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VIANA, Mailla Reboucas. Analise Citogenética e Molecular (FISH) de Pacientes
com Leucemia Miel6ide Crbnica em Terapia com Inibidores de Tirosino Quinase
no Estado da Bahia. 74f. 2012. Dissertagdo (Mestrado) - Instituto de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal da Bahia, 2012.

RESUMO

INTRODUGCAO: A Leucemia Mieldide Crbnica (LMC) é uma doenca
mieloproliferativa crénica caracterizada pela presenca do cromossomo Philadelphia
(Ph). Este cromossomo, observado por técnicas citogenéticas convencionais, é
resultante da translocacdo t(9;22)(q34;g11) que justapde o rearranjo BCR-ABL,
observado por técnicas moleculares. A detec¢do desse cromossomo ou do rearranjo é
fundamental, pois ndo somente contribui para o diagndstico, mas também interfere no
acompanhamento e no sucesso da terapia utilizada. O rearranjo BCR-ABL possui
atividade tirosina quinase elevada, o que levou ao desenvolvimento de novos farmacos
inibidores desta acdo, conhecidos como inibidores de tirosino quinase (TKI).
OBJETIVO: O objetivo deste estudo foi demonstrar a importancia da utilizacdo da
técnica de citogenética molecular (Fluorescent in situ Hybridization - FISH) aliada a
citogenética classica no monitoramento de pacientes com LMC em terapia com TKI, no
Estado da Bahia. METODOLOGIA: Foram analisadas amostras de medula 6ssea de
20 pacientes com LMC, em tratamento com TKI, encaminhados ao Servico de Genética
Médica do Hospital Universitario Prof. Edgard Santos, utilizando as técnicas de
citogenética classica e FISH. RESULTADOS: Resultados obtidos demonstraram que o
cromossomo Ph foi observado em 15%, com a citogenética classica, e o rearranjo BCR-
ABL em 90%, com a citogenética molecular. Outro ponto importante foi que em alguns
casos 0 resultado so foi possivel com a técnica molecular, pois a técnica convencional
ndo foi suficiente pela impossibilidade na analise das metafases, devido a fatores como
falta de crescimento celular. CONCLUSAO: A técnica de FISH demonstrou maior
sensibilidade nos casos que a citogenética classica ndao detectou o cromossomo Ph,
entretanto as duas técnicas foram fundamentais para os resultados obtidos por
apresentarem vantagens e desvantagens em relagdo a outra e, portanto, devem ser
usadas de maneira complementar no monitoramento de pacientes com LMC em
tratamento com TKI.

PALAVRAS-CHAVE: Leucemia Miel6ide Cronica; Citogenética; Fluorescent in situ

Hybridization; Cromossomo Philadelphia.



VIANA, Madilla Reboucas. Molecular and Cytogenetic Analysis (FISH) of Patients
with Chronic Myeloid Leukemia in the Tyrosine Kinase Inhibitor Therapy in the
State of Bahia. 74f. 2012. Thesis (MA) - Institute of Health Sciences (ICS), Federal
University of Bahia (UFBA), 2012.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Chronic myeloid leukemia (CML) is a chronic myeloproliferative
disorder characterized by the presence of the Philadelphia chromosome (Ph). This
chromosome, observed by conventional cytogenetic techniques, is the result of a
translocation t (9;22) (q34;q11) that juxtaposes the BCR-ABL rearrangement, observed
by molecular techniques. The detection of chromosome rearrangement or is critical
because not only contributes to diagnosis but also interfere with the monitoring and the
success of the therapy. The rearrangement BCR-ABL tyrosine kinase has a high
activity, which led to the development of new drugs that inhibit this action, known as
tyrosine kinase inhibitors (TKI). OBJECTIVE: The target of this study was to
demonstrate the importance of using the technique of molecular cytogenetic
(Fluorescent in situ Hybridization - FISH) combined with classical cytogenetic for
monitoring patients with CML TKI therapy in the State of Bahia. METHODS: We
analyzed bone marrow samples from 20 patients with CML treated with TKIs, referred
to the Division of Medical Genetics, University Hospital Prof. Edgard Santos, using the
techniques of classical cytogenetic and FISH. RESULTS: The results showed that the
Ph chromosome was observed in 15%, with classical cytogenetic and BCR-ABL
rearrangement in 90%, with molecular cytogenetic. Another important point was that in
some cases the result was only reached with the molecular technique, because the
conventional technique was not sufficient for the analysis of metaphases’ impossibility,
due to factors such as lack of cell growth. CONCLUSION: The FISH technique
demonstrated a greater sensitivity in cases that classical cytogenetic analysis have failed
to detect the Ph chromosome, however both techniques were key to achieve the results
because those techniques have advantages and disadvantages over the other and,
therefore should be used as a way additional monitoring of CML patients treated with
TKI.

KEYWORDS: Chronic Myeloid Leukemia; Cytogenetic; Fluorescent in situ
Hybridization; Chromosome Philadelphia.
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1 INTRODUCAO

A importancia da citogenética no diagndstico e monitoramento das neoplasias onco-
hematoldgicas tem uma histéria relevante, principalmente na Leucemia Mieldide
Cronica (LMC), por ter sido a primeira patologia relacionada a uma alteragédo
cromossdmica especifica (JAMIESON, 2008). Essa alteracdo, que atinge a célula
progenitora e esta presente em 95% dos pacientes com LMC, ocorre a partir da
translocacéo entre os cromossomos 9 e 22, 1(9;22)(q34;911), resultando no cromossomo
Philadelphia (Ph), caracterizado pela técnica da citogenética classica (VENDRAME-
GOLONI et al., 2006).

A citogenética classica também tem grande utilidade quando muitas alteracdes estdo
presentes, possibilitando uma visdo global do genoma. Por esse motivo o
monitoramento por essa técnica é fundamental tanto ao diagndstico quanto nas fases
mais avancadas da LMC, como na fase acelerada e crise blastica. A citogenética
classica permite avaliar um novo Ph, a trissomia de 8, 0 isocromossomo do brago longo
do 17, a trissomia do 19 e a nulissomia do Y, 0s quais estdo associados a um pior
prognostico. Esse acompanhamento € essencial para determinar a conduta terapéutica
mais correta, além de demostrar a evolucdo desse paciente (ALVARENGA et al.,
2010).

A translocacdo que origina o cromossomo Ph envolve a juncdo da regido do gene BCR
no cromossomo 22 com a regido do gene ABL no cromossomo 9, gerando o rearranjo
BCR-ABL (ABREU e LOPES, 2009). Esse rearranjo, um gene hibrido, é responsavel
pelo estimulo da proliferacdo celular através da producdo de uma proteina com
atividade tirosina quinase elevada, uma das principais caracteristicas da LMC
(CHAUFFAILLE, 2010).

Em 5-10% dos casos, translocacfes variantes ou rearranjos criticos estdo presentes e sdo
necessarias outras técnicas para identificar a presenca da fusdo génica BCR/ABL.
Nesses casos a citogenética molecular, por ser mais sensivel que a classica, torna-se
fundamental. Uma técnica molecular muito utilizada é a Fluorescent in Situ

Hybridisation (FISH), que ao empregar sonda especifica para a regido do rearranjo, é
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capaz de detecta-lo em aproximadamente 100% dos casos (VENDRAME-GOLONI et
al., 2006).

O reconhecimento da importancia da desregulagdo da atividade tirosina quinase,
decorrente do BCR-ABL, levou ao desenvolvimento de novos farmacos inibidores desta
acdo, conhecidos como inibidores de tirosino quinase (TKI) (QUINTAS e CORTES,
2009). Com essa descoberta o tratamento avancou nos Ultimos anos de maneira
consideravel e mudou drasticamente a terapia convencional, demonstrando resultados
promissores (JABBOUR et al., 2007).

O acompanhamento clinico e citogenético sdo condutas criticas para uma melhor
evolucdo das pessoas acometidas pela LMC. No presente estudo foi estimada a
importancia do uso das duas técnicas citogenéticas, a classica e a molecular (FISH), no
monitoramento de pacientes com LMC em terapia com TKI no Estado da Bahia,
atendidos no Servico de Genética do Complexo Hospital Universitario Edgard Santos
/Universidade Federal da Bahia (COM-HUPES/UFBA).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CITOGENETICA

A citogenética estuda a constituicdo genética da célula através dos cromossomos, sua
funcéo, estrutura, composicao e seu papel tanto na evolugdo quanto no desenvolvimento
de doencas (MONTENEGRO e SANTOS e VEITH, 2008). Os cromossomos foram
observados inicialmente por Strasburger em 1875, a partir de células vegetais (LAWCE
e BROWN, 1997). As descobertas seguintes foram importantes para o desenvolvimento
de técnicas de cultura, impulsionando trabalhos como o de Tjio e Levan, 1956, que
determinou o numero exato dos cromossomos humanos em 46 (CONNOR e
FERGUNSON-SMITH, 1984; MITELMAN, 1995).

Dentre essas descobertas sobre as técnicas de cultura, observou-se uso da colchicina, um
inibidor mitdtico que interrompe o complexo centriolo/fibras do fuso acromatico,
interferindo na formacdo dos microtdbulos e induzindo a interrupcdo mitotica. A
auséncia de fibras do fuso permite que 0s cromossomos permanecam na fase de
metéafase, facilitando a analise (MORTON, 1994).

Esses estudos ainda permitiram o desenvolvimento de um processo fundamental, a
fixacdo celular, que tem como principal funcdo remover a agua intracelular,
preservando-as, uma vez que endurece as membranas e a cromatina (CLOUSTON,
2001). Essa etapa € realizada com a solucdo Carnoy, ou fixador, e prepara 0s
cromossomos para 0 processo de bandeamento, extraindo proteinas histonas e
facilitando o contato do material genético com o corante (LAWCE e BROWN, 1997).

Outra descoberta importante foi a hipotonizacéo, etapa que utiliza uma solucéo salina
com concentracdo inferior a do citoplasma celular, possibilitando a movimentacao de
agua por osmose para o interior das células. As células tornam-se targidas, o que ajuda
na dispersao dos cromossomos e no espalhamento da metafase, sendo uma etapa critica
na preparacao da amostra para a analise citogenética (BARCH et al., 1997). Em 1959

foi demonstrada a importancia da fito-hemaglutinina, que também revolucionou o
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estudo dos cromossomos, pois tornou possivel sua analise a partir de linfocito
(MOOREHEAD et al., 1960; NOWELL et al., 1960).

Em 1960, Nowell e Hungerford observaram uma anormalidade do cromossomo 22 nas
células da medula Ossea de pacientes com LMC, que ficou conhecido como
cromossomo Philadelphia (Ph). Outro avango sobre o tema nesse mesmo ano, foi a
criacdo de um sistema comum de nomenclatura que determinava a classificacdo dos
cromossomos em sete grupos, de A a G, baseado no tamanho decrescente dos mesmos e
na posicao do centrémero (ISCN, 2009).

Em 1968, Caspersson e colaboradores, identificaram um padrdo de bandas que
diferenciava os cromossomos, facilitando ainda mais a visualizacdo desses elementos.
Em alguns casos as alteracdes ainda eram de pouca visualizacdo e isso dificultava a
identificacdo somente atraves das bandas. A necessidade de técnicas mais sensiveis e

refinadas levou ao desenvolvimento da citogenética molecular (SMEETS, 2004).

Em 1973, Rowley demonstrou que o cromossomo Ph era resultado de uma translocacao
reciproca entre 0s cromossomos 9 e 22 (DEININGER et al., 2007), achado fundamental
para impulsionar de vez o estudo da LMC (BEJJANI e SHAFFER, 2008). Nos dias
atuais, a citogenética tem inimeras aplicacfes desde o diagndstico até a definicdo ou
mudanca da terapia utilizada na LMC, sendo fundamental desde o diagndstico até o

monitoramento da resposta terapéutica do paciente.

2.1.1 Citogenética Classica

As alteracbes cromossdmicas desempenham um papel importante no estudo de diversos
tipos de canceres e a citogenética classica permite uma visdo do genoma na sua
totalidade através da analise do caridtipo. No cari6tipo os cromossomos sdo alinhados
de acordo com o tamanho decrescente, padrdo de bandas e posicdo do centrdmero,

podendo ser metacéntrico, submetacéntrico ou acrocéntrico (ISCN, 2009).
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Nos cromossomos identificados através do padrdo de bandas (Figura 1), sdo observadas
regides escuras ou claras a depender da técnica de bandeamento utilizada. Cada
cromossomo apresenta um padrdo especifico de bandas facilitando a deteccdo das
alteracdes no desenvolvimento de neoplasias. Bandas escuras pelo bandeamento G sdo
ricas em adenina-timina (AT), com replicacdo tardia e poucos genes ativos, enquanto as
bandas claras s&o ricas em citosina-guanina (CG), com replicagcdo precoce e com muitos
genes ativos (ISCN, 2009).

HI
i
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Figura 1- lIdeograma com o padrdo de bandeamento G para cromossomos humanos. Fonte:

http://www.mundoeducacao.com.br/biologia/cariotipo.htm.

A constituicdo cromossémica normal em humanos € de 22 pares de autossomos e um
par sexual XX ou XY. Se a contagem do caridtipo for diferente de 46 existe material
genético extra, ausente ou a presenca de rearranjos. Alteracdes podem envolver um ou
mais dos cromossomos autossomos, sexuais ou ambos e sdo classificadas em numéricas

e estruturais (LIMA, 1996). As variacbes numéricas sdo divididas em euploidias e
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aneuploidias. A euploidia apresenta um multiplo exato do nimero cromossdmico,
enquanto as aneuploidias se apresentam como falta ou excesso de cromossomos
(VASCONCELOS et al., 2007).

As alteragOes estruturais ocorrem geralmente durante a divisdo celular, na forma de
quebras, e podem ser balanceadas ou ndo balanceadas. Os rearranjos balanceados sdo as
inversdes e translocaces podendo resultar ou ndo em fendtipo alterado, enquanto as
ndo balanceadas sdo as delecBes e duplicagdes e resultam em fenétipo alterado
(VASCONCELOS et al., 2007). O aprimoramento das técnicas classicas aliado ao
desenvolvimento de técnicas moleculares vem permitindo avancos importantes na
oncogenética, estimulando pesquisas que visam um maior conhecimento e

entendimento do papel da alteracdo genética na oncogénese.

2.1.2 Citogenética Molecular (FISH)

Os primeiros experimentos da FISH foram realizados por Landegent e seus
colaboradores, em 1985 (VOGEL e MOTULSKY, 1997; GUSTASHAW, 1997). Essa
técnica representou uma revolucdo na citogenética médica, especialmente na oncologia
clinica, pois permitiu a identificacdo de alteracdes cromossdmicas ndo visualizadas na
técnica convencional, deteccdo de delecGes criticas e analise de células em interfase,
definindo o diagndstico em muitos casos (SERAKINCI e KOLVRAA, 2009).

A técnica de FISH é considerada a base da citogenética molecular e nas Gltimas décadas
grandes descobertas para seu aperfeicoamento foram feitas, com o intuito de aumentar a
resolucdo para detectar as anomalias cromossémicas (SPEICHER e CARTER, 2005).
Trata-se de um método mais sensivel e especifico, que utiliza uma sequéncia de DNA
complementar ao alvo que se pretende analisar. Essa sequéncia especifica é denominada
sonda (MARIN et al,. 2003; CAMPOS et al,. 2003).
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Figura 2- Principios bésicos da técnica de FISH. Fonte: www.nhgri.nih/gov./DIR/VIP.

Atualmente encontram-se sondas para identificar muitas alteracbes cromossémicas
(HAFERLACH et al.,, 2010). Como o DNA ¢é formado por fita dupla, ao ser
desnaturado permite que a sonda possa competir com a sequéncia de DNA que se deseja
marcar, sendo hibridizada in situ (Figura 2). Essas sondas podem ser de copia Unica ou
de DNA repetitivo e s@o classificadas em centroméricas, teloméricas, génicas, por

regido do cromossomo a hibridizar ou ainda por todo o cromossomo (GUERRA, 2004).

A FISH pode ser usada para detectar o rearranjo BCR/ABL tanto no diagnostico, quanto
no acompanhamento da resposta em relacéo a terapia utilizada. Na primeira geracdo as
sondas de fus@o simples eram capazes de demonstrar um sinal vermelho do gene ABL e
outro verde que correspondia ao gene BCR. O rearranjo BCR-ABL era representado
pela cor amarelada, o que significava a unido entre os sinais verde e vermelho. As
analises realizadas com essas sondas ndo eram muito confidveis, pois ndo existiam
sinais extras como referéncia (CHAUFFAILLE et al,. 2008).

A segunda geracdo de sondas possuia um sinal vermelho extra no braco longo do
cromossomo 9 envolvido na translocacdo, tornando um pouco mais segura a
identificacdo da alteracdo. A terceira geracdo apresentou sinais extras, verde e
vermelho, o que aumentou a sensibilidade e especificidade do método (CHAUFFAILLE
et al,. 2008).
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Figura 3. Esquema representativo da sonda LSI BCR/ ABL Dual C, Dual F, Trans (CML,ALL)
(Cytocell). Fonte: http://www.genycell.es/prod/genetica_humana/sondas_fish (ADAPTADO).

No momento do diagndstico da LMC a FISH pode ser empregada juntamente com o
cariotipo e repetida aos trés e seis meses de tratamento com os TKI. Apds a remissdo
completa 0 acompanhamento desses pacientes passa a ser realizado através do PCR,
uma técnica molecular importante e alternativa, evitando a coleta da medula 6ssea, pois

pode ser feita em amostra de sangue periférico (LEE, 2006).


http://www.genycell.es/prod/genetica_humana/sondas_fish
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2.2 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC)

A LMC foi uma das primeiras entre as neoplasias onco-hematoldgicas a ser
caracterizada, o que ocorreu por volta de 1845, e posteriormente se tornou a primeira a
ser associada a uma anomalia citogenética (NOWELL et al., 1960). Trata-se de uma
patologia mieloproliferativa clonal, ou seja, surge a partir da alteracdo em uma célula
que origina um clone anormal, este clone se expande, causando um acimulo de células
mieldides jovens e maduras na medula 6ssea. (BORTOLHEIRO e CHIATTONE, 2008;
CONCHON, 2009).

A doenca caracteriza-se por leucocitose com aumento do numero de células mais
imaturas, esplenomegalia e presengca do cromossomo Ph. ESse cromossomo,
considerado o marcador citogenético dessa neoplasia, estd presente em
aproximadamente 95% dos pacientes na fase inicial (LEE, 2006). Estudos recentes
demonstram que houve aumento da incidéncia da LMC em sobreviventes da bomba
atdbmica durante a Segunda Guerra Mundial, assim como em pacientes submetidos a
radioterapia para tratamento de outras doencas oncoldgicas (SANTOS e MORRONE,
2008).

A LMC atipica (cromossomo Ph negativo) ocorre raramente e, na maioria dos casos
suas caracteristicas iniciais e seu curso clinico sdo similares aos de pacientes Ph
positivos. Contudo, a LMC atipica inclui um grupo heterogéneo de pacientes e em
alguns a doenca evolui de maneira mais agressiva com pior prognaéstico. A deteccdo do
BCR-ABL ¢ fundamental, pois este rearranjo ndo somente contribui para a
transformacéo leucémica, como interfere no sucesso do tratamento (KOLDEHOFF et
al., 2004).

O rearranjo BCR-ABL, decorrente do cromossomo Ph, estd presente em
aproximadamente 100% dos pacientes com LMC ao diagnostico, e sua atividade
elevada é responsavel pela oncogénese. Identificar as vias de sinalizacdo que
influenciam a atividade tirosino quinase do BCR-ABL, ligando essas vias as alteracdes
caracteristicas da LMC, é importante. Essas alteracfes incluem aumento da proliferacédo

celular, por ativacdo da via RAS, a diminuicdo da apoptose pela via STATS, entre
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outras que juntas favorecem as celulas afetadas com vantagem proliferativa e de
sobrevivéncia (BOLLMANN e GIGLIO, 2011).

O BCR-ABL é resultado da translocacéo entre os cromossomos 9 e 22, a regido BCR
esta localizado no cromossomo 22 e o gene ABL no cromossomo 9, sendo formado
quando o gene ABL liga-se com a regido 5'do gene BCR. No gene BCR sdo descritos
trés pontos de quebra: o ponto de quebra maior (M-bcr: major breakpoint cluster
region), o ponto de quebra menor (m-bcr: minor breakpoint cluster region) e o micro (p-
bcr: micro breakpoint cluster region) (DEININGER et al., 2000).

O produto destas quebras origina diferentes tipos de proteinas quiméricas com atividade
de tirosino quinase, denominadas p190, p210 e p230 (FUNKE et al., 2010). Estas
proteinas induzem a desregulacdo de vérias vias de sinalizacdo, e consequente
proliferacdo excessiva, resisténcia a apoptose e defeitos na adesdo, fatores responsaveis
pela oncogénese na LMC (ALVARENGA, 2010).

A p210 é a mais frequente nos pacientes com LMC, responsavel pelas anomalias
fenotipicas correspondentes a fase cronica, enquanto a p190 apresenta maior atividade
tirosina quinase e esta associada a maior severidade no quadro leucémico mais agudo. A
p230 que estd associada a trombocitose e a uma variante neutrofilica de LMC
(ANDRIKOVICS et al., 2007).

O gene BCR esta localizado em 22qll e codifica uma proteina com atividade de
quinase e dominios funcionais importantes na oligomerizacdo, na ligacdo ao dominio
SH2, na atividade serina/treonina e na atividade de proteinas da familia das GTPases.
Essa proteina interage ainda com as proteinas G, que possuem papeis importantes na
sinalizacdo intracelular, organizacdo do citoesqueleto, crescimento e desenvolvimento
celular (HOFFBRAND et al., 2005).

O proto-oncogene ABL localizado em 9934 contém sequéncias homdlogas as
sequéncias v-abl do A-MuLV, e sdo associadas a transformacdo celular. A proteina
ABL é regulada por auto-inibicdo, mecanismo importante na integracdo de sinais tanto
intracelular (lesbes no DNA e estresse oxidativo) quanto no ambiente extracelular

(fatores de crescimento, aderéncia celular e citocinas) (BAO et al., 2007). Essa proteina
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influencia ainda na regulagdo do ciclo celular, na resposta celular ao estresse e na
transmissdo da informacdo sobre o ambiente celular, por meio de sinalizacdo de
integrinas. (LANDSTROM et al., 2006).

O monitoramento citogenético cuidadoso esté justificado pela ocorréncia de fendmenos
importantes como a auséncia ou a demora em alcancar a remisséo, sendo necessario, em
determinados casos, 0 ajuste de dose dos farmacos empregados, a perda da remissao
previamente alcangada na suspensdo da medicacdo, na evolucdo clonal a despeito da
terapia e, por fim, no aparecimento de alteracBes clonais nas células Ph-negativas
(ABRUZZESE et al., 2007).

2.2.1 Incidéncia

A LMC representa em torno de 20% de todas as leucemias do adulto (BOLLMANN e
GIGLIO, 2011). Tem uma incidéncia de 1,6 casos em 100.000 individuos entre adultos
e de 1 por 1 milhdo em criancas com ate 10 anos, representando aproximadamente 10%
dos casos. E mais frequente na faixa etaria entre 40 e 55 anos de idade, entretanto
trabalhos recentes demonstram uma média de 66 anos. Essa doenca afeta ambos os
sexos, com discreta predominéncia no sexo masculino (FERDINAND et al, 2012;
ROHRBACHER et al., 2008).

2.2.2 Diagnostico

O diagnostico da LMC é realizado pelo exame clinico, pelo hemograma, mielograma e
realizacdo do estudo citogenético (RAANANI et al., 2005). Para confirmar o
diagndstico é necessaria a demonstracdo do cromossomo Ph ou do rearranjo BCR-ABL
em amostras de sangue periférico ou medula dssea (JOSKE, 2008; LUNDAN et al.,
2008). A técnica citogenética classica e as técnicas moleculares (FISH e PCR) permitem
a deteccdo dessas alteracbes genéticas de um modo muito especifico (VIANNA e
ALMEIDA, 2006).



24

2.2.3 Fases da Doenca

Por se tratar de uma doenca com caracteristicas diversas, identificar a fase em que esses
pacientes se encontram é fundamental para o manejo correto e para definicdo
terapéutica. De acordo com os dados clinicos e laboratoriais, essa neoplasia é dividida
em trés fases. A primeira fase é a cronica, seguida da acelerada e da crise blastica
(ABREU e LOPES, 20009).

Pacientes com LMC quando diagnosticados na fase inicial, ou crénica, apresentam-se
assintomaticos numa média de 40% dos casos. Quando sintomaticos, as queixas mais
comuns sdo fadiga, anorexia, perda ponderal, sudorese noturna e febre e desconforto
abdominal causado pela esplenomegalia. Estes sinais e sintomas sdo geralmente leves e
relacionados com a proliferacdo celular aumentada. Complicacbes tromboticas ou

hemorragia podem ocorrer, mas sao eventos raros (BOLLMANN e GIGLIO, 2011).

A fase crbnica € a que possui maior possibilidade de ser controlada com terapia e é
quando grande parte dos pacientes sdo diagnosticados. Possui uma duragdo variavel
podendo passar para outra fase depois de 3 a 8 anos apds o diagndstico. Nos casos onde
ocorre auséncia de sintomas, o hemograma é fundamental, mostrando leucocitose,
maior nimero de granuldcitos jovens e maduros além de basofilos e eosindfilos. No
mielograma observa-se a presenca de hiperplasia do setor granulocitico com células em
todas as fases de maturacdo (HOFFBRAND et al., 2005).

Laboratorialmente observa-se atividade reduzida da fosfatase alcalina leucocitaria, a
hemoglobina pode estar normal ou haver discreta anemia e o nimero de plaquetas é
geralmente normal ou elevado, havendo plaquetopenia ao diagnostico em apenas 5%.
(MARK et al., 2006).

A fase seguinte, a acelerada, apresenta maior resisténcia a terapia medicamentosa e
alguns achados do quadro clinico como hepatomegalia, mielofibrose, anomalia clonal
citogenética e esplenomegalia sdo mais comuns (HAMERSCHLAK, 2008). Cerca de
metade dos pacientes permanecem de 4 a 6 meses em fase de aceleracdo antes de

evoluir para um quadro mais grave e agudizado (HOFFBRAND et al., 2005).
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Na fase acelerada alguns achados como anemia, leucocitose, trombocitopenia, basofilia
superior a 20%, além da presenca de blastos e promielécitos, descrevem o hemograma.
Na medula Ossea blastos e promielocitos também sdo observados, além de
mielodisplasia, megacariocitos e hipercelularidade. Os sintomas se tornam mais
presentes podendo ocorrer sudorese noturna, emagrecimento, febre e dores Gsseas
(MARK et al., 2006).

A transformagdo para a crise blastica pode ocorrer em qualquer periodo, saindo
diretamente da cronica ou passando pela acelerada. (HOFFBRAND et al., 2005). Nessa
fase algumas caracteristicas como intensificacdo do quadro anémico, febre, sudorese
noturna, anorexia e piora do estado geral com rapida evolucdo fatal estdo presentes
(LORENZI, 2006).

Com a progressdo 50% a 80% dos individuos adquirem alteragdes cromossdmicas
adicionais que precedem as manifestagfes clinicas e hematologicas, entre elas
cromossomo Ph duplo, isocromossomo 17, trissomia do cromossomo 8 e nulissomia do
Y (HAMERSCHLAK, 2008). A presenca de blastos acima de 30% tanto no sangue
periférico quanto na medula éssea, infiltracdo extramedular de células leucémicas,
presenca de sarcoma granulocitico, presenca de mutacGes nos genes p53 e Rb séo

tipicas e auxiliam no diagnostico do paciente em crise blastica (MARK et al., 2006).

2.2.4 Tratamento

O tratamento da LMC visa restituir a hematopoiese normal, o desaparecimento da
translocacdo entre os cromossomos 9 e 22 e reducdo dos transcritos BCR-ABL.
Baseava-se no passado no emprego da hidroxiuréia e do interferon-o (IFN-o) e
atualmente no uso de inibidores de tirosino quinase. O transplante alogénico de medula
6ssea (TMO) fica reservado aos pacientes que falham em responder aos inibidores de
TK (FUNKE et al., 2010).

Historicamente a terapia da LMC comecou em 1960, com o surgimento do bussulfan

que ndo demonstrou resultados muito satisfatorios, surgindo entdo a hidroxiuréia, que se
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mostrou superior provavelmente por ser mais bem tolerada e proporcionar pequeno
ganho de sobrevida. A hidroxiuréia promove o controle da proliferacdo celular pela
inibicdo da sintese do DNA e como quimioterépico, induz a apoptose por meio do
estresse celular e da ativacdo de vias importantes como a via intrinseca, retardando a
progressao para crise blastica (ABREU e LOPES, 2009).

Em 1980 foi observada a eficacia do IFN-o que além de promover a inibicdo da
proliferacdo do clone leucémico potencializa a resposta imune anti-leucémica dos
pacientes. Esse medicamento possui papel imunomodulador importante sobre as células
mononucleares, restaurando o numero de células da resposta imune circulante,
promovendo a ativacdo de células efetoras e aumentando a apoptose, alcancando assim
o0 controle das contagens sanguineas periféricas e diminui¢do na proporcao de células da

medula que possuem o cromossomo Ph (KURAMATO et al,. 2006).

Ainda em 1980 surgiram as primeiras experiéncias sobre transplante alogénico de
medula éssea, sendo este 0 Unico tratamento que promove a cura. Entretanto a idade
média dos pacientes inicialmente acometidos é elevada e por existir dificuldade em
conseguir doador compativel, a indicacdo de TMO € pequena, sendo possivel em menos
de 20% dos casos (FUNKE et al., 2010).

A identificacdo da oncoproteina BCR-ABL, responsavel pela patogénese, em 1986,
permitiu uma nova terapia revolucionaria, os inibidores de uma cascata de ativacao da
tirosina quinase (SPECTOR, 2008). O gene BCR-ABL tem atividade quinase, sendo
ativado por fosforilacdo. Quando o fosfato se liga a um grupo trifosfato de adenosina
(ATP) cria uma cascata de ativacdo que resulta em estimulo proliferativo exacerbado.
Os TKI bloqueiam este processo e sdo classificados em inibidores de primeira e
segunda geracdo (FAUSEL, 2007).

2.2.5 Resposta ao Tratamento

A resposta ao tratamento varia de paciente para paciente, os critérios usados na

monitorizacdo da resposta, assim como 0s parametros, estdo definidos no LeukemiaNet



27

(SPECTOR, 2008). A resisténcia a terapia ainda € um problema e o acompanhamento é
extremamente importante para que esta possa ser detectada precocemente e as
modificagdes para drogas de segunda geragdo ou encaminhamento para transplante
sejam definidas (VALENT et al., 2008).

A resposta ao tratamento com TKI é verificada clinicamente com normalizacdo do
tamanho do baco, hematologicamente com normalizacdo do hemograma e também com
as respostas completas na citogenética classica e no estudo molecular. Além da
leucometria normal observa-se auséncia de pré-mieldcitos e mieloblastos, mieldcitos,
metamieldcitos e plaquetometria dentro dos parametros normais (YAMAMOTO et al.,
2008).

A resposta citogenética completa significa o desaparecimento das células portadoras do
cromossomo Ph na medula 0ssea. A resposta pode ser ausente, quando existir mais de
90% de células com cromossomo Ph positivo, menor quando existir 35% a 90% de
células com cromossomo Ph positivo, parcial, com 5% a 34% de células com
cromossomo Ph positivo e completa quando 0 cromossomo ndo é mais encontrado.
Considera-se ainda a resposta maior que corresponde a soma de completa mais parcial,
ou seja, com menos de 35% de células com cromossomo Ph positivo (GOLDMAN,
2007).

Ocorrendo a resposta citogenética completa o paciente passa a ser monitorado pelo
namero de transcritos BCR-ABL por PCR quantitativo, passando, a partir dai, a analise
citogenética ser feita anualmente no sentido de se avaliarem possiveis fendmenos novos,
tais como perda de resposta, alteracdes clonais em células Ph-negativas ou evolucédo
clonal. A resposta molecular é caracterizada completa quando ndo sdo detectados
transcritos ou quando estes correspondem a menos de 0,1%. Esse monitoramento é
realizado por PCR a cada 3 ou 6 meses ap0s a resposta citogenética completa
(CHAUFFAILLE, 2009).
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2.3 INIBIDORES DA TIROSINO QUINASE (TKI)

A descoberta dos TKI para o tratamento da leucemia mieldide crénica foi,
provavelmente, a maior inovacdo do tratamento onco-hematolégico da Gltima década.
Estes farmacos oferecem um melhor prognéstico aos pacientes com LMC. Seu
mecanismo de acdo € mediante a ocupacdo do local de ligacdo do trifosfato de
adenosina (ATP), impedindo-o de doar o fosfato. Sem a fosforilagdo deste ndo ocorre
ativacdo da cascata que resulta em crescimento descontrolado da populacdo
granulocitica (FAUSEL, 2007). S&o inibidores de TK o mesilato de imatinibe, o
dasatinibe e o nilotinibe (ABREU e LOPES, 2009).

2.3.1 Imatinibe

A partir do uso do imatinibe, novos critérios de resposta e monitoramento da doenca
surgiram com o objetivo de aperfeicoar e padronizar o0 manuseio de pacientes com
LMC. Em 1996, foi publicado pela primeira vez o efeito deste inibidor, de primeira
geracdo, usado como terapia inicial que apresentava eficacia e baixa toxicidade, porém
0s primeiros estudos clinicos foram em 1998 (FUNKE et al,. 2010). O imatinibe como
opcao de primeira linha no tratamento da LMC, foi autorizado no Brasil a partir de 25
de junho de 2008, em pacientes sem indicacdo para TMO, ou sem doadores
identificados (BRASIL- DOU, 2008).

Esse farmaco é derivado da 2-fenil-amino-pirimidina e ndo atua diretamente na base da
patogénese da LMC que seria impedir a codificacdo de BCR-ABL, mas age competindo
pelo sitio de ligacdo do ATP da tirosino quinase, impedindo sua ativacdo e restaurando
seu mecanismo de morte celular (BOLLMANN e GIGLIO, 2011). A partir do inicio do
uso deste medicamento observou-se acentuada melhora no progndstico dos pacientes
com LMC (LUNDAN et al., 2008).
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Figura 4- Mecanismo de acdo do imatinibe (VIGORITO et al, 2006).

O mecanismo de acdo desse medicamento esta demonstrado na figura 4, onde em A
observa-se uma oncoproteina com uma molécula de adenosina trifosfato (ATP) no sitio
quinase ativando o substrato pela fosforilacdo de um residuo de tirosina pelo ATP.
Fosforilada, esta proteina substrato pode interagir com sua molécula efetora e
desencadear o fendtipo maligno da LMC. Em B o imatinibe ocupa o sitio quinase, a
acdo BCR-ABL ¢ inibida, evitando a fosforilagdo do substrato. Quando ndo ocorre a
fosforilacdo, em B, esse processo € interrompido impedindo a proliferacdo da célula
andmala (SANTQOS, 2007).

Com uso dessa terapia apenas uma pequena porcentagem dos doentes perdem as
respostas hematoldgica e citogenética e apenas 2% progridem para a fase acelerada ou
crise bléstica (DRUKER et al., 2006). Na fase inicial da doenca, ou fase cronica, ocorre
resposta hematoldgica completa em 98% e em 87% ocorre resposta citogenética

completa.
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Em alguns casos ocorre a falha no uso desse medicamento e isso pode ser interpretado,
segundo os critérios do LeukemiaNet, pela auséncia de resposta hematoldgica com trés
meses, auséncia de resposta hematolégica completa ou qualquer resposta citogenética
aos seis meses, auséncia de resposta citogenética maior aos 12 meses ou resposta
citogenética completa aos 18 meses de tratamento. Em casos como esses deve ser feita
alguma intervencéo terapéutica, como aumento de dose, mudanca para outro inibidor ou

encaminhamento para transplante de medula 6ssea (PAGNANO, 2008).

Uma resposta subdtima ndo significa falha total desse inibidor e ocorre quando existe
resposta hematoldgica completa aos trés meses de tratamento, porém auséncia de
resposta citogenética parcial aos seis meses, auséncia de resposta citogenética completa
aos 12 meses ou auséncia de resposta molecular maior aos 18 meses. Nesses casos 0
inibidor pode ser trocado por outro considerado de segunda geragcdo, como o dasatinibe

e o nilotinibe, e em geral a resposta é recuperada (BACCARANI et al., 2006).

A resisténcia pode ser causada por diversos fatores como a ma absor¢do, metabolizacéo,
ligacdo alterada com proteinas plasmaticas, mudancas no influxo e efluxo para dentro
da célula e inativacdo enzimatica. A avaliacdo dos niveis séricos pode ser usada para
auxiliar nos casos de toxicidade, na falha de resposta ou resposta subotima, além de
ajudar também quando ha suspeita de ndo aderéncia ao tratamento ou interagdo
medicamentosa (LARSON et al., 2008).

Normalmente o imatinibe € um medicamento bem tolerado pelos pacientes. Os efeitos
adversos, quando presentes, sdo de gravidade leve a moderada como nauseas, vomitos,
diarreia, cdibras musculares, dor muscular esquelética, erup¢des cutaneas e retencdo de
fluidos (JABBOUR et al,. 2007). Antes do aparecimento dessa droga o transplante de
medula Ossea era considerado o método mais eficiente para induzir a remissdo
citogenética e molecular completa. Atualmente esse procedimento é reservado para 0s
casos de resisténcia ou toxicidade importantes (BACCARANI et al., 2009).
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2.3.2 Dasatinibe

O dasatinibe, um derivado da piperazinila, possui acdo potente por se ligar a
conformacdes ativas e inativas do dominio ABL (DUKER et al., 2006). A acdo anti-
leucémica desse farmaco ocorre sobre a conformacdo fechada e aberta da molécula do
BCR-ABL. Trata-se de uma droga que atinge multialvos dentro dessa molécula e atua
tanto sobre o dominio da Abl quinase quanto inibindo as quinases das familias Src e
Lyn. Ap6s 5 meses, em média, 0 paciente em uso deste farmaco atinge a resposta
citogenética completa (MASSZI et al., 2008).

Em 2006, o uso do dasatinibe 70 mg duas vezes ao dia foi demonstrado para tratamento
de pacientes com LMC em todas as fases e em pacientes resistentes ou intolerantes ao
imatinibe. Os principais efeitos colaterais com 0 uso desta droga sdo: retencdo de
fluidos, derrame pleural, diarreia, vOmito, sangramento, nausea, dor abdominal, cefaleia
e mielotoxicidade, dos casos apresentados 21% apresentavam neutropenia, 19%
trombocitopenia e 10% anemia (BACCARANI, 2008; BOLLMANN e GIGLIO, 2011).

Recentemente, recomenda-se 0 uso na dose de 100 mg uma vez ao dia para pacientes
em fase crénica, resistentes ou intolerantes ao imatinibe, e 140 mg uma vez ao dia para
pacientes em fase acelerada ou crise blastica. Estudos demonstram taxas de respostas
semelhantes com a dose de 70mg duas vezes ao dia ou 100mg uma vez ao dia, com
perfil de toxicidade mais favoravel, principalmente em relacdo ao derrame pleural, na
posologia de uma vez ao dia (KANTARJIAN et al., 2009; LARSON et al., 2008).

2.3.3 Nilotinibe

Esse inibidor € uma aminopirimidina mais seletiva para a quinase do rearranjo BCR-
ABL e em 2007 foi aprovado para o tratamento de pacientes com LMC em fase
acelerada da doenca e na crise blastica quando resistentes ou intolerantes ao imatinibe,

na dose de 400 mg duas vezes ao dia. Pode causar nausea, prurido, fadiga, cefaleia e
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aumento de enzimas pancreaticas, reversivel com ajuste da dose (KANTARJIAN et al.,
2008).

As anormalidades laboratoriais mais comuns séo: elevacdo da lipase, hipofosfatemia,
hiperglicemia e elevagdo da bilirrubina total, ja as alteracbes hematolégicas como
neutropenia, plaguetopenia e anemia sdo mais frequentes (KANTARJIAN et al., 2008).
O nilotinibe é uma droga ativa, de boa tolerabilidade e aceitacdo para o paciente,
acarretando respostas efetivas no tratamento para LMC. Os efeitos adversos relatados
pelos pacientes foram considerados de leve a moderada intensidade e de facil resolucdo
com a reducdo da dose e medidas clinicas de suporte (DEININGER et al., 2007).

2.4 RELEVANCIA

A citogenética é fundamental para o diagnostico da LMC, mas ap0s essa etapa saber
qual caminho seguir no cuidado desses pacientes € muito importante, indicando a
terapia e principalmente sua manutencdo ou alteracdo. Diante dessas informacdes e do
grande impacto socioeconémico proporcionado pela pior evolucdo e mortes por esta
neoplasia, o presente estudo tem como propdsito avaliar a importancia do diagnostico
mais especifico e sensivel, além de proporcionar dados epidemioldgicos de pacientes

com essa patologia no Estado da Bahia.

Outro ponto importante € fortalecer a implantacdo da medicina diagnostica na area
hemato-oncoldgica no Servico de Genética Médica do Complexo Hospital Universitario
Edgard Santos/Universidade Federal da Bahia (COM-HUPES/UFBA). Além disso,
existe um nimero muito reduzido de pesquisas nesta area, em nosso Estado, portanto,
pretendemos fortalecer as nossas bases em pesquisa, atentando para a assisténcia, o

auxilio diagndstico, a capacitacao técnica e cientifica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi demonstrar a importancia da utilizacdo da técnica da
Citogenética Molecular (FISH) aliada a Citogenética Classica no monitoramento de
pacientes com LMC em terapia com TKI no Estado da Bahia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a sensibilidade da Citogenética Classica na deteccdo de alteracdes

cromossdmicas em paciente com LMC em terapia com TKI.

e Avaliar a sensibilidade do FISH na deteccdo de alteragfes cromossdmicas em

paciente com LMC em terapia com TKI.

e Apresentar dados que contribuam para 0 monitoramento terapéutico mais
eficiente e sensivel de pacientes com LMC tratados com TKI no Estado da
Bahia.
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4 METODOLOGIA

4.1 CASUISTICA

O grupo de estudo foi constituido por 20 pacientes com diagnostico de LMC em
tratamento com TKI, de ambos 0s géneros e maiores de 18 anos, procedentes de todo o
Estado da Bahia e admitidos no Complexo Hospital Universitario Edgard
Santos/Universidade Federal da Bahia (COM-HUPES/UFBA). Todos os participantes
da pesquisa foram informados sobre os objetivos, riscos e beneficios do estudo e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), permitindo a

realizacdo da pesquisa.

As amostras do aspirado da medula 0ssea desses pacientes foram recebidas no Servigo
de Genética Médica do COM-HUPES/UFBA entre setembro e novembro de 2012 e
tratou-se de uma amostra de conveniéncia. A puncao aspirativa da medula 6ssea foi
realizada pelo Hematologista responsavel na regido da crista iliaca ou esterno. Foram
colhidos 4 ml do material em seringa esteril e heparinizada e encaminhada ao
laboratdrio para as analises cromossdmicas. Os dados selecionados para o estudo foram

coletados a partir de prontuarios.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

e Ambos 0s sexos;
e Maiores de 18 anos;
e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado;

e Pacientes com LMC em terapia com TKI.
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4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

e Menores de 18 anos;
e Desacordo com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

e Pacientes com outra doenca oncohematoldgica que ndo seja LMC;

4.4 COLETA DE DADOS

Os dados dos pacientes (data do diagnostico, idade ao diagnostico, data que iniciou o
uso de inibidores de tirosino quinase, resultado anteriores de cariotipos, uso de outras
medicacdes, outras doencas) foram coletados de prontuarios do Servico de Arquivo
Médico e Estatistico (SAME) da instituicdo, no periodo de setembro a novembro de
2012.

4.5 ASPECTOS ETICOS

4.5.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Os participantes foram informados sobre o teor do estudo, inclusive a respeito dos
objetivos, técnicas utilizadas, vantagens, eventuais riscos e, apenas ap0s a assinatura
voluntaria do termo de consentimento livre e esclarecido, foram incluidos na pesquisa
(Apéndice B).

4.5.2 Aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
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Este projeto foi autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa Complexo Hospital
Universitario Edgard Santos/Universidade Federal da Bahia (COM-HUPES/UFBA),
Parecer/Resolucdo Aditiva n® 104.789, em 20/09/2012 (Anexo A).

4.6 PREPARACAO DA AMOSTRA

4.6.1 Cultura Celular

A primeira etapa para que a analise possa ser concluida ¢ a realizacéo da cultura celular,
que requer determinadas condicdes e cuidados especificos para evitar contaminacdo da
amostra. O transporte rapido até o laboratério, esterilidade, condicbes dos meios de
cultura utilizados, temperatura para o crescimento das células de 37°C, entre outros, séo
fundamentais para o sucesso da cultura. Por esses motivos, foi importante a separacao e
esterilidade de todo o material utilizado como: gaze, pipeta, luvas, tubo, estantes,

amostra a ser cultivada e o0 meio de cultura descongelado em banho-maria a 37°C.

O meio de cultura foi preparado em aliquotas de 8,5ml de meio RPMI e 1,5ml de soro
bovino fetal, em tubos Falcon de 15 ml, que foram identificados e armazenados em
freezer a -20°C, até o momento da semeadura. No momento da cultura o tubo foi
identificado com o nome do paciente, nimero de registro, data da semeadura e tipo de
cultura, se direta ou 24 horas. As amostras de todos os pacientes foram semeadas em
culturas direta e de 24 horas e todo o material de medula recebido foi semeado em
quantidades iguais de 2 ml nos dois tubos, até esgotamento total, ndo havendo

armazenamento ou banco de material biologico.

Os tubos foram entdo incubados em estufa a 37°C com inclinacdo de 30°, para aumentar
a area de superficie. Apds a semeadura foi adicionado 0,1 ml da solucdo de colchicina,
um inibidor mitético. A amostra foi homogeneizada e permaneceu em estufa a 37°C por
mais 45 minutos. Essa € a primeira etapa da preparacdo celular e ocorre logo ap6s o

cultivo na cultura direta e 24 horas depois nos tubos de cultura de 24 horas. E um
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processo importante, pois essa solucdo tem a capacidade de manter 0s cromossomos em

metéafase, facilitando a analise.

4.6.2 Hipotonizagao Celular

Apos a cultura e uso do inibidor mit6tico, a amostra foi dividida em dois tubos Falcon
de 15 ml e a etapa de hipotonizacéo realizada com solugdo salina. A solugéo salina
utilizada foi preparada com 5,6 g de cloreto de potéssio e 1 litro de agua destilada. Para
essa etapa os dois tubos foram centrifugados por 5 minutos a 1000 RPM, o
sobrenadante descartado e adicionado 8 ml da solucéo hipotonica, previamente aquecida
a 37°C.

A amostra foi mais uma vez homogeneizada e permaneceu em banho-maria a 37°C por
18 minutos. O tratamento com a solucdo hipotdnica, devido ao seu efeito nas células, €
uma fase critica que requer um tempo exato, pois em excesso pode fragilizar as células

levando a ruptura das membranas e, consequentemente, perda dos cromossomos.

4.6.3 Fixacao Celular

O fixador € constituido por uma mistura de 3 partes de metanol e 1 parte de acido
acetico. Foi adicionado 8 ml de fixador na primeira fixacdo com o uso do vortex e logo
em seguida a amostra centrifugada por 5 minutos a 1000 RPM. O sobrenadante foi
descartado e a segunda fixacdo realizada com a adicdo de mais 8 ml de fixador. Esse
procedimento foi realizado mais uma vez, o sobrenadante foi retirado e as amostras
reunidas em um unico tubo com 6 ml de fixador para serem guardadas em geladeira por

no minimo uma hora.

Ap0s esse periodo a amostra foi lavada por mais duas vezes com fixador e na Gltima foi
confeccionada a ldmina convencional para observacdo da quantidade de material que

deve ser gotejado na preparacao das laminas definitivas. Essa amostra foi utilizada tanto



38

na citogenética classica como na molecular, entretanto a maneira de preparar as laminas

é que as diferenciaram.

ESTUFA 24H- 602: CLASSICA
TEMPERATURA AMBIENTE: FISH

Medula dssea

Confeccdo de
laminas

- G o
Meio de cultivo

celular l I

Proliferacéo celular Colchicina Solugdo Fixacdo
(direta e 24 h) hipotdnica celular

Figura 5- Preparacdo da amostra para realizacdo dos exames citogenéticos classico e molecular
(FISH). Fonte prépria.

4.7 PREPARACAO DA LAMINA

4.7.1 Laminas para Citogenética Classica

Ap0s observacdo da ldamina convencional, as laminas definitivas foram confeccionadas.
Inicialmente seis laminas (previamente lavadas e acondicionadas em &gua destilada
dentro da geladeira) foram preparadas. Com a lamina ainda molhada a amostra foi
gotejada, de acordo com a quantidade de gotas definida na lamina convencional, e
passada em chama até secar completamente. Apés essas etapas ficaram em estufa a

60°C, por 24 horas para envelhecimento e posterior bandeamento.
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No dia seguinte foi realizado o processo de bandeamento, no qual 0s cromossomos sao
submetidos a acdo de uma enzima, a tripsina, e corados posteriormente com Giemsa. As
laminas permaneceram de 1 a 5 segundos na tripsina (tempo este que pode variar e
necessita ser adequado juntamente com visualizacdo por microscopia Otica) foram
mergulhadas em Phosphate-buffered solucion (PBS) gelado parando a acdo da enzima,

coradas com Giemsa por 4 minutos, lavadas com agua destilada, secas e analisadas.

A solucdo de tripsina é preparada com 0,1 g de tripsina em p6 e 100 ml de PBS. O PBS
é preparado com 8,2 g de cloreto de sodio, 0,2 g de sodio fosfato monobasico
monoidrato, 1,6 g de sodio fosfato bibasico dodecahidrato e 1 litro de 4gua destilada. O
corante Giemsa € preparado com o PBS em proporcao de 3:1, sendo 3 ml de PBS e 1 ml

de corante.

As metafases foram observadas em microscopio optico (Olympus BX40) e foi realizada
a montagem dos cariotipos. Segundo normas internacionais, para cada amostra devem
ser analisadas 20 metafases de pelo menos duas culturas diferentes, e dessa forma foi
conduzido o estudo. Os cariotipos foram descritos de acordo com a nomenclatura do
ISCN, 20009.
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Figura 6- Passos para o resultado na citogenética classica Fonte propria.
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4.7.2 Laminas para Citogenética Molecular (FISH)

A FISH foi realizada com a sonda para a translocacdo entre os cromossomos 9 e 22
[t(9;22)(g34;q11)], LSI BCR/ ABL Dual C, Dual F, Trans (CML,ALL) (Cytocell) e
todas as laminas para realizacdo do procedimento foram gotejadas no dia anterior. O
material estocado em freezer a -20° C, ap0és realizacdo da citogenética convencional, foi
lavado mais uma vez com fixador e gotejado em laminas de vidro limpas, secas e
anteriormente acondicionadas em alcool 70% na geladeira. Apds esse processo as

laminas secaram a temperatura ambiente (TA) por 24 horas até o inicio da técnica.

O protocolo foi realizado em dois dias. No primeiro dia ocorreu o pré-tratamento, a
lamina foi colocada em solucdo de 2x Saline Sodium Citrate (SSC) pH 7 durante 2
minutos com o objetivo de estabilizar o pH e deixar 0s cromossomos menos suscetiveis
a desnaturacdo. Logo em seguida as laminas passaram por baterias de desidratacdo no
etanol a 70%, 85% e 100%, também por 2 minutos para desidratacdo, e secas a TA.
Nesse tempo a sonda foi retirada do freezer (-20°C) e transferida para tubos tipo

Eppendorf na quantidade de 10ul por ld&mina e a solucéo total voltou ao freezer.

A sonda permaneceu em banho-maria por 10 minutos a 37°C, foi colocada sobre a
lamina que foi coberta com laminula, previamente limpa e estocada em alcool 70%, e
selada com cola especifica. ApOs a etapa de pré-desnaturacdo, a desnaturacdo foi
realizada com a transferéncia da lamina para uma placa aquecida a 75°C por 2 minutos,
favorecendo desnaturacdo para posterior pareamento entre a sonda e a regido a ser
estudada. A lamina foi acondicionada em camara Umida e escura e permaneceu até o dia

seguinte em estufa a 37°C.

No dia seguinte foram realizadas as lavagens pos-hibridizacdo. A cola e a laminula
foram removidas e a lamina lavada em 0,4x SSC a 72°C por 2 minutos e em solugdo 2x
SSC, 0,05% Tween-20 pH 7, a TA por 30 segundos e sob agitacdo para remover
ligacGes inespecificas. Apds as lavagens as laminas foram coradas com 10ul de 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI), cobertas com nova laminula e analisadas em
microscopio de fluorescéncia da marca Olympus modelo BX51 com filtros DAPI (365-
400 ), Fluorescein isothiocyanate (FITC) (450-520 A) e Texas Red (510-590 1). Todo
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0 processo de FISH foi realizado em sala escura para a protegéo da fluorescéncia. Todos

os casos foram analisados por dois observadores, com a contagem de 200 nucleos por

cada um, e o resultado foi calculado pela média das duas analises.
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Figura 7- Passos para o resultado na citogenética molecular (FISH). Fonte propria.
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4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Para a andlise estatistica dos dados clinicos e demogréaficos, extraidos dos prontuarios
médicos, foi utilizada a analise descritiva. Compararam-se 0s resultados positivos das
amostras de medula dssea dos 20 pacientes através de duas técnicas citogenéticas: a
classica e a molecular (FISH). Foi realizada a anélise de todos o0s pacientes em cada
técnica, comparando o sexo, a idade, a procedéncia e a fase da doenga no momento do
estudo.

O programa utilizado foi o SPSS versdo 20. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi
utilizado para testar a normalidade da distribuicdo dos dados e confirmou que se tratava
de um teste ndo-paramétrico. Foi calculado o valor de P (Teste de Mann-Whitney e X?)

e somente os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

4.8.1 Teste X?

O teste X foi utilizado para testar a hipétese de igualdade ou ndo entre os resultados das
duas técnicas citogenéticas empregadas. Outro ponto levado em conta foi o tamanho da
amostra, pois esse teste se aplica quando a amostra € maior ou igual a 20 e menor ou

igual a 40.

4.8.2 Teste de Mann-Whitney

Foi utilizado para comparar os resultados obtidos através de duas técnicas diferentes,
por ser um teste ndo-paramétrico. Este teste possibilitou a comparacdo entre a diferenca
das medianas e o grupo que foi analisado com citogenética classica e molecular com,

além de avaliar se duas populacdes possuem a mesma distribuicao.
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5 RESULTADOS

Neste trabalho foram analisadas, por citogenética classica e molecular (FISH), 20
amostras de medulas Osseas de pacientes com LMC em tratamento com TKI,
procedentes de todo o Estado da Bahia. Os dados clinicos obtidos nos prontudrios destes
pacientes estdo apresentados na Tabelal. Destes, 8 eram do sexo feminino (40%) e 12
do sexo masculino (60%). A faixa etaria dos pacientes variou entre 20 e 65 anos, com
média de 43,6 anos. Em relacdo a fase da doenca, no momento do diagnostico, 13

(65%) estavam na fase cronica, 7 (35%) em fase acelerada e nenhum em crise bléastica.

Tabela 1. Dados clinicos dos pacientes.

Caso Sexo Idade Fase da doenca ao diagnostico
1 Feminino 21 Acelerada
2 Masculino 20 Acelerada
3 Feminino 56 Acelerada
4 Masculino 60 Cronica
5 Masculino 60 Cronica
6 Feminino 30 Acelerada
7 Feminino 52 Cronica
8 Masculino 56 Acelerada
9 Masculino 57 Cronica
10 Feminino 32 Cronica
11 Masculino 28 Cronica
12 Masculino 48 Acelerada
13 Masculino 47 Acelerada
14 Masculino 41 Cronica
15 Feminino 41 Cronica
16 Masculino 58 Cronica
17 Masculino 28 Cronica
18 Feminino 44 Cronica
19 Masculino 29 Cronica

N
o

Feminino 657 Crobnica
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A Figura 8 demonstra a relagdo dos resultados positivos na técnica da citogenética
classica com as varidveis clinicas apresentadas na Tabela 1. Em relagdo ao sexo, 50%
eram do sexo masculino e 50% do sexo feminino. Quanto a fase da doenca, 75% dos
pacientes estavam na fase acelerada e apenas 25% na fase cronica. Em relacéo a faixa
etaria, 25% tinham mais de 40 anos e 75% menos de 40 anos.

Citogenéticaclassica

@ Positivos O MNegativos

/' / - n=4 |pacientes positivos na citogenética classica)

Sexo Masculino [ 50,0
Sexo Feminino 50,0

Fase Acelerada 75,0

Fase Cronica

Ildade > 40 anos
Ildade < 40 anos

]

25,0
75,0

o0 200 400 80,0 80,0 1000

Pacientes positivos (%)

Figura 8- Andlise das variaveis clinicas dos pacientes positivos na técnica classica.

A Figura 9 demonstra a relacdo dos resultados positivos na técnica molecular (FISH)
com as variaveis clinicas apresentadas na Tabela 1. Dentre estes, 55,6% era do sexo

masculino, revelando discreta predominancia em relacdo ao sexo feminino, que foi de
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44,4%. A fase da patologia que a FISH apresentou mais resultados positivos foi a

crdnica, com 66,7% e na acelerada com 33,3%. Em relag&o & faixa etéria 66,7% tinham

mais de 40 anos e 33,3% menos de 40 anos.

Variaveis (Molecular)

Citogenética molecular

@ Positivos [ Negativos

n=18 (pacientes positivos na citogenética molecular)
10%_

Sexo Masculino 55,6
Fase Acelerada 33,3
Fase Cronica 66,7
Idade > 40 anos ] 66,7

Idade < 40 anos _ 33,3

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0

Pacientes positivos (%)

Figura 9- Andlise das variaveis clinicas dos pacientes positivos na técnica molecular (FISH).

Dados referentes a data em que o paciente foi diagnosticado com LMC, o resultado da

citogenética classica ao diagnostico e o inibidor utilizado no inicio do tratamento, estdo

representados na Tabela 2. No momento do diagnostico, 17 pacientes (85%)

apresentaram 100% de células com cromossomo Ph positivo e 3 (15%) apresentaram

mais de 80% de células com cromossomo Ph positivo. Em um dos casos, além de

celulas Ph positivo foi observada a presenca da trissomia do cromossomo 8.
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Caso Data do Citogenética classica ao diagnostico TKI ao
diagndstico diagnostico
1 02.2011 46,XX,t(9;22)(q34;911)[20] Imatinibe
2 2007 46,XY,t(9;22)(q34;911)[20] Imatinibe
3 09.2011 46,XX,1(9;22)(q34;q11)[20] Imatinibe
4 2004 46,XY[4]/46,XY,1(9;22)(934,;q11)[16] Imatinibe
5 02.2011 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[11] Imatinibe
6 03.2012 46,XX,t(9;22)(q34;911)[20] Imatinibe
7 2005 46,XX,t(9;22)(q34;911)[20] Imatinibe
8 2009 46,XY,t(9;22)(q34;911)[20] Imatinibe
9 2003 46,XY,t(9;22)(q34;911)[20] Imatinibe
10 2007 46,XX[1]/46,XX,1(9;22)(934;911)[8] Imatinibe
11 2010 46,XY,t(9;22)(q34;911)[20] Imatinibe
12 2004 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[20] Imatinibe
13 2009 46,XY,1(9;22)(934;q11)[8])/ Imatinibe
47,XY,+8,1(9;22)(g34;q11)[12]
14 2002 46,XY,t(9;22)(q34;911)[20] Imatinibe
15 2006 46,XX,t(9;22)(q34;911)[20] Imatinibe
16 2003 46,XY[3]/46,XY,1(9;22)(q34;911)[17] Imatinibe
17 2003 46,XY,t(9;22)(q34;911)[20] Imatinibe
18 2008 46,XX,t(9;22)(q34;911)[10] Imatinibe
19 2007 46,XY,t(9;22)(q34;911)[20] Imatinibe
20 2009 46,XX,t(9;22)(q34;911)[20] Imatinibe

Todos 0s pacientes iniciaram o tratamento com o imatinibe, um inibidor de primeira

linha que esta relacionado a uma acentuada melhora no prognéstico em todas as trés

fases da doenca. Em relacdo ao tempo de tratamento até o momento da coleta de medula

Ossea, 19 (95%) pacientes ja faziam uso de inibidor por mais de doze meses e em

apenas 1 (5%) caso, essa terapia era administrada em um tempo menor que doze meses.

A Tabela 3 sumariza os inibidores utilizados pelos pacientes quando a medula éssea foi

encaminhada para a realizacdo das analises citogenéticas e os resultados dessas analises
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apos uso do TKI. No momento do estudo, 12 pacientes (60%) ainda estavam utilizando
0 imatinibe, 6 (30%) estavam utilizando o dasatinibe e 2 (10%) passaram a utilizar
nilotinibe. Os pacientes que sofreram mudancga na conduta terapéutica, e as causas que
levaram a essa alteracdo, estdo representados na Tabela 4.

Tabela 3. TKI utilizado no momento do estudo e citogenética classica durante o uso do TKI.

Caso TKI no estudo Citogenética Classica durante o tratamento
1 Imatinibe 46,XX,1(9;22)(q34;911)[3]/ 46,XX[27]
2 Imatinibe Inconclusivo
3 Dasatinibe Inconclusivo
4 Dasatinibe 46,XY,inv(9)(p11;912)[30]

5 Imatinibe Inconclusivo

6 Imatinibe 46,XX, 1(9;22)(g34;q11)[15]
7 Imatinibe 46,XX[20]

8 Dasatinibe 46,XY[25]

9 Imatinibe 46,XY[30]

10 Imatinibe 46,XX[20]

11 Dasatinibe 46,XY,t(9;22)(q34;911)[7]/ 46,XY[23]
12 Nilotinibe 46,XY[20]

13 Imatinibe 47,XY,+8[30]/ 46,XY[14]
14 Imatinibe 46,XY[12]

15 Dasatinibe 46,XX[12]

16 Nilotinibe 46,XY[15]

17 Imatinibe 46,XY[20]

18 Imatinibe 46,XX[20]

19 Dasatinibe Inconclusivo

20 Imatinibe 46,XX[20]




48

Tabela 4. Causas para mudanca da terapia em alguns pacientes do estudo.

Caso Imatinibe  Tempoatéa  Dasatinibe Tempo até a Nilotinibe

falha/ falha/
intolerancia intolerancia
3 Intolerante 8 meses Em uso
4 Intolerante 8 anos Em uso
8 Intolerante 8 meses Em uso
11 Refratario 15 meses Em uso
12 Refratario 5 anos Refratario 2 anos Em uso
15 Refratario 3 anos Em uso
16 Refratario 4 anos Intolerante 2 anos Em uso
19 Refratario 12 meses Em uso

ApoOs o0 uso do TKI, 4 resultados (20%) foram inconclusivos, devido a falta de
crescimento celular ou impossibilidade de analise. O cariotipo normal foi observado em
12 pacientes (60%), 6 do sexo masculino (54,5%) e 5 do sexo feminino (45,5%). Entre
0s casos alterados 3 (15%) apresentavam a translocagdo entre 0s cromossomos 9 e 22
(cromossomo Ph) e 1 ainda apresentava trissomia do cromossomo 8 (5%), que indica
uma pior evolucdo do quadro leucémico. Apenas 1 paciente (5%), apresentou inversao
do cromossomo 9, um polimorfismo normal, que até o presente momento ndo acarreta

nenhuma consequéncia para o paciente.

A Figura 10 demonstra estatisticamente a importancia de observar o tempo de uso dos
inibidores pelos pacientes. Apenas 1 paciente (5%) utilizava um dos inibidores a menos
de 12 meses e ainda nao apresentava resposta citogenética, possuindo 100% de células
com cromossomo Ph positivo. Dos pacientes que utilizavam inibidor a mais de 12
meses, 84,2% responderam a terapia, demonstrando resultados negativos, enquanto

15,8% ainda possuiam citogenética classica positiva.

A Figura 11 sumariza a evolucdo da citogenética classica e da terapia utilizada.
Inicialmente todos os pacientes apresentaram alteracdo cromossémica especifica da
LMC, o cromossomo Ph, que determinou o diagndstico e possibilitou a utilizacdo do
uso do inibidor de TK.
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Figura 10- Resposta citogenética em relacdo ao tempo de uso do TKI nos pacientes
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Figura 11- Evolucéo da citogenética classica e terapia utilizada
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Na Tabela 5 estdo descritos os resultados obtidos na citogenética molecular (FISH),
onde 18 pacientes (90%) apresentaram 0 rearranjo BCR-ABL e apenas 2 (10%)
demonstraram auséncia do rearranjo. Ndo ocorreu nenhum ébito até 0 momento em que

0s pacientes foram acompanhados por esse estudo.

Tabela 5 Resultados da citogenética molecular (FISH).

Caso Resultado da Citogenética Molecular (FISH)

1 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[34/200]
2 nuc ish(ABL,BCR)x2[200]

3 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[33/200]
4 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[16/200]
5 nuc ish(ABL,BCR)x2[200]

6 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[200/200]
7 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[36/200]
8 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[12/200]
9 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[10/200]
10 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[14/200]
11 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[42/200]
12 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[16/200]
13 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[10/200]
14 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[14/200]
15 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[10/200]
16 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[12/200]
17 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[10/200]
18 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[16/200]
19 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[26/200]
20 nuc ish(ABLx2),(BCRx2),(ABL con BCRx1)[14/200]

De acordo com os resultados, a citogenética classica demonstra uma menor
sensibilidade para observar as alteracdes presentes na LMC. A técnica molecular

possibilitou resultados em todos as andlises, revelando a presenca do rearranjo BCR-
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ABL quando o Ph ndo era identificado na técnica convencional ou confirmando sua
auséncia (Figura 12). Nos casos com resultados inconclusivos essa técnica foi
fundamental para a conclusdo diagndstica e posterior acompanhamento, manuntengdo
ou mudancga na conduta terapéutica realizada. A evolugdo completa dos resultados da
citogenética e a terapia utilizada estdo apresentadas no Apéndice A.

Teste X2, p = 0,012

Alterado

Normal
Inconclusivo
[

Classica Molecular
Casos clinicos

-1 ==2 —t—3 — ] —fe=h 6 —_—7 8 — O —=10
=11 12 —=—13 14 15 ——16 17 18 19 20

Figura 12- Comparacéo entre os resultados classico e molecular (FISH). Teste X? quadrado.

As frequéncias relativas do cromossomo Ph, observadas na analise citogenética por
bandamento G e as frequéncias do rearranjo BCR-ABL detectados pela técnica de
FISH, estdo apresentadas na Tabela 6 e Figura 13. O cromossomo Ph foi observado em

3 dos casos estudados por citogenética convencional (15%), enquanto o rearranjo BCR-
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ABL foi identificado em 18 casos pela FISH (90%). A figura 13 demonstra

estatisticamente a sensibilidade e especificidade da técnica molecular (FISH).

Tabela 6. Frequéncia de metafases submetidas ao bandamento G com a translocacdao
t(9;22)(g34;q11) e frequéncia de nucleos com o rearranjo BCR/ABL detectados por FISH.

Caso Frequéncia de metéafases com Ph (%)  Nucleos com fusdo BCR-ABL (%0)

1 10 17
2 0 0
3 0 16,5
4 0 8
5 0 0
6 100 100
7 0 18
8 0 6
9 0 5
10 0 7
11 23,33 21
12 0 8
13 0 5
14 0 7
15 0 5
16 0 6
17 0 5
18 0 8
19 0 13
20 0 7
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Figura 13- Percentual de alteracdes nas técnicas citogenéticas classica (cromossomo Ph) e

molecular (rearranjo BCR-ABL). Teste de Mann-Whitney.
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Figura 14- |llustragdo do caritipo de um caso normal. Captura realizada em

sistema computadorizado Applied Imaging.
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Figura 15- llustracéo do cari6tipo de um caso alterado, paciente com t(9;22). Captura realizada

em sistema computadorizado Applied Imaging.
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Figura 16-llustracdo do cariotipo de um caso alterado, paciente com trissomia do cromossomo

8. Captura realizada em sistema computadorizado Applied Imaging.
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5.2 RESULTADOS DA CITOGENETICA MOLECULAR (FISH)

Figura 17- llustracdo da FISH com sonda a LS| BCR/ ABL Dual C, Dual F, Trans. Em A e B,
casos normais com presenca de dois sinais vermelhos e dois sinais verdes. (Captura realizada
em sistema computadorizado Applied Imaging. Aumento: 100X).

BCR
BCR-ABL &

BCR-ABL W

Figura 18- llustragdo da FISH com sonda a LSI BCR/ ABL Dual C, Dual F, Trans. EmC e D,
casos alterados com uma fusdo representando a t(9;22), um sinal verde e um sinal vermelho.
(Captura realizada em sistema computadorizado Applied Imaging. Aumento: 100X).
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6 DISCUSSAO

A LMC é uma neoplasia com curso clinico heterogéneo que varia a depender da fase da
doenca. Todo o avango tanto no diagndstico mais precoce, quanto na melhora da
conduta terapéutica desses pacientes, tem estimulado muitos estudos na busca do
aperfeicoamento do conhecimento acerca de todos 0s mecanismos envolvidos na
transformagdo maligna da celula. Nesse contexto as alteragdes cromossdmicas possuem

grande importancia e sdo consideradas fundamentais na génese e evolucdo do quadro.

Sdo diversas as estratégias de analise genética das células leucémicas e estas incluem
além da citogenética classica e da técnica de FISH, a técnica de polymerase chain
reaction (PCR), a reverse transcriptase - polymerase chain reaction (RT-PCR), a
comparative genomic hybridization (CGH), entre outras. Nesse trabalho foi utilizada a
técnica de FISH aliada a citogenética classica no monitoramento de pacientes com LMC
em terapia com TKI. Essas tecnicas permitem a detec¢édo do rearranjo BCR-ABL e do

cromossomo Ph, fundamentais para o diagndstico e progndstico da LMC.

As alteracdes mais comuns nessa patologia e as técnicas utilizadas para identifica-las ja
foram demonstradas em muitos trabalhos na literatura, entretanto a realizacdo desse
estudo ganha importancia em decorréncia da caréncia de dados e pesquisas nesta area
em nosso Estado. Com os dados obtidos no presente estudo objetiva-se fortalecer as
nossas bases em pesquisa, atentando para a assisténcia, auxilio diagnostico, capacitacdo

técnica e cientifica, além de permitir um diagndstico mais especifico dos pacientes.

A Tabela 1 sumarizou os dados clinicos como o sexo, idade e fase da doenca em que 0
paciente desse estudo estava no momento do diagnostico da LMC, mostrando discreta
predominancia do sexo masculino, corroborando com dados apresentados na literatura
(GIGLIO e BOLLMANN, 2011; BORTOLHEIRO e CHIATTINE, 2008). A faixa
etaria mais atingida pela LMC, segundo Ferdinand et al., 2012 varia entre 45 a 55 anos
com média de 66 anos, entretanto esse estudo demonstrou uma variacao entre 20 e 65
anos, com média de 43,6 anos. De acordo com a fase da doenca no momento do

diagndstico, houve uma predominio da fase crénica em relacdo a fase de aceleracéo,


http://en.wikipedia.org/wiki/Comparative_genomic_hybridization
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corroborando com dados apresentados no estudo realizado por Vendrame-Goloni et al,
2006.

A andlise classica, embora mais demorada e dependente da obtencdo de metafases em
boas condigdes, tem grande importancia. De acordo com Chauffaille, 2008, para que o
acompanhamento adequado da resposta dos pacientes a utilizacdo da terapia com TKI
seja possivel é necessario que se conheca o padrdo inicial do cari6tipo. Ao diagndstico
existem além do cromossomo Ph classico, cromossomos Ph com alteracBes adicionais,
variantes simples do cromossomo Ph, evolugédo clonal ou outras anomalias (CORTES et

al., 2003), que séo importantes para 0 monitoramento desses pacientes.

A Tabela 2 mostra os dados obtidos dos prontuarios em relagdo ao resultado da
citogenética classica e o inibidor utilizado ao diagndstico. Todos apresentavam o
cromossomo Ph, dados que coincidem com os resultados apresentados por Vendrame-
Goloni et al, 2006. Esses pacientes foram tratados inicialmente com o imatinibe, um
inibidor de TK de primeira escolha, que segundo Negrine e Schiffer, 2012, ¢
considerado muito eficiente no tratamento inicial para a maioria dos pacientes em fase
crénica. Os pacientes que foram diagnosticados ja em fase acelerada também receberam
0 imatinibe, pois os inibidores de segunda geracdo devem ser administrados somente
quando ndo existir resposta citogenética (KANTARJIAN et al., 2008).

Somente em um dos casos (5%), o caso 13, além do clone Ph positivo verificou-se a
presenca de outro clone com trissomia do cromossomo 8, dado que coincide com o
estudo realizado por Alimena et al., 2006, que relatou que a deteccao da evolucéo clonal
apresenta correspondéncia clinica com a progressdo da doenca para fase acelerada ou

crise blastica e esta presente em 7% dos casos de LMC ao diagndstico.

A resposta ao tratamento é dependente do tempo em que o TKI esta sendo administrado.
Dos pacientes selecionadas para esse trabalho, com exce¢do do caso 6, todos estavam
em tratamento a mais de 12 meses. Dos que iniciaram o tratamento com o imatinibe e
estavam em uso a mais de 18 meses, 77,8% apresentaram resposta citogenética maior
(RCM), corroborando com os dados do estudo de O’Brien et al, 2003. Este comparou 0
imatinibe com o interferon associado a citarabina em pacientes com LMC ainda nao

tratados e demonstrou que a taxa estimada de RCM aos 18 meses era de 87,1% para o
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grupo do imatinibe e de 34,7% no grupo que recebeu interferon e citarabina,

comprovando a eficacia desse farmaco quando administrado ao diagndstico.

O inibidor utilizado no momento da coleta de medula ¢ssea para a analise desse estudo
e os resultados da citogenética classica durante tratamento estdo representados na
Tabela 3, revelando dados importantes para entender a evolugdo citogenética apds
tratamento com TKI. Destes, 12 pacientes (60%) apresentaram RCM e 4 (20%) ainda
ndo apresentavam resposta ao tratamento (ABREU e LOPES, 2009). Os casos 2, 3,5 ¢
19 (20%) ndo foram avaliados quanto a evolugdo por apresentarem resultado
inconclusivo na técnica classica, devido auséncia de crescimento celular ou

impossibilidade de andlise, o que foi observado também em outros estudos.

Os pacientes que iniciaram o tratamento com imatinibe passaram a usar o dasatinibe
devido a falha terapéutica ou intolerancia. Os pacientes refratarios, que falharam ao
tratamento inicial, foram avaliados ap0s 12 meses, conduta que coincidem com a
apresentada por Pagnano, 2008. Destes pacientes, 3 (50%) apresentaram RCM, 1 (16,
7%) apresentou resposta citogenética parcial e 2 (33, 3%) apresentaram resultado
inconclusivo pela auséncia de crescimento celular (DELAMAIN e CONCHON, 2008 )

Segundo Chauffaille , 2009, os pacientes que ndo respondem ou apresentam intolerancia
ao imatinibe e ao dasatinibe passam a utilizar a terceira opcdo de tratamento, o
nilotinibe, e apresentam RCM, o que também foi observado no presente estudo onde
100% dos pacientes tratados com nilotinibe apresentaram citogenética classica normal.
Tanto o dasatinibe quanto o nilotinibe sdo muito eficazes em pacientes resistentes ao
imatinibe, exceto naqueles portadores da mutacdo T315l, e também em pacientes
resistentes por mecanismos independentes da mutacdo BCR-ABL (ABREU e LOPES,
2009).

Os resultados das analises da citogenética molecular (FISH) estdo sumarizados na
Tabela 5. Em todos 0s casos a técnica possibilitou um diagndstico, estabelecendo
resultado nas analises e demonstrando sua especificidade. Os casos 2 e 5 nao
apresentaram o rearranjo BCR-ABL, entretanto a FISH foi importante para estabelecer
um diagnostico, pois por falta de crescimento celular, logo impossibilidade de anélise,

obtiveram resultado inconclusivo na técnica convencional. Os casos 3 e 19 também
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foram inconclusivos na técnica cléssica, entretanto revelaram um percentual
consideravelmente elevado de rearranjo BCR-ABL, 16,5% e 13% respectivamente
(Tabela 6), demonstrando que a FISH foi fundamental para estabelecer a conduta
terapéutica a ser adotada nesses pacientes.

Nos casos 1, 6 e 11 a analise molecular concordou com os achados na técnica
convencional, entretanto foi importante para concluir de maneira mais segura o
resultado, pois, mesmo apds alteracdo do inibidor inicialmente utilizado, esses pacientes
ainda apresentavam o cromossomo Ph e, de acordo com Chauffaille 2008, a FISH é
fundamental em casos de resisténcia ao tratamento quando pode evidenciar
reaparecimento do rearranjo ou mesmo mais de uma cdpia por ocasido da amplificacao

da fuséo génica.

O caso 7 apresentou resultado normal na tecnica convencional, entretanto ao ser
analisado pelo metodo molecular revelou a presenca de 18% de rearranjo BCR-ABL
(Tabela 6), demonstrando a importancia de aliar o diagnéstico molecular ao classico.
Segundo Chauffaille, 2008, na auséncia do cromossomo Ph em caso clinicamente
compativel com LMC se tornam necessaria a investigacdo do rearranjo BCR-ABL por
métodos moleculares, tais como, FISH ou PCR, ja que 0 mesmo pode estar presente na
auséncia de alteracdo cromossdmica quando essas células ndo entram em divisdo e, por

conseguinte, o clone ndo pode ser detectado pelo método convencional.

Desse modo, este trabalho demonstrou a importancia da associacdo das técnicas
citogenéticas classica e molecular (FISH) no acompanhamento de pacientes com LMC
em tratamento com TKI. Tendo em vista as limitacdes desse estudo, novos trabalhos
que possibilitem uma avaliacdo mais completa se fazem necessarios para comprovar 0s

resultados aqui apresentados.
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7 CONCLUSAO

Na LMC existem algumas alteracGes genéticas que surgem a depender da fase da
doenca e sdo identificadas no estudo genético. Nas ultimas décadas, a analise
citogenética tem se tornado crucial na conduta de pacientes com essa patologia, uma vez
que permite o diagndstico, analise da evolucdo do quadro, acompanhamento mais
direcionado e a definicdo terapéutica, o que resulta em uma conduta mais especifica e

sensivel por apresentarem as vantagens e desvantagens das duas analises.

A técnica citogenética detectou 20% de alteracBes cromossdmicas, 0 que pode ser
explicado pela dificuldade em obter metafases e devido a essa dificuldade, 4 pacientes
apresentam resultado inconclusivo. E uma técnica mais trabalhosa e requer qualificagdo
profissional, pois a identificacdo dos cromossomos nao é simples. A Hibridacéo in situ
Fluorescente (FISH) possibilitou resultado em 100% dos casos, sendo que 90%
apresentaram o rearranjo estudado, € mais rapida, com maior especificidade e resolucéo

muito especifica, mas ndo possibilita a identificacdo de outras alteragdes.

Esse trabalho compreende o primeiro passo para um entendimento mais completo
acerca do perfil epidemiologico e molecular dos pacientes com LMC no Estado da
Bahia, entretanto seria de grande importancia um estudo com maior nimero de
pacientes com mais situacdes clinicas, a fim de proporcionar melhor avaliacdo e
permitir a definicdo de orientacdes mais eficientes. A padronizacdo das técnicas
utilizadas é um avanco importante para o Estado da Bahia, pois além de tornar possivel
a resolucdo de casos criticos, supre uma necessidade local da utilizacdo dos recursos

dessas técnicas no estudo de muitas outras doencgas onco-hematolégicas.
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APENDICE A- Tabela com a evolucio diagnostica e terapéutica dos pacientes.

(007111408 w2 18Y) (P408) (T¥1gV)ust onu (0TIxX'9r JANLIVIL  ®smyip> JEINILVINI (0TI IDFEDNTTON XX 0C
(0029211408 502 18Y) (2408) (DX 1g Vst ona ousnpuodw]  JEINIIVSYA  SLWIIP> JANIIVI (02N IbibXTTON AX'9Y 61
(0079111908 w0 18Y) (2030 (T¥1gV)ust ona (1) 0 ¢4 JENIIVINL  semyip> JEINILVAI [O1( b FEDNTTONXX9r 81
[00z01)(1x408 100 18Y) (7x408) (¥ 1gV)ust onu (07JAX 9% JANILYNI  *sm7[p> JEINILYINI (0TI D FEDNTTON AX'9r L
[00zT1N(1xg08 w2 18Y) (P908) (X TgV)ust ona [CIAX'9r  JEINLIOTIN  sesmy[ap>  JEINLLVINI (1N IbisebXeran AXon e AX o 91
(0070111408 w02 1Y) (P408) (X 1g Vst onu [COXX'or  FEINILYSYA ~ wsmIIp> FEINLLVINI (0TI IDFEDNTTONXX9r I
(007111908 w0 1Y) (P40 (T¥1gV)est nu THAX'9Y JANIIVIN  ®s=u{i®> JENILIVI [0T)TbipbXTTON AX'9 #1
[T pedNTTeN's+ AX LF

(00201)(1x40g o2 18Y) (PR (Tx1gY)us onu (FUIAXOF [0S]8+AX'(F  FEINIVINI  Ssm7Ip> IEINILYINI (S)rIbebXTTom AX9r €1
[00z91)(1x908 w2 1Y) (0908 (TX1gV)qs: na [0Tlax'or JAINIIOTIN  S=mI[p> FEINLLVII (0TI IDFEDXTTONAXSY T
[00TTF)(1xg0g w00 18Y) (908 (T 18V)as onm  [eT)AX'or (LN Tbips)TToW AX'oF FQINILYSVA — SsmI[3p> IEINILVINI (0TI TDpEDNTTON AX9F 1
[00z¢1)(1¥0g 502 18V) (PDQ) (X 1gY)4st onu loglxxor JANLVINI  ®*myip> JEINLIVIN (S)IibpedXeranxxonlilxxor o1
(0070111408 w2 18Y) (7408 (T¥1gV)gst ona [0e)Ax'or JENILVI  ®sm7Ip> JEINILYIVI (0T IDFEDNTTON XY 6
[002T1)(1¥408 100 T8Y) (X408) (Tx18V)us ona [sTxx'or JEINILYSYA  ss=myip> IEINILYIN (0T IbebXTTeN AX'9F 8
[0079¢)(1x908 52 18Y) (2408 (¥ 1a Vs ona lozlxxor JENILVIY ®s=m7ip> JEINILVI (0TI IDFEDNTTONXXY L
[002:002)(1g08 503 18Y) (740 (TX g V)ust onu [CrdpedXeTon XX'9r  FENIUVIM  ®SWI[p<  FENILVI (0T IbEbXTTON XX 9

[002)7x(409 18 )qst ona 0xISIPTOT] JENILVI  ®sm7i®p> NIV (DTN AX ¢
(00291)(1x40g w2 18Y) (TrdDD) (T IgY)as ona (0e)TIbTIdNm X9y JENIIVSYA ~ S@SmIIp>  FENIIVINE [T DpedXerion AXonHAX9r ¢
[00z£€)(1x908 w0 18Y) (2908) (TX g V)us ona 0NSIPT0T] JAINILYSYA ~ ssmyi#p> JEINILVIV (0TI FEDNTTONXN Y €

[007]rx(40g 18Y)as ona 0NSRRT0T] JANIIVI  ssm7ip> NIV (0TI AXSY T
[007#£)(1x40g W0 1Y) (P0Q) (@ 1gw)us nu [1ZIXX'or () IbpeDNTToNXX'or FEINIIVINL  Sem7[3p> JEINIIVIN [T FEDNTTONXX |

DL 3p osn sode oprus? o 0XSOUEED 02 0dsOUEENp 02
(HSI) =MOS(OJ| T0uE0H) BSST]) BUAWEN) Y 2pIOpIQI]  osnap odme] 1 3P Jopiqum] BSSE]) BMRWEAR) 05D




68

APENDICE B-Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado a participar voluntariamente do projeto de pesquisa
“Analise Citogenética e Molecular (FISH) de pacientes com Leucemia Mieldide
Cronica em terapia com Inibidores de Tirosino quinase no Estado da Bahia.” Caso
tenha mais do que 18 anos, leia atentamente as informacdes a seguir antes de dar seu
consentimento. Em caso de duvida peca esclarecimento e s6 assine apds ter certeza
sobre todas as informacGes. Desde logo fica garantido o sigilo das informagdes. Em

caso de recusa vocé ndo serd penalizado (a) de forma alguma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do Projeto: Analise Citogenetica e Molecular (FISH) de pacientes com Leucemia
Mieloide Cronica em terapia com Inibidores de Tirosinoquinase, no Estado da Bahia.
Pesquisador Responsavel: Dra. Ivana Lucia de Oliveira Nascimento

Telefone para contato (inclusive ligacGes a cobrar): (71) 92364424

Pesquisadores participantes: Dra. Maura Alice Santos Romeo; Mestranda Mailla

Reboucas Viana.

OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo deste estudo foi demonstrar a importancia da utilizacdo da técnica de
citogenética molecular (FISH) aliada a citogenética classica em pacientes com LMC em
terapia com TKI.

O grupo de estudo sera constituido por 20 pacientes de ambos 0s sexos, maiores de 18
anos com diagnostico de Leucemia Mieldide Crbénica em terapia com TKI,
acompanhados em um dos servicos de referéncia de hematologia do Estado da Bahia, o
Hospital Universitario Edgar Santos. A coleta sera realizada com o uso de protocolo ja
estabelecido e em pacientes que ja sdo acompanhados e ja realizariam o procedimento
Os critérios de inclusdo sdo todos os pacientes de ambos os sexos, maiores de 18 anos,
com diagnostico de Leucemia Miel6ide Cronica em terapia com TKI. Existe um risco
em relacdo a coleta, porém ja é um procedimento realizado para o acompanhamento da

doenca e nenhum desses sera provocado apenas para a realizacdo da pesquisa.
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JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A Leucemia Miel6ide Cronica (LMC) é uma doenga clonal com origem na célula
progenitora hematopoiética, caracterizada pela presenca do cromossoma Filadélfia (Ph)
que gera a proteina de fusdo BCR-ABL com atividade enzimatica tirosina quinase
alterada.

Para estabelecer o diagndstico da LMC deve ser realizada uma avaliacdo clinica e
laboratorial para caracterizar as diferentes fases da doenga, e sdo igualmente
importantes na definicdo do grupo de risco a que pertence cada doente.

A monitorizacdo da resposta a terapéutica ¢ fundamental para os pacientes com LMC,
uma vez que permite avaliar o tipo de resposta e detectar eventuais resisténcias ao
tratamento. Essa monitorizacdo deve ser efetuada em periodos de tempo pré-
estabelecidos e englobar uma avaliagéo clinica e laboratorial, que inclui a citogenética e
0 estudo molecular.

Avaliar citogeneticamente esses pacientes pelo método classico, faz parte dos
protocolos determinados pela European LeukemiaNet. Técnicas moleculares podem ser
usadas para detectar o rearranjo BCR/ABL, ao diagndstico, e para as situacdes em que
ndo se tem metafases para analise ou onde o Ph esta mascarado no cariotipo.

O presente estudo pretende demonstrar a importancia da técnica citogenética molecular
(FISH) aliada a citogenética classica para pacientes com LMC em terapia com

inibidores de tirosino quinase (TKI).

DE QUE FORMA POSSO AUXILIAR NESSE ESTUDO?

Vocé pode auxiliar nesse estudo autorizando a participacdo e publicacdo de dados da
consulta, além de amostras da coleta da medula Gssea que ja serdo realizadas para

exames médicos de rotina.

QUAIS OS RISCOS QUE PODEM EXISTIR NOS EXAMES?

Para realizar o exame citogenético sera necessario coleta da medula dssea, um
procedimento trabalhoso, demorado e doloroso que proporciona incomodo ao paciente,
porém sua importancia vem da possibilidade de detec¢do precoce de recaidas, evolucdes

clonais e surgimento de clones anormais nas células Ph negativas. A coleta utilizada
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para 0 estudo ja seria realizada pela equipe médica com o objetivo de acompanhar a
evolugdo do quadro e dessa forma, nenhuma coleta serd realizada somente para o
estudo. N&o é necessério estar em jejum e nem tomar nenhum medicamento. Os
resultados obtidos sdo absolutamente confidenciais, portanto serdo comunicados
somente a pessoa e ao profissional médico que a acompanha. A comunicacdo dos

resultados a terceiros so podera ser realizada mediante autorizacéo do interessado.

COMO SERA FEITA A PESQUISA?

As amostras da medula éssea de pessoas que atendem aos objetivos da pesquisa serdo
encaminhadas ao laboratério para realizacdo do estudo citogenético classico e

molecular.

O QUE SERA FEITO COM O MATERIAL E OS DADOS COLETADOS DE
CADA PACIENTE?

A coleta sera realizada uma Unica vez para o estudo, 0 material e a ficha-protocolo com
0 resultado serdo armazenados no Servico de Genética Medica do Hospital
Universitario Prof. Edgar Santos-Universidade Federal da Bahia (UFBA). As amostras
ndo serdo oferecidas a outros centros ou laboratorios e a identificacdo do paciente sera

mantida em absoluto sigilo sobre responsabilidade dos pesquisadores responsaveis.

Dra. Ivana Lucia de Oliveira Nascimento



71

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , abaixo

assinado, concordo em participar do estudo

, COMO sujeito. Fui devidamente

informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a

pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido o sigilo das
informacGes e que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto
leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento, assisténcia e/ou

tratamento.

Local e data , / /

De acordo,

Assinatura do sujeito ou responsavel



ANEXO A- Formulario de Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa —

CEP-HUPES

HOSPITAL UNIVERSITARIO
PROF. EDGARD SANTOS-UFBA
- HUPES

PROJETO DE PESQUISA

Titulo:  Andlise Citogenética e Molecular (FISH) de pacientes com Leucemia Mieldide Cronica em
terapia com inibidores de tirosinoquinase, no Estado da Bahia.
Area Tematica:

Area 1. Genética Humana.

Versdo: 1

CAAE: 06160212.8.0000.0049

Pesquisador:  IVANA LUCIA DE OLIVEIRA NASCIMENTO
Instituigdo: Hospital Universitario Prof. Edgard Santos-

UFBA
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Numero do Parecer: 104.769
Data da Relatoria: 20/09/2012

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo de corte transversal para avaliar até onde a citogenética molecular(FISH)melhora o
diagnostico realizado pela citogenética

classica de pacientes com leucemia mieldide cronica, tratados com inibidores de tirosinoquinase e atendidos no
Hospital Universitario Professor

Edgard Santos, Salvador, Bahia.O presente estudo pretende demonstrar a importancia da utilizagéo da
técnica de citogenética molecular (FISH) aliada a citogenética classica para o diagndstico de

pacientes com leucemia mieldide cronica em terapia com inibidores de tirosinoquinase.

Acreditamos que conhecendo o percentual de anormalidades observadas nestes pacientes

através do FISH podera ser realizada comparagé@o com o resultado encontrado na citogenética

classica e dessa forma poderemos auxiliar a literatura na definicdo da importancia da utilizagdo das duas
técnicas para um diagndstico mais preciso.

O grupo de estudo seré constituido por 20 pacientes de ambos os sexos e maior de 18 anos, com

diagnéstico de Leucemia Mieléide Cronica (LMC) em terapia com inibidores de tirosinoquinase

acompanhados em um dos servigos de referéncia de hematologia do Estado da Bahia, o Hospital

Universitario Edgar Santos. As amostras de medula 6ssea serdo encaminhadas ao Servico de

Genética Médica do Hospital Universitario Prof. Edgar Santos ¢, Universidade Federal da Bahia

(UFBA), para realizagao do estudo citogenético, molecular e analise dos dados. A partir dos resultados
obtidos na citogenética classica e molecular sera realizada a

andlise estatistica com o auxilio do programa SPSS para andlise dos resultados, onde iremos

avaliar a distribuicdo da amostra através do teste kolmogorov-Smirnov para que entdo o teste

estatistico mais adequado seja selecionado. Essas informagbes serdo demonstradas através de

gréficos e tabelas e irdo comparar a eficiéncia do uso da técnica de FISH no aumento na
sensibilidade no diagnostico desses pacientes.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral

O objetivo deste estudo é demonstrar a importancia da utilizagdo da técnica de citogenética
molecular (FISH) aliada a citogenética classica para o diagndstico de pacientes com Leucemia
Mieléide Crénica (LMC) em terapia com inibidores de tirosinoquinase (TKI).

| Enderego: Rua Augusto Viana, s/n°® - 1° Andar
Bairro: Canela CEP: 40.110-060
| UF: BA Municipio: SALVADCR

:iTelefone: (71)3283-8141 Fax: (71)3283-8140 E-mail: cep.hupes@gmail.com




| Enderego: Rua Augusto Viana, s/n° - 1° Andar
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Objetivos especificos

¢ Avaliar a sensibilidade da citogenética classica na detecgdo de alteragdes
cromossomicas em paciente com LMC em terapia com TKI.

¢ Avaliar a sensibilidade do FISH na detecgéo de alteragdes cromossOmicas em paciente
com LMC em terapia com TKI.

¢ Demonstrar a importancia do uso da técnica de FISH em conjunto com a citogenética
classica no diagnéstico de pacientes com LMC em terapia com TKI.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

N3o havera riscos adicionais para as pessoas participantes do estudo, pois os participantes que irdo ser
recrutados ja estdo sendo acompanhados. A

coleta de medula 6ssea é realizada periodicamente para o acompanhamento desse paciente.

Beneficios:

O beneficio do estudo esta relacionado a um diagnéstico mais sensivel e especifico para esses pacientes
participantes, pois além da citogenética

classica sera utilizada a molecular (FISH)

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Sem comentarios.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagado obrigatéria:

Satisfatorios.

Recomendagdes:

Aprovar.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias.

Situagédo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto Aprovado.
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SALVADOR, 24 de Setembro de 2012

gt

Assinado pol

Roberto José d&'Silva Badaré
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