitose os neutrofilos obtidos foram utilizados na
concentracdo de 1,0 x 10%/ml e o zimosan sensibilizado (com plasma normal fresco)
foi utilizado como particula fagocitica. Foi pesado 0,014g de particulas de zimosan
gue foram diluidas em 50 mL de PBS1x. Desta suspenséo foram pipetados 142 pl
de plasma do préprio paciente em eppendorf e incubados durante 30 minutos em
estufa de CO;, a 5% a 37°C. A solucao de células e particulas foi incubada em estufa
de CO, a 5% a 37°C durante 60 minutos, posteriormente, as células foram
citocentrifugadas e coradas (Figura 6). Foram contadas 100 neutrofilos em cada
lamina, com e sem fagocitose, como também o numero de particulas fagocitadas.
Os resultados foram expressos por meio do indice Fagocitico (IF): IF = % neutrofilos
em fagocitose x numero médio de particulas fagocitadas (FERNANDES JUNIOR,
2006).

Figura 10: Neutr6filo sem particula fagocitada (A); neutréfilo fagocitando particulas de
zimosan (B). Coloracéo Leishman. Aumento 100x. Fonte: Autor.
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4.6.4 AVALIACAO DO METABOLISMO OXIDATIVO

Para a avaliacdo do metabolismo oxidativo de neutrofilos utilizou-se o teste
citoquimico de reducdo do tetrazdlio nitroazul (NBT) descrito por Hallett e Wilson
(1973). O NBT € um composto soluvel de coloracdo amarela que, quando reduzido
intracelularmente, é convertido em granulos insoliveis de formazan de coloracéo
preto-azulada. Em um recipiente de polipropileno adicionou-se 200 pl de sangue
total e 200 pl de uma solucéo aquosa tamponada de NBT. Em seguida, colocou-se a
tampa de polipropileno contendo a amostra ao centro de uma placa Petri com gaze
umedecida ao redor (camara umida). Incubou-se a amostra em estufa de CO, a 5%
a 37°C durante 25 minutos e posteriormente por 10 minutos na temperatura
ambiente. Realizou-se a confeccdo do esfregaco sanguineo em laminas de
microscopia utilizando o colorante de wright .

A porcentagem de células redutoras de NBT foi estabelecida a partir da
contagem de 100 neutréfilos, por meio da microscopia em objetiva de 100x com 6leo
de imersdo. Serd neutrofilo NBT positivo quando o mesmo apresentar qualquer
granulo intracitoplasmético de coloracdo azul a negro (formazam), independente de
tamanho e namero.

O fluxograma abaixo (figura 11) sintetiza o delineamento experimental

desenvolvido nessa pesquisa.
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Figura 11: Delineamento experimental.

4.7 Anélise Estatistica

Todos os dados obtidos nos grupos estudados foram comparados por meio
de testes estatisticos atraveés do programa GraphPad Prism 5.0 (USA), dependendo
de sua distribuicdo. Os resultados foram expressos pela médiatdesvio padrédo (DP).
Utilizou-se o teste de Kolmogorov Smirnov para verificar a normalidade dos dados, e
a comparacdo das médias entre os grupos foi feita pela andlise da variancia
(ANOVA) seguida do pos-teste Tukey (para dados com distribuicdo normal). Para
distribuicdo n&o gausiana, foi utilizado o Teste de Mann-Whitney para comparacao
entre dois grupos. Em todas as analises efetuadas, os parametros analisados foram

considerados significativamente diferentes quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas gerais dos pacientes

Nessa pesquisa foram utilizadas amostras de sangue de dois grupos
experimentais:

- Um grupo controle (Grupo A) de individuos saudaveis (n=13) com média de
idade (médiatDP) 54,3+15,1 anos.

- Um grupo de pacientes (Grupo B) diagnosticados com LMC Ph' positiva
(n=13) com média de idade (médiatDP) 51,2+18,7 anos. Os grupos nao

apresentaram diferenca estatistica em relacéo a idade (p=0,7527), tabela 1.

Tabela 1 — Dados referentes a género, idade e etnia do grupo controle
e dos pacientes em estudo

Grupo A (n=13) Grupo B (n=13)
Género
Masculino 8 9
Feminino 5 4
Idade (anos) 54,3+£15,1 51,2+18,7
Etnia
Branco 3 3
Pardo 5 4
Negro 5 6

Grupo A, individuos saudaveis (controle); Grupo B, pacientes em
estudo. Os valores de idade representam média e desvio-padréo.

5.2 Avaliagcdo do Hemograma e Leucograma

Por meio do hemograma foram avaliados os parametros expostos na tabela 2.
N&o houve diferenca estatistica nos parametros de hemoglobina e hematécrito entre
0s grupos A e B. As plaquetas apresentaram diferenca estatistica entre os grupos
controle e B1 e entre os grupos Bl e B3, p=0,0119.
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Os parametros de leucécitos, neutrdéfilos e linfocitos apresentaram diferenca
estatistica entre os grupos controle e B1, entre os grupos B1 e B2 e entre 0s grupos
Bl e B3.

Tabela 2 — Dados hematoldgicos do grupo controle e dos pacientes em estudo na primeira, segunda e
terceira coleta

Grupo A Grupo B Pyaior
(n=13) N&o Tratados Tratados
Grupo B1 Grupo B2 Grupo B3

(No (Apbs 1 més) (Apés 4

diagnostico) (n=13) meses)

(n=13) (n=13)

Hemoglobina 13+0,7 11,743 13,2+1,1 12,8+1,2 0,1454
(9/dL)

Hematocrito (%) 40,3+1,8 38,2+17 40,4+2,8 40+3,4 0,9353
Plaquetas 243151 438,2+225,2 298,6+228,4 197,9468,7 *0,0119
(mil/mm3)

Leucdcitos 57+1,3 116+96,3 17,1+24,9 7,2+2,4 *0,0001
(mil/mm3)
Neutrofilos 2,620,5 47,2+34,7 11,9421 4,5+1,8 *0,0001
(mil/mm3)
Linfécitos 2,2+0,5 11,549,8 2,6+1,2 2,1+0,9 *0,0001
(mil/mm3)

Grupo A, individuos saudaveis (controle); Grupos B1, B2 e B3 pacientes em estudo na primeira, segunda
e terceira coleta, respectivamente. Os valores apresentados representam média e desvio-padrdo. p<0,05
(Anova)

Mediante o leucograma foram avaliados parametros como a Relacéo
neutrdéfilo/linfocito (RNL) e a presenca ou ndo de neutrofilia nos pacientes em estudo
(Grupos B1, B2 e B3). A analise da RNL mostrou que apenas 5/13 pacientes do
Grupo B1 apresentaram RNL =5. Ao analisar a RNL nos pacientes que realizaram a
segunda coleta (Grupo B2), observou-se que apenas 3/13 pacientes apresentaram
RNL =5. E todos os 13/13 pacientes do Grupo B3 apresentaram RNL<5, conforme

demostra a figura 12.
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Figura 12: Relag&o neutrdéfilo-linfécito (RNL) em pacientes com LMC Ph' positiva na primeira coleta
(Grupo B1), n=13; na segunda coleta (Grupo B2), n=13 e na terceira coleta (Grupo B3), n=13.

Admitindo-se neutrofilia como niimero absoluto de neutréfilos = 6.500/mm?, de
acordo com o protocolo utilizado pela clinica médica do hospital Ophir Loyola, 12/13
pacientes que realizaram a primeira coleta (Grupo B1) apresentavam neutrofilia.
Dos pacientes que realizaram a segunda coleta (Grupo B2), apenas 5/13
apresentavam neutrofilia e dos pacientes que realizaram a terceira coleta (Grupo
B3), 12/13 apresentavam valores de neutrofilos dentro dos parametros de referéncia
(figura 14).
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Figura 13: Presenca ou ndo de neutrofilia em pacientes com LMC Ph' positiva na primeira coleta
(Grupo B1), n=13; na segunda coleta (Grupo B2), n=13 e na terceira coleta (Grupo B3), n=13.

5.3 Avaliacdo da Func¢éo Fagocitica

A avaliacdo da funcéo fagocitica demostrou diferenca estatistica quando
comparado o grupo controle (Grupo A) com os grupos de estudo na primeira,
segunda e terceira coleta (Grupo B1, B2 e B3), p=0,0001.

Os grupos B1, B2 e B3 apresentaram menores IFs com 2,07+0,5; 1,99+0,4 e
1,97+0,6 respectivamente, em relacdo ao Grupo A com 3,72+0,8.

N&o foi observada diferenca estatistica entre os Grupos Bl, B2 e B3, p=
0,9148.
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Figura 14: Capacidade fagocitica in vitro do grupo controle (Grupo A), n=13 e dos pacientes em
estudo na primeira coleta (Grupo B1), n=13; na segunda coleta (Grupo B2), n=13 e na terceira coleta
(Grupo B3), n=13. p<0,05 (Anova)

5.4 Avaliacdo do metabolismo oxidativo

O neutrdfilo foi considerado NBT-positivo quando apresentou qualquer
granulo intracitoplasmatico de coloracdo azul a negro, independente do numero e
tamanho, desde que estes fossem claramente diferenciados das granulagdes toxicas
e corpusculos de Dohle. A porcentagem de células redutoras de NBT foi
estabelecida a partir da contagem de 100 neutrofilos. Conforme Pasternak et al.
(1974), o valor de referéncia individual considerado normal é entre 2% a 17%. Nao
houve diferenca estatistica quanto a ativacdo do metabolismo oxidativo na prova de
reducdo do NBT entre o grupo controle (Grupo A) com 6,38%=2,1 e 0s grupos de
estudo na primeira, segunda e terceira coleta (Grupos Bl, B2 e B3) com
6,69%+2,7; 5,07%+2,6 e 5,2%=2,6 respectivamente, p=0,2997.
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Figura 15: Percentual de neutrofilos NBT positivos do grupo controle (Grupo A), n=13 e dos pacientes
em estudo na primeira coleta (Grupo B1), n=13; na segunda coleta (Grupo B2), n=13 e na terceira
coleta (Grupo B3), n=13. p<0,05 (Anova)
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6 DISCUSSAO

A LMC atinge todas as faixas etarias, até mesmo criancas. Todavia possui
uma incidéncia entre 45 e 55 anos de idade e em até 15% dos casos em individuos
a partir de 60 anos (WILLIAMS, 2006). Com relacdo as caracteristicas da amostra do
presente estudo, a média de idade dos pacientes foi de 51 anos e se revelou dentro
da faixa de incidéncia quando comparada a bibliografia relacionada. Ademais, outras
publicacdes indicam a existéncia de um predominio no género masculino em relagédo
ao feminino (ANGELIS et al., 2012; HOLMES JR et al., 2012; ZHANG & ZHU, 2012).
Esse predominio também foi observado na populacdo de pacientes com LMC
recém-diagnosticados.

O diagnéstico de LMC é realizado considerando aspectos clinicos,
citogenéticos e hematologicos. Dentre os métodos essenciais para o diagndstico
estdo o hemograma, leucograma, mielograma, além das analises citogenéticas e
moleculares. O hemograma € uma ferramenta importante para triar casos novos,
principalmente em pacientes assintomaticos. Aumento da contagem de neutréfilos
com aumento de basdfilos e presenca de células imaturas sdo algumas alteracdes
gue podem ser observadas no exame destes pacientes (SOSSELA, ZOPPAS,
WEBER, 2017).

Na avaliacdo do hemograma e leucograma, 0s pacientes sem tratamento
apresentavam leucocitose entre 20.000/mm?® e 400.000/mm® de leucdcitos. Estes
dados estdo de acordo com as informacdes citadas por ANUNCIACAO et al. (2008),
gue afirmam que a leucocitose com desvio a esquerda no sangue periférico
configura a caracteristica laboratorial mais importante na fase cronica da LMC.

As plaquetas do hemograma referente ao diagnéstico também foram
analisadas. As mesmas se apresentaram aumentadas em numero (plaquetose) em
38,5% dos pacientes. A maior parte dos individuos (61,5%) apresentou uma
contagem normal de plaquetas, entre 150.000/mm® e 450.000/mm?® e, nenhum
paciente apresentou trombocitopenia. Os resultados obtidos também estdo em
conformidade com os encontrados por PASQUINI et al. (2001) e GUIMARAES et al.

(2006), que afirmam que a contagem de plaguetas € normal ou aumentada em 30%
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a 50% dos casos, enquanto a trombocitopenia esta presente em menos de 10% dos
casos.

Na avaliacdo do sucesso terapéutico com inibidores de TK, o tratamento da
LMC visa obter uma resposta hematolégica seguida por uma resposta citogenética,
baseada na quimioterapia mielossupressora. A resposta hematolégica é
caracterizada por uma reducdo na contagem absoluta de leucdcitos, eliminagdo de
células mieldides imaturas do sangue periférico e erradicacdo de sinais e sintomas
da doenca (MARTINS et al.,, 2011). Logo, a resposta hematologica completa é
definida pelos seguintes critérios: plaquetas < 450 mil, leuctcitos < 10.000, com
diferencial normal, basofilos menor que 5% e auséncia de esplenomegalia
(BOLLMANN, GIGLIO, 2011).

Nota-se que ao avaliar os pacientes com LMC apdés o inicio do tratamento
com MI, o nimero de leucdcitos, neutréfilos e plaguetas comecou a reduzir,
demonstrando o potencial efeito do Ml na resposta hematoldgica a LMC, reduzindo
assim, o processo proliferativo. Isso é esperado, visto que o Ml induz a parada da
proliferacdo, inibe c-kit (ou CD 117) que se trata de um receptor de células
primordiais. Somado a isto, inibe também o receptor do fator de crescimento
plaquetério (PDGF) (LYSENG-WILLIAMSON & JARVIS, 2001; GRANDO et al.,
2008).

A analise do valor absoluto das células leucocitarias como os neutréfilos e
linfGcitos € voltada para avaliar o estado imunolégico do paciente, assim como
observar possivel toxicidade hematolégica devido ao tratamento (CRUVINEL et al.,
2010). Esses valores sdo analisados para manter ou suspender a quimioterapia
empregada de acordo com a resposta hematoldgica proporcionada (MELO, 2012).
Diversos estudos tém demonstrado que o niumero absoluto de neutrofilos e linfocitos
sdo importantes para o prognéstico e estadiamento da doenca (GOLDSTEIN et al.,
2015; VALPIONE et al., 2015; FARIA, 2016). Os neutrdfilos circulantes contém e
segregam o Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), um fator pré-angiogénico
gue favorece a sobrevivéncia de células tumorais, indicando maior possibilidade de
recidiva (WALSH et al., 2005).

A relacdo neutrofilo/linfocito (RNL) é considerada um teste preditor de

prognostico validados em alguns tipos de cancer, pode prever a evolugcéo de varias
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neoplasias malignas e é recomendado como uma ferramenta auxiliar na definicdo
guanto a escolha do tratamento adjuvante (McMILLAN, 2009). WALSH et al. (2005),
estudando 230 pacientes com cancer, demostraram menor sobrevida e menor
tempo livre de doenca (aumento de recidiva) nos enfermos com RNL maior ou igual
a cinco. Em nossos estudos, apos o inicio do tratamento com MI todos 0s pacientes
apresentavam RNL menor que cinco, sugerindo um aumento na taxa de sobrevida.

A diferenciacdo celular € o processo altamente regulado pelo qual as células
assumem funcdes e morfologias especializadas e geralmente envolve uma mudanca
de uma célula progenitora primitiva para uma célula madura capaz de funcionar
efetivamente (SOARES, 2009). O fator estimulador de colénias de granuldcitos (G-
CSF) e seu receptor (G-CSFR) sao de importancia crucial para a diferenciacdo de
precursores mieléides em granulécitos maduros (SCHUSTER et al.,, 2003). Foi
demonstrado que o MI pode afetar a funcdo de células normais e ndo malignas,
resultando em mielossupressdo nos pacientes tratados, além de poder afetar a
mobilizacdo, proliferacdo e diferenciacdo de células progenitoras hematopoiéticas
(APPEL, BALABANOV, BROSSART, 2006).

Nesta perspectiva, com o intuito de avaliar se o Ml altera ndo somente a
guantidade, mas também a qualidade dos neutroéfilos, neste estudo foram realizados
0s ensaios de fagocitose e o teste de NBT. Ao avaliar a atividade fagocitica dos
neutroéfilos, observou-se que 0s pacientes sem tratamento apresentaram menor IF
em relacdo ao grupo controle. Da mesma forma, o estudo de AJDARY et al. (2002)
mostrou que a funcgdo fagocitica dos neutrofilos estava prejudicada em 21 pacientes
com LMC na fase crbnica. Isso significa que mesmo o paciente possuindo inimeras
células do processo proliferativo, estas células estdo com as suas funcdes
diminuidas. Os pacientes tratados com MI também apresentaram menor IF em
relacdo ao grupo controle. Logo, ainda que o namero de leucdécitos e neutréfilos
tenha reduzido, sugere-se que o Ml ndo melhorou a funcado fagocitica do neutrdfilo,
visto que a capacidade fagocitica desta célula manteve-se diminuida.

DEWAR et al. (2003) constataram in vitro a partir de progenitores normais da
medula 6ssea que o MI inibe significativamente a maturacdo de mondcitos /
macroéfagos, caracterizado pela producdo reduzida de citocinas apds estimulacédo

com lipopolissacarideo, bem como capacidade fagocitica reduzida apos estimulacéo
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com M-CSF e GM-CSF. Logo, o MI pode ter uma atividade inibitéria para quinases
gue desempenham um papel na diferenciacdo destas células. Essa inibicdo do
desenvolvimento normal dos fagocitos foi observada em concentracbes de M
alcancaveis farmacologicamente. Estes autores também observaram que apesar de
menos expressivo o MI reduziu a formacédo de colénias e o desenvolvimento de
neutrofilos e eosindfilos, fato este que pode estar associado a diminuicdo da funcao
fagocitica encontrada em nossos resultados pela inibicdo especifica do Ml da via de
transducao de sinal do G-CSF.

Com o proposito de complementar os ensaios de fagocitose, realizou-se o
teste do NBT. Por meio desse teste é possivel verificar se o sistema NADPH oxidase
inicia um processo chamado de explosdo respiratéria. Uma vez estimulados, os
neutréfilos manifestam um aumento do consumo de oxigénio, fazendo com que esse
mecanismo produza grandes quantidades de superdxido e perdxido de hidrogénio,
demonstrando grande relevancia para a fungdo bactericida dos neutréfilos (ZINKL e
KABBUR 1997; AFONSO et al., 2002). Semelhante aos achados de AHMED (2013),
nossos resultados mostraram que nao houve diferenca estatistica entre o grupo A e
0 grupo B. Isso significa que a produgéao de EROs pelo sistema NADPH oxidase nao
apresenta alteracdo independente do tratamento com MI (AFONSO et al., 2002).
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7 CONCLUSAO

- Houve reducéo da quantidade de neutréfilos circulantes apdés o inicio do tratamento
com M.

- A fungdo fagocitica dos neutrofilos manteve-se diminuida apos o inicio do
tratamento com Ml;

- A producdo de EROs pelo sistema NADPH oxidase ndo apresenta alteragéo

independente do tratamento com M.
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ANEXO A

=L

HOSPITAL
OFIR LOYOLA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Baseado na Resolucao No 466/12 do Conselho Nacional de Saude)

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa coordenada pela Dra.
Carolina Heitmann Mares Azevedo Ribeiro, Professora e pesquisadora da
Universidade Federal do Para. Para poder participar € necessario que vocé leia este
documento com atencéo, pois ele pode conter palavras que vocé nao entenda. Caso
iSSO aconteca, peca aos responsaveis pelo estudo para explicar qualquer palavra ou
procedimento que vocé ndo entenda claramente. O Titulo do estudo é Avaliacdo da
funcdo dos Neutrofilos Circulantes em Pacientes com Neoplasias Hematologicas
Malignas. Mais claramente falando tem por objetivo, avaliar a funcdo das suas
células de defesa, chamadas de neutrdfilos, que sdo aquelas células responsaveis
por matar as bactérias no seu organismo. Serdo realizados testes para avaliar a
funcdo dessas células, como quimiotaxia, fagocitose e a quantificagcdo das citocinas
gue 0s mesmos apresentam para saber se a patologia esta interferindo nessas
funcdes celulares, ou seja, séo testes especificos para avaliar se a célula esta em
bom funcionamento.

Para isso, apenas seu sangue sera coletado. O método inclui o uso de seringa
descartavel, para coleta de sangue por puncdo venosa, para a realizacdo de
exames, que servirad para avaliacdo dessas células no Laboratorio de Hematologia
da Universidade Federal do Para.

Riscos: Com relacdo aos riscos, € importante lembrar que os riscos serdo minimos
em relacado a coleta de sangue, e que serdo inerentes a vida cotidiana, relacionado a
possibilidade de danos a dimensao fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural
ou espiritual do ser humano, em qualquer fase de uma pesquisa e dela decorrente.
Alguns riscos conhecidos, embora raros, estdo associados a colocagdo de uma

agulha na veia. Entre esses riscos estao: desconforto, a possibilidade de infeccao
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(que é minima uma vez que sao usadas agulhas estéreis e descartaveis), além de
hematoma ou inchaco temporario. Caso tenha a presenca de algum desses danos
decorrente da pesquisa, o participante tera direito a indenizacéo.

Beneficios: Conhecimento das suas func¢des celulares, como a fagocitose que é o
ato da célula em matar a bactéria, metodologia esta, que ndo esta inserida na rotina
de exames para o diagnostico da doenca acima referida e todos os resultados
estardo disponiveis para o participante. Importante destacar que todo material
biol6gico coletado sera usado apenas para esta pesquisa.

A identidade dos pacientes sera preservada, sendo-lhes atribuido um namero, e
somente o0 aluno e o pesquisador principal terdo conhecimento das mesmas.

Sua participacdo € voluntaria, ndo havendo nenhuma forma de pagamento nem
custos por sua participacdo. Vocé pode se recusar a participar ou se retirar deste

estudo a qualquer momento sem penalizagdo ou prejuizo de seu tratamento.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE:
Eu li e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes
descritos neste documento. Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar e que
eu posso interromper minha participacdo a qualquer momento. Concordo que 0s
dados coletados para o estudo sejam usados apenas para o propoésito acima
descrito.

Belém, de de

ASSINATURA E IDADE DO PACIENTE

Carolina H. M. Azevedo (pesquisador responsavel e coordenadora da pesquisa)-
Universidade Federal do Para- Faculdade de Farmacia- fone: 32017201

Thiago Xavier Carneiro (vice-coordenador da pesquisa)- Médico Hematologista do Hospital
Ophir Loyola- fone: 992879292

David Wendell Isacksson Damasceno — Mestrando - Universidade Federal do Para -
Faculdade de Farmacia - fone: 981236002

Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto-HUJBB - rua dos Mundurucus, 4487, 1° Andar, Fone:
32016754



ANEXO B

FICHA CLINICA DE PACIENTES

> PROTOCOLO LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

DATA DIAGNOSTICO: 1

( ) 12Coleta ()22 Coleta

1. Nome do paciente:

N° PRONTUARIO:

2. Data de Nascimento: I 3. Idade:
4. Sexo:
() Masculino () Feminino
5. Raga: 6. Ocupacéo:
7. Data de inicio da glivec:_ / |
8. Hemograma diagnostico/atual: Hb Ht Leuco:
Seg (Absoluto):  Seg(%): Plaguetas:
Linf (Absoluto): Linf (%):

9. Enderego:
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Telefone:

Uso de outras medicacoes:

Outra doenga:

Infeccao recente:

Usou antibiético? Qual?

Sente coceira/prurido:

Retorno:
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