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RESUMO



INTRODUCAOQO: O papel do transplante autlogo de medula dssea (TMO-auto) para o
tratamento da leucemia miel6ide crénica (LMC) permanece incerto. PACIENTES E
METODOS: Onze pacientes com LMC foram indicados para receber o TMO-auto com
célula precursora periférica (CPP) mobilizada até seis meses ap6s o diagndstico, com o
mini-ICE (trés pacientes) ou a hidroxiuréia (oito pacientes), e obtida por leucaférese. Os
pacientes receberam o interferon alfa (IFN) apds o TMO-auto. Amostras de medula 6ssea
(MO) obtidas ao diagndstico e durante o seguimento foram avaliadas por meio da analise
citogenética convencional, do método de hibridizagao “in situ” com fluorescéncia (FISH) e
por transcricdo reversa e reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), para a identificacdo e
a quantificacdo do cromossomo Philadephia (Ph) e do gene BCR-ABL. RESULTADOS: A
mediana de seguimento dos pacientes apds o TMO-auto foi de 22,7 meses (variacdo, 0,7-
49,1). Um paciente evoluiu para o 6bito durante o periodo de aplasia da MO apés a
mobilizacdo da CPP. Dez pacientes foram transplantados com CPP com o Ph* (mediana:
100,0%; variacdo: 25,0-100,0) e com o gene BCR-ABL (mediana: 68,2%; variacdo: 27,3-
83,5). Um paciente evoluiu para 6bito durante a aplasia da MO determinada pelo
condicionamento para o TMO-auto. Oito pacientes (88,9%) obtiveram resposta
hematoldgica, sete (77,8%) resposta citogenética, todos (100,0%) obtiveram resposta
citogenética molecular por FISH e um paciente (10,0%) obteve resposta molecular por RT-
PCR. A mediana das porcentagens de cromossomo Ph, em amostras de MO obtidas seis
meses apos 0 TMO-auto (78,0%), foi menor do que a observada ao diagnostico (100,0%;
P=0,035). Foram também menores as medianas das porcentagens de nucleos interfasicos
com o gene BCR-ABL em amostras de MO obtidas trés, seis e nove meses apos 0 TMO-
auto (4,0%, 7,3% e 15,7%, respectivamente), em comparacdo a observada ao diagndstico
(82,5%; P<0,050). Ao final do estudo, nove pacientes estavam vivos, em fase cronica da
doenca, sendo que quatro deles apresentavem respostas hematoldgica, citogenética e
citogenética molecular. CONCLUSAQ: O TMO-auto em associa¢do com o IFN possibilita
a obtencdo de respostas hematoldgica, citogenética, citogenética molecular e molecular

para pacientes com fases iniciais da LMC.
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ABSTRACT



INTRODUCTION: The role of the autologous stem cell transplantation (ASCT) as a
treatment procedure for chronic myeloid leukaemia (CML) patients remains uncertain.
PATIENTS AND METHODS: Eleven CML patients were indicated to receive ASCT
with peripheral blood progenitor cells (PBPCs) mobilised within six months from diagnosis
with mini-ICE (three patients) or hydroxyurea (eight patients) and obtained by
leukapheresis. The interferon alpha (IFN) was administered to patients after ASCT. Bone
marrow (BM) samples obtained at diagnosis and during evaluations after ASCT were
analysed by cytogenetics, fluorescence “in situ” hybridisation (FISH) and reverse
transcription-polimerase chain reaction (RT-PCR), with the purpose of identifying and
quantifying the Philadelphia chromosome (Ph*) and the BCR-ABL gene. RESULTS: The
median follow-up of patients after ASCT was 22.7 months (range: 0.7-49.1). One patient
died during the aplastic period determined by the mobilisation regimen of PBPCs. Ten
patients received ASCT with PBPCs with Ph* (median: 100.0%; range: 25.0-100.0) and
FISH" cells (median: 68.2%; range: 27.3-83.5). One patient died during the aplastic phase
due to BM conditioning regimen. Eight patients (88,9%) achieved haematological response,
seven (77.8%), all of them (100.0%) molecular cytogenetics response by FISH, and one
unique patient (10,0%) achieved molecular response by RT-PCR. The median percentage
of Ph metaphases in BM samples obtained after three months of ASCT (78.0%) was lower
than the percentage obtained at diagnosis (100,0%; P=0.035). The median percentages of
FISH" interphase nuclei obtained after three, six, and nine months after ASCT (4.0%, 7.3%
and 15.7%, respectively) were also lower than that obtained at diagnosis (82,5%; P<0.050).
At the end of the study, nine patients were alive, in chronic phase of CML. Four of them
presented haematological, cytogenetics, and cytogenetics responses. CONCLUSION: The
ASCT associated with IFN therapy results in haematological, cytogenetics, molecular
cytogenetics and molecular responses in early chronic phase of CML’s patients.
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INTRODUCAO



1. CONSIDERACOES GERAIS

A primeira descricdo de um caso de leucemia mieldide crénica (LMC) foi
publicada na Escécia, por John Hughes Bennett, em outubro de 1845. Apenas cinco
semanas depois, Robert Virchow, em Berlin, publicou, um outro caso de paciente com a
doenga. Estas publicacdes e estes pesquisadores sdo considerados marcos na historia das
leucemias. Reuniram informacdes clinicas e anatomopatoldgicas e propuseram as primeiras

descricdes fisiopatoldgicas da doenca (GEARY, 2000).

A incidéncia da LMC em paises do hemisfério norte é de 1,6 casos por 100.000
habitantes por ano, com discreto predominio em pacientes do sexo masculino (LEE, 2000).

Segundo as estimativas do Instituto Nacional do Céancer, a incidéncia das
leucemias agudas e cronicas, em conjunto, no ano de 2002, foi de cerca de 7,47 casos por
100.000 habitantes do Brasil (INCA, 2002). Em nosso conhecimento, ndo ha dados sobre a
incidéncia da LMC em nosso pais.

2. ASPECTOS CLINICOS

A LMC é uma doenca mieloproliferativa clonal, com origem na célula
precursora multipotencial da medula 6ssea (MO), que determina o aumento da producéo de
granuldcitos (FIALKOW, et al., 1977). Ela ocorre principalmente em pacientes com idade
entre 40 e 50 anos, com discreto predominio em individuos do sexo masculino, que mantém
com os do sexo feminino uma relagdo de 1,3:1 (LICHTMAN & LIESVELD, 2001).

A doenga evolui habitualmente em trés fases clinicas distintas. A primeira fase,
denominada crénica, € caracterizada por um curso clinico indolente e tem duracédo
aproximada de quatro a cinco anos. Os sintomas sdo relacionados principalmente ao
aumento do tamanho do baco, como o0 empachamento pds-prandial e a sensacéo de peso no
abdome (SAVAGE et al., 1997). Sdo controlados com relativa facilidade por medicamentos
como a hidroxiuréia (HU) ou o bussulfano. A segunda fase, denominada acelerada, é
caracterizada por deterioracdo do estado geral, com emagrecimento, dores 0sseas, febre e
sudorese noturna. A duracdo é de cerca de seis meses e 0 controle medicamentoso é
insatisfatorio (LICHTMAN & LIESVELD, 2001). A ultima fase, denominada blastica,

Introducéo
15



assemelha-se a leucemia aguda dos pontos de vista clinico e laboratorial. Durante esta fase,
a resposta a regimes quimioterapicos agressivos é apenas eventual e o 6bito ocorre em trés
a seis meses (KANTARJIAN et al., 1985; LICHTMAN & LIESVELD, 2001).

Esta evolucdo inexoravel da doenca para o Obito, fez com que inimeros
investigadores avaliassem diversos fatores clinicos e do sangue periférico, com a finalidade
de identificar fatores prognosticos que permitissem um melhor manejo dos pacientes
(GOMEZ et al., 1981; KANTARJIAN et al, 1990). Os mais utilizados na préatica diaria sdo
o indice de Sokal (SOKAL et al., 1984) e o Euro (HASFORD et al., 1998).

O indice de Sokal considera a idade, o tamanho do bago, o nimero de plaquetas
e a porcentagem de blastos no sangue periférico. Ja o indice EURO acrescenta as
porcentagens de basofilos e eosinofilos do sangue periférico aos parametros considerados
pelo indice de Sokal. Os dois indices possibilitam a identificacdo de trés grupos de
pacientes com riscos relativos distintos relacionados a sobrevida: os de baixo risco, os de
risco intermediario e os de alto risco. As sobrevidas medianas para os grupos de baixo,
intermediario e alto risco foram de 105, 76 e 45 meses com o indice de Sokal e de 105, 65 e
45 meses com o indice EURO, respectivamente (HEHLMANN, et al., 1997; BONIFAZI, et
al., 2000; THOMAS, et al., 2001).

3. 0 CROMOSSOMO PHILAPELPHIA E O GENE BCR-ABL

Um grande interesse sobre a doenga teve inicio com a descri¢do, por NOWELL
& HUNGERFORD (1960), da ocorréncia de um pequeno cromossomo anormal em células
leucémicas de portadores de LMC. Ficou conhecido como cromossomo Philadelphia (Ph)
em homenagem a cidade da sua descoberta (HEIM & MITELMAN, 1995). Apenas em
1973, ficou conhecido que o cromossomo Ph resulta da translocagdo entre as porcoes
terminais dos bracos longos dos cromossomos 9 e 22, com pontos de quebra nas regides
9034 e 22911 (ROWLEY, 1973; PRAKASH & YUNIS, 1984).

Inumeras publicacbes dos anos seguintes, indicaram que a translocagdo
determina a fusdo do gene ABL do cromossomo 9 com o gene BCR do cromossomo 22,
constituindo o gene quimérico BCR-ABL, locado no cromossomo 22 (LION, 1994; LION,

1996; MELO, 1996). Este gene determina, na maior parte dos casos, a producdo de uma
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proteina com peso molecular de 210 quilodaltons (kDa), a p210. Em alguns casos de LMC,
com pontos de quebra em outras regides do gene BCR, ocorre a producdo de uma proteina
com 190 kDa, a p190 ou mais raramente com 230 kda, a p230 (RADICH, et al., 1994;
RADICH, 1996). Todas essas proteinas apresentam elevada atividade tirosina quinase, com
papel fundamental na proliferacdo celular (MELO, 1996).

A representacdo esquematica dos genes BCR e ABL, dos pontos de quebra
cromossdmicos e das proteinas produzidas pelo gene BCR-ABL esta apresentada na Figura
1.

b2 b3 c3
el3 eld eld
el Cromossomao 22
bcr
135kb -—L------—-----I]'IJ.----JI—-—
m-ber M-bor & -bcr
[menor] [maior] {micro}
1b la ja2,ad Cromossomo 9
o I B o
225Kkh
BCR-ABL
mRNA (cDNA) Proteina
Translocacdo da reqido _ _
maior do ber {M-ber) ] 210 BCR-ABL
Translocacdo da regido | p190 BCR-ABL
menor da beor {m-ber) -
Translocacdo da 30 BCR-ABL
reqigo micro do ber [ NN ] p
(p-bice)

Figura 1. Representacdo esquematica dos genes BCR e ABL, dos pontos de quebra

cromossdmicos e das proteinas originadas da fusdo BCR-ABL

A evidéncia direta de que a doenga é determinada por esta anormalidade génica
resultou do estudo conduzido por DALEY & VAN ETTEN (1990). O transplante em ratos,
de célula precursora trans-infectada com um retrovirus, que expressava o gene BCR-ABL,

produziu uma doenca similar a LMC.
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O cromossomo Ph foi identificado em cerca de 90% dos pacientes com LMC.
Em 5% deles, a anormalidade cromossdmica foi encontrada em meio a translocacgdes
complexas comprometendo trés ou mais cromossomos, sempre incluindo o0 9 e 0 22. O
cromossomo Ph ndo foi identificado por meio da anélise citogenética convencional em
cerca de 10% dos pacientes com LMC. Entretanto, o gene BCR-ABL foi identificado por
meio do método de hibridizacdo “in situ” com fluorescéncia, método FISH, e da transcricéo
reversa e reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) em mais da metade desses casos,
indicando que de fato, estd associado com a origem da doenga. Assim, passou a ser
considerado um marcador da LMC (LION, 1996; MELO, 1996).

4. TERAPEUTICA
4.1. Medicamentosa

O tratamento convencional com a HU (STEVENS, 1999) ou o busulfano foi
suficiente para o controle dos sintomas, mas ndo interferiu com a evolucdo natural da
doenga (KANTARJIAN et al., 1985; HEHLMANN et al., 1993).

J& o tratamento com o interferon alfa, IFN, (ITALIAN..., 1995; ALLAN et al.,
1995; WETZLER et al., 1995; BONIFAZI et al., 2001; GOLDMAN & DRUKER, 2001,
GOLDMAN, 2002; KIRKWOOD, 2002) ou com o IFN em associacdo com a arabinosil-
citosina, ARA-C (GUILHOT et al., 1997; BONIFAZI et al., 2001; BACCARANI et al.,
2002) promoveu resposta hematoldgica, definida como a manutencdo por trés meses, do
nimero de leucécitos menor que 10,0x103/mm?, concentracdo da hemoglobina maior que
10g/dI e nimero de plaguetas menor do que 500,0x10°/mm?, em mais de 80% dos pacientes
em fase cronica da doenca. Vale ainda ressaltar, que 10% a 25% deles obtiveram resposta
citogenética, definida como a diminui¢cdo do numero de cromossomos Ph ou mesmo a nao
identificacdo desta anormalidade cromossdmica nas amostras examinadas (BONIFAZI et
al., 2001). Os resultados destes estudos indicaram que apenas 0s pacientes que obtiveram
resposta citogenética apds o tratamento com IFN ou IFN e ARA-C apresentaram maior
sobrevida do que a descrita tradicionalmente para a doenga. Entretanto, vale também
comentar que remissdes moleculares, definidas como a auséncia do gene BCR-ABL, foram

observadas em pacientes que receberam os medicamentos (KAEDA et al., 2002).
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HEHLMANN et al. (1994) ndo observaram diferencas de sobrevida entre os pacientes
tratados com IFN e aqueles tratados com HU ou bussulfano. Ainda, apesar dos resultados
citogenéticos obtidos com o tratamento com IFN ou IFN associado ao ARA-C, ndo
ocorreram diferencas na sobrevida dos pacientes (BACCARANI et al., 2002) .

Mais recentemente, foi descrito um farmaco que atua como inibidor da
atividade tirosina quinase da proteina produzida pelo gene BCR-ABL, 0 mesilato de
imatinibe (DRUKER, et al., 2001; O’BRIEN & DRUCKER, 2002; SAWYERS et al.,
2002;). Os resultados de estudos com 454 pacientes com a fase cronica da doenca, que
falharam ao uso do IFN, mostraram respostas hematoldgicas em 95% dos pacientes, sendo
que 60% deles apresentaram a diminui¢do do ndmero de cromossomos Ph (KANTARJIAN
et al., 2002). Ainda, os resultados de um estudo multicéntrico indicaram a superioridade do
mesilato de imatinibe em relagéo ao IFN associado ao ARA-C, no tratamento de pacientes
com LMC (DRUKER, 2001). Também, vale comentar que remissdes moleculares foram
obtidas com o medicamento (KAEDA et al., 2002).

Entretanto, é importante comentar que até o momento, nao foi observado o
aumento da sobrevida global dos pacientes tratados com o mesilato de imatinibe. Ainda,
nem todos os pacientes respondem a esta terapéutica. Cerca de 10% dos pacientes em fases
crbnicas tardias sdo primariamente resistentes ao medicamento (TSAO et al., 2002).
Resisténcias adquiridas por mecanismos ainda desconhecidos, foram também descritas em

pacientes que apresentaram uma resposta inicial ao tratamento (DRUCKER et al., 2001)

No Brasil, a liberacdo do medicamento esta regulamentada por uma portaria do
Ministério da Saude (SAS/MS 431, 03/10/2991). Apenas os portadores de LMC em fase
crbnica que ndo tenham obtido resposta citogenética apds seis meses de IFN, aqueles com
efeitos colaterais inaceitaveis durante o IFN e aqueles em crise blastica podem receber o

medicamento.

4.2. Transplante de medula 6ssea

A Unica possibilidade concreta de cura para a doenga, no momento, € 0
transplante alogénico de MO (TMO-alo). Este possibilita sobrevida livre de doenga em
cinco anos para 30 a 80% dos pacientes com LMC (GOLDMAN et al., 1993; CLIFT et al.,
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1994; CLIFT, 1995; HOROWITZ et al.,1996; GALE et al., 1998; CWYNARSKI, 2002).
Entretanto, o procedimento s6 pode ser oferecido a pacientes com idade menor do que 55
anos e que tenham doador compativel no sistema de antigenos leucocitarios humanos
(HLA). A disponibilidade de doador compativel é realidade para menos da metade do
numero de pacientes com a doenca (CARELLA et al., 1997), o que torna a busca de

terapéuticas alternativas para os demais, um procedimento obrigatdrio.

A possibilidade da utilizacdo do transplante autélogo de MO (TMO-auto),
como opgdo de tratamento para os pacientes com LMC, foi considerada a partir da
identificacdo de precursores hematoldgicos normais coexistindo com precursores com 0
cromossomo Ph, particularmente em pacientes em fase inicial da doenca (COULOMBEL et
al., 1983; BARNETT et al., 1994; FRASSONI et al., 1999a ; FRASSONI et al., 1999b).

Um interesse maior pelo procedimento foi observado com a descrigédo da
obtencdo de grande numero de célula precursora normal, apds tratamento quimioterapico
dos pacientes com a HU (JOHNSON et al., 1997; PRATT et al., 1998) ou com a
idarrubicina, 0 ARA-C e o etoposide, seguido pela administracdo do fator estimulador do
crescimento de coldnias da linhagem granulocitica, G-CSF (CARELLA et al., 1993;
WALLER, 1998).

A possibilidade da utilizacdo da célula precursora periférica (CPP) como fonte
para 0 TMO-auto tornou o procedimento ainda mais animador para pacientes com doencas
hematoldgicas, uma vez que parece ser tdo eficaz quanto o transplante com célula
precursora obtida da MO e apresentar ainda, as vantagens de ser menos agressivo para o
paciente e poder ser repetido tantas vezes quanto forem necessarias para a obtencdo do
numero de células desejadas (VERFAILLIE et al., 1998).

O TMO-auto realizado com célula precursora obtida do sangue periférico ou
MO, apds mobilizagdo “in vivo” com quimioterapicos e citocinas, determinou pelo menos
temporariamente, a restauracdo da hematopoiese normal em pacientes com LMC
(KORBLING et al., 1981; REIFFERS et al., 1991; CARELLA et al., 1993; REIFFERS et
al., 1994; HOYLE et al., 1994; BARNETT et al.,, 1994; CARELLA et al., 1997; BATHIA
et al.,, 1997; BATHIA et al.,, 1997; CHALMERS et al., 1997; PIGNEUX et al., 2001;
JOHNSON et al., 1997; PRATT et al., 1998; FISHER et al., 1998; WALLER et al., 1998;
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APPERLEY et al., 1999; CARELLA et al., 1999; FRASSONI et al., 1999b; HEHLMANN
et al., 2000; OLAVARRIA et al., 2000; MELONI et al., 2001; OLAVARRIA, 2002).

A quantificagdo do cromossomo Ph em células obtidas de amostras de MO de
pacientes com LMC, que receberam o TMO-auto, foi utilizada para a identificacdo de
doenca residual. A doenca residual pode também ser identificada por meio do método que
utiliza a hibridizacéo “in situ” com fluorescéncia, método FISH, e da transcricdo reversa e
reacdo em cadeia da polimerase, RT-PCR, sendo que foram descritos como mais efetivos
para esta determinacdo do que a andlise citogenética convencional (MELO, 1996;
WALLER et al., 1998; HESS et al., 2000).

A diminuicdo da porcentagem do cromossomo Ph (CARELLA et al., 1993;
JOHNSON et al., 1997; PRATT et al., 1998) e do nimero de nicleos interfasicos com o
gene BCR-ABL, por FISH (DEWALD et al., 1998; HESS et al., 2000), em amostras de MO
obtidas ap6s o TMO-auto, bem como a auséncia do gene BCR-ABL, por RT-PCR, nestas
amostras (KAEDA et al., 2002) sugeriram que o procedimento poderia beneficiar os

pacientes com a doenca.

Entretanto o relativo pequeno nimero de pacientes incluidos na maioria dos
estudos, o curto periodo de observacdo dos mesmos e 0 seguimento irregular dos pacientes,
impossibilitaram a obtencdo de conclusdes consistentes sobre a eficacia do procedimento

em pacientes com a doenca.

Assim, um estudo prospectivo, randomizado, multicéntrico e internacional foi
proposto pelo Grupo Europeu de Transplante de Medula Ossea, EBMT (EUROPEAN...,
1999). Segundo o protocolo um grupo de pacientes recebeu o IFN e o0 outro o0 TMO-auto e
IFN.

Frente ao exposto, foram definidos os objetivos deste estudo.
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OBJETIVOS



Foram estudados os pacientes portadores de LMC atendidos no ambulatorio de
Onco-Hematologia do Hemocentro da Universidade de Campinas (UNICAMP), que
receberam terapéutica com o TMO-auto em associa¢do com o IFN, tendo como objetivos:

o Avaliar as porcentagens de obtencdo de respostas hematoldgica, citogenética,
citogenética molecular e molecular apés o procedimento e

o Avaliar a condicdo clinica dos mesmos ao final do estudo
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CASUISTICAE
METODO



1. ASPECTOS CLINICOS
1.1. Avaliacao clinica

Foram estudados, prospectivamente, os pacientes adultos com LMC, atendidos
no Ambulatorio de Onco-Hematologia do Hemocentro da Unicamp, no periodo de

novembro de 1997 a outubro de 2002.

Os dados de identificacao, como a idade e o sexo, as anormalidades do exame
fisico, o hemograma, o mielograma, a biopsia de MO, o caridtipo e a pesquisa do gene

BCR-ABL foram obtidos durante a primeira consulta médica.

As contagens dos numeros globais de células do sangue foram realizadas com a
utilizacdo de contadores automatizados de células do sangue (Cell-Dyn 1600, Cell-Dyn
1700, Abbott; Advia 120, Bayer). Os nimeros dos diferentes tipos de leucdcitos foram
obtidos por contagem manual de 200 leucdcitos em esfregago de células do sangue

periférico corados pelo Leishman.

Os indices de Solkal e Euro foram obtidos de acordo com os critérios propostos

por SOKAL et al. (1984) e HASFORD et al. (1998), respectivamente.

O estudo citologico da MO foi realizado em esfregacos de MO obtidos por
pungdo aspirativa da crista iliaca posterior e corados pelo Leishman. As porcentagens dos
diferentes tipos celulares foram obtidas por meio da contagem de duzentas células (DACIE
& LEWIS, 1984). O estudo histologico da MO foi realizado em cortes de fragmentos de
MO obtidos de crista iliaca posterior, incluidos em parafina e corados pela Hematoxilina e

Eosina (LUNA, 1968).

O caridtipo foi obtido por meio da analise citogenética convencional e a
pesquisa do gene BCR-ABL foi realizada por meio do método FISH e da transcri¢do reversa
e da reacdo em cadeia da polimerase, de acordo com os métodos descritos a seguir, nas

sessoOes especificas.

O diagnoéstico da doenga foi estabelecido por meio da andlise do sangue
periférico e dos resultados dos estudos citoldgico e histolégico da MO, do caridtipo e da
identificacdo do gene BCR-ABL (RADICH, 1996), de acordo com os critérios apresentados

no Anexo 1.
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Foram inicialmente excluidos do estudo os pacientes com baixo nivel sdcio-
econdmico ou com condi¢des clinicas insatisfatdrias, que ndo permitiam a adesdo ao

tratamento proposto e aqueles que optaram pelo seguimento em outro servigo.

Foi realizada a busca de doadores de MO compativeis em irmaos
consangiiineos dos pacientes com idade menor ou igual a 55 anos. Aqueles com doador de

MO foram encaminhados para receber o TMO-alo.

Aqueles sem doador de MO, com idade maior ou igual a 18 anos ou menor ou
igual a 65 anos, cujo diagndstico havia sido feito em periodo menor do que seis meses e
que apresentavam a doenga em sua fase cronica, foram convidados a participar do estudo
multicéntrico proposto pelo EBMT, que se propds a avaliar de forma prospectiva e
randomizada dois protocolos terapéuticos: um com a utilizacdo do TMO-auto associado ao

IFN e outro com a utilizagao somente do IFN (EUROPEAN..., 1999).

Os dados dos pacientes que aceitaram participar do estudo proposto foram
encaminhados para o escritorio do EBMT em Londres, onde foi realizado o sorteio para a
escolha da terapéutica a ser administrada. Os pacientes foram distribuidos de acordo com o

encaminhamento terapéutico final.

Apenas os pacientes que receberam o TMO-auto em associagdo com o IFN alfa
constituiram a casuistica do presente estudo. Estes foram distribuidos de acordo com as

caracteristicas clinicas, do sangue periférico e com os indices de Sokal e EURO.

Dez individuos normais, doadores de MO, forneceram uma aliquota adicional
do produto de suas doagdes para avaliar a eficacia da hibridizacdo pelo método FISH e,

desta forma, constituiram o grupo controle do estudo.

1.2. Avaliacdo do cromossomo Philadelphia e do gene BCR-ABL

1.2.1. Avaliacdo do cromossomo Philadelphia por meio da analise citogenética

convencional

A identificacdo e a quantificagdo do cromossomo Ph foram realizadas em
amostras de MO de pacientes, colhidas ao diagndstico, e de controles, colhidas no momento

da doagdo da MO. Para os pacientes, foram também realizadas em amostras dos produtos
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das leucaféreses utilizadas para o TMO-auto e em amostras da MO obtidas a cada trés

meses durante dezoito meses apds o TMO-auto e a cada seis meses a partir desta data.

A técnica de cultura de células utilizada foi a descrita por SWANSBURY
(1997). De forma sucinta, foi coletado 3 ml de MO em heparina dos pacientes e controles.
As células obtidas foram cultivadas em meio de cultura (RPMI) suplementado com 10% de
soro fetal bovino, por incubagdo a 37°C, em atmosfera umida com 5% de CO,, por 24 ¢ 72
horas. Apos estes periodos, 400 pl de demecolcine (1,0 ug/ml) foi adicionado a cultura
durante 20 minutos. A seguir, as células foram tratadas com solug¢do hipotdnica de cloreto
de potassio (0,075 mol/L) por 20 minutos. Para a fixagdo, o material foi centrifugado por
trés vezes a 1500 rpm durante dez minutos, em solugcdo de metanol-acido acético glacial

(3:1). Parte dele foi distribuido em laminas de vidro.

O material, a seguir, foi processado para a obtencdo de bandas G com o uso de
tripsina ¢ EDTA (Sigma). A coloragdo utilizada foi a de Wright. Os cromossomos em
metafase e os nucleos interfasicos restantes foram conservados em freezer a -20°C, para

analise posterior pelo método FISH.

As imagens dos cromossomos em metafases foram captadas por camera digital
e analisadas em um sistema automatizado de analise, Cytovision versdo 4.4, Aplied
Imaging Coorporation (Santa Clara, CA, USA). Foram analisados todos os cromossomos
em metafase obtidos de pacientes e vinte cromossomos em metafase obtidos de controles.
Um niimero minimo de dez cromossomos em metafase foi exigido para a identificagdo do
cariétipo. Os resultados desta andlise foram descritos obedecendo-se as normas do Sistema

Internacional de Nomenclatura Citogenética (MITELMAN, 1995).

Os pacientes foram distribuidos de acordo com as porcentagens de
cromossomos em metafase com o cromossomo Ph, obtidas em amostras de MO ao
diagnéstico, em amostras dos produtos das leucaféreses utilizadas para o TMO-auto e em
amostras de MO obtidas a cada trés meses durante dezoito meses apds o TMO-auto ¢ a

cada seis meses ap0s esta data.
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1.2.2. Avalia¢ido do gene BCR-ABL por meio do método FISH

Para o método FISH, foram utilizadas ldminas recém preparadas contendo
nucleos interfasicos e cromossomos em metafase, de amostras de MO de pacientes ao
diagnéstico e de controles, de material fixado e congelado do laboratério de Citogenética
do Hemocentro da UNICAMP. A avaliagdo por este método foi também realizada em
nucleos interfasicos e cromossomos em metafase de pacientes, em amostras dos produtos
das aféreses utilizadas para o TMO-auto e de MO obtidas a cada trés meses durante dezoito
meses apos o TMO-auto e a cada seis meses a partir desta data. O método FISH foi
realizado com a utilizagdo da sonda comercial LSI BCR/ABL ES 32-191022 (Vysis Inc.,
Downers Grove, IL, USA), contendo as sondas LSI ASS-ABL e a LSI BCR.

As extensdes das sondas, as regides cromossOmicas por elas cobertas e os

pontos de quebra em cada cromossomo compromissado pela t(9;22) estdo apresentados

nasFiguras 2 e 3.

Os procedimentos inerentes ao método seguiram as especificagdes do fabricante
das sondas. De forma sucinta, o acido desoxirribonucléico (DNA) contidos nos preparados
cromossdmicos ¢ nucleos interfasicos das laminas foi desnaturado em solugdo a 70% de
formamida/2xSSC (pH=7,0-8,0), a 76°C durante cinco minutos. Em seguida, o material foi
desidratado por lavagens sucessivas em etanol a 70%, 85% e 100%, durante um minuto em

cada concentracao, a temperatura ambiente.
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Figura 2. Representagdo esquematica da sonda LSI ASS-ABL marcada com fluoresceina de

espectro vermelho
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Figura 3. Representacdo esquematica da sonda LSI BCR marcada com fluoresceina de

espectro verde

As sondas foram diluidas em tampdo proprio e agua estéril e a seguir
desnaturadas a 76°C por cinco minutos. Imediatamente apds a desnaturacdo, 10 pl da
solugdo das sondas (5l de cada sonda) foram aplicadas a lamina com o preparado celular e
em seguida cobertas com laminula de vidro. As laminas contendo os preparados celulares e
cromossdmicos ¢ as sondas foram incubadas em camara escura umedecida com solugdo a

50% de formamida/2xSSC a 37°C, por um periodo de 14-15 horas.

Apoés a incubagdo, a laminula foi retirada e as laminas foram lavadas para a
remocao do excesso de sonda e fluorocromos, com trés banhos consecutivos de solugao a
50% de formamida/2xSSC (pH=7,0-8,0) a 46°C, por dez minutos cada e em um banho de
2xSSC (pH=7,0) a 46°C, também por dez minutos. Posteriormente, foram lavadas em

solugdo de 2xSSC/Tween 20 (pH=7,0) a 46°C durante cinco minutos.

Apoés secagem em estufa aquecida a 37°C, os cromossomos em metafase e os
nucleos interfasicos receberam contra coloragdo com 10 pl de diamino fenilindole, DAPI,

(125 ng/ml) e o material foi coberto com laminula de vidro.

Os loci ABL foram visualizados como sinais fluorescentes vermelhos (um sinal
para cada l6cus) e os BCR como sinais fluorescentes verdes (um sinal para cada locus). Os

nucleos interfasicos e os cromossomos em metafase foram visualizados em cor azul.

Cada nucleo interfasico ou metafase recebeu uma classificacdao de acordo com o
nimero e a localizacdo dos sinais fluorescentes. Estes foram identificados por meio de um

microscopio de fluorescéncia marca Olympus BX60 com lampada de mercurio HBO 100W
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equipado com filtros para o DAPI, o isotiocianato de fluoresceina (FITC) e o isotiocianato
de rodamina (TRITC) e, de um sistema computadorizado para a captacdo das imagens, com
uma uma camara digital e um programa analisador de imagem, o Cytovision versdo 4.4

(Aplied Imaging Coorporation, Santa Clara, CA, USA).

Todas os cromossomos em metafase e pelo menos duzentos nucleos interfasicos

foram avaliados para paciente e controle do estudo.

A representagdo esquematica dos possiveis padrdes de hibridizacdo obtidos em
nucleos interfasicos e cromossomos em metafase dos individuos avaliados esta apresentada

na Figura 4.

Os pacientes e controles foram distribuidos de acordo com as porcentagens de
nucleos interfasicos com o gene BCR-ABL, ntcleos interfasicos normais e nlicleos nao
informativos obtidos de amostras de MO colhidas ao diagnéstico ou durante a doagdo da

MO, respectivamente.

O valor de corte considerado para a identificacdo do gene BCR-ABL, para
pacientes, foi a porcentagem média de nucleos interfasicos com a anormalidade génica

obtida em controles acrescida de trés desvios padrao (ANASTASI et al., 1990).

1.2.3. Avaliacido do gene BCR-ABL por meio da transcricdo reversa e reagio

em cadeia da polimerase

O 4cido ribonucléico (RNA) foi isolado de amostras de sangue total ou MO
obtidas de pacientes, ao diagndstico e a cada trés meses durante dezoito meses apos o
TMO-auto e a cada seis meses a partir desta data e também de amostras de bolsas de CPP
colhidas ap6s a mobilizagdo. O RNA foi transcrito em uma fita de DNA complementar (c-
DNA) por transcri¢do reversa. Este produto foi entdo submetido a uma reagdo de PCR,
usando-se iniciadores especificos para os pontos de quebra maior ou menor do gene BCR ¢

do gene ABL.

Os iniciadores, o c-DNA, nucleotideos livres e a enzima Taq polimerase, foram
colocados em um tubo de reagdo. A amplificacdo das regides de interesse foi obtida com a

utilizagdo dos procedimentos descritos por FRENOY et al. (1994). Esta amplificagdo
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produziu dois fragmentos de 234 ou 304 pares de base, dependentes da presenca ou nao do
é¢xon 3 do gene BCR no rearranjo BCR-ABL, em casos com ponto de quebra na regido
maior do gene BCR. Fragmentos de 196 pares de base foram obtidos em casos com ponto
de quebra na regido menor do gene BCR. Os produtos da amplificagdo do c-DNA foram

visualizados em gel de agarose a 2%.
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Figura 4. Representacdo esquematica dos possiveis resultados da hibridizagdo pelo método
FISH em cromossomos em metafase e nucleos interfasicos de pacientes com
leucemia mieldide cronica com a utilizagao das sondas ABL (e) e BCR (¢), sendo:
A, dois loci ABL e dois loci BCR normais; B, gene BCR-ABL com ponto de
quebra na regido maior do gene BCR; C, geneBCR-ABL com ponto de quebra na

regido menor do gene BCR; D, células ndo informativas
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A sensibilidade do método da RT-PCR foi avaliada por meio da utilizagao de
duas dilui¢des diferentes de um controle positivo e de um controle negativo, constituidos
pelas linhagens celulares K562 e HL60, respectivamente. Para a avaliacdo da integridade
do RNA extraido, foi utilizada a RT-PCR para a amplificagdo de uma regido de 370 pares

de base que constitui a expressao do gene da 3, microglobulina.

A representagdo esquematica dos possiveis resultados obtidos na pesquisa do
gene BCR-ABL nas amostras examinadas e a interpretagdo dos mesmos estd apresentada na

Tabela 1.

Tabela 1. Representacdo esquematica dos possiveis resultados a serem obtidos na avaliacao

do gene BCR-ABL por transcri¢ao reversa e reacao em cadeia da polimerase e

interpretacdes
BCR-ABL p2 microglobulina Controle positivo Controle negativo Interpretacio
+ + + - BCR-ABL positivo
- + + - BCR-ABL negativo
+ + + + Sem interpretagdo
- - - - Sem interpretagdo
- + + + Sem interpretagdo

Considerou-se como presenca do gene BCR-ABL as amostras onde foram
identificados produtos com 234 ou 304 pares de bases. Resultados negativos em amostras
de agua com DEPC e controle negativo foram necessarios para a validagdo dos resultados
obtidos em amostras de pacientes. A ndo amplificagdo do controle negativo e as
amplificagdes do controle positivo e da 3, microglobulina foram também necessarias para a
validagdo dos resultados obtidos em amostras de pacientes. Foram também consideradas
como tendo o gene BCR-ABL as amostras onde foram identificados fragmentos com 196

pares de base.
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Os pacientes foram distribuidos de acordo com os resultados obtidos da
pesquisa do gene BCR-ABL em amostras de sangue periférico ou MO obtidas ao
diagnostico, em amostras de aféreses utilizadas para o TMO-auto e em amostras de MO

obtidas a cada trés meses ap6s o TMO-auto.

2. PROCEDIMENTOS QUE PRECEDERAM O TRANSPLANTE AUTOLOGO DE
MEDULA OSSEA
2.1. Coleta da célula precursora periférica para criopreservacao

Os pacientes foram submetidos a coleta da CPP, com a finalidade de armazenar
células da MO para a restauragdo da hematopoese apos quimioterapia mieloablativa, caso
fosse necessario. Estas células foram obtidas de duas maneiras. Pacientes com niimeros de
leucécitos no sangue periférico maiores do que 200,0x10°/mm’, no momento da coleta,
foram submetidos a coleta simples de bolsa de sangue e separacdo da camada de leucdcitos
com o uso de hidroxi-etil-starch (Fresenius, Campinas, SP, Brasil) Aqueles com niimeros
menores de leucocitos foram submetidos a coleta da CPP por leucaférese. Tivemos como
objetivo a obtengdo de 10,0x10%kg de células nucleadas ou de 5,0x10%kg de células CD34
positivas (CD34") em cada produto.

Os nameros de leucécitos e de células nucleadas foram obtidos com a utilizagao
de contadores automatizados de células do sangue (Cell-Dyn 1600, Cell-Dyn 1700, Abbott;
Advia 120, Bayer). A quantificagdo das células CD34" foi realizada por citometria de fluxo
no citometro FACSCalibur (Becton & Dickinson, San Jose, CA, USA) com a utiliza¢do dos
anticorpos monoclonais anti CD34 ligado a ficoeritrina (Becton & Dickinson, San Jose,
CA, USA) e anti CD45 ligado ao isotiocianato de fluoresceina (DAKO AIS, Glostrup,
Denmark). Os procedimentos realizados para tais determinac¢des seguiram as descrigdes de
GRATAMA et al. (1998). Foram considerados eficazes os procedimentos que
possibilitaram a obtengdo de namero de células nucleadas maior ou igual a 5,0x10%kg ou
numero de células CD34" maior ou igual a 2,0x10%kg. Os produtos obtidos foram
criopreservados.

Os pacientes foram distribuidos de acordo com o tipo de procedimento

realizado e os nimeros de células nucleadas e de células CD34" por eles obtidos.
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3. PROCEDIMENTOS RELACIONADOS AO TRANSPLANTE AUTOLOGO DE
MEDULA OSSEA

3.1. Mobilizacao e obtencio da célula precursora periférica

Um protocolo de mobilizagdo da CPP utilizado foi o MINI-ICE. Os
quimioterapicos utilizados no esquema e as doses e os tempos de administragao de cada um

deles estdo apresentados na Figura 5.

Dia 1 2 3 11
Idarrubicina

8mg/m’ I B

intravenoso

Arabinosil-citosina
800mg/m*
intravenoso
Etoposide
150mg/m’

intravenoso

G-CSF
Swkg
subcutaneo

(uso didrio até o
término das

leucaféreses

Figura 5. Representacdo esquemadtica do condicionamento de pacientes com leucemia
mieldide cronica para a mobilizagdo da célula precursora periférica com o

esquema mini-ICE

O G-CSF (Hoffman-La Roche, Basilé¢ia, Sui¢a) foi administrado na dose de

Sug/kg/dia, por via subcutanea até que as coletas da CPP estivessem completas.
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Outro protocolo de mobilizacio da CPP utilizado teve como base a
administracao de 2g/m2/dia de HU (Bristol-Myers, Sao Paulo-SP, Brasil), por via oral, até
que o numero de neutrofilos fosse menor ou igual a 1,0 x 10°/mm’, por no méaximo
quatorze dias. A dose do medicamento foi aumentada para 3g/m”/dia, por mais quatorze
dias, no maximo, em casos em que esta condi¢cdo nao foi atingida. Se o nimero de
neutrofilos desejado nao foi obtido apds o aumento da dose da HU, o procedimento foi
suspenso. Atingido o nimero de neutrofilos desejado, a administragdo de HU foi suspensa.
Ap0s 24 horas da suspensdo do medicamento, foi administrado Sug/kg/dia do G-CSF até

3

que o nimero de células CD34" periféricas fosse maior do que 5,0x10°/mm’ e até a

finalizagdo dos procedimentos de leucaféreses.

O G-CSF, como agente mobilizador unico, foi administrado na dose de
1000/kg/dia por cinco dias, em casos em que ndo foi possivel a obtengdo da CPP com os

esquemas acima descritos.

As leucaféreses para a coleta da CPP foram realizadas de acordo com os
procedimentos protocolares do Servigo, com a utilizagdo do aparelho Fresenius AS 104
(Fresenius Hemocare, Schineinfurt, Germany). Foram iniciadas quando o nimero de
neutréfilos foi menor do que 1,0x10°/mm’. As vias de acesso para o procedimento foram as
veias periféricas dos membros superiores. Foram processados no maximo doze litros de
sangue em cada procedimento de coleta, sem ultrapassar cinco horas de duracdo total.
Foram realizadas sessdes didrias, tendo como objetivo a obtengo de um total de 5,0x10°/kg

de células CD34".

Os pacientes foram distribuidos de acordo com o tipo do protocolo de
mobilizagdo utilizado, os numeros de células nucleadas ¢ CD34" obtidas com os

procedimentos e de acordo com a eficacia de cada procedimento de mobilizagao.

3.2. Avaliacio do cromossomo philadelphia e do gene ber-abl em célula precursora

periférica do produto da leucaférese

As amostras dos produtos da leucaférese foram avaliadas por meio da andlise
citogenética convencional para a quantificagdo do cromossomo Ph, pelo método FISH para

a quantificacdo dos numeros de nucleos interfasicos com o gene BCR-ABL e por RT-PCR
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para a identificagdo do gene BCR-ABL. Os pacientes foram distribuidos de acordo com os

resultados obtidos em cada uma destas investigagoes.

3.3. Transplante autologo de medula dssea
Os pacientes foram internados na Unidade de Transplante de Medula Ossea do
Hospital das Clinicas da UNICAMP para receber o TMO-auto. O condicionamento dos
mesmos para o procedimento foi realizado de acordo com o esquema apresentado na Figura

6.
Dia -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3

Allopurinol

300mg/dia/via oral - - - - - - - - - -
Ciclofosfamida

60mg/kg/dia*

Bussulfano

4mg/kg/dialvia . N N N

oral

Infusdo da célula

precursora [ ]

periférica

Figura 6. Representacdo esquemadtica do regime de condicionamento de pacientes com

leucemia mieldide cronica para o transplante autélogo de medula dssea

As medidas convencionais de suporte ao paciente, durante o periodo de aplasia
de MO inerente ao procedimento, incluiram a transfusdo de concentrado de hemécias e
plaquetas irradiadas e a antibioticoterapia para a profilaxia das infec¢des, com o uso de
associagdo de trimetropin-sulfametoxazol, ciprofloxacina, fluconazol.

Os pacientes foram distribuidos de acordo com os niimeros de células nucleadas
e CD34", as porcentagens do cromossomo Ph e de niicleos interfasicos com o gene BCR-
ABL, identificados por meio do método FISH, e dos resultados da pesquisa do gene BCR-
ABL por RT-PCR, em amostras da CPP utilizada para o TMO-auto.
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Considerou-se como pega do enxerto o numero de leucdcitos no sangue
periférico maior do que 1,0 x10°/mm’. A alta hospitalar ocorreu apds a pega do enxerto e
para pacientes que ndo apresentavam complicagdes clinicas.

Os pacientes foram distribuidos também de acordo com os numeros de dias

necessarios para a recuperagao dos nimeros de leucocitos e de plaquetas.

4. SEGUIMENTO CLINICO E LABORATORIAL APOS O TRANSPLANTE
AUTOLOGO DE MEDULA OSSEA

Foi realizado por meio de consultas médicas, do hemograma mensal e do

estudo citogenético, citogenético molecular e molecular em células da MO, colhidas cada

trés meses durante dezoito meses apés 0 TMO-auto e a cada seis meses ap0s esta data.

4.1. Administraciao do interferon alfa
Para os casos com persisténcia do cromossomo Ph ou do gene BCR-ABL, foi
administrado o IFN quando os niimeros de leucécitos e de plaquetas foram maiores do que
5,0)(103/mm3 e 100,0x10°/mm’, respectivamente. As doses e os tempos de administragdo do

medicamento estdo apresentados na Tabela 2
Tabela 2. Esquema terapéutico com interferon alfa para os pacientes com leucemia

mieloide cronica que receberam o transplante autélogo de medula 6ssea

Dose de Interferon alfa Tempo de administracio”
1,0x10°U/via subcuténea/3vezes por semana 2 semanas

3,0x10°U/via subcutinea/3vezes por semana 2 semanas

5,0x10°U/via subcutanea/3 vezes por semana 2 semanas
5,0x10°U/m?/via subcutanea/3 vezes por semana 2 semanas
5,0x10°U/m?por dia/via subcutanea/5 vezes por semana Até progressao doenga

*: tempo minimo de administragdo de seis meses

As doses acima descritas foram reduzidas pela metade sempre que os numeros
de leucocitos ou plaquetas foram menores que 5,0x10/mm’® ou 100,0x10°/mm’,
respectivamente. A administragdo do IFN foi suspensa quando os numeros de leucécitos ou
plaquetas foram menores que 2,0 x 10°/mm’ ou 50,0 x 10°/mm’, respectivamente.

Os pacientes foram distribuidos de acordo com o momento da introdugdo e a

duracao do tratamento com o IFN.
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4.2. Avaliacio da resposta hematologica
Foram considerados em resposta hematoldgica os pacientes que apresentaram a
concentragdo da hemoglobina maior que 10,0g/dL e os numeros de leucdcitos e plaquetas
menores que 10,0x10°/mm’ e 500,0x10*/mm’, respectivamente, por periodo minimo de trés
meses, sem o uso de outra terapéutica além do IFN.
Os pacientes foram distribuidos de acordo com a obtencdo e a duracdo da

resposta hematologica.

4.3. Avaliacio da resposta citogenética

Os critérios de resposta citogenética estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Critérios de resposta citogenética para os pacientes com leucemia mieldide

cronica que receberam o transplante autélogo de medula 6ssea como medida

terapéutica
Cromossomo Philadelphia (%) Resposta citogenética
0% Ph-positivoo Resposta completa
1 a 32% Ph positivo Resposta maior
33 a 65% Ph positivo Resposta menor
66 a 99% Ph positivo Resposta minima
100% Ph positivo Sem resposta
< 10 metafases Nao avaliavel

Os pacientes foram distribuidos de acordo com a obten¢cdo de resposta

citogenética.

4.4. Avaliacao da resposta molecular
Respostas moleculares obtidas por FISH foram definidas de acordo com a
descricdo de HESS et al. (1999), da seguinte forma: resposta completa: numero de nucleos
interfasicos sem a anormalidade génica maior do que 98%; resposta maior: 66% a 98% dos
nucleos interfasicos sem a anormalidade génica; resposta menor: 33% a 65% dos nucleos
sem a anormalidade génica e auséncia de resposta, a identificagdo da anormalidade génica

em numero maior do que 98% dos nucleos de amostras de MO avaliadas.
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Foram considerados em resposta molecular, avaliada por meio da RT-PCR, os
pacientes que ndo apresentaram o gene BCR-ABL, em amostras de MO avaliadas.

Os pacientes foram distribuidos de acordo com as porcentagens de nucleos
interfasicos com o gene BCR-ABL, identificados por FISH e de acordo com a presenga ou a

auséncia do gene BCR-ABL, identificados por RT-PCR.

4.5. Condicao clinica no momento da analise do estudo

Os pacientes foram distribuidos de acordo com a situacdo clinica em que se
encontravam no momento do término do estudo, considerando o 6bito ou o estar vivo. Os
vivos foram distribuidos de acordo com a presenca ou a auséncia de resposta hematologica,

citogenética, citogenética molecular e molecular.

5. ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos foram realizados apos a obtencdo das cartas de
consentimento pos-informacao, assinadas por pacientes e controles que aceitaram participar
do estudo (Anexo 2) e apos a aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Ciéncias Médicas da UNICAMP (Processo no 128/99).

6. ANALISE ESTATISTICA

A comparacdo das porcentagens do cromossomo Ph e de nucleos interfasicos
com o gene BCR-ABL, obtidos por meio da andlise citogenética convencional e do método
FISH, respectivamente, em amostras de MO obtidas ao diagndstico e durante o seguimento
apos o TMO-auto, foi realizado com o teste ndo paramétrico para a compara¢do de
medianas de Wilcoxon (ALTMAN, 1991). Foi usado o programa estatistico S-Plus 2000
Professional Release 1, Copyright 1988-1999 (MathSofft Inc, Seatton, Washington, USA).
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RESULTADOS



1. ASPECTOS CLINICOS
1.1. Avaliagdo clinica

Foram atendidos 64 casos novos de LMC no Ambulatério de Onco-
Hematologia do Hemocentro da UNICAMP no periodo do estudo.

Foram excluidos da avaliacdo doze pacientes: dois com baixo nivel sécio-
econémico, seis com condic¢des clinicas desfavoraveis, como a insuficiéncia cardiaca, a
insuficiéncia respiratéria e a desnutricdo crbénica e quatro que optaram por tratamento em

outro servigo.

Doadores de MO com compatibilidade aos antigenos HLA foram disponiveis
para 23 pacientes. Um doador recusou-se a submeter aos procedimentos de doacdo da MO
e o0 outro era portador de hepatite C. Portanto, 21 pacientes foram encaminhados para

receber o TMO-alo.

Vinte e nove pacientes foram convidados a participar do protocolo de
tratamento da LMC proposto pelo EBMT. Seis deles recusaram o convite e dois
ultrapassaram o periodo estabelecido de seis meses do diagnostico para o inicio do
tratamento, enquanto decidiam pela participacdo no estudo. Vinte e um pacientes foram
sorteados pelo escritério do EBMT, para a inclusdo em cada um dos bragos terapéuticos.
Dez pacientes foram sorteados para receber o TMO-auto associado ao IFN e onze pacientes
para receber somente o IFN. Os dois pacientes que tinham disponibilidade de doador de
MO com compatibilidade HLA mas que ndo puderam receber as MO destes doadores,
foram encaminhados para receber o TMO-auto.

A representacdo esquematica da distribuicdo dos 64 casos novos de LMC
atendidos no servigo no periodo do estudo, de acordo com o encaminhamento terapéutico

final, esté apresentada na Figura 7.
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21
pacientes
TMO-alo

64
pacientes
12
pacientes
excluidos
23 29
pacientes com pacientes sem
doador MO doador MO
8
pacientes
excluidos
21
_2 pacientes
pacientes sorteados
TMO-auto
10 11
pacientes pacientes
TMO-auto IFN
1 paciente néo
recebeu TMO-auto
11 12
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— | TMO-auto ——p IEN

Figura 7. Representacdo esquematica da distribui¢do dos pacientes com leucemia miel6ide

cronica, atendidos no Hemocentro da Universidade Estadual de Campinas,

considerando o encaminhamento terapéutico para o transplante alogénico de

medula déssea (TMO-alo), o interferon alfa (IFN) e o transplante autélogo de

medula dssea (TMO-auto)
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Um paciente sorteado para receber o TMO-auto apresentou exacerbacdo do
enfisema pulmonar, que determinou acentuada insuficiéncia respiratéria no momento da
internacdo hospitalar para a realizagdo do TMO-auto, 0 que contra-indicou a realizacdo do
procedimento.

Assim, onze pacientes com LMC foram encaminhados para receber o TMO-
auto associado ao uso de IFN como medida terapéutica para a doenca e constituiram a

casuistica deste estudo.

As distribuicbes dos onze pacientes incluidos no estudo e avaliados ao
diagndstico de acordo com as caracteristicas clinicas, do sangue periférico, as porcentagens

de blastos na MO e os indices progndsticos Euro e de Sokal estdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Distribuicdes dos onze pacientes com leucemia mieloide crénica incluidos para o

transplante autdlogo de medula 6ssea de acordo com as caracteristicas clinicas, do sangue

periférico, as porcentagens de blastos na medula 6ssea e os indices de Euro e de Sokal

Variavel

NUmeros ou valores de medianas (variagéo)

Caracteristicas clinicas
Idade (anos)

Sexo

Masculino

Feminino

Raca

Caucasoide

Baco” (cm)
Caracteristicas do sangue periférico
Hemoglobina (g/dl)
Leucécitos (x10°/mm?®)
Blastos (%)

Basdfilos (%)
Eosinofilos (%)
Plaquetas (x10°/mm?)
Blastos na medula 6ssea (%)
indice de Sokal

Risco baixo

Risco intermediario
Risco alto

indice Euro

Risco baixo

Risco intermediario

Risco alto

36,8 (20,6-56,6)

11
14 (4-20)

10,5 (7,2-14,4)
264,0 (58,4-436,0)
1,0 (0,0-10,0)

2,0 (0,0-9,0)

2,0 (0,0-5,0)

290,0 (100,0-906,0)
1,3 (0-3)

5
5
1

Sendo: , dimens&o do baco medido a partir do rebordo costal esquerdo
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A distribuicdo dos pacientes de acordo com as caracteristicas clinicas mostrou

que o baco foi palpavel em todos eles.

A distribuicdo dos pacientes de acordo com os achados do sangue periférico
mostrou que apenas um deles ndo apresentou anemia. Plaquetose foi identificada em 54,5%

dos casos e plaguetopenia em um unico caso.

A distribuicdo dos pacientes de acordo com o indice prognéstico de Sokal
mostrou que a maioria deles (81,8%) foi classificada como de riscos intermediério e alto. Ja
a maioria dos pacientes incluidos no estudo (90,9%) foram de riscos baixo e intermediério,
quando distribuidos de acordo com o indice EURO.

1.2. Avaliacdo do cromossomo Philadelphia e do gene BCR-ABL

O cromossomo Ph n&o foi identificado em qualquer dos cromossomos em

metéafase obtidos de amostras de MO de controles.

O padréo de hibridizacdo da presenca do gene BCR-ABL foi identificado em
0,0% a 1,5% dos nucleos interfasicos dos controles (média+3DP: 0,3+1,4). Assim, 1,7% foi
o valor de corte para a identificacdo do gene BCR-ABL pelo método FISH em pacientes do
estudo.

As distribuicdes individualizadas dos controles e pacientes de acordo com as
porcentagens de nucleos interfasicos com padrdes de hibridizacdo indicativos da presenca
do gene BCR-ABL, da auséncia do gene BCR-ABL e ndo informativos, em amostras de MO
colhidas ao diagnostico estdo apresentadas no Anexo 3.

As porcentagens de células com o cromossomo Ph e com o gene BCR-ABL,
identificados por meio da analise citogenética convencional e método FISH,
respectivamente, e a pesquisa do gene BCR-ABL por meio da RT-PCR, em amostras de MO
obtidas ao diagnostico, estdo apresentadas na Tabela 5.

Resultados
46



Tabela 5. Distribui¢des dos onze pacientes com leucemia mieloide crénica de acordo com
as porcentagens de cromossomos em metafase com o cromossomo Philadelphia,
identificadas por meio da anélise citogenética convencional e de nucleos
interfasicos com o gene BCR-ABL, identificadas por meio do método FISH, e
com os resultados da pesquisa do gene BCR-ABL, por meio da transcri¢éo
reversa e reacdo em cadeia da polimerase, em amostras de medula éssea obtidas

ao diagnostico

Numero Metéfases anormais/ Nucleos interfasicos anormais/ BCR-ABL
Caso metéafases analisadas nuacleos interfasicos analisados (RT-PCR)
(%) (%)
1 10/16 (62,5) N&o realizado Positivo
2 20/20 (100,0) Né&o realizado Positivo
3 20/20 (100,0) 165/206 (80,09) Positivo
4 25/25 (100,0) 90/200 (45,00) Positivo
5 24/24 (100,0) 165/200 (82,50) Positivo
6 16/16 (100,0) 178/200 (89,00) Positivo
7 20/20 (100,0) 173/200 (86,50) Positivo
8 20/20 (100,0) 160/200 (79,60) Positivo
9 15/15 (100,0) 173/200 (86,50) Positivo
10 20/20 (100,0) 169/200 (84,50) Positivo
11 6/20 (30,0) 156/200 (78,00) Positivo

O cromossomo Ph foi identificado em 100,0% dos cromossomos em metafase
obtidos de células da MO de nove pacientes incluidos no estudo. Em apenas dois pacientes
foi identificado o cromossomo Ph em 62,5% e 30,0% dos cromossomos em metéfase
analisados. A presenca do gene BCR-ABL foi identificada por meio do método FISH e da
RT-PCR em todas as amostras de MO dos pacientes incluidos no estudo. Pontos de quebra
na regido menor do gene BCR (m-BCR) foi identificado em apenas um paciente do estudo
(Caso 4).
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Um cariétipo com o cromossomo Ph, identificado por meio da andlise
citogenética convencional, nucleos interfasicos normal e com o gene BCR-ABL,
identificados por meio do método FISH e o gene BCR-ABL, identificado por meio da RT-
PCR, estdo apresentados nas Figuras 8, 9 e 10, respectivamente.

1 2 3 4

5
8 9 10 1 12
B £ ‘f‘ £(9,22)
13 14 15 16 17 18
i: 3 b a 'y l -
19 22
=i & del({q11) . %

Figura 8. Carittipo 46, XY, 1(9,22)(g34;911) em um paciente com leucemia mieléide

cronica (Caso 3)
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Figura 9. Ndcleos interfasicos de um paciente com leucemia miel6ide crénica (caso 10),
avaliado por meio do método FISH, com a utilizacdo simultanea de sondas para
os l6ci dos genes BCR () e ABL (), sendo: A, dois sinais verdes e dois sinais
vermelhos afastados indicam um padréo normal de hibridizacéo; B, a fuséo de
um sinal verde com um sinal vermelho indica a presenca do gene
BCR-ABL em um Unico cromossomo, com ponto de quebra na regido maior do
gene BCR
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Figura 10.

1353 pb
1078 pb
872 pb

603 pb

30 pb

194 pb
118 pb

Eletroforese dos produtos da transcricdo reversa e reacdo em cadeia da
polimerase do gene BCR-ABL em gel de agarose 2%, corado com brometo de
etideo. Sendo: A, paciente com leucemia mieldide crénica (caso 4) com uma
banda de 196pb correspondente a p190, produto do gene; B, controle positivo
representado por um paciente com leucemia linféide aguda pré B com a p190;
C, marcador do tamanho dos fragmentos de RNA ¢ X 174RF; D, controle
negativo (H,0)
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2. PROCEDIMENTOS QUE PRECEDERAM O TRANSPLANTE AUTOLOGO DE
MEDULA OSSEA

2.1. Coleta da célula precursora periférica para criopreservagao

Os tipos de procedimentos realizados e os ndmeros de células nucleadas e

CD34+ por eles obtidos estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. DistribuicGes dos onze pacientes com leucemia mieldide crénica de acordo com
0 tipo de coleta de células da medula éssea e os nimeros de células nucleadas e
CD34 positivas obtidas com os procedimentos

Numero Procedimento Células nucleadas Células CD34+
Caso (x10%/kg) (x10%/kg)
1 N&o realizada N4o realizada N4o realizada
2 Nao realizada N4o realizada N4o realizada
3 Leucaférese 2,16 1,69
4 Leucaférese 4,26 15,42
4 Leucaférese 2,80 1,81
5 Leucaférese 18,87 17,92
6 Leucaférese 11,77 6,69
7 Leucaférese 18,73 8,75
8 Bolsa de sangue 12,24 36,12
9 Leucaférese 18,00 23,13
10 Leucaférese 13,33 2,74
11 Leucaférese 6,69 11,08
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NUmeros adequados, tanto de células nucleadas, maiores do que 10,0x10%/kg de
peso, como de células CD34*, maiores do que 5,0x10%kg de peso, foram obtidas em cinco
dos nove pacientes submetidos ao procedimento. Em dois pacientes, apenas 0s niUmeros de
células CD34" coletadas foram adequados e em outros dois pacientes, os procedimentos
foram inadequados para a obtencdo de nimero desejado tanto de células nucleadas como de
células CD34".

3. PROCEDIMENTOS RELACIONADOS AO TRANSPLANTE AUTOLOGO DE
MEDULA OSSEA

3.1. Mobilizacéo e obtencdo da célula precursora periférica

Os esquemas de mobilizagdo da CPP utilizados, o tempo decorrido para a
leucaférese, os niumeros de leucaféreses realizadas e os nimeros de células nucleadas e

CD34" obtidas com os procedimentos, estdo apresentados na Tabela 7.

Foram obtidos niimeros adequados de células CD34*, maior do que 5,0x10%kg
de dois pacientes que receberam inicialmente o Mini-ICE como esquema de mobilizac¢éo da
CPP.

Numeros inadequados de células CD34" foram obtidos de quatro pacientes que
receberam a HU para a mobilizacdo da CPP (Casos 5, 6, 9 e 11). Para um deles, ndo foi
realizado novo procedimento de mobilizagéo (Caso 5). Os outros trés foram submetidos a
novo protocolo de mobilizagdo. Um deles (Caso 6) recebeu o esquema Mini-ICE, mas
evoluiu para o 6bito por septicemia durante o periodo de aplasia de MO. O G-CSF foi
administrado para os outros dois pacientes (Casos 9 e 11) e possibilitou a obtencdo de

nimero adequado de células CD34" em um deles (Caso 9).

A representacdo esquematica dos resultados obtidos com a mobilizagdo da CPP

com os esquemas de quimioterapia utilizados esta apresentada na Figura 11.
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Tabela 7. Distribuicdo dos onze pacientes com leucemia mieldide crénica de acordo com
os esquemas de mobilizacdo da célula precursora periférica utilizados, o tempo
decorrido para a realizacdo da leucaférese, os numeros de leucaféreses realizados

e os numeros de células nucleadas e células CD34" obtidos com o procedimento

Numero Tipo de mobilizagédo Numero dias Namero Células nucleadas  Células CD34+

Caso (dias de utilizacéo) ate aferese o tareses (x10%/kg) (x10°/kg)

1 Mini-ICE (3) 12 3 2,28 6,17
2 Mini-ICE (3) 12 2 5,81 5,08
3 HU (21) 22 2 5,85 7,02
4 HU (16) 37 3 5,03 5,47
5 HU (23) 36 5 10,92 1,32
6 HU (20) 26 2 2,72 0,02
*Mini-ICE (3) N&o realizada N&o realizada N&o realizada Nao realizada
7 HU (14) 18 2 1,62 8,4
8 HU (15) 20 2 13,05 4,98
9 HU (16) 35 9 0,00 0,00
G-CSF (5) 7 1 4,22 15,21
10 HU (29) 30 8 11,06 6,30
11 HU (18) 41 2 0,00 0,00
G-CSF(5) 7 2 0,00 0,00

Sendo: Mini-ICE, idarrubicina, etoposide e arabinosil-citosina; HU, hidroxiuréia; G-CSF, fator estimulador o

crescimento de células de linhagem granulocitica; *ébito durante fase aplastica ap6s mini-ICE
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11 Pacientes
submetidos
mobilizacao
2 Pacientes 9 Pacientes
Quimioterapia Quimioterapia
Mini-ICE HU
2 4 5
Procedimentos Procedimentos Procedimentos
eficazes ineficazes eficazes
2 2 1
Receberam bolsa Mobilizagso Mobilizag&o
coletada ao G-CSF Mini-ICE
diagnéstico
. i . ¢
1 1 1
Procedimento Procedimento Obito por sepsis
ineficaz eficaz

Figura 11. Representacdo esquematica dos resultados obtidos com a mobilizacdo da célula
precursora periférica com o esquema de quimioterapia Mini-ICE (idarrubicina,
etoposido, arabinosil-citosina), com a hidroxiuréia (HU) e com o fator

estimulador do crescimento de células da linhagem granulocitica (G-CSF)
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3.2. Avaliacdo do cromossomo Philadelphia e do gene BCR-ABL em ceélula
precursora periférica do produto da leucaférese

As distribuigdes individualizadas dos onze pacientes com LMC de acordo com
os numeros de células nucleadas e CD34", as porcentagens de cromossomos Ph e de
nucleos interfasicos com o gene BCR-ABL, identificados por meio do método FISH, e os
resultados da pesquisa do gene BCR-ABL, por RT-PCR, obtidas em CPP dos produtos de

leucaférese, estdo apresentadas no Anexo 4.

A mediana das porcentagens do cromossomo Ph, obtidos por meio da analise
citogenética convencional em CPP de todos os produtos de leucaférese de sete pacientes

efetivamente avaliados pelo método foi de 100,0% (variacdo: 10,0-100,0).

A mediana do numero de nucleos interfasicos com o gene BCR-ABL, obtidos
por meio do método FISH em célula precursora periférica de todos os produtos de
leucaférese de nove pacientes efetivamente avaliados pelo método foi de 54,7% (variag&o:
5,5-83,9).

O produto do gene BCR-ABL foi identificado por meio da RT-PCR em todas as
amostras de CPP de dez pacientes efetivamente avaliados pelo método.

3.3. Transplante aut6logo de medula 6ssea

O TMO-auto foi a terapéutica definida para um grupo de onze pacientes com
LMC. Um deles (Caso 6) evoluiu para o 6bito por faléncia de multiplos 6rgaos causada por
septicemia, que ocorreu durante a fase de aplasia de MO determinada pelo esquema
quimioterapico utilizado para a mobilizacdo da CPP. Assim sendo, o TMO-auto foi
realizado em dez pacientes. O condicionamento com o bussulfano em associacdo com a
ciclofosfamida foi utilizado apenas para o0s dois primeiros pacientes incluidos no estudo. O

bussulfan como medicamento Unico foi utilizado para o condicionamento dos demais.

Um paciente (Caso 5) recebeu junto com a CPP mobilizada, células colhidas no
momento do diagnostico, com o intuito de completar o nimero de células CD34"

necessarias para a realizacdo do TMO-auto. Um outro paciente (Caso 11) recebeu a infusdo
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da CPP colhida por ocasido do diagnostico, uma vez que nao foi obtido um nimero

adequado de células ap6s o procedimento de mobilizacao.

As distribui¢bes dos onze pacientes com LMC de acordo com os ndmeros de

células CD34", as porcentagens de cromossomos Ph e de nicleos interfasicos com o gene

BCR-ABL, identificados por meio do método FISH, e os resultados da pesquisa do gene
BCR-ABL, porRT-PCR, obtidas em CPP dos produtos de leucaférese efetivamente

infundidos durante o procedimento do TMO-auto estdo apresentadas no Anexo 5 e na

Tabela 8.

Tabela 8. As distribuicbes dos onze pacientes com LMC de acordo com os numeros de

procedimento do TMO-auto

células CD34", as porcentagens de cromossomos Ph e de nicleos interfasicos
com o gene BCR-ABL, identificados por meio do método FISH, e os resultados
da pesquisa do gene BCR-ABL, por RT-PCR, na avaliacdo da célula precursora
periférica dos produtos de leucaférese efetivamente infundidos durante o

Numero Células CD34" %Células Ph* % Células FISH" BCR-ABL
Caso (x10%/kg) (variagdo) (variacgao) (RT-PCR)
1 3,73 N&o realizado Néo realizado Positivo
2 5,08 N&o realizado N4o realizado Positivo
3 5,22 100,0 46,0 Positivo
4 5,47 65,0-85,0 6,5-83,9 Positivo
5 4,90 100,0 14,0-82,5 Positivo
6 N&o realizado N&o realizado N&o realizado N&o realizado

7 6,08 73,0-95,0 72,1-78,1 Positivo
8 4,78 100,0 7,0-67,5 Positivo
9 15,21 100,0 75,0 Positivo
10 6,31 Material inadequado 5,5-70,9 Positivo
11 11,08 25,0 86,5 Positivo

Todos os pacientes receberam a infusdo da CPP com anormalidades citogenéticas ou moleculares.
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A mediana do nimero de dias necessarios para a recuperacdo do namero de
neutrofilos foi de 14 dias (variacdo: 8-20). As medianas do numeros de dias necessarios
para a obtencdo de nimeros de plaquetas maiores do que 20,0x10¥ mm?® e 50,0x10%/mm?,
respectivamente, foram de 15 dias (variagdo: 12-112) e 70 dias (variagdo: 17-172).

Um paciente (Caso 11) evoluiu para 0 6bito no vigésimo primeiro dia apos a
infusdo da CPP, em conseqiiéncia da faléncia de multiplos 6rgaos causada por septicemia,

independente da pega do enxerto ter ocorrido no décimo primeiro dia ap6s o0 TMO-auto.

4. SEGUIMENTO CLINICO E LABORATORIAL APOS O TRANSPLANTE
AUTOLOGO DE MEDULA OSSEA

4.1. Administracdo do interferon alfa

Nove dos dez pacientes receberam o IFN apos a realizagdo do TMO-auto. A
mediana do intervalo de tempo para o inicio da utilizacdo do IFN foi de 7,0 meses
(variacdo: 2,1-9,2). A mediana da duracdo do tratamento com o IFN foi de 9,4 meses

(variacdo:1,9-42,0). Quatro pacientes receberam o medicamento até o término do estudo.

A distribuicdo dos onze pacientes com LMC de acordo com o momento da

introducdo do IFN e a duragédo do tratamento esta apresentada na Figura 12.
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Figura 12. Representacdo esquematica da distribuicdo dos onze pacientes com leucemia
mieldide crénica de acordo com o momento da introducdo do IFN e a duracao

do tratamento

4.2. Avaliacao da resposta hematoldgica

A resposta hematoldgica foi observada em oito dos nove pacientes (88,9%) que
puderam ser avaliados apds receberam o TMO-auto. A mediana da duracdo da resposta
hematoldgica foi de 19,5 meses (variacdo: 9-49). Um paciente evoluiu para o ébito apds o
TMO-auto imediato (Caso 11). Um outro (Caso 10) apresentou o aumento do nimero de
leucdcitos refratario ao tratamento com IFN e HU, apds dois meses do TMO-auto,

mantendo a doenca em sua fase cronica, e recebeu terapéutica com o mesilato de imatinibe.
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A resposta hematoldgica foi observada em oito de nove pacientes (88,9%)
avaliados apds o sexto més e em seis de oito pacientes (75,0%) avaliados ap6s o décimo
segundo més do seguimento laboratorial. O nimero de pacientes avaliados em outros

periodos do estudo ndo foi suficiente para uma andlise satisfatoria.

A distribuicdo dos onze pacientes com LMC indicados para receber TMO-auto
e o IFN, de acordo com a ocorréncia e duracdo da resposta hematoldgica, esta apresentada
na Figura 13.

O Meses de TMO-auto

O Meses de resposta hematologica apdés o TMO-auto

Meses

o L 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 13. Distribuicdo dos pacientes com leucemia mieldide crbnica indicados para
receber o transplante aut6logo de medula 6ssea (TMO-auto) e interferon alfa
como terapéutica, de acordo com a ocorréncia e a duracdo da resposta
hematoldgica
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Quatro dos oito pacientes que obtiveram resposta hematoldgica, a mantiveram
até o término do estudo. Os outros quatro pacientes apresentaram o0 aumento dos ndmeros
de leucdcitos e plaquetas durante o IFN e receberam outras terapéuticas como o ARA-C ou

0 mesilato de imatinibe.

4.3. Avaliacao da resposta citogenética

A resposta citogenética foi observada em sete dos nove pacientes (77.8%) que

puderam ser avaliados ap6s o TMO-auto.

Ao sexto més da avaliacdo laboratorial, oito pacientes puderam ser avaliados
por este método, sendo que um unico (12,5%) apresentou resposta maior, dois (25,0%)
apresentaram resposta menor, dois (25,0%%) apresentaram resposta minima e trés (37,5%)

ndo apresentaram resposta citogenética.

Ao décimo segundo més da avaliacdo laboratorial, seis pacientes puderam ser
avaliados por este método, sendo que um unico (16,7%) apresentou resposta completa, dois
(33,3%) apresentaram resposta menor e trés (50,0%) ndo apresentaram resposta
citogenética.

O ndmero de pacientes avaliados em outros periodos do estudo ndo foi

suficiente para uma analise satisfatoria.

A distribuicdo dos onze pacientes com LMC de acordo com as porcentagens do
cromossomo Ph em amostras de MO obtidas a cada trés meses durante o seguimento
clinico esta apresentada no Anexo 6 e na Figura 14.
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Figura 14. Box-plots da distribuicdo dos onze pacientes com LMC de acordo com as
porcentagens do cromossomo Ph em amostras de MO obtidas ao diagndstico e

durante o seguimento clinico, apos o transplante autélogo de medula 6ssea

A mediana das porcentagens do cromossomo Ph em amostras de MO obtidas no
terceiro més (36,0%) ap6s o TMO-auto tendem a ser menor do que a observada ao
diagnostico (100,0%), P=0,06. A mediana das porcentagens do cromossomo Ph em
amostras de MO obtidas no sexto (78,0%) més apés o TMO-auto foi menor do que a
observada ao diagndstico(P=0,035). Ja as medianas obtidas do nono ao trigésimo sexto més
(58,0%; 80,0%; 50,0%; 12,0%; 48,0%; 47,5%; 47,5%) foram similares as observadas ao
diagnostico (P=0,12; P=0,11; P=0,25; P=0,05; P=1,0; P=1,00; P=1,00).

4.4 Avaliacao da resposta molecular

A resposta citogenética molecular foi observada em todos os sete pacientes

(100,0%) que puderam ser avaliados apos 0 TMO-auto.

Ao sexto més da avaliacdo laboratorial, sete pacientes puderam ser avaliados
por este método, sendo que um unico (14,3%) apresentou resposta completa, cinco (71,4%)
apresentaram resposta maior e um Unico paciente (14,3%) ndo apresentou resposta.
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Ao décimo segundo més da avaliacdo laboratorial, cinco pacientes puderam ser

avaliados por este método, sendo que todos (100,0%) apresentaram resposta maior.

O ndmero de pacientes avaliados em outros periodos do estudo ndo foi

suficiente para uma analise satisfatoria.

A distribuicdo dos onze pacientes com LMC de acordo com as porcentagens de
nucleos interfasicos com o gene BCR-ABL analisadas pelo método FISH, em amostras de
MO colhidas ao diagnoéstico e nas avaliages ap6s o TMO-auto, esta apresentada no Anexo
7 e na Figura 15.
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Figura 15. Box-plots da distribuicdo dos onze pacientes com LMC de acordo com as
porcentagens do nucleos interfasicos com o gene BCR-ABL, identificados por
meio do método FISH, em amostras de MO obtidas ao diagndéstico e durante o

seguimento clinico, apds o transplante aut6logo de medula 6ssea
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As medianas das porcentagens de nucleos interfasicos com o gene BCR-ABL,
em amostras de MO obtidas no terceiro (4,0%), sexto (7,3%) e nono (15,7%) meses apds o
TMO-auto foram menores do que a observada ao diagnostico, 82,5%, (P=0,01; P=0,03;
P=0.03; respectivamente). J& as medianas obtidas no décimo segundo, décimo quinto e
décimo oitavo meses apds o0 TMO-auto (9,3%; 9,0%; 10,0%) foram similares as observadas
ao diagnostico (P=0,06; P=0,50; P=0,25).

A distribuicdo dos onze pacientes com LMC de acordo com os resultados da
pesquisa do gene BCR-ABL em amostras de MO obtidas ao diagndstico e ap6s o TMO-
auto, analisados por RT-PCR, esta apresentada no Anexo 8.

O produto do gene BCR-ABL néo foi identificado apenas na amostra de MO
obtida ao décimo quinto més do acompanhamento de um Unico paciente (Caso 2),
configurando portanto, resposta molecular completa da doenca, com duragéo aproximada

de trés meses.

4.5. Condicdo clinica no momento da anélise do estudo

As medianas dos numeros de dias de seguimento dos pacientes avaliados,
considerando a data do diagndstico e do fim do estudo e a data do TMO-auto e do fim do
estudo foram de 23,2 meses (variagdo: 9,0-58,8) e 22,7 meses (variacdo: 0,7-49,1),
respectivamente. Foram incluidos em nosso estudo onze pacientes com LMC. Um paciente
(Caso 6) evoluiu para o 6bito, durante a fase de aplasia de MO determinada pelo
procedimento de mobilizacdo da CPP. Um outro paciente (Caso 11) evoluiu para o 6bito
devido a complicacdes relacionadas ao TMO-auto. Cinco pacientes ao final do estudo
passaram a utilizar outros medicamentos para o controle da doenca, devido a perda de
resposta hematologica. Quatro pacientes em fase crbnica estavam em resposta
hematoldgica. Um deles estava em resposta citogenética minima, dois em resposta
citogenética maior e um em resposta citogenética completa. Trés deles estavam em resposta

citogenética molecular e o outro ndo pode ser avaliado pelo método.
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A LMC é uma doenca exaustivamente estudada ha mais de 150 anos (GEARY,
2000). Sendo assim, suas caracteristicas clinicas e seu comportamento bioldgico estdo entre
os melhor estabelecidos dentre as neoplasias malignas. Entretanto, em nosso conhecimento,
ndo ha descricBes sobre as caracteristicas clinicas de pacientes com a doenga em nosso
meio e a terapéutica adequada para determinar a cura da doenca ainda esta por ser
determinada com exatiddo, o que justificou a realizacdo deste estudo.

Quando os nossos pacientes foram distribuidos por idade, notamos que a
mediana, 36,8 anos, foi discretamente menor que a descrita por PRATT et al. (1998) e por
BOLUDA et al (2002) para pacientes em estudos semelhantes, respectivamente de 46 e 43
anos. No entanto nossa série de casos é pequena para permitir analisar esse fato com
precisao.

J& os resultados das distribui¢fes dos nossos casos, por sexo, achados ao exame
clinico e achados laboratoriais foram semelhantes aos descritos para outros paises
(SAVAGE et al., 1997; LICHTMAN & LIESVELD, 2001).

Quando os nossos pacientes foram distribuidos de acordo com os indices de
Sokal e EURO, notamos que a maioria deles pertenceu aos grupos de risco baixo e
intermediario, sendo que mais de 50% deles esteve no grupo de risco intermediario. Numa
série maior de casos BONIFAZI et al. (2000) encontrou 30% dos pacientes nessa faixa.

Um interesse sobre a LMC teve inicio em 1960, quando NOWELL &
HUNGERFORD observaram um pequeno cromossomo, 0 cromossomo Ph, em pacientes
com a doenca. Assim, fizeram a primeira ligacdo consistente entre a anormalidade genética
e a génese da doenca.

Quando os nossos pacientes foram distribuidos de acordo com a presenca ou a
auséncia do cromossomo Ph, em amostras de MO obtidas ao diagndstico e avaliadas por
meio da andlise citogenética convencional, observamos que a anormalidade cromossdmica
esteve presente em todos eles. Em apenas dois casos, a porcentagem do cromossomo PH foi
menor do que 100%. Este resultado esta de acordo com as descri¢cdes prévias, uma vez que
é fato esperado para o diagnéstico da LMC, que mais de 90% dos pacientes apresentem esta
anormalidade cromossémica na maioria de suas células (MELO, 1996; WALLER et al.,
1998).
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Um interesse ainda maior sobre a LMC teve inicio com a descricdo de que o
cromossomo Ph resultava da translocacdo entre as porcdes dos bracos longos dos
cromossomos 9 e 22 (ROWLEY, 1973; PRAKASH & YUNIS, 1984), que determinava o
gene quimérico BCR-ABL, com atividade na proliferacdo celular observada na doenga
(LION, 1996; MELO, 1996).

Os resultados das distribuicdes dos nossos pacientes de acordo a identificacédo e
a quantificacdo do gene BCR-ABL, em amostras de MO obtidas ao diagndstico e avaliadas
por meio do método FISH e da RT-PCR, indicaram que a anormalidade génica esteve
presente em todos 0s casos incluidos no estudo. Estes resultados estdo de acordo com as
descricdes de que afirmam que mais de 95% dos portadores de LMC, quando analisados
por estes métodos obrigatoriamente apresentam a anormalidade génica. (BRUNO et al,
1998; SCHOCH et al., 2002). A importancia deste fato € tal, que a ultima classificacdo da
Organizagdo Mundial de Saude para as sindromes mieloproliferativas cronicas, define que
0 diagndstico de LMC estd sempre associado com a presenca do gene BCR-ABL
(VARDIMAN et al., 2002).

Tendo sido caracterizada a LMC em seus aspectos clinicos e moleculares,
restou a questdo de qual seria a terapéutica a ser administrada aos pacientes, tendo como
objetivo o controle da doenga e a cura. O tratamento medicamentoso convencional com a
HU ou o bussulfano foi suficiente apenas para o controle dos sintomas mas, ndo interferiu
com a evolucéo natural da doenca (KANTARGIAN et al., 1985; GOLDMAN, 2002). Ja o
tratamento com o IFN (ITALIAN..., 1995; ALLAN et al., 1995, WETZLER et al., 1995;
GOLDMAN, 2002) ou com o IFN em associacdo com o0 ARA-C (GUILHOT et al., 1997;
BONIFAZI et al., 2001; KIRWOOD, 2002) pareceu prolongar a sobrevida dos pacientes
com a doenga. Mais recentemente, resultados animadores foram obtidos com o mesilato de
imatinibe. Respostas hematolégicas, citogenéticas e moleculares foram observadas em 90-
94%, 50-67% e 1-4% dos pacientes incluidos em estudos variados (DRUKER et al., 2001;
LARSON et al., 2002; KANTARJIAN et al., 2003). Em um unico estudo conduzido por
GOTLIB et al. (2002), respostas moleculares completas foram observadas em 22 de 35
pacientes (62,8%) tratados com o medicamento mas, todas foram de curta duracédo

(variacdo: trés a seis meses).
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Ainda, a superioridade do mesilato de imatinibe sobre o IFN em associagédo
com o ARA-C, no tratamento de cerca de mil pacientes com LMC, foi evidenciada no
estudo conduzido por LARSON et al. (2002). Os autores observaram 95% de resposta
citogenética completa em pacientes tratados com o mesilato de imatinibe e 55% de resposta
citogenética completa naqueles tratados com o IFN e o ARA-C.

Entretanto, nem todos os pacientes respondem a esta terapéutica, resisténcias
primarias e adquiridas ao medicamento foram descritas e ainda, permanece incerto se o
tratamento prolonga a sobrevivéncia dos pacientes com LMC (O’BRIEN & DRUKER,
2002; ROCHE-LESTIENNE et al., 2002).

O transplante alogénico de MO, o TMO-alo, foi considerado a unica
possibilidade indiscutivel de cura e a primeira indicacdo terapéutica para pacientes com
LMC por muitos anos (GOLDMAN et al., 1993; McGLAVE et al., 1994; CLIFT et al.,
1994; HOROWITZ et al., 1996; DRUKER et al, 2002), embora algumas desvantagens
fossem a ele atribuidas, como a necessidade do doador de MO com compatibilidade aos
antigenos HLA e a morbidade e mortalidade inerentes aos periodos de aplasia e a reacao
enxerto “versus” hospedeiro. S6 mais recentemente, 0 procedimento passou a ser
questionado ap6s a descricdo dos resultados obtidos com a administracdo do mesilato de
imatinibe a pacientes com a doenca (LARSON et al., 2002; O’BRIEN & DRUKER, 2002).

Quando os nossos pacientes foram distribuidos de acordo com a disponibilidade
de doador de MO compativel, observamos que estes foram disponiveis para 23 dos 52
pacientes atendidos, de forma semelhante as descri¢des prévias. Vale comentar que a
possibilidade de se encontrar um irm@o consangiineo compativel para um paciente com
LMC esta em torno de 30% a 40% (CARELLA et al., 1997).

O interesse no TMO-auto teve inicio com a descricdo da coexisténcia de
precursores hematolégicos normais junto a precursores com o gene BCR-ABL em pacientes
com LMC recém diagnosticados (COLOUMBEL et al., 1983; CARELLA et al., 1993).
Esta proporcao diminuia rapidamente com o passar do tempo (COLOUMBEL et al., 1983;
CARELLA et al., 1993). Pelo menos no inicio da doenga, em aproximadamente 75% dos
pacientes, o reservatorio de precursores hematopoiéticos normais estava relativamente bem
preservado (FRASSONI et al., 1999a).
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Vaérios estudos foram conduzidos empregando o TMO-auto no tratamento de
pacientes com LMC. Inicialmente, pacientes em crise blastica foram transplantados, ap6s
altas doses de guimioterapia associadas ou ndo a radioterapia total, seguido do transplante
de células criopreservadas colhidas da MO ou do sangue periférico, durante a fase crénica.
Observou-se que a maioria dos pacientes, recuperou a hematopoiese e restabeleceu uma
nova fase crbnica, no entanto esta foi de curta duracdo e a progressdo da doenca e a morte
ocorreram em seis a doze meses ap6s 0 TMO-auto (HAINES et al., 1984; REIFFERS et al.,
1991). Estes estudos, que mostraram a factibilidade do uso de células criopreservadas da
MO ou periféricas como fonte para 0 TMO-auto, permitiram que estudos para estabelecer a
eficacia do TMO-auto em pacientes em fase cronica da doenca, fossem realizados.

Entre 1984 e 1992, HOYLE et al. (1994), usando o TMO-auto para tratar 21
pacientes na fase cronica da doengca, mostraram que a sobrevida aos cinco anos foi
significativamente maior (56%) do que a observada em pacientes tratados com
quimioterapia convencional (28%). REIFFERS et al. (1994), em analise de 49 pacientes em
fase crénica da doenca que foram submetidos ao TMO-auto entre 1989 e 1991, também
demonstraram 0 aumento da sobrevida e obtencdo de respostas citogenéticas maiores em
cerca de 50% deles. Os mecanismos envolvidos na obtencdo de respostas citogenéticas em
pacientes submetidos ao TMO-auto, realizados sem a mobilizacdo ou a manipulagéo prévia
do enxerto, permanecem incompreensiveis. E possivel que a diminuicdo da populacdo de
células hematopoiéticas com o cromossomo Ph possa ser determinada pelos regimes de
condicionamento pré-transplante. E possivel também, que a célula precursora com o
cromossomo Ph tenham desvantagens para a implante na MO em comparagao as normais,
favorecendo a pega do enxerto com célula precursora isenta do cromossomo Ph, apds o
transplante (BHATIA et al., 1997). Ainda, COLOUMBEL et al. (1983) observaram que o
crescimento da célula precursora hematopoiética em cultura, provocou uma perda seletiva
de células com o cromossomo Ph, favorecendo um maior nimero de células isentas da
alteracdo génica. Entre 1987 e 1992, 22 pacientes foram submetidos ao TMO-auto com
células da MO cultivadas ex-vivo por dez dias. Dezesseis pacientes apresentaram resposta
citogenética, que foi completa para treze deles. No entanto, entre quatro e 36 meses apds o
TMO-auto, todos perderam esta resposta, com excecdo de um anico (BARNETT et al.,
1994).
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Outros estudos mostraram que a estratégia de tratar os pacientes com LMC com
combinacbes de altas doses de quimioterapicos, similares aos utilizados para induzir
remissdo em leucemias agudas, resultou na obtencdo de resposta citogenética transitoria
para até 50% dos pacientes (GOTO et al., 1982). Um paciente com LMC em fase blastica
recebeu 0 TMO-auto com a CPP sem o cromossomo Ph, obtida apds quimioterapia durante
a sua fase cronica da doenca e recuperou do transplante com resposta citogenética completa
(KORBLING et al., 1981).

CARELLA et al. (1993) pode demonstrar que o uso nas fases iniciais da doenga
de um protocolo agressivo, permitia a obtencdo de CPP isentas do cromossomo Ph. Outros
investigadores também obtiveram coletas isentas do cromossomo Ph, utilizando a HU como
quimioterapico (JOHNSON et al., 1997; PRATT et al., 1998).

Assim, na época do planejamento deste estudo, varios trabalhos mostravam
indicios de que o tratamento da LMC com TMO-auto parecia trazer beneficios reais aos
pacientes, aumentando a sobrevida, com um procedimento de menor morbidade. No
entanto, ndo havia qualquer estudo controlado que reunisse casuistica expressiva que
permitisse responder com seguranca a estas perguntas. O EBMT, através do protocolo
EBMT-LMC 99, desenhou um ensaio clinico randomizado, multicéntrico e internacional,
com objetivo primario de comparar o TMO-auto em associa¢do com o IFN ao IFN como
medicamento Unico no tratamento da LMC. A intencéo era a de incluir setecentos pacientes
para tal analise. Entretanto, a continuidade do estudo néo foi possivel devido a ndo incluséo
de pacientes determinada pela possibilidade de tratamento com o mesilato de imatinibe.
Assim, o projeto internacional foi concluido em novembro de 2001, apos a inclusdo de 82
pacientes, dos quais 21 eram procedentes do nosso servigo. Os pacientes submetidos ao
TMO-auto representam a casuistica deste estudo.

As coletas de CPP realizadas ao diagnostico, cumpriram um objetivo ético, que
era a de ter uma reserva em precursores hematoldgicos capazes de refazer a hemopoiese
caso fosse necessario (EUROPEAN..., 1999). Ndo nos foi possivel obter niUmero adequado
de células CD34" ou células nucleadas em apenas trés dos onze pacientes.

Quando nds realizamos os procedimentos quimioterapicos de mobilizagdo para
a coleta por leucaférese da CPP, os dois primeiros pacientes utilizaram o protocolo mini-

ICE, em regime de internacéo hospitalar. Nimeros maiores do que 5x10%kg de células
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CD34" foram obtidos em ambos os pacientes. Estes dados foram semelhantes aos
encontrados por CARELLA (1999), utilizando o mesmo protocolo. As anélises citogenética
convencional e molecular de células obtidas dos produtos das leucaféreses, ndo puderam
ser realizadas devido & inviabilidade da aliquota do material congelado para essa finalidade.
Ja as analises por RT-PCR foram realizadas e foram suficientes para evidenciar o gene
BCR-ABL, em células das bolsas de CPP coletadas.

Ja a HU foi o quimioterapico utilizado para a mobilizacdo da CPP para 0s
outros nove pacientes do estudo. Quando os nossos pacientes foram distribuidos de acordo
com a eficacia da HU em possibilitar a coleta de nimero suficiente de células CD34",
notamos que ela foi adequada ao procedimento em cerca de 50% dos casos.

PRATT et al. (1998) usaram um protocolo semelhante ao nosso para a
mobilizacdo da CPP de dezoito pacientes portadores de LMC e ndo obtiveram ndmero
adequado de células CD34" para o transplante em cerca de 30% dos casos, tendo
considerado como ndmero minimo de células 2x10°kg. Resultados semelhantes foram
também obtidos no estudo conduzido por JOHNSON et al. (1997). Assim, podemos dizer
que a eficacia da mobilizacdo da CPP em nosso servico, utilizando a HU, foi semelhante a
obtida por estudos anteriores.

NOs realizamos novas tentativas para a obtencdo da CPP em trés dos quatro
pacientes, com namero insuficiente de células para 0 TMO-auto.

Quando analisamos nossos procedimentos de aférese para a coleta da CPP,
considerando a presenca do cromossomo Ph e do gene BCR-ABL, por meio da analise
citogenética convencional, o método FISH e a RT-PCR, notamos que ndo conseguimos
obter produtos celulares livres da contaminacdo pelo cromossomo Ph e pelo gene BCR-
ABL. Resultados obtidos em outros estudos, com a utilizagéo de protocolo de mobilizagao
da CPP semelhante ao por nds utilizado indicaram que cerca de 20% dos produtos obtidos
estavam livres de contaminagdo por celulas com o cromossomo Ph. No entanto, vale
comentar que o gene BCR-ABL foi identificado nestes mesmos produtos, quando
examinados pelo método FISH ou a RT-PCR. (JOHNSON et al., 1977; PRATT et al.,
1998).
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No entanto, como ja apresentado, ndo foi esse o resultado por nos obtido. A
explicacdo para este fato ndo é clara. Enfatizamos que o nosso estudo é constituido por
pacientes recém diagnosticados e que foram submetidos aos procedimentos de mobilizacéo
da CPP precocemente, condi¢cBes sugeridas por varios autores como ideais para a
mobilizacdo de grande numero de precursores normais (CARELLA et al.,, 1993;
BARNETT et al., 1994; FRASSONI et al., 1999b). E possivel que em nossos casos a HU
possa ter sido usada por periodo de tempo prolongado, determinado uma aplasia de MO de
instalagdo lenta, incapaz de destruir os clones celulares doentes e desta forma, a
recuperagcdo medular se deu com precursores comprometidos pela anormalidade génica.

Os procedimentos de mobilizacdo da CPP mais agressivos e intensos, como o
mini-ICE, apresentaram possibilidade de obtencdo mais eficaz de precursores livres da
doenga (CARELLA et al., 1997; VERFAILLIE et al., 1998; WALLER, 1998; CARELLA,
2001a). Um caso, em que ndo foi possivel obter numero adequado de células para 0 TMO-
auto, recebeu o protocolo mini-ICE como esquema de mobilizacdo da CPP, em regime de
internacdo hospitalar, como segunda tentativa de mobilizacdo da célula. Desenvolveu
periodo prolongado de aplasia de MO, com febre e toxemia. O paciente evoluiu para o
Obito apesar do tratamento com antibioticos de amplo espectro e antimicéticos devido a
faléncia de multiplos 6rgéos, consequente a septicemia.

Vale comentar que a mortalidade associada aos esquemas quimioterapicos
agressivos estd em torno dos 5%. A neutropenia € na maioria das vezes prolongada,
exigindo internacGes também prolongadas, que acaba expondo o paciente a maiores riscos
de infeccdo por agentes hospitalares (CARELLA et al., 1997; MEHTA et al., 1996;
CHALMERS et al., 1997; FISCHER et al., 1998).

Nove dos dez pacientes foram submetidos aos procedimentos do TMO-auto
sem intercorréncias. O condicionamento foi tolerado por todos, o nimero de células CD34"
infundidas foi maior que 2x10°%kg também para todos os pacientes e a “pega” do enxerto
ocorreu com uma mediana de 14 dias. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por
outros pesquisadores (CARELLA et al., 1997; FISHER et al., 1998; CARELLA et al.,
1999).
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Entretanto, um paciente, que havia apresentado a pega do enxerto no décimo
primeiro dia, desenvolveu uma celulite em membro inferior, com evolucao para septicemia
e Obito no vigésimo primeiro dia ap6s o TMO-auto, independentemente da
antibioticoterapia administrada.

A taxa de mortalidade do nosso estudo foi de 18,2% (dois em onze pacientes
incluidos no estudo) considerando o ébito relacionado aos procedimentos de mobilizacao
da CPP e o 6bito ocorrido no p6s TMO-auto imediato.

As taxas de mortalidade relacionadas ao TMO-auto j& foram maiores que 5%
quando o condicionamento da MO era feito com irradiagdo corporal total ou quando 0s
pacientes eram transplantados com células da MO (OLAVARRIA et al., 2000).
Atualmente, a maioria dos servicos utiliza para o condicionamento, o bussulfano associado
a ciclofosfamida ou como quimioterdpico Unico e a fonte de células preferidas para o0 TMO-
auto € a CPP. Isto contribui para reducdo dos indices de mortalidade relacionados ao
procedimento (OLAVARRIA et al., 2000) mas, ndo para aboli-los.

Analisando a toxicidade do TMO-auto, PIGNEUX et al. (2001), concluiram
gue a mortalidade atribuida ao procedimento atualmente ndo excede 5% nas varias séries
analisadas.

Entretanto, taxas de mortalidade similares a encontrada em nosso estudo foram
descritas em outros estudos que reuniram pequenos grupos de pacientes. Taxas de
mortalidade de 14% (1/7), 5% (5/105) e 15% (3/20) foram observadas nos estudos
conduzidos por JOHNSON et al. (1997), CARELLA et al. (1999) e CHALMERS et al.
(1997).

A mediana para o inicio do uso do IFN por nossos pacientes foi de seis meses.
Havia um especial interesse no uso do IFN ap6s o TMO-auto, porque relatos da literatura
mostram que 0s melhores resultados com esse medicamento ocorrem em pacientes com
pequena massa tumoral, sugerindo que seu uso logo apés o TMO-auto, pudesse contribuir
para a manutencdo das respostas hematoldgica e citogenética completa obtida logo apés o
procedimento, ou mesmo para diminuir 0 ndmero de cromossomos Ph nos que nao
respondessem imediatamente (PIGNEUX et al., 1999).
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A resposta hematologica foi observada em cerca de 90,0% dos pacientes que
receberam o TMO-auto e o IFN, sendo que esta se manteve em quatro pacientes até o
término do estudo.

A resposta citogenética foi observada em cerca de 80,0% dos pacientes que
receberam o TMO-auto e o IFN, sendo que esta se manteve em quatro pacientes até o
término do estudo. Observamos ainda, que as medianas das porcentagens de cromossomo
Ph em amostras de MO obtidas de pacientes durante o seguimento apés o0 TMO-auto foram
menores do que a observada em amostras de MO obtidas ao diagndstico. Entretanto, a
diferenca de medianas s teve significado em amostras colhidas apds seis meses do TMO-
auto. Estes resultados estdo em acordo com as descricdes anteriores, nas quais o
desaparecimento do cromossomo Ph ocorreu logo apdés o TMO-auto, mas, quase todos 0s
pacientes perderam a resposta citogenética antes do primeiro ano de seguimento (FISHER
etal., 1998; CARELLA & GOLDMAN, 2001b). E também possivel que o pequeno nimero
de casos avaliados em amostras obtidas em outros periodos do nosso estudo tenha
interferido no significado estatistico das diferencas de medianas.

Ja a resposta citogenética molecular por FISH, de graus variados, foi observada
em todos os pacientes avaliados. Observamos que as medianas das porcentagens de nucleos
interfasicos de amostras de MO obtidas de pacientes durante o0 seguimento apos o TMO-
auto foram menores do que a observada em amostras de MO obtidas ao diagnostico.
Também observamos que estas respostas foram em geral, maiores do que as observadas por
meio da analise citogenética convencional, de acordo com os resultados obtidos por HESS
et al. (2000). Uma possivel explicacdo para esta diferenca pode estar no fato de que o
método FISH possibilita a avaliacdo de maior nimero de células e também de células que
ndo estdo em divisdo, enquanto que a andlise citogenética convencional tem como base
apenas a avaliacdo de cromossomos em metafase de células em divisdo. Diferencas
significativas de medianas foram observadas entre as amostras de MO obtidas de pacientes
nos terceiro, sexto e nono meses ap6s 0 TMO-auto e a observada em amostras obtidas ao
diagndstico. Estas descrigdes estdo também de acordo com as descri¢des anteriores, nas
quais a recidiva molecular da doenga ocorreu durante o primeiro ano de TMO-auto
(CARELLA et al., 1997; FISHER et al., 1998; CARELLA et al., 1999). E também possivel
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que 0 pequeno numero de casos avaliados em amostras obtidas em outros periodos do
nosso estudo tenha interferido no significado estatistico das diferencas de medianas.

Vale comentar que o método FISH possibilitou, em nosso estudo, a avaliacdo
de casos, em que ndo foi possivel obter um nimero suficiente de metafases para a anélise,
uma vez que pode ser realizado em nucleos interfasicos. Assim, o0 método possibilitou a
avaliacdo da doenca residual, por meio da observacdo de duzentos ou até mesmo
quinhentos ndcleos interfasicos, de acordo com descrigdes anteriores (BRUNO et al, 1998;
DEWALD et al., 1998; HESS et al., 2000; SCHOCH et al., 2002).

A distribuicdo dos pacientes de acordo com os resultados obtidos da avaliagéo
do gene BCR-ABL por RT-PCR, como ja era esperado, indicou a presenca do gene em
todos os pacientes durante todo o estudo. Uma Unica paciente apresentou remissao
molecular de curta duracdo identificada por este método.

Finalizando, todos os trabalhos que se propuseram a discutir o TMO-auto como
terapéutica para pacientes com LMC, afirmam a necessidade da realizacdo de estudos
prospectivos e randomizados com grande numero de casos para poder responder de forma
definitiva qual o verdadeiro o papel representado pelo procedimento no tratamento de
pacientes com a doenca.

Com certeza este grande estudo randomizado ndo tera, pelo menos nos
proximos anos, justificativa para ser realizado, na era do mesilato de imatinibe, que trouxe
novas perspectivas para o tratamento de pacientes com LMC.

Entretanto, vale lembrar que os pacientes que receberam o TMO-auto com
enxertos isentos de doenca (MACGLAVE et al., 1994; PODESTA et al., 2000; Olavarria et
al., 2002) ou contaminados com a doenca (MELONI et al., 2001) obtiveram nitidos
beneficios relacionados ao aumento de sua sobrevida.

Ainda, as evidéncias de que recaidas citogenéticas ou moleculares podem ser
tratadas com agentes pouco tdxicos, como o mesilato de imatinibe, indicam que o
medicamento possa ser utilizado em associa¢cdo com o TMO-auto, em um futuro préximo,
de acordo com a proposta de DRUKER et al. (2001).
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CONCLUSOES



O TMO-auto em associacdo com o IFN possibilitou que pacientes com LMC

obtivessem respostas hematoldgica, citogenética, citogenética molecular e molecular.

As porcentagens menores de cromossomo Ph e de nacleos interfasicos com o
gene BCR-ABL em amostras de MO obtidas apés o TMO-auto, em comparacdo as
porcentagens das anormalidades cromossdmica e génica em amostras de MO obtidas ao
diagnostico, indicaram que o procedimento ndo determinou a extingdo do clone anormal na

MO dos pacientes avaliados mas, a diminui¢do numérica do mesmo.
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ANEXOS



Critérios para diagnostico da leucemia mieléide crénica

Fase cronica

Numero de leucdcitos no sangue periférico > 10,0x10°/mm?’

Porcentagem de mieloblastos no sangue periférico e medula 6ssea < 10%,

Presenca do cromossomo Philadelphia a analise por citologia convencional,

Presenca do gene BCR-ABL por RT-PCR em casos onde o cromossomo Philadelphia ndo

estiver presente.

Fase acelerada

Dificuldade para controlar a leucocitose com o uso de IFN e/ou HU considerando as doses
necessarias ou a diminui¢do do intervalo entre elas,

Porcentagem de blastos > 10% no sangue periférico ou medula 6ssea,

Porcentagem de basofilos ou eosindfilos > 20%,

Anemia ou plaquetopenia nao relacionada ao uso de IFN alfa ou hidroxiuréia

Aparecimento de mielofibrose ou cloromas.
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UNICARMP HEMOCAMP

Termo de consentimento livre e esclarecido para participacéo

do projeto de estudo intitulado

“IDENTIFICACAO DE DOENCA RESIDUAL EM PACIENTES COM LEUCEMIA
MIELOIDE CRONICA APOS TERAPEUICA COM O INTERFERON ALFA OU O
TRANSPLANTE AUTOLOGO DE MEDULA OSSEA”

O participante deve preencher esta folha por ele mesmo (por favor, coloque um X em cada linha,

se vocé concordar).

() Eu 1i a folha de informagdes do estudo

()  Eutive a oportunidade de perguntar minhas davidas sobre o estudo
() Eu recebi satisfatoriamente todas as respostas

() Eu recebi informacdes suficientes sobre o estudo

O estudo me foi explicado pelo Dr.(a):

() Eu entendo que estou livre para sair do estudo a qualquer momento sem ter que dar
explicacdes e isso nao afetard o meu tratamento.
() Eu concordo em tomar parte deste estudo.

Assinatura Data / /

Nome em letra de forma:

Assinatura do investigador: Data: /]

Nome em letra de forma:
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Folha de Informacdes para os Pacientes

Nos gostariamos de convida-lo a participar de um estudo clinico que esta sendo realizado em
muito hospitais na Europa e no Brasil. Este estudo estd sendo organizado pelo Grupo Europeu de
Transplante de Medula. Sua participagdo ¢ voluntaria e vocé pode sair do estudo a qualquer
momento. Se vocé ndo quiser participar ou se abandonar o estudo, seu tratamento futuro e a
qualidade dos cuidados médicos os quais vocé recebera ndo serdo afetadas de modo algum.

Estudo Prospectivo Randomizado comparando Transplante Aut6logo- CPP com
Interferon-alpha com ou sem Ara-C em pacientes com diagnostico de LMC “de novo” em
primeira fase crénica

A proposta do estudo ¢ tentar responder a pergunta se a combina¢do do auto-transplante e o
Interferon (com ou sem Ara-C) é melhor do que o Interferon (com ou sem o Ara-C) sozinho.
Vocé sera tratado inicialmente com Hidroxiurea, se necessario, para controlar a leucemia.

Na hora de entrar no estudo, vocé sera sorteado para receber Interferon (com ou sem Ara-C) ou o
transplante autdlogo seguido pelo Interferon (com ou sem Ara-C). A escolha de associar o Ara-C
no tratamento com o Interferon sera feita pelo seu médico.

O Interferon ¢ dado através de uma inje¢do de 5 a 7 dias por semana. Alguns pacientes sofrem
efeitos colaterais variados. E comum sentir um mal estar com este remédio, frequentemente
semelhante a um resfriado: dores musculares, perda de apetite. Esses sintomas sdo mais freqiientes
no inicio do tratamento ¢ podem ser controlados usando o interferon antes de ir para a cama com
uma dose de tylenol um hora antes.

O Ara-C ¢ também ministrado através de uma inje¢dao, normalmente 10 dias consecutivos todo
més. Embora possa agravar os efeitos colaterais do interferon, ele ¢ normalmente bem tolerado.
Ambos os remédios precisam ser monitorados com exames de sangue para monitorar a resposta.

O auto-transplante envolve duas fases. Primeiro, a coleta das células precursoras do seu sangue o
qual pode ser feita de dois jeitos diferentes. As suas células precursoras deverdo ser coletadas ao
diagnoéstico. Embora esta coleta contenha algumas células normais, a maioria das células sera
leucémicas. Alguns estudos mostram que € possivel uma coleta mais limpa através de curso prévio
de quimioterapia (mobilizagdo) no paciente. O real beneficio dessa abordagem ainda precisa ser
definido. Seu médico também decidird como sera a realizagdo do transplante e a coleta ao
diagnéstico com ou sem mobilizacdo. Eles serdo orientados pela experiéncia do centro em que
trabalham.

A segunda fase envolve receber altas doses de quimioterapia seguida pela re-infusdo das células
precursoras coletas anteriormente, isso ¢ o chamado auto-transplante. O tratamento com interferon
associado ou ndo com Ara-C pode ser iniciado uma vez que o paciente recuperou-se do auto-
transplante.

Por favor, sinta-se a vontade para discutir qualquer um dos pontos com o seu médico. Para mais
informagoes, vocé pode telefonar para um dos médicos da equipe.

AALSSIINALUTA «eeeeeeeeeeeee e et e e e e e e e e e eeeeeeeaaa s eeeeeeeeeeeaaaseeeeeeeeeseeaasseeeaeeeeeeaaaannns
Data: / /
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Distribuicdo dos dez controles e dos onze pacientes com Leucemia mieldide cronica de
acordo com as porcentagens de nucleos interfasicos com o gene BCR-ABL, normais e

ndo informativos

N° Nucleos FISH positivos (%) Nucleos FISH negativos (%)  Nucleos FISH indeterminados (%)

Controles
1 0,5 93,6 5,9
2 0,0 97,5 2,5
3 0,5 95,6 3,9
4 0,0 99,0 1,0
5 0,5 97,5 2,0
6 0,0 93,0 7,0
7 0,0 95,0 5,0
8 0,0 94,0 6,0
9 0,0 90,5 9,5
10 1,5 96,0 2,5
Média 0,3 95,1 4,5
DP 0,4 2,5 2,6
+3 DP 1,4 7,5 7,9
Pacientes
1 Nao realizado Naio realizado Nao realizado
2 Naio realizado Naio realizado Naio realizado
3 80,09 12,91 7,00
4 45,00 52,50 2,50
5 82,50 6,50 11,00
6 89,00 5,50 5,50
7 86,50 7,00 6,50
8 79,60 6,46 13,94
9 86,50 6,25 7,25
10 84,50 3,50 12,00
11 78,00 9,50 12,50
Média 79,10 12,20 8,70
DP 13,30 15,30 3,80
Mediana 82,50 6,50 7,30
(Variagdo) (45,00-89,00) (3,50-52,50) (2,50-13,90)
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Distribuicdes dos onze pacientes com leucemia mieldide crénica de acordo com 0s

nameros de células nucleadas e CD34 positivas e porcentagens de cromossomo

Philadelphia e nucleos interfasicos com o gene BCR-ABL, identificados por meio do

metodo FISH e os resultados da pesquisa do gene BCR-ABL, por transcricéo reversa e

reacdo em cadeia da polimerase, em amostras obtidas com o procedimento de

mobilizacdo da célula precursora periférica

Células Metafases
Ndmero Data nucleadas Células CD34+ analisadas / BCR-ABL
Caso (N coleta) (x10%kg) (x10%kg) Ph+ (%) FISH + (%) (RT-PCR)
1 24/dez/98 (1) 0,46 0,97 Nao realizado Nao realizado Positivo
25/dez/98 (2) 0,98 2,76 Nao realizado Nao realizado Positivo
26/dez/98 (3) 0,84 2,44 Nao realizado Nao realizado Positivo
2 21/jul/98 (1) 1,43 2,16 Nao realizado Nao realizado Positivo
22/jul/98 (2) 4,38 2,92 Nao realizado Nao realizado Positivo
3 29/jun/00 (1) 2,22 1,80 40/100 80,00 Positivo
30/jun/00 (2) 3,63 5,22 40/100 46,00 Positivo
4 01/ago/00 (1) 1,86 1,61 20/70 74,50 Positivo
02/ago/00 (2) 2,02 2,73 20/65 83,90 Positivo
03/ago/00 (3) 1,15 1,13 20/85 6,50 Positivo
5 15/set/00 (1) 1,71 0,21 17/100 72,50 Positivo
16/set/00 (2) 2,99 0,42 12/100 76,60 Positivo
18/set/00 (3) 1,47 0,11 15/100 58,00 Positivo
19/set/00 (4) 1,74 0,23 20/100 29,00 Positivo
21/set/00 (5) 3,01 0,35 20/100 14,00 Positivo
6 09/n0v/00 (1) 1,05 0,01 16/100 78,50 Positivo
10/n0v/00 (2) 1,67 0,01 30/10 43,40 Positivo
7 05/mar/01 (1) 0,52 2,32 15/73 78,15 Positivo
06/mar/01 (2) L1 6,08 20/95 72,10 Positivo
8 01/jun/01 (1) 3,66 0,34 9/100 Mat Positivo
Inadequado
02/jun/01 (2) 4,05 1,01 18/100 7,35 Positivo
04/jun/01 (3) 5,34 3,43 20/100 67,50 Positivo
9 03/set/01 (1) Nao realizado Nao realizado Na&o realizado Nao realizado Néo realizado

04/set/01 (2)
05/set/01 (3)
06/set/01 (4)

Nio realizado
Nao realizado

Nao realizado

Nio realizado
Nao realizado

Nao realizado
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Nio realizado
Nio realizado

Nio realizado

Naio realizado
N3o realizado

Nio realizado

Naio realizado
Nao realizado

Nao realizado



07/set/01 (5)
10/set/01 (6)
11/set/01 (7)
12/set/01 (8)
14/set/01 (9)

Nio realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nio realizado

Naio realizado

Nio realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nio realizado

Nao realizado

Nio realizado
Nao realizado
Nao realizado
Naéo realizado

Naio realizado

Nio realizado
Nio realizado
Nio realizado
Naio realizado

Na4o realizado

Nao realizado
Nio realizado
Nao realizado
Naio realizado

Nao realizado

16/out/01 (1) 4,22 15,21 20/20 (100) 75,0 Positivo
Mat.
10 09/mov/01 (1) 1,01 0,06 70,90 Positivo
Inadequado
Mat. .
10/nov/01 (2) 0,89 0,07 60,00 Positivo
Inadequado
Mat. .
13/nov/01 (3) 1,36 0,28 46,00 Positivo
Inadequado
Mat.
14/nov/01 (4) 1,36 0,43 14,50 Positivo
Inadequado
Mat.
15/mov/01 (5) 1,35 0,72 8,50 Positivo
Inadequado
Mat. .
16/nov/01 (6) 1,93 1,1 6,50 Positivo
Inadequado
Mat. .
17/mov/01 (7) 1,61 1,32 6,00 Positivo
Inadequado
Mat.
18/mov/01 (8) 1,55 2,33 5,50 Positivo
Inadequado
Mat.
11 13/nov/01 (1) Nao realizado NR 8,50 Nao realizado
Inadequado
) Mat. .
14/n0ov/01 (2) Nao realizado NR 63,60 Nao realizado
Inadequado
15/nov/01 (3) Nao realizado NR Mat. 51,50 Nao realizado
Inadequado
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Distribuic6es dos onze pacientes com leucemia mieldide cronica de acordo com os

nameros de células nucleadas e CD34 positivas e as porcentagens de metéafases com o

cromossomo Philadelphia e de nucleos interfasicos com o gene BCR-ABL, identificados

por meio da analise citogenética convencional e método FISH, e os resultados da

pesquisa do gene BCR-ABL por transcricao reversa e reagdo em cadeia da polimerase,

em amostras de célula precursora periférica utilizadas para o transplante aut6logo de

medula 0ssea

Células Metéafases
NUmero nucleadas Células CD34+ analisadas/ Nucleos FISH+/ BCR-ABL
Caso (x 10%/kg) (x 10%/kg) Ph + (%) (%) (RT-PCR)
1 0,46 0,97 Naio realizado Nio realizado Positivo
1 0,98 2,76 Nao realizado Nao realizado Positivo
2 1,43 2,16 Nao realizado Nao realizado Positivo
2 4,38 2,92 Nao realizado Nao realizado Positivo
3 3,63 5,22 40/100 46,00 Positivo
4 1,86 1,61 20/70 74,50 Positivo
4 2,02 2,73 20/65 83,90 Positivo
4 1,15 1,13 20/85 6,50 Positivo
5 1,71 0,21 17/100 72,50 Positivo
5 2,99 0,42 12/100 76,60 Positivo
5 1,47 0,11 15/100 58,00 Positivo
5 1,74 0,23 20/100 29,00 Positivo
5 3,01 0,35 20/100 14,00 Positivo
5 18,87 17,92 17/100 82,50 Positivo
6 Nio realizado Nio realizado Nao realizado Nio realizado Nao realizado
7 0,52 2,32 15/73 78,15 Positivo
7 1,1 6,08 20/95 72,10 Positivo
8 3,66 0,34 9/100 Mat. Inadequado Positivo
8 4,05 1,01 18/100 7,35 Positivo
8 5,34 3,43 20/100 67,50 Positivo
9 4,22 15,21 20/20 (100) 75,0 Positivo
10 1,01 0,06 Mat. Inadequado 70,90 Positivo
10 0,89 0,07 Mat. Inadequado 60,00 Positivo
10 1,36 0,28 Mat. Inadequado 46,00 Positivo
10 1,36 0,43 Mat. Inadequado 14,50 Positivo
10 1,35 0,72 Mat. Inadequado 8,50 Positivo
10 1,93 1,1 Mat. Inadequado 6,50 Positivo
10 1,61 1,32 Mat. Inadequado 6,00 Positivo
10 1,55 2,33 Mat. Inadequado 5,50 Positivo
11 11,08 6,69 5/20 (25) 86,5 Positivo
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Distribuicao dos onze pacientes com leucemia miel6ide cronica de acordo com 0s
nameros de cromossomos em metafases analisados e as porcentagens do cromossomo
Philadephia obtidas por meio da anélise citogenética convencional em células da medula

0ssea avaliadas ao diagnostico e apds o transplante autélogo de medula Gssea

Namero Ndmero de meses

Caso  Diagnostico 3 6 9 12 15 18 24 30 36 42

1 16/62 30/20 NR 24/58  30/40 20/50  22/0  29/48  22/95  23/95 MI
2 20/100 MI 28/28  21/19 30/0 32/0 30/0 MI 20/0 21/0 MI
3 20/100 30/36  35/54  20/30 MI NR 16/12 NA NA NA NA
4 25/100 22/63  20/60 MI 22/60  37/57  80/25 NA NA NA NA
5 24/100 30/23  20/70  21/100 23/100 MI 26/12 NA NA NA NA
6 16/100 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
7 20/100 20/95 11/100 19/100 19/100 NA NA NA NA NA NA
8
9

20/100 MI 27/100 MI 30/100 NA NA NA NA NA NA
15/100 MI 15/86 MI NA NA NA NA NA NA NA
10 20/100 MI 22/100 NA NA NA NA NA NA NA NA
11 20/30 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Sendo: os numeros apresentados representam os niimeros de metafases examinadas / as porcentagens de metafases
com o cromomossomo Philadelphia; MI, material inadequado para a analise; NA, tempo de avaliagdo ndo

atingido
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Distribuicao dos onze pacientes com leucemia miel6ide cronica de acordo com as

porcentagens do gene BCR-ABL, analisado com o método FISH, em células da medula

6ssea ao diagnostico e ap6s o transplante autélogo de medula 6ssea

NUmero NUmero de meses

Caso Diagnostico 3 6 9 12 15 18
1 NR NR NR NR NR NR NR
2 NR NR NR NR NR NR NR
3 80,09 8,90 10,50 0,50 6,70 NR 10,00
4 45,00 1,50 0,50 14,00 7,70 11,00 13.00
5 82,50 1,00 25,00 18,10 9,30 7,00 7,50
6 89,00 NA NA NA NA NA NA
7 86,50 7,30 4,95 8,50 13,00 NA NA
8 79,60 4,00 3,50 18,10 11,00 NA NA
9 86,50 2,00 7,30 15,50 NA NA NA
10 84,50 5,5 89,00 NA NA NA NA
11 78,00 NA NA NA NA NA NA

Sendo: NR, nédo realizado; NA, tempo de avaliagdo ndo atingido
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Distribuicao dos onze pacientes com leucemia miel6ide cronica de acordo com 0s

resultados da pesquisa do gene BCR-ABL em células da medula dssea avaliadas ao

diagnostico e ap6s o transplante autélogo de medula 6ssea

Numero NuUmero de meses
Caso  Diagnostico 3 6 9 12 15 18 24 30 36 42
1 + + + + + + + + + + +
2 + + I + NR - + | + I +
3 I + + I + + + NA NA NA NA
4 + + + + + + + NA NA NA NA
5 + + + + + + + NA NA NA NA
6 + NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
7 + I + + + + NA NA NA NA NA
8 + + I + + NA NA NA NA NA NA
9 + + + + NA NA NA NA NA NA NA
10 + + + NA NA NA NA NA NA NA NA
11 + NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Sendo: +, positivo; -, negativo; I, inconclusivo; NR, ndo realizado; NA, tempo de avaliagdo ndo atingido
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