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RESUMO

O mesilato de imatinibe (MI) é o tratamento de escolha para pacientes com leucemia
mieldide cronica (LMC) em fase cronica, mas a resposta ao medicamento € varidvel em
individuos distintos. A CYP3A4 € a principal enzima responsdvel pelo metabolismo
hepitico do MI. O alelo variante G do polimorfismo CYP3A4 A-290G codifica menor
quantidade de enzima do que o alelo selvagem A, mas o papel do referido polimorfismo em
pacientes com LMC tratados com MI € desconhecido. Os objetivos deste trabalho foram os
de avaliar a eficdcia, a toxicidade a sobrevida livre de progressao (SLP) e global (SG) de
pacientes com LMC durante a administracdo de MI e verificar se estes parametros sio
alterados pela variabilidade interindividual no metabolismo do farmaco, relacionada ao
polimorfismo CYP3A4 A-290G. Foram avaliados 100 pacientes com LMC em FC precoce
atendidos no Centro de Hematologia e Hemoterapia da UNICAMP. O diagnéstico da LMC,
o exame hematolégico, o caridtipo, a pesquisa do gene BCR-ABL e os genétipos do
polimorfismo CYP3A4 A-290G foram realizados por métodos convencionais. Os pacientes
receberam o MI na dose de 400mg e a resposta ao tratamento foi avaliada segundo os
critérios do European Leukemia Net. Identificamos respostas hematoldgica, citogenética e
molecular similares as previamente descritas. A taxa de resposta hematoldgica foi de 95%
ao longo do estudo. Aos doze meses, as respostas citogenética completa ou parcial foram
de 72% e 11% respectivamente. J4 as taxas de respostas molecular completa e maior aos
22 meses foram de 28% e 26%, respectivamente. A sobrevida global foi de 94% aos 92
meses bem como a sobrevida livre de progressdo para as fases avangadas da doenca.

Observamos que pacientes com resposta citogenética completa ou parcial e molecular

Xiii



completa ou maior apresentaram maior SLP e SG do que os demais. Cerca de 13% dos
pacientes era portadores do genétipo AG do polimorfismo CYP3A4 A-290G, o qual esteve
associado a obtenc¢do de resposta molecular completa tardia e tendéncia a menor SLP e SG.
Apesar da hipétese do alelo variante (G) exibir um fendtipo metabolizador lento associado
a uma menor taxa de biotransformacdo do MI e portando maior risco de reacdes toxicas,
ndo observamos diferencas entre as toxicidades hematoldgica e ndo hematoldgica (P=
0,28) . Assim, concluimos que nossos pacientes respondem de forma similar ao MI do que
0s demais e que 0 polimorfismo CYP3A4
A-290G pode vir a funcionar como biomarcador de resposta ao farmaco.

Palavras chave: leucemia mieldide cronica, CYP3A4 A-290G, mesilato de imatinibe
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ABSTRACT

Imatinib (IM) is widely recognized as the standard of care in the first-line treatment
of CML but the response to the drug is variable in different subjects. CYP3A4 is the main
enzyme responsible for the hepatic metabolism of Imatinib. The G variant allele of the
polymorphism A-290G encoding least amount of enzyme than the wild-type allele, but the
role of this polymorphism in CML patients treated with Imatinib is unknown. The aims of
this study were to assess the efficacy, toxicity, progression-free survival (PFS) and overall
survival (OS) of patients with CML during the administration of Imatinib and check if
these parameters are affected y interindividual variability in drug metabolism, the
polymorphism related to CYP3A4 A-290G. We evaluated 100 patients with CML newly
diagnosed at Center of Hematology and Hemoterapy of UNICAMP. The diagnosis of
CML, hematology, karyotyping, research the BCR-ABL gene polymorphism and CYP3A4
genotypes A-290G were performed by conventional methods. Patients received a dose of
400mg IM and treatment response was assessed according to the criteria of the European
Leukemia Net responses identified hematologic, cytogenetic and molecular similar to those
previously described. The hematologic response rate was 95% throughout the study. At 22
months the complete or partial cytogenetic responses were 72% and 11% respectively. The
complete molecular response rates at 22 months were 28% and 26%, respectively. Overall
survival (OS) was 94% at 92 months and the progression-free survival (PFS) for advanced
stages of the disease. We observed that patients with partial or complete cytogenetic
response and major molecular and complete PFS and OS showed higher than other. We

observed that patients with partial or complete cytogenetic response and major molecular
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and complete PFS and OS showed higher than others. About 13% of patients were of AG
genotype polymorphism of the CYP3A4 —290A>G, which was associated with achieving
complete molecular response and late tendency to lower PFS and OS. Despite the
possibility of variant allele (G) display a slow metabolizer phenotype associated with a
lower rate of biotransformation of IM and carrying greater risk of toxic reactions, no
significant differences between hematological and non hematological toxicities (P= 0,28).
Thus, we conclude that our patients respond similary to IM than others and that the
polymorphism CYP3A4 -290A>G might function as a biomarker of response to the drug.

Key words: chronic myelogenous leukemia, CYP3A4 A-290G, imatinib mesylate
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INTRODUCAO

1.  Consideracoes gerais

As primeiras descricdes de cunho cientifico sobre a leucemia mieléide cronica (LMC)
foram publicadas em 1845, independentemente, por dois jovens patologistas, o escocés
John Hughes Bennet e o alemdo Robert Virchow (CHAMPLIN & GOLDE, 1985;
SATTLER & SALGIA, 1997; GEARY, 2000). Estes trabalhos foram considerados marco
relevante na descricdo da LMC, pois apresentaram observacdes post-morten detalhadas,
andlise microscopica do sangue e medula 6ssea (MO), que foram importantes para a
compreensdo da doenca (HENDERSON et al., 1996; GEARY, 2000; DRUKER, 2003).

Em 1847, Virchow prop0s o termo “sangue branco” ou “leukamie” para descrever a
aparéncia e a diferenca proporcional entre células brancas e vermelhas no sangue dos
individuos doentes. Pouco depois, outro pesquisador alemao, Ernst Neuman, aventou a
hipétese de que a doenga era origindria das células brancas da MO, sugerindo o termo
“myelogenous leukaemia” (WEAVER, 1953; GEARY, 2000).

O grande avango para o entendimento da doenga ocorreu em 1960, com a descri¢do
por Nowell e Hungerford de um pequeno cromossomo em culturas de sangue de sete
portadores de LMC, o cromossomo Filadélfia (Ph), que recebeu esta denominagdo em
homenagem a cidade onde se encontrava o instituto de pesquisa em que trabalhavam
(NOWELL & HUNGERFORD, 1960).

Entre as décadas de 70 e 80, concluiu-se que o cromossomo Ph resultava da
translocacdo reciproca entre os cromossomos 9 e 22, a t(9;22)(q34;q11), com a fusdo dos
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genes BCR e ABL e a produgdo de proteina funcional, a Bcr-Abl, com importancia na
proliferacdo celular (ROWLEY, 1973; GROFFEN er al, 1984; LICHTMAN &
LIESVELD, 2001; NARDI et al., 2003).

Em 1990, foi verificada a habilidade da proteina Bcr-Abl em transformar células
mieldides e induzir uma doenca semelhante 8 LMC em camundongos (DALEY et al., 1990,
WONG & WITTE, 2004).

Interesse ainda maior sobre a LMC teve inicio em 2001 com a disponibilidade do
mesilato de imatinibe (MI) para os portadores da doenca (DAGHER et al., 2004; COHEN
et al., 2005). O medicamento possibilita remissdes hematoldgica, citogenética e molecular
de longa duracgdo e, de fato, mudou a histéria de vida de pacientes com LMC (DOBBIN &
GADELHA, 2002; SOUZA & PAGNANO, 2004).

A LMC representa cerca de 15% de todos os casos de leucemias com uma incidéncia
de 2 casos por 100.000 pessoas a cada ano. Geralmente afeta individuos com idade média
entre 40 e 60 anos, apresentando discreta prevaléncia em pacientes do sexo masculino
(MICHOR et al., 2006; HEHLMANN et al., 2007; THE LEUKEMIA & LYMPHOMA
SOCIETY, 2009).

Foram estimados cerca de 5.150 casos novos de LMC nos Estados Unidos para ao
ano de 2011 pela American Cancer Society (American Cancer Society, 2011). Ja para o
Brasil, em 2012, estimam-se 8.510 casos novos de leucemias (INCA, 2011).

Embora as causas para o desenvolvimento da leucemia ainda n3o sejam bem
conhecidas, existem evidéncias para alguns fatores de risco, como exposi¢do a radiagcdo
ionizante, medicamentos utilizados em quimioterapia e exposi¢do ocupacional ao benzeno
(INCA, 2011). Nao h4 diferengas geograficas ou étnicas 6ébvias com relag@o a incidéncia ou

prevaléncia da doenca (REDAELLI et al., 2004; HEHLMANN et al., 2007).
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2.  Eventos citogenético e molecular

2.1. Cromossomo Filadélfia

O diminuto cromossomo Ph estd presente em cerca de 95% dos pacientes com LMC
(FARDEL et al., 1999; SAWYERS, 1999a; MELO et al., 2003). No entanto, ele também ¢é
detectado em cerca de 10-20% das leucemias linféides agudas (LLA) em adultos, 2-5% das
LLAs da infancia e eventualmente em pacientes portadores de leucemia mieléide aguda
(LMA), linfoma e mieloma multiplo (ROWLEY, 1990; MELO, 1996). Apesar deste
cromossomo nao ser exclusivo de uma unica doenga, ele € reconhecido como marcador
citogenético da LMC e sua deteccdo tem implicagdes no diagndstico, progndstico e
terapéutica dos portadores da doenca (Figura 1) (FARDEL et al., 1999; SAWYERS, 1999;

MELO et al., 2003).
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Figura 1. Representacdo esquemdtica da formagdo do cromossomo Filadélfia (Ph). A) O
cromossomo Ph resulta da translocacdo reciproca e equilibrada entre os bracos longos dos
cromossomos 9 e 22. Essa translocacdo move o proto-oncogene ABL (Abelson murine
leukemia) de sua posi¢do normal no cromossomo 9q34 para o oncogene BCR (breakpoint
cluster region) do cromossomo 22q1l1, gerando dois cromossomos derivados 9g+ e 22q . O
cromossomo 22q  possui tamanho menor que o normal e também € conhecido como
cromossomo Filadélfia em homenagem a cidade onde foi descoberto B) (1) Caridtipo
[46XY, t(9;22)(q34;q11)] de um paciente com LMC; (2) cromossomo 9q+; (3)
cromossomo 22q~ ou Ph. FONTE: Adaptado de DEINIGER & DRUKER, 2003.
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2.2. O gene BCR-ABL e a proteina Ber-Abl

A consequéncia molecular da translocacdo t(9;22)(q34;ql1) é a justaposi¢do do
oncogene ABL (Abelson murine leukemia), do cromossomo 9q34, ao oncogene BCR
(breakpoint cluster region), do cromossomo 22ql1 (SAWYERS, 1999; KURZROCK et
al., 2003). O gene hibrido BCR-ABL originario do evento, codifica proteinas hibridas com
diferentes pesos moleculares (190kDa, 210kDa e 230kDa), que sdo determinadas por
distintos fragmentos de gene BCR fusionados com o gene ABL, e possiveis diferentes
fenétipos da doenca (SAWYERS, 1999; KURZROCK et al., 2003; REBECCHI, 2003)
(Figura 2).

O gene hibrido predominante na LMC é o derivado da cisdo do gene BCR nos
segmentos b2 ou b2b3 da regido maior (M-BCR), que se unem ao segmento a2 do gene
ABL, com producdo de proteina de 210kDa (p210) (MELO, 1996; LAURENTE et al.,
2001; ARLINGHAUS, 2002; PASQUINI, 2006).

O ponto de quebra no gene BCR no seguimento menor (m-BCR), de localizagao el e
fusdo com o segmento a2 do gene ABL, leva a expressdo de proteina com 190 kDa (p190),
associada com as LLAs mas, também presente em casos raros de LMC (MELO, 1996;
CARVALHO et al., 2003; HANTSCHEL & SUPERTI-FURGA, 2004; REN, 2005).

Por fim, a fusdo do éxon 19 do seguimento micro do gene BCR (u-BCR) ao segmento
a2 do gene ABL produz a proteina com 230 kDa, responsdvel pela forma de LMC de curso
mais brando, definida como leucemia neutrofilica crénica (CILLONI & SAGLIO, 2007;

HAZLEHURST et al., 2009).
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Figura 2. Representacio esquematica dos pontos de quebras dos genes BCR e ABL e suas
proteinas correspondentes em leucemia mieldide cronica. m-BCR, M-BCR e p-BCR:
pontos de quebra menor, maior e micro no gene BCR, respectivamente. LMC: leucemia
mieldide cronica, LLA: leucemia linféide aguda e LNC: leucemia neutrofilica cronica.
p210, p190 e p230 sdo as isoformas da proteina Ber-Abl codificadas pelos fragmentos
b2a2, b3a2, ela2 e el9a2 dos genes BCR e ABL, respectivamente. FONTE: Adaptado de

HAZLEHURST et al., (2005).
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2.3. Proteina Bcr-Abl, proliferacio e sobrevida celular

A oncoproteina Ber-Abl possui atividade tirosina quinase desregulada que caracteriza
a transformacdo de células tronco hematopoéticas normais em malignas (DEININGER &
DRUKER, 2003).

A dimerizacdo das proteinas Ber e Abl induz a fosforilagdo cruzada dos residuos
tirosina da p210B°r'Abl. Esta fosforilagdo anormal por sua vez, favorece a interacdo de
diversas moléculas adaptadoras, como a Bap-1, a Grb2, a Sos, a Cbl, a Shc e a Crkl, que
ativam vias de sinalizacdo intracelular, como a via do gene RAS (rat sarcoma)/MAPK
(mitogenic activated protein kinase) e a via JAK/STAT (janus kinase-signal transducer
and activator of transcription) relacionadas com o estimulo da proliferacdo celular, e a via
PI3k (phosphatidylinositol 3-kinase) relacionada com a resisténcia a apoptose (ROMAN,
2003; CHU et al., 2004; STEELMAN, 2004; DEMOTES-MAINARD, 2006;
KANTARIIAN et al., 2006; FUNKE et al., 2008; AOKI et al., 2008). A proteina Bcr-Abl
também interage com a proteinas importantes na adesdo celular e na mobilidade, tais como:
talina, actina, paxicilina, vinculina e FAK, o que parece causar o defeito de adesdo e as
anormalidades do citoesqueleto vistas nas células Ber-Abl positivas. Ao transformar
linhagens celulares para expressar o gene BCR-ABL, surgem vdrias anormalidades na
funcdo do citoesqueleto destas células, tal como o grande aumento verificado na
mobilidade (SALGIA et al., 1997; FUNKE, 2005) (Figura 3).

Virios dominios da proteina Bcr-Abl servem de substrato para proteinas adaptadoras
na leucemogénese. O dominio Sh2 da Grb2 se fixa a um residuo conservado de tirosina,
que por sua vez liga a proteina Ber-Abl a via RAS/MAPK, que desempenha papel essencial

na transducdo de sinais a partir de receptores na superficie celular até os fatores de
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transcricao no nucleo, com consequente proliferagao celular (RAM()N, 2003; CHU et al.,
2004; STEELMAN, 2004; AOKI et al., 2008). A via RAS também pode ser ativada por
outras moléculas adaptadoras que se ligam a proteina Bcr-Abl nos dominios Sh2 (Shc) ou
Sh3 (Crkl) (FARDEL et al., 1999; DEININGER et al., 2000; CILLONI & SAGLIO, 2007).

A via JAK/STAT foi considerada chave importante no entendimento da LMC. A
fosforilagdo de membros da familia STAT ocorre ao longo da ativac@o de Jaks por meio da
ligacdo fisioldgica de citocinas ou fatores de crescimento aos seus respectivos receptores,
resultando na dimerizacdo e transloca¢do para o nucleo (DEININGER et al, 2000; DI
BACCO et al., 2000). Alguns genes alvos de Stats sdo os genes antiapoptoticos BCL-X;. A
proteina Bcer-Abl pode ativar diretamente Statl e Stat5S independentemente da fosforilagao
das Jaks (DEININGER et al., 2000; DI BACCO et al., 2000).

A via PI3-K/AKT inclui proteinas citosdlicas intracelulares envolvidas na
proliferacdo, diferenciacdo, sobrevida e malignizacdo das células (MONROY et al., 2007),
mas nao se sabe como a proteina Bcr-Abl ativa a via PI3-K. Aparentemente, a tirosina
Y177 da oncoproteina tem papel na cascata de sinalizacdo, por requerer o complexo
Grb2/Gab2 e fosforilar a Gab2, que se transforma em sitio de ligagdo para o dominio SH2
da subunidade p85 da PI3-k (SATTLER et al., 2002). A PI3-K ativada pode, entao,
fosforilar a Akt, que por sua vez leva a inativagdo da proteina pré-apoptética Bad, com
sobrevida de células (YANG et al., 1995; DEININGER et al., 2000; STEELMAN et al.,
2004).

A proteina adaptadora Crkl interage com a proteina Bcr-Abl, sinalizando para a
paxicilina, moléculas de adesdo focal constitutivamente fosforilada na LMC. A Crkl pode
ainda interagir com a proteina Cbl (Casitas B-lineage lymphoma), que em ratos € capaz de

induzir leucemia mieldide e linfoma B (FUNKE, 2005).
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Figura 3. Representacdo esquemadtica das principais vias de sinalizacdo intracelular
ativadas pela proteina Bcr-Abl do gene BCR-ABL em leucemia mieldide cronica. Via do
gene RAS (rat sarcoma)/MAPK (mitogenic activated protein kinase) e a via JAK/STAT
(janus kinase-signal transducer and activator of transcription), relacionadas com
proliferacdo celular, a via PI3k (phosphatidylinositol 3-kinase), relacionada com apoptose,
e a via FAK (focal adhesion kinase), relacionada com adesao celular. FONTE: Adaptado de

FRAZER et al., (2007).
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3.  Aspectos clinicos de portadores da leucemia mieldide cronica

3.1. Fases da doenca

A LMC evolui em trés fases clinicas distintas: a fase cronica (FC), a fase acelerada
(FA) e a crise blastica (CB) (KALIDAS et al., 2001; COHEN et al., 2002; CONDUTAS
DO INCA, 2003).

Cerca de 85% dos casos de LMC sao diagnosticados na fase cronica (FC) em exames
de rotina, sendo as queixas mais comuns fadiga, perda de peso e desconforto abdominal. A
esplenomegalia é o achado mais comum ao exame fisico. A fase cronica é caracterizada por
leucocitose com neutrofilia, anemia e trombocitose em sangue periférico, € um curso
clinico indolente com duragdo aproximada de quatro a cinco anos (SAVAGE et al., 1997,
FARDEL et al., 1999).

A fase acelerada (FA) caracteriza-se por emagrecimento, dores 6sseas e febre. Em
geral, o tamanho do baco ndo regride com o uso de medicamentos. Ao hemograma,
observa-se anemia, aumento do nimero de blastos e reducdo do nimero de plaquetas. A
fase acelerada tem duracdo aproximada de seis meses (CONDUTAS DO INCA, 2003;
FRAZER et al., 2007; SERDLOW, 2008).

Ja a crise blastica (CB) assemelha-se a leucemia aguda dos pontos de vista clinico e
laboratorial. Os pacientes referem fraqueza, febre e sangramento cutaneo-mucoso. Ocorre
anemia, predominio de blastos, neutropenia e plaquetopenia em exame do sangue
periférico. Durante esta fase, a resposta a regimes quimioterdpicos agressivos € apenas
eventual e o 6bito ocorre em trés a seis meses (KANTARIJIAN et al., 1985; LICHTMAN &

LIESVELD, 2001; CALABRETTA & PERROTTI, 2004).

40



3.2. Fatores prognosticos

Com o intuito de identificar precocemente pacientes em fase conica da doenca que
pudessem ter uma evolugao desfavordvel com a terapia convencional, alguns pesquisadores
desenvolveram um sistema para sub-classsificar estes doentes em relacdo a sobrevida e de
acordo com os dados de caracteristicas clinicas e laboratoriais coletados ao diagndstico.

Dois escores prognoésticos s@o utilizados no manejo de pacientes com LMC: o indice
de Sokal e o indice de Hasford (HEHLMANN et al., 1997; BONIFAZI et al., 2000;
THOMAS et al., 2001).

O indice de Sokal considera a idade, o tamanho do bago, a porcentagem de blastos e o
nimero de plaquetas no sangue periférico. Este modelo permite identificar trés categorias
de risco na populagdo de pacientes. Valores menores que 0,8 indicam baixo risco, com
sobrevida mediana de 60 meses. Valores entre 0,8 e 1,2 indicam risco intermediario com
sobrevida estimada de cerca de 30 meses e valores maiores que 1,2 indicam alto risco, com
sobrevida mediana de 24 meses (SOKAL et al., 1984).

O indice de Hasford acrescenta as porcentagens de baséfilos e eosinéfilos do sangue
periférico aos parametros do indice de Sokal. Valores menores que 780 indicam baixo
risco, com sobrevida mediana de 98 meses. Valores entre 781 e 1.480 indicam risco
intermedidrio, com sobrevida estimada em cerca de 65 meses e valores maiores que 1.480
indicam alto risco, com sobrevida mediana de 42 meses (HASFORD et al., 1998).

Os indices de Sokal e de Hasford sdo calculados para cada paciente por férmulas

apresentadas no endereco eletronico http://leukemia-net.org
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4. Terapéuticas para portadores da leucemia miel6ide cronica

A partir dos anos 50, foram desenvolvidos os medicamentos bussulfano, hidroxiuréia
e interferon-alfa (INF-a), todos com atividade citostatica contra as células leucémicas, mas,
incapazes de erradicar a doenca (MUGHAL & GOLDMAN, 2007; ARANHA, 2008).

A utilizagdo do termo ‘“‘cura” para pacientes com LMC sé foi possivel apds a
introducdo do transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) em 1986. Por mais de
20 anos esta modalidade terapéutica foi utilizada como pratica frequente no tratamento de
pacientes com LMC em 1?* fase cronica com doador compativel. Entretanto, a toxicidade
inerente ao procedimento e a associagdo com o risco de morte, bem como a falta de
doadores de células compativeis ao paciente, levaram a busca de outras modalidades
terapéuticas (APPERLEY, 2007; ARANHA, 2008; CONCHON, 2009; FUNKE et al.,
2010).

Nao obstante, a partir do advento dos inibidores de tirosinoquinases, drogas de alta
eficiéncia e baixa toxicidade, houve uma mudanga no algoritmo de tratamento da LMC
(FUNKE et al., 2010). O mesilato de imatinibe (MI) foi desenvolvido na década de 90,
tendo como base a compreensdo do mecanismo molecular do gene BCR-ABL e das vias de
sinalizacdo celular ativadas pela proteina Bcr-Abl (DRUKER et al., 1996; BUCHDUNGER
et al., 2000; DRUKER & LYDON, 2000; HENKES et al., 2008).

Apesar do TCTH ainda ser a unica terapia curativa para a LMC,os resultados
alcancados com o uso do MI sao suficientes para indicarmos o TCTH como um tratamento
de segunda ou terceira linha, onde a decisao de realizar o transplante reside numa variedade

de momentos como a falha em se conseguir remissdo hematoldgica, citogenética ou
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molecular, ou quando se perde a melhor resposta conseguida ou por progressao da doenca

para uma fase avancada (ARANHA, 2008).

5. Mesilato de imatinibe em leucemia mieloide cronica

5.1. Estrutura, funcio e indica¢oes

O MI é um farmaco derivado da fenilaminopirimidina-4-[(4-Metil-1-piperazinil)
metil]-N-[4-Metil-3-[[4-(3-pirimidil-2-pirimidil)amino]-fenil] benzamidametanosulfano
GOLDMANN, 2000). Inibe as quinases do oncogene BCR-ABL, c-ABL, do receptor do
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) e a proteina tirosina quinase C
(c-Kit) (DRUKER, 2003; PENG et al., 2005); ocupa a regido de ligacdo do ATP a proteina
Bcr-Abl, mantendo-a em forma inativa (GAMBACORTI-PASSERINI et al., 2003;
DONATO et al., 2004; HOCHHAUS et al., 2004) (Figura 4).

O MI foi aprovado, em 2001, para uso em pacientes com LMC em CB, FA ou em FC
resistente ou intolerante ao IFN-a (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2001;
DOBBIN & GADELHA, 2002). Em 2002, foi aprovado como terapia de primeira linha

para pacientes em FC recém diagnosticada (DAGHER et al., 2004).
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LMC LMC

Figura 4. Representacdo esquemadtica do mecanismo de acdo da oncoproteina proteina
Bcer-Abl e sua inibi¢do pelo mesilato de imatinibe (MI). A oncoproteina possui um sitio de
ligacdo para uma molécula de ATP. O substrato € ativado pela fosforilacio de um residuo
de tirosina pelo ATP. Fosforilada, esta proteina pode interagir com sua molécula efetora e
desencadear a leucemia mieldide cronica (LMC). Quando o MI se liga ao sitio de ligacio
do ATP, a acdo p°*™" ¢ inibida, evitando a fosforilagio do substrato. ATP, adenosina
trifosfato; ADP, adenosina difosfato. FONTE: Adaptado de SAVAGE & ANTMAN,

(2002).
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5.2. Avaliacao de respostas terapéuticas e toxicidades

Respostas completa ou parcial ao tratamento com MI ocorrem a nivel hematolégico
(normalizacao ou melhora na contagem das células do sangue periférico e do tamanho do
baco), citogenético e molecular (auséncia ou reducdo do nimero de cromossomos Ph e de
transcritos BCR-ABL), respectivamente (HUGHES et al., 2003; DRUKER et al., 2006;
HUGHES et al., 2006; BACCARANI et al., 2008).

A realizacdo periddica do hemograma, da avaliacio do caridtipo por andlise
citogenética convencional e da avaliacdo dos transcritos BCR-ABL por meio da reacdo da
cadeia da polimerase quantitativa (RQ-PCR) possibilitaram classificar as respostas obtidas
durante a terapéutica de pacientes com LMC com MI, segundo critérios definidos pela
European Leukemia Net (BACCARANI et al., 2006) (Tabela 1).

Em 2009, novos critérios de resposta terapéutica ao MI foram propostos por
especialistas do European Leukemia Net (BACCARINI et al., 2009) para pacientes com
LMC em FC. Segundo eles, as respostas hematoldgica, citogenética e molecular devem ser
avaliadas aos trés, seis, doze e dezoito meses de terapéutica e os pacientes devem ser
agrupados em categorias de respostas definidas como, resposta 6tima, sub-6tima ou falha
de resposta (BACCARANI et al., 2009) (Tabela 2).

Os pacientes que obtém resposta 6tima provavelmente conseguirdo manté-la por
longo prazo e podem ser monitorizados em periodos mais longos (NATIONAL
COMPREHENSIVE CANCER NETWORK-NCC, 2008). J4 aqueles que obtém resposta
sub-6tima ou falha de resposta devem se monitorizados de forma mais rigorosa

(KANTARIJIAN et al., 2007).
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Tabela 1. Defini¢Oes de respostas ao mesilato de imatinibe a cada trés meses em pacientes com leucemia mieldide cronica segundo o

European Leukemia Net.

Hematolégica Completa Citogenética Molecular

Plaquetas < 450x10°/L RCC: 0% de Ph+ RMC: transcritos ndo quantificaveis e ndo
Leucécitos < 10x10'/L com auséncia de precursores no RCP: 1-35% de Ph+ detectaveis

sangue (mieldcitos, promieldcitos ou blastos) RCM: 36-65% de Ph+ RMM: <£0,1% (reducdo de 3-log)

Basofilos no sangue < 5% RCMin: 66-95% de Ph+

Auséncia de esplenomegalia Auséncia: >95% de Ph+

Checar a cada 2 semanas até a confirmacdo da RHC. Ap0s, Verificar a cada seis Checar a cada trés meses

verificar trimestralmente meses até que a RCC Realizar andlise mutacional em caso de falha

seja alcancada. Apds,
pelo menos a cada 12

meses

ao tratamento, resposta subdtima ou aumento

do nivel de transcri¢dao

RHC, RCC e RMC necessitam confirmag¢do em pelo menos duas ocasides posteriores ao seu alcance. RHC, resposta hematoldgica

completa; RCC, resposta citogenética completa; RCP, resposta citogenética parcial; RCM, resposta citogenética menor; RCMin,

resposta citogenética minima; RMC, resposta molecular completa e RMM, resposta molecular menor. FONTE: BACCARINI et al.

(2006).
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Tabela 2. Definicdes de respostas ao mesilato de imatinibe em pacientes com leucemia mieldide cronica avaliadas aos trés, seis, doze

e dezoito meses de tratamento, segundo o European Leukemia Net

Tempo pos inicio de tratamento Resposta 6tima Resposta sub-6tima Falha

3 meses RHC Menor que RHC Sem qualquer RH

6 meses RCP Menor que RCP Sem qualquer RC,
Ph*<35% Ph™> 35% Ph+ > 95%

12 meses RCC Menor que RCC Menor que RCP Ph*> 35%

18 meses RMM Menor que RMM Menor que RCC

A qualquer momento ACA além do Ph+, Perda de RHC, RCC¢,

perda de RMM?, mutacdes”

mutagf)esd

RHC, remissao hematolégica completa; RCP, remissao citogenética parcial; RCC, remissao citogenética completa; RMM, remissao

molecular maior; ACA, anomalias cromossdmicas adicionais. a, a ser confirmada em duas ocasides, salvo a associa¢do da perda da

RHC ou RCC; b, nivel reduzido de resisténcia ao mesilato de imatinibe; ¢, a ser confirmada em duas ocasides, salvo a associacido da

perda da RHC ou progressao da fase acelerada e/ou crise blastica; d, nivel elevado de resisténcia ao mesilato de imatinibe

FONTE: BACCARINI et al. (2009).
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5.3. Tratamento de pacientes

Os primeiros estudos clinicos com o MI em pacientes com LMC datam de 1998
(SAWYERS et al., 2002); inimeros outros foram conduzidos a seguir. Apresentamos
abaixo alguns estudos relevantes na definicao da terapéutica de portadores da LMC com o
ML

DRUKER et al., em 2001, iniciaram os estudos clinicos de fase I para avaliar a
eficacia clinica do MI em 83 pacientes com LMC em FC sem resposta ou intolerantes ao
tratamento com IFN-a. Os pacientes foram subdivididos em grupos e receberam doses
escalonadas de MI entre 25-1.000mg/dia por via oral (DRUKER et al., 2001). Os efeitos
colaterais foram em sua maioria leves (graus 1 e 2) e incluiram nduseas, mialgias, edema e
diarréia. Dos 54 pacientes tratados com doses maiores que 300mg/dia, 53 (98%) obtiveram
resposta hematoldgica nas primeiras quatro semanas de tratamento . Ainda neste subgrupo,
29 (54%) obtiveram resposta citogenética dos quais 17 (31%) alcangaram a RCM e sete
(13%) RCC (DRUKER et al., 2001). As respostas citogenéticas ocorreram entre dois a dez
meses apds o inicio do tratamento com o mesilato de imatinibe, sendo que o tempo médio
para alcancar a melhor resposta citogenética foi de 148 dias (DRUKER et al., 2001).
Pacientes tratados com doses menores que 300mg apresentaram indices menores de
resposta. Desde entdo, a dose de 400mg € recomendada para portadores da doenga em FC
(DRUKER et al., 2001).

Foram conduzidos trés grandes estudos internacionais, abertos, ndo controlados, de
fase II incluindo pacientes com LMC em FC, FA ou CB, outras leucemias Ph+ ou em LMC

em FC com falha a terap€utica anterior ao IFN-a.

48



KANTARIIAN et al., em 2002, avaliaram 532 pacientes com LMC em FC resistentes
ou intolerantes ao IFN-a, em estudo de fase II. Todos os pacientes receberam dose oral
didria de 400mg de MI (KANTARIJIAN et al., 2002). Dos 454 pacientes com LMC em FC
confirmada, 55% obtiveram RCM e 91% RHC apés seguimento mediano de 18 meses
(KANTARIJIAN et al., 2002). Dentre estes pacientes nao houve progressao para a CB em
89% dos pacientes, com sobrevida global no periodo de 95%. Apenas 2% dos pacientes
descontinuaram o tratamento devido a efeitos adversos e ndo ocorreram mortes
relacionadas ao tratamento (KANTARIJIAN et al., 2002).

Em outro estudo de fase II em fase acelerada, conduzido por TALPAZ et al. (2002),
181 pacientes com diagndstico confirmado de LMC receberam terapéutica com MI, cujo
objetivo primdrio era avaliar a taxa de resposta hematoldgica. Dentre estes pacientes, 62
receberam MI na dose de 400mg/ dia e 119 pacientes receberam MI 600mg/dia do farmaco
(TALPAZ et al., 2002). O MI induziu uma taxa de RHC, RCM e RCC em 34%, 24% e
17% dos pacientes, respectivamente. Cerca de 59% de SLP e 74% de SG foram estimadas
em 12 meses (TALPAZ et al., 2002). Ao comparar a eficécia clinica entre doses, a dose de
600mg/dia induziu, significativamente, menor progressdao da doengca e maior SG em 12
meses com nenhum aumento clinico relevante na toxicidade (TALPAZ et al., 2002). No
momento da andlise o tempo mediano de seguimento dos pacientes em uso de 400mg era
de 10 meses e 11 meses para os pacientes em uso de 600mg. Assim, a dose de 600mg foi
considerada padrdo para tratar os pacientes em fase acelerada (TALPAZ et al., 2002).

A eficdcia e a seguranca do MI na CB foi comprovada por um estudo desenvolvido
por SAWYERS et al. (2002), envolvendo 260 pacientes com LMC em CB que receberam o
MI nas doses de 400mg/dia (37 pacientes) e 600mg/dia (223 pacientes). Cerca de 52% dos

pacientes obtiveram resposta hematoldgica, que se manteve em 31% destes por mais de
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quatro semanas, sendo que 8% dos pacientes atingiram RHC. A RCM e RCC foram obtidas
em 16% e 7% dos pacientes, respectivamente com sobrevida mediana de 6,9 meses.
(SAWYERS et al, 2002). Em cerca de 50% dos pacientes de cada grupo a dose do farmaco
foi reduzida ou o tratamento foi interrompido devido aos efeitos adversos. Cerca de
47 pacientes (18%) apresentaram eventos graves caracterizados como hematoldgicos
(neutropenia, trombocitopenia, neutropenia febril ou sepse por neutropenia),
gastrointestinais (ndusea, vOmitos, irritacdo gastroesofagica e hemorragia), febre, fadiga,
dor 6ssea, desidratacdo, distirbios cardiacos e de pele e retencao hidrica (SAWYERS et al,
2002).

Um resumo das respostas em LMC observadas nos trés estudos de fase II acima

descritos esta apresentado na Tabela 3.

50



Tabela 3. Respostas dos pacientes com leucemia mieloide cronica que receberam terapia com mesilato de imatinibe em estudos

de fase 11

Estudo 0110
37 meses

Estudo 0109
40,5 meses

Estudo 0102
38 meses

Resposta hematolégica’

Resposta hematolégica completa (RHC)
Sem evidéncia de leucemia (SEL)
Retorno a fase cronica (RFC)

Resposta citogenética maior”

Completa

Parcial

Fase cronica
Falha ao IFN-a

(n=532)
400 mg
95% (92,3-96,3%)
95%

Nao aplicavel
Nao aplicdvel
65% (61,2-69,5%)
53%

12%

Fase acelerada

(n=235)
600 mg (n= 158)
400 mg (n=77)

71% (65,3%-77,2%)
42%
12%

17%
28%(22,0-33,9%)
20%

7%

Crise blastica mieldide

(n=260)
600 mg(n= 223)
400mg (n=37)

31% (25,2-36,8%)
8%
5%
18%

15% (11,2-20,4%)
7%
8%

'Critérios de resposta hematolégica (apés 4 semanas): RHC estudo 0110 [leucécitos <10x10%/L, plaquetas <450x 10°/L, mielécito +
metamiel6cito <5% no sangue, auséncia de blastos e promieldcitos no sangue, baséfilos <20%, auséncia de comprometimento extramedular]
e nos estudos 0102 e 0109 ] *CAN > 1,5X109/L, plaquetas 2100X109/L, auséncia de blastos no sangue, blastos na medula 6ssea <5% e
auséncia de doenca extramedular]. SEL: mesmos critérios utilizados para RHC, mas CAN >1x1°/L e plaquetas >20x10°/L (somente 0102 e
0109).RFC: <15% blastos na medula 6ssea e sangue periférico, <30% blastos + promieldcitos na medula dssea e no sangue periférico, <
20% baséfilos no sangue periférico, auséncia de doenca extramedular exceto no bago e no figado (somente 0102 e 0109). *Critérios de
resposta citogenética: RCM combina as repostas citogenéticas completas e parciais: completas (0% metdfases Ph+) e parciais (1-35%).

*CAN (contagem absoluta de neutréfilos apdés um més de tratamento). FONTE: SAWYERS & CAPDEVILLE (2001)
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O estudo IRIS (International Randomized Study of Interferon and STI-571) foi um
estudo de fase IIl randomizado, aberto, multicéntrico, que comparou o MI ao IFN-a
associado a citarabina (Arac-C) em baixa dose (O'BRIEN et al., 2003). Um total de 1106
pacientes (553 pacientes em cada brago) portadores de LMC em FC recém diagnosticadas
foi avaliado. Para o brago do M1, os pacientes receberam oralmente uma dose de 400mg/dia
e para o braco do IFN-a + Ara-C, foram tratados com uma dose alvo de 5 MUV/m?/dia por
via subcutdnea em combinacdo com Ara-C 20mg/m2/dia por via subcutanea por 10
dias/més (O'BRIEN et al., 2003). O cross-over entre os bracos foi permitido em casos de
resposta insatisfatéria, falha ao tratamento ou intolerdncia grave ao medicamento
(O’BRIEN et al., 2003).

Apo6s um seguimento mediano de 19 meses, a taxa estimada de resposta citogenética
aos 18 meses de tratamento foi maior para o grupo do MI comparado ao grupo que recebeu
INF-o + Arac-C (87,1% versus 34,7%) (O'BRIEN ef al., 2003). As taxas estimadas de
RCC foram de 76,2% e 14,5%, respectivamente (Tabela 4). Aos 18 meses, a sobrevida
livre de progressao para FA ou CB, neste momento, foi também maior no grupo tratado
com MI do que no grupo tratado com INF-a + Arac-C (96,7% versus 91,5% ) (O'BRIEN et
al., 2003).

Um total de 79 pacientes (14,3%) no grupo do MI e 493 pacientes (89,2%) no grupo
do IFN-a + Arac-C descontinuaram ou mudaram o tratamento inicial, devido a eventos
adversos graus 3 e 4, explicando em parte o indice maior de troca de tratamento (O 'BRIEN
et al., 2003). Assim, o MI foi significativamente melhor do que a combinacdo de IFN-a +
Arac-C quanto as respostas hematoldgica e citogenética, tolerabilidade e probabilidade de
progressdao para FA e CB em pacientes com LMC recém-diagnosticada (O 'BRIEN et al.,

2003).
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Tabela 4. Respostas em leucemia mieloide cronica adquiridas no estudo IRIS (International Randomised Study of Interferon vs.

STIS71).
. R Interferon associado a citarabina
Melhores taxas de resposta Mesilato d::_“gg;lmbe (MD (IFN-a + Ara-C)
n= 553
Taxa de resposta hematolégica completa' n (%) 534 (96,6%)* 313 (56,6%)*
Resposta citogenética maior
490 (88,6%) 129 (23,3%)
(RCM) n (%)
Resposta citogenética completa
456 (82,5%) 64 (11,6)
(RCC) n (%)
Resposta citogenética parcial
34 (6,1%) 65 (11,8%)
(RCP) n (%)
Resposta molecular maior
40%* 2%*
(RMM) aos 12 meses
Resposta molecular maior
54% NA**

(RMM) aos 24 meses

*P < 0,001, teste de Fischer. ** dados insuficientes, somente dois pacientes com amostras disponiveis. 'Critérios de resposta hematoldgica
(todas as respostas devem ser confirmadas apés periodo > quatro semanas): leucécitos <10 x 10°/L, plaquetas < 450 x 10°/L, mieldcito +
metamieldcito <5% no sangue, auséncia de blastos e promieldcitos no sangue, baséfilos <20%, auséncia de comprometimento extramedular.
*Critérios de resposta citogenética: completa (RCC: 0% metafases Ph+), parcial (RCP: 1-35%) e maior (RCM: 36-65%). 3 Critérios de
resposta molecular: maior (RMM: reducdo >3 log de transcritos Bcr-Abl através da reacdo em cadeia da polimerase por transcriptase

reversa). FONTE: O’BRIEN er al. (2003).
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Na atualizagdo de cinco anos deste estudo, o MI foi capaz de induzir resposta
citogenética completa em 87% dos pacientes e sobrevida livre de progressio em 93%.
Além disso, houve aumento crescente no percentual de pacientes que atingem respostas
moleculares maiores e completas. A tolerabilidade boa desta medicacdo foi também
evidente no estudo (DRUKER et al.,2006).

Para pacientes com resposta sub-6tima ao MI, a primeira recomendacdo € escalonar a
dose para 600 mg ao dia. Acredita-se que esta interveng¢do evite que oOs pacientes
desenvolvam falha real, permitindo que eles continuem a se beneficiar com o tratamento
com imatinibe. Esta suposi¢do baseia-se em dados obtidos de pacientes que deixaram de
responder ao MI na dose padrio e para os quais as doses foram escalonadas
(KANTARIJIAN et al., 2007; JABBOUR et al., 2009).

No entanto, até a presente data, apenas no ambito de protocolo de pesquisa clinica,
um inibidor de segunda geracdo poderd ser substituido pelo MI nesta situacdo. Esta
pergunta ainda estd sendo testada em protocolos de pesquisa clinica de fase III. O TCPH
também deve ser considerado na auséncia de outra via alternativa medicamentosa e quando
o paciente possui um doador compativel. (KANTARJIAN et al., 2007; JABBOUR et al.,
2009).

Os pacientes tratados com MI apresentaram sintomas indesejdveis, em geral durante
o primeiro més de tratamento. A maioria desses efeitos foram de intensidade leve a
moderada, mensurados de acordo com os Critérios de Terminologia Comum para Eventos
Adversos) (CTCAE) do National Cancer Institute (NCI), versao 3.0.

(http://ctep.info.nih.gov/protocolDevelopment/eletronic _applications/docs/ctcaev3.pdf.)

Apenas 2-5% dos pacientes com diagndstico recente de LMC descontinuaram a

terapia por efeitos adversos ao MI. Os eventos adversos relacionados ao medicamento que

4



ocorreram em maior freqiiéncia foram: ndusea, vOmito, ciimbras musculares e dor
muscular, diarreia e erup¢do cutanea (DEININGER & DRUKER, 2003; HOCHHAUS,
2007; KOGEL & SCHELLENS, 2007).

Edemas superficiais, como o periorbital e de membros inferiores, foram comuns
durante tratamento com o MI (DRUKER e al, 2006). Entretanto, esses edemas raramente
foram graves e puderam ser controlados com o uso de diuréticos ou a reducdo da dose do
farmaco. Derrame pleural, ascite, edema pulmonar e ganho rdpido de peso com ou sem
edema superficial, descritos como “retencdo de liquidos”, foram bem controlados com
medidas de suporte e por vezes descontinuacdo tempordria da medicacdo (DEININGER &
DRUKER, 2003; HOCHHAUS, 2007; KOGEL & SCHELLENS, 2007).

As citopenias, particularmente neutropenia e plaquetopenia, ocorreram com
frequéncia em pacientes com LMC tratados com o farmaco em todas as fases da doenca
(FC, FA e CB). Neutropenia e plaquetopenia de graus 3 ou 4 foram observadas em 16,7% e
8,9% dos pacientes com a FC da LMC recém diagnosticada. Neutropenia de grau 4 e
plaquetopenia de grau 4 foram observadas em 3,6% e menos de 1% desses pacientes,
respectivamente. Houve, em geral, recuperagcdo do nimero de neutréfilos com a reducdo da
dose do MI ou a administra¢do de fator de crescimento (G-CSF) (DRUKER et al., 2006).
Novas ocorréncias ou agravamentos de eventos adversos hematoldgicos de graus 3 e 4
foram incomuns apds dois anos de tratamento com o fairmaco (DRUKER et al., 2006).

Toxicidade hepdtica com elevacdo acentuada de transaminases e bilirrubinas ocorreu
em aproximadamente 5% dos pacientes com LMC e menos de 1% destes pacientes
necessitaram descontinuar o tratamento de forma definitiva (DEININGER & DRUKER,

2003; HOCHHAUS, 2007; KOGEL & SCHELLENS, 2007).
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A avaliacdo dos efeitos adversos em pacientes com estdgios avancados da LMC ¢é
dificultada pela variedade de sintomas relacionados a doenga subjacente, sua progressao e a

administracdo concomitante de outras medicacdes (DEININGER et al., 2003).

5.4. Resisténcia ao mesilato de imatinibe

Cerca de 20-30% dos pacientes desenvolvem resisténcia ao MI; esta ocorre em
qualquer fase da doenca, mas, € mais frequente em fases avancadas (HOCHHAUS, 2007;
PICARD et al., 2007; QUINTAS-CARDAMA et al., 2007). A recidiva da doenga apds
resposta inicial ao MI € identificada em todos os pacientes em CB, em cerca de 50% dos
pacientes em FA e em 15-20% dos pacientes em FC (HUGHES & BRANDFORD, 2007).
A resisténcia € dita primdria, se o paciente nunca apresentou resposta ao MI e secunddria
quando € adquirida (PAGNANO, 2008).

Cinco diferentes mecanismos podem determinar a resisténcia ao MI em LMC.
O maior efluxo de MI nas células leuc€micas por acdo de transportadores de membrana,
como as proteinas de drogas multiresistentes (MDR1), pode reduzir as concentragdes
intracelulares do agente (mecanismo A). A maior ligagdo do farmaco a proteinas
plasmdticas, como a a-glicoproteina 4cida, pode reduzir sua concentracdo intracelular
(mecanismo B). Mutacdes no dominio quinase BCR-ABL podem reduzir o seu efeito
terapéutico (mecanismo C). A ativacdo das vias de sinalizagdo celular por membros da
familia Src pode determinar proliferacdo celular continua (mecanismo D). Ainda, a
amplificacdo do gene BCR-ABL induz a superproducdo da proteina alvo que pode ndo ser
inibida completamente pela terapia com MI (mecanismo E) (HEANEY & HOLYOAKE,

2007; QUINTAS-CARDAMA et al., 2009) (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo esquemdtica do mecanismo de resisténcia ao mesilato de
imatinibe (MI). O aumento do efluxo de drogas das células leucémicas por acdo de
transportadores de membrana, como as proteinas multirresistentes a drogas (MDR-1), pode
diminuir as concentracdes intracelulares do MI (mecanismo A). A maior ligacdo do
farmaco a a-glicoproteina 4cida pode diminuir sua concentragdo efetiva (mecanismo B).
Mutacgdes no dominio quinase BCR-ABL, incluindo Thr315lle, podem diminuir ou inibir o
efeito terapéutico do MI (mecanismo C). A ativagdo das vias de sinaliza¢do por membros
da familia Src estimula continuamente a proliferacio celular (mecanismo D). A
amplificacdo do gene BCR-ABL induz a superproducdo da proteina alvo que deve ser
inibida pela terapia com MI (mecanismo E). FONTE: Adaptado de KRAUSE & VAN

ETTEN, (2005).
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5.5. Eficacia e toxicidade do medicamento no Brasil

No Brasil, hd uma grande heterogeneidade entre diferentes regides e centros de
tratamento, no que se refere a sua capacidade de diagnosticar e tratar os pacientes com
LMC. Em meados de 2008 foi autorizada a utilizacdo de MI para tratamento de primeira
linha para os pacientes com LMC em FC (BRASIL- DOU, 2008). Mas, sdo poucos 0s
resultados de estudos sobre a eficdcia e toxicidade de tratamento com o MI no pais.

Um grupo de pesquisadores do Hospital das Clinicas da Universidade Federal do
Parana verificou a eficicia e seguranca do MI e identificou fatores que influenciavam o
desfecho clinico (vivo ou 6bito) e a sobrevida de 98 pacientes com LMC (FUNKE et al.,
2005).Vinte e oito pacientes em FC refratdrios ou intolerantes ao INF-a receberam
400mg/dia de MI e os pacientes nas fases avancadas receberam doses de 600mg/dia
(FUNKE et al., 2005).

Ap6s uma mediana de seguimento de 545 dias (7-862), obteve-se 86% de RHC na
FC, 47% na FA e 13% na CB. A RCM foi de 68%, 33% e 0% respectivamente. Cerca de
9% dos pacientes apresentaram auséncia de transcritos Bcr-Abl detectdveis por
RT-PCR (FUNKE et al., 2005). Toxicidade hematoldgica grau 3 ou 4 ocorreu em 21% na
FC, 74% na FA e 87% na CB. Toxicidade ndo hematoldgica grau 3 ou 4 foi observada em
11% dos pacientes em FC, 51% daqueles em FA e em 53% em CB (FUNKE et al., 2005).
No total, 62 (64%) pacientes permaneceram vivos, sendo 27/28 pacientes em FC e 36/35
em FA (FUNKE et al., 2005). Apds dois anos, observou-se uma taxa de sobrevida global
de 96% em pacientes em FC e 36% em pacientes em FA. Todos os pacientes em CB

faleceram, com mediana de 60 dias (15-180) (FUNKE et al., 2005).
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Em Sao Paulo, no Hospital Israelita Albert Einstein, TODARO et al., (2006)
avaliaram a evolugdo clinica de 66 pacientes que receberam o MI durante 48 meses. Destes,
28 estavam em FC, 23 em FA e 15 em CB. Durante o tratamento 13 pacientes faleceram,
sendo que a maioria deles estavam em CB. Trinta e seis meses apds o inicio do tratamento,
62,12% dos pacientes permaneceram vivos. De modo geral, o tratamento com o MI
mostrou melhora na taxa de sobrevida dos pacientes com LMC, particularmente no grupo
de FA, em que se observaram respostas hematoldgica e citogenética boas em mais de 65%
dos casos.

Ja no Hospital Universitirio Walter Cantidio no Ceard, Aquino et al. ( 2009)
avaliaram 26 pacientes com LMC, sendo nove em FC e intolerantes ao IFN-a, seis em FA e
11 em CB. Os pacientes em FC receberam dose de 400mg/dia de MI e os pacientes nas
fases avangadas receberam 600 mg/dia. A mediana de idade foi de 50 anos (26-77) e a
mediana do tempo de seguimento dos pacientes em FC foi de 45 meses (6-216), 38 meses
para FA (5-71) e 20 meses para CB (1-69). Os pacientes em FC obtiveram 78% de RHC, os
em FA, 17% e os em CB 9%. Quarenta e quatro por cento dos pacientes em FC e nenhum
dos pacientes nas fases avangadas obtiveram RCC.

Ao final do estudo, 18 pacientes permaneceram vivos e destes, apenas quatro
(22,2%) nao tiveram queixas. Os efeitos adversos mais comuns nos demais foram: edema
(50%), adinamia (33,3%), dor 6ssea e/ou articular (33,3%), cefaléia (27,8%), caimbra (16,
7%), diarreia (16,7%), insonia (16,7%), prurido (16,7%), equimoses (11,1%), néduseas
(11,1%), dor epigastrica (5,6%), eritema (5,6%), lacrimejamento (5,6%), ressecamento da
pele e labios (5,6%), rush (5,6%) e sudorese (5,6%).

Recentemente, SILVEIRA et al, (2012) avaliaram 105 pacientes com LMC no

Hospital de Base do Distrito Federal. Os pacientes estavam em FC precoce e receberam
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400mg de MI diariamente. Alguns deles necessitaram de ajuste na dose, tanto por
toxicidade (quando necessitaram de redu¢do), como por resposta insatisfatoria (aumento da

dose para 600-800mg/dia).

O seguimento mediano dos pacientes foi de 23 meses (3-97 meses), sendo que 90
(85,7%) deles foram avaliados até 48 meses e somente 15 (14,3%) foram acompanhados
por tempo maior que 48 meses. Aos trés meses, a taxa de RHC foi alcancada em 83,8% dos
pacientes. A incidéncia cumulativa de RCM e RCC aos seis meses foi de 52,4% e 35,5%,
respectivamente; aos 12 meses, de 71,7% e 65,9% respectivamente, enquanto que aos 48
meses as mesmas taxas foram de 83,7% e 80,5%, respectivamente, e se mantiveram até os
60 meses. Sete pacientes nao obtiveram qualquer resposta citogenética durante o periodo de
avaliacdo.

As taxas cumulativas de RMM aos 18 e 48 meses foram de 32,3% e 59,5%,
respectivamente. A sobrevida livre de eventos aos 48 meses foi de 65,7% (50,6-77,1). No
final da avaliagdo, 73 (69,5%) pacientes continuaram o tratamento com o MI, enquanto 32
(30,5%) descontinuaram sua utiliza¢do. As principais razdes para interrup¢ao foram falha
ou progressdo da doenca (17,1%), perda de seguimento (3,8%), morte (3,8%), intolerancia
(1,9%), decisdao do paciente (1,9%) gravidez (1%) e TCPH (1%). Vinte e cinco (23,8%)
pacientes precisaram de ajuste de dose do medicamento que os pacientes escalonados para
doses elevadas apresentaram toxicidade hematologia de graus 3 e 4.

Os resultados dos estudos publicados relacionados ao tratamento da LMC em nosso

pais estdo apresentados na Tabela S.
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Tendo em vista as disparidades sGcio-econdmicas observadas em nosso pais, esses
resultados podem ndo refletir a realidade nacional do tratamento de nossos pacientes com

LMC com o medicamento.
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Tabela 5. Resultados de estudos brasileiros relacionados ao tratamento de pacientes com

leucemia mieldide cronica com o mesilato de imatinibe

Estudos Tempo/Doses Pacientes Respostas

FC, RHC: 86% e RCC: 61%

2 (n=98) FA, RHC: 47% ¢ RCC: 24%
FUNKE et al meses FC (n=28)
v 600 mg CB, RHC: 13% e RCC: 0%
2005 400 mg FA (n=55) SG: 64% todos os pacientes
CB (n=15) (Obitos: 96% na FC; 36%
na FA e 100% na CB)
(n= 606)
48 meses
TODARO et al., FC (n=28) SG: 62%
600 mg
2006 FA (n=23) RHC e RCC >65% na FA
400mg
CB (n=15)
(n=26)
45 meses FC, RHC: 78% e RCC: 44%
AQUINO et al., FC (n=28)
600 mg FA, RHC: 17% e RCC:0%
2009 FA (n=23)
400mg CB, RHC: 9% e RCC: 0%
CB (n=15)
RHC: 83,8%
SILVEIRA et al., 48 meses (n=105)
RCC: 80,5%
2012 400mg FC

SG e SLP: 92,1% e 89,3%

FC, fase cronica; FA, fase acelerada; CB, crise blastica; RHC, resposta hematolégica
completa; RCC, resposta citogenética completa; SG, sobrevida global; SLP, sobrevida

livre de progressao
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5.6. Farmacocinética

O MI € bem absorvido no trato gastrintestinal, passa pelo figado e atinge pico de
concentracdo plasmdtica duas a quatro horas apds ingestdo (PENG er al., 2004). A
biodisponibilidade média para o farmaco por via oral, independente da forma farmacéutica
ou dosagem, € de 90% (PENG et al., 2005; APPERLEY, 2007).

No tecido hepético, as reagdes de biotransformacdo do farmaco sdo catalisadas por
isoenzimas do citocromo P450 (CYP450) em reacdes de fase 1 (oxidacdo, redugdo e
hidrélise) (AUDI & PUSSI, 2000). O MI atua como um substrato para as isoformas
Cyp3A4 e Cyp3AS5 (DRUKER et al., 2001; GREEN et al., 2010), que ddo origem por
reacoes de N-demetilagdo, ao principal metabdlito circulante com atividade terapéutica o
piperazinico N-demetilado (CGP74588) (Figura 6) (DRUKER et al., 2001; GSCHWIND
et al., 2005; APPERLEY, 2007; CHABNER et al., 2007). O MI se liga extensivamente
(95%) as  proteinas  plasmdticas,  principalmente a  albumina e a
a-glicoproteina dcida; somente uma pequena fracdo livre tem a possibilidade de entrar nas
células e exercer seu efeito farmacoldgico (AJIMURA, 2010).

Ap6s uma dose oral de MI marcado com carbono 14 (CM), cerca de 81% da dose foi
eliminada pelas fezes (68%) e urina (13%) no periodo de sete dias. O MI inalterado
respondeu por 25% da dose (5% urina, 20% fezes), sendo o restante representado pelos
metabdlitos (M19.8, M20.0b, M21.4, M21.6, M22.8, M23.6, M24.0, M25.2, M26.4,
M26.8, M27.8a, M27.8b, M29.2, M31.0, M39.4, e M39.8 no plasma, urina, e/ou fezes)

(GSCHWIND et al., 2005).
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Figura 6. Estrutura quimica do mesilato de imatinibe e seu principal metabdlito o
piperazinico N-demetilado, (CGP74588). CGP74588, N-[4-methyl-3-(4-pyridin-3-yl-
pyrimidin-2-ylamino )-phenyl]-4-piperazin- 1-ylmethyl-benzamide; CGP72383, N-4-methyl-
3-[4-(1-oxy-pyridin-3-yl)-pyrimidin-2-ylamino [ -phenyl }-4-(4-methyl-piperazin- I -ylmethyl)-
benzamide; CGP71422, 4-(4-methyl-4-oxy-piperazin-1-ylmethyl)-N-[4-methyl-3-(4-pyridin-
3-yl-pyrimidin-2-ylamino)-phenyl]-benzamide; AFN911, N-[4-hydroxymethyl-3-(4-pyridin-
3-yl-pyrimidin-2-ylamino)-phenyl]-4-(4-methyl-piperazin- I -ylmethyl)-benzamide; APG050,
4-(4-methyl-3-oxo-piperazin-1-ylmethyl )-N-[4-methyl-3-(4-pyridin-3-yl-pyrimidin-2-
ylamino)-phenyl]-benzamide; APG049, N-[4-methyl-3-(4-pyridin-3-yl-pyrimidin-2-
ylamino)-phenyl]-4-(3-oxo-piperazin-1-ylmethyl)-benzamide. *O asterisco indica a posicao
do C" radioativo. FONTE: Adaptado de GSCHWIND et al., (2005).
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5.7. Farmacogenética

As isoenzimas Cyp3a4 atuam no inicio do metabolismo de farmacos administrados
por via oral (MA et al., 2002; ROBERTSON et al., 2002). Atuam em diversas reacdes de
fase I do metabolismo, incluindo N-demetilacao e N-dealquilacdo (AUDI & PUSSI, 2000;
ROBERTSON et al., 2002; METZGER et al., 2006).

Polimorfismos em genes codificadores destas enzimas podem alterar os processos de
transcricao e traducdo de enzimas, afetando a farmacocinética de farmacos (AUDI &
PUSSI, 2000; METZGER et al., 2006). Tais polimorfismos podem alterar a expressao e/ou
a atividade de sitios de ligagdo de medicamentos, por reduzirem a estabilidade do RNA
mensageiro (RNAm) correspondente, ou modificarem a estrutura conformacional da
proteina correspondente (METZGER et al., 2000).

Sendo assim, o perfil metabdlico de um farmaco em um individuo pode ser
modificado pela presenca de polimorfismos génicos, ocasionando fenétipos variados como
os metabolizadores lentos, intermedidrios e rdpidos (METZGER et al., 2006). Os
metabolizadores lentos, em geral, sdo individuos com diminuicdo ou auséncia da enzima
metabolizadora, o que pode decorrer na delecdo do gene ou instabilidade do RNAm. Os
metabolizadores intermedidrios sdo os que apresentam metabolismo “normal”, comum a
maioria dos individuos. J& o fen6tipo de metabolizadores réapidos pode ser decorrente de um
aumento na producio da enzima metabolizadora associado a uma ou mdltiplas duplicacdes

do gene que codifica a enzima (Figura 7) METZGER et al., 2006; SINGH, 2007).
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Figura 7. Relacdo entre diferentes grupos de resposta a firmacos e variacdes no perfil
metabdlico de enzimas metabolizadoras. Trés grupos de individuos sao identificados: os
metabolizadores lentos, portadores de delecdes e polimorfismos de base tnica (SNPs) em
gene codificador de enzima metabolizadora do farmaco, que apresentam reacdes adversas e
efeitos terapéuticos significativos; os metabolizadores intermedidrios, sem anormalidades
no gene codificador da enzima metabolizadora do farmaco, que apresentam efeitos
adversos e terapéuticos esperados; metabolizadores rdpidos, com duplicacdo de gene

codificador de enzima metabolizadora do firmaco, que niao apresentam efeitos adversos e
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5.8. Enzima Cyp3a4

A enzima Cyp3a4 € responsavel pelo metabolismo oxidativo de inimeros famacos,
como o0s benzodiazepinicos midazolan e alprazolan, antiarritimicos, antibidticos,
anticonvulsionantes, propafenona e quinidina; os anti-histaminicos astemiozole e
terfenadina; o antipsicético clozapina; os bloqueadores dos célcio diltiazem, felodipina,
nifedipina e verapanil, os antidepressivos amitriptilina, clomipramina e imipramina, € ainda
a carbamazepina, a cisaprida, a eritromicina e o tamoxifeno (AUDI & PUSSI, 2000). A
eritromicina, a midazolan e o omeprazol foram utilizados como testes in vivo pra medir a
atividade da isoenzima em questdo. O cetoconazol, a fluvoxamina e a nefazodona sao
potentes inibidores da atividade da Cyp3a4, enquanto a carbamazepina e a fenitoina sdo
farmacos indutores de sua atividade (Figura 8) (AUDI & PUSSI, 2000).

O MI € metabolizado principalmente pela enzima Cyp3a4. O produto desta reacdo € o
metabolito farmacologicamente ativo piperazinico N-demetilado (CGP74588) (GREEN et
al., 2010).

A atividade do MI variou em até dez vezes em individuos diversos (BOTTORFF &
HANSTEN, 2000; WIDMER et al., 2004).

Tal variabilidade pode ter resultado de interacdes entre o MI e indutores ou inibidores
da atividade da Cyp3A4 (VAN ERP et al., 2007; AJIMURA, 2010). Substancias inibidoras
da Cyp3a4 como o cetoconazol, itraconazol, eritromicina e claritromicina, sdo capazes de
interagir com o MI através da diminuicio do metabolismo e consequente aumento dos
niveis plasmaéticos em até 40% (KOGEL & SCHELLENS, 2005; CHABNER, et al., 2012).

J4 a coadministragdo de drogas que induzem a atividade da Cyp3a4 (rifampicina,

carbamazepina, e fenorbarbital) podem aumentar o metabolismo do MI em até 70%. De
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forma semelhante, o MI, por ser um substrato competitivo da Cyp3a4, inibindo o
metabolismo da sinvastatina e aumentando sua concentracdo plasmdtica em até 3,5 vezes
(KOGEL & SCHELLENS, 2005; CHABNER, et al., 2012).

Mais recentemente, GREEN et al. (2010) observaram que pacientes com LMC que
apresentaram resposta molecular completa ao MI, apresentaram maior atividade da enzima

Cyp3A4 do que os demais.
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Figura 8. Reacdes metabdlicas de fase I (oxidacdo, reducdo e hidrdlise) do sistema

enzimdtico CYP P450. Os componentes eletronicos do sistema CYP P450 estdo
localizados no citoplasma e o sitio ativo hidrofébico no limen do reticulo endoplasmatico.
As isoenzimas Cyp3a4 estdo presentes majoritariamente no figado e apresentam dois
componentes proteicos, sendo uma proteina heme P-450 e uma flavoproteina NADPH CYP
450 redutase contendo tanto a FMN como FAD. O P450, que contém ferro férrico (Fe+3),
combina-se com uma molécula do farmaco (RH), recebe um elétron da NADPH P450
redutase, que reduz o ferro férrico para ferroso (Fe*?), combina-se com oxigénio molecular,
um préton e um segundo elétron (da NADPH P450 redutase ou do citocromo b5) para
formar um complexo Fe** OOH-RH. Esse complexo se combina com outro préton para
produzir dgua e o complexo oxeno férrico (FeO)3+ RH. O (FeO)3+ extrai um atomo de
hidrogénio do RH, com formagdo de um par de radicais livres de curta duragdo, liberacao
do farmaco oxidado (ROH) do complexo e regeneragdo da enzima P450. FAD, flavina

adenina dinucleotideo; FMN, flavina dinucleotideo, NADPH, nicotinamida adenina

dinucleotideo-P. FONTE: Adaptado de GARCIA, (2011).

69



5.9. Polimorfismo -290A>G do gene CYP3A4

O gene CYPA34 esté localizado no braco longo do cromossomo 7, na regidao 7q21.3-
g2 e codifica a proteina Cyp3ad/nifedipina oxidase do citocromo P450
(P450-PCN1), presente principalmente no figado e intestino delgado (LAMBA et al.,
2000). Entre os polimorfismos fiarmaco-relevantes deste gene, estd o -290A>G, que
determina a substitui¢do da base nitrogenada adenina por guanina na regido promotora,
com diferencas funcionais entre as enzimas codificadas pelos alelos selvagem e variante
(SATA et al., 2000; CAVALLI et al., 2001; RUND et al., 2005).

Individuos com alelo selvagem A produzem a enzima Cyp4A4 em quantidade normal
e sdo comuns (selvagens) na populacdo. Ja os portadores do alelo variante G codificam
enzima com atividade reduzida ou nula (NOGAL et al., 2007). Individuos com gendétipo
homozigoto variante GG sdo considerados metabolizadores lentos e os com genétipo
heterozigoto AG sao considerados metabolizadores intermedidrios. Aqueles com o genétipo
homozigoto selvagem AA sdo denominados metabolizadores ultra-rdpidos (SILVADO,
2008).

A frequéncia do gendétipo variante difere em individuos de distintas etnias, sendo 69-
81% em africanos, 48-67 em afro-americanos, 9,3-10,7% em hispanicos, 3,8-9,6% em
caucasianos, 1% em drabes e nao identificado em asidticos (PARIS et al., 1999; WANDEL
et al., 2000; MA et al., 2002; KESHAVA, 2004; TAYEB, 2002; REYES-HERNANDEZ et
al., 2004). Ja a frequéncia do genétipo variante descrita para a populacdo brasileira foi de
13,3% (CAVALLI et al., 2001).

A presenca do alelo variante foi considerada fator de protecao durante tratamento de

leucemia, pois ativa menos a epipodofilotoxina, um antineopldsico que atua como agente
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indutor de leucemias com translocacdes no gene MLL, do que o alelo selvagem (CAVALLI
et al., 2001). Ainda, acredita-se que pacientes com atividade enzimatica reduzida

apresentam maior toxicidade por docetaxel (HIRT et al., 2000).

Sabe-se que a expressdao da Cyp3a4 RNAm ¢ afetada pela expressdo dos fatores de
transcricdo, PXR ( pregnane X receptor), RXRa (retineoid X receptor), CAR (constitutive

androgen receptor) e HNF4a (hepatocite nuclear factor 4a).

Até onde atinge o nosso conhecimento, sdo desconhecidos os papéis do polimorfismo
CYP3A4 A-290G na resposta terapéutica e efeitos colaterais de pacientes com LMC

tratados com MI.

Frente ao exposto, foram definidos os objetivos do presente estudo.
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OBJETIVOS

Foram avaliados pacientes com LMC em FC precoce recém diagnosticada atendidos

no Hemocentro da Unicamp e que fizeram uso do MI como terapéutica de primeira linha

para a doenga, tendo como objetivos:

Avaliar a eficdcia do tratamento dos pacientes com o MI através das respostas

hematoldgica, citogenética e molecular;

Avaliar o tipo e grau de toxicidade (hematolégica e ndo hematoldgica) apresentada

pelos pacientes durante o tratamento dos pacientes com o MI;

Verificar o papel do MI no progndstico dos pacientes através da associacdo da

resposta inicial com as respostas citogenética e molecular;

Verificar se os genétipos distintos do referido polimorfismo (-290 A>G) génico

estdo associados 4 eficécia, a toxicidade e ao progndstico dos pacientes.

Investigar a influéncia do polimorfismo CYP3A4 -290 A>G associados as variaveis
idade, sexo, raca, dados hematimétricos inciais, riscos progndsticos de Sokal e
Hasford, fase da doenga, tempo decorrido do diagndstico ao inicio do tratamento,
desenvolvimento de toxicidade hematolégica e ndo hematoldgica, curso do

tratamento nas respostas citogenéticas em relagdao a SLP e SG.
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CASUISTICA E METODOS

1.  Avaliacao clinica e laboratorial dos pacientes

1.1. Avaliacio clinica

Foram avaliados 100 pacientes consecutivos com LMC recém diagnosticada e que
receberam o MI como primeira linha terap€utica na Divisdo de Hematologia e Hemoterapia
do Hemocentro da UNICAMP, no periodo de Abril de 2003 a Novembro de 2010 de
acordo com o fluxograma de acompanhamento representado pela Figura 9.

Foram incluidos no estudo os pacientes que obedeceram aos seguintes critérios:

o Forneceram consentimento livre e esclarecido por escrito;

° Idade > 18 anos;

o Pacientes em FC (< 10% blastos, < 20% basofilos e < 30% blastos e promieldcitos no
SP ou MO; niimero de plaquetas > 100.000/mm?) precoce (menos de seis meses do
diagnéstico), com cromossomo Ph+ e rearranjo BCR-ABL,;

° Pacientes em FC que usaram o MI como primeira linha terapéutica;

° Pacientes em FA ou CB;

Foram excluidos do estudo os pacientes com baixa aderéncia ao tratamento ou
condigdes clinicas insatisfatérias que ndo permitiam a adesao ao tratamento proposto.

As contagens dos nimeros globais de células do sangue foi realizada em contador
automatizado (Advia® 120 Hematology System; BAYER®, Tarrytown, NY, USA). Os
nimeros dos diferentes leucécitos foram obtidos por contagem manual de 200 leucdcitos

em esfregaco de células do sangue periférico corados pelo Leishman.
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O diagnéstico da LMC foi realizado com base nos resultados da anélise do sangue
periférico, aspirado e bidpsia de medula dssea, de acordo com os critérios convencionais
(SHERDLOW, 2008). A identificacgdo do cromossomo Ph ou do rearranjo génico
BCR-ABL serviram para confirmac¢ao adicional do diagndstico.

Os indices progndsticos de Sokal e Hasford foram calculados para cada paciente com
base nos resultados do exame fisico e do exame hematoldgico, conforme descri¢des prévias
(SOKAL et al., 1984; HASFORD et al., 1998).

Os pacientes receberam o MI na dose de 400mg/dia por via oral. O exame
hematoldgico foi realizado para avaliacao de resposta hematoldgica.

O cariétipo foi obtido por meio da andlise citogenética convencional e a pesquisa do
gene BCR-ABL foi realizada por meio do método da transcri¢do reversa, de acordo com os
métodos descritos nas sessoes especificas.

Os gendtipos do polimorfismo CYP3A4 -290A>G foram avaliados em DNA obtidos
de leucdcitos de sangue periférico no momento do diagnéstico da LMC.

Foram avaliadas as respostas (hematoldgica, citogenética e molecular) a toxicidade ao
MI e a sobrevida dos pacientes no periodo do estudo. Os dados clinicos e laboratoriais dos
pacientes foram obtidos por interrogatério especifico ou prontudrio médico aplicados pela

Dra. Marcia Torresan Delamain.
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Figura 9. Diagrama de fluxo do acompanhamento dos pacientes tratados com MI. RHC,

resposta hematolégica completa, RCC, resposta citogenética completa; RCP, resposta

citogenética parcial; SRC, sem resposta citogenética RMM, resposta molecular maior;

RMC, resposta molecular completa; SRM, sem resposta molecular; H, hematolégica; NH,

nao hematoldgica, ACAs, alteragdes cromossdmicas adicionais
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1.2. Analise citogenética convencional

Os cari6tipos foram realizados em amostras de MO dos pacientes inseridos no estudo
pelas bidlogas Maristela Zocca e Rosemeire Bognoni no Laboratério de Citogenética do
Hemocentro da UNICAMP.

A técnica de cultura de células utilizada foi a descrita por SWANSBURY (1997). De
forma sucinta, foram coletados SmL de MO em heparina de cada paciente. As células
obtidas foram contabilizadas em sistema automatizado (Advia® 120 Hematology System;
BAYER®, Tarrytown, NY, USA). De forma ideal, 1,0x10" células foram cultivadas em
10mL de meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 20% de soro fetal bovino e 1mL
de penicilina-estreptomicina. As culturas foram estimuladas com 100uL de demecolcine na
concentracdo de 1pg/mL e foram mantidos a 37°C, em atmosfera imida com 5% de CO,,
por 24 horas. Apds o periodo de incubagc@o com demecolcine, as células foram tratadas com
solucdo hipotdnica de cloreto de potédssio 0,075M por 20 minutos; fixadas em solugdo de
metanol:acido acético glacial (3:1), por trés vezes, durante 30 minutos e distribuidas em
laminas de vidro, apds flambagem em bico de Biinsen, para melhor espalhamento dos
cromossomos. A seguir, os materiais foram processados para obtencdo de bandas G,
utilizando tampao fosfato 0,06M, pH 6.8 e tripsina 0,02ug, sendo que os nucleos
interfasicos e os cromossomos em metdfase contidos nas laminas foram corados
posteriormente com solucdo Wright.

Foram analisadas ao menos 20 metéfases de cada caso, sempre que possivel, segundo
as normas do Sistema Internacional de Nomenclatura de Citogenética Humana
(MITELMAN, 1995), em sistema automatizado de cariotipagem (Cytovision Version 4.4,

Aplied Imaging Coorporation, Santa Clara, CA, USA), que possibilitou o emparelhamento
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e a ampliacdo do tamanho dos cromossomos e facilitou a identificagcdo de anormalidades

cromossdmicas. Um cariétipo de paciente do estudo estd apresentado na Figura 10.
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Figura 10.Caridtipo 46, XY, t(9,22) (q34;q11) em pacientes com leucemia mieldide

cronica.
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1.3. Transcricao reversa e reacio em cadeia da polimerase (RT-PCR)

A avaliagdo do gene BCR-ABL por meio da transcricao reversa e reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) foi realizada no Laboratério de Diagndstico Molecular de Doencas
Oncohematoldgicas do Hemocentro da UNICAMP, coordenado pela Dra. Katia Barbosa
Borgia Pagnano.

O é4cido ribonucléico (RNA) foi isolado de leucdcitos de sangue periférico ou da
medula dssea obtidas de pacientes. O RNA foi transcrito em uma fita de DNA
complementar (c-DNA) por transcricao reversa. Este produto foi entdo submetido a reagcdo
de PCR, usando-se iniciadores especificos para os pontos de quebra maior ou menor do
gene BCR e do gene ABL. A amplificacdo das regides de interesse foi obtida com a
utilizacdo dos procedimentos descritos por FRENOY ef al. (1994). Esta amplificacdo
produziu dois fragmentos de 234 ou 304 pares de base (pb) dependentes da presenca ou ndo
do éxon 3 do gene BCR no rearranjo BCR-ABL, em casos com ponto de quebra na regidao
maior do gene BCR. Os fragmentos de 196pb foram obtidos em casos com ponto de quebra
na regido menor do gene BCR. Os produtos da amplificacdo do c-DNA foram visualizados
em gel de agarose a 2%. Pontos de quebra na regido menor do gene BCR (m-BCR) foram

identificados em apenas um paciente (Figura 11).
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118 pb

Figura 11. Eletroforese dos produtos da transcricio reversa e reacdo em cadeia da
polimerase do gene BCR-ABL em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio.
Sendo: 1. paciente com leucemia mieldide cronica com uma banda de 196 pares de bases
correspondente a p190, produto do gene; 2. controle positivo representado por um paciente
com leucemia linféide aguda pré B com a p190; 3. marcador do tamanho dos fragmentos de

RNA ¢ X 174RF; 4. controle negativo (H20).
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A sensibilidade do método da RT-PCR foi avaliada por meio da utilizagdo de duas
diluicdes diferentes de um controle positivo e de um controle negativo, constituidos pelas
linhagens celulares K562 e HL60, respectivamente. A avaliagdo da integridade do RNA
extraido foi realizada pela amplificacdo da regido de 370pb do gene da B2 microglobulina
por RT-PCR.

A representacdo esquemadtica dos resultados obtidos na pesquisa do gene
BCR-ABL nas amostras examinadas e a interpretacdo dos mesmos estdo apresentados na

Tabela 6.
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Tabela 6. Representacido esquematica dos possiveis resultados a serem obtidos na avaliagao

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

BCR-ABL R,microglobulina Controle Controle Interpretacio
positivo negativo
+ + + - BCR-ABL
positivo
BCR-ABL
- + + - .
negativo
+ + + + . Sem i
interpretacéo
- - _ ) Sem
interpretacdo
Sem
- + + + . ~
interpretagao
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Considerou-se como presenga do gene BCR-ABL as amostras onde foram
identificados produtos com 234, 304 ou 196pb. Resultados negativos em amostras de dgua
com DEPC e controle negativo foram necessdrios para a validacdo dos resultados obtidos
em amostras de pacientes. A ndo amplificacdo do controle negativo e as amplificacdes do
controle positivo e da B2 microglobulina foram também necessdrias para a validagcdo dos
resultados obtidos em amostras de pacientes. Foram também consideradas como tendo o

gene BCR-ABL as amostras com fragmentos de 196pb.

1.4. PCR quantitativo em tempo real (RQ-PCR)

Os genes quantificados por RQ-PCR foram ABL (gene controle) e o BCR-ABL.
A RQ-PCR foi realizado em sistema de PCR Real-Time (ABI 7300®; APPLIED
BIOSYSTEMS, Foster City, CA, USA), utilizando kit TagMan® Universal PCR Master
Mix 7300 contendo: AmpliTag Gold DNA polimerase, AmpErase UNG com dUTP,
referéncia passiva (ROX) e componentes do tampdo (Cat. N° 4304437, APPLIED
BIOSYSTEMS, Foster City, CA. USA), os iniciadores: gene ABL 80.000pmol (direto:
5°GAT ACG AAG GGA GGG TGT ACC A 37 e reverso: 5'CTC GGC CAG GGT GTT
GAA 37), gene BCR-ABL 80.000pmol (b3a2; direto: 5'TCC GCT CGC CAT CAA TAA
GGA 37 e reverso: CAC TCA GAC CCT GAG GCT CAA 3% (Cat. No 4304437,
APPLIED BIOSYSTEMS, Foster City, CA. USA). As sondas: ABL 6.000pmol (6™ TSC
TTC TGA TGG CAA GCT CTA CGT CTC CTT™M® BCR-ABL 6.000pmol (6"*™ CCC
TTC AGC GGC CAG TAG CAT CTG A™®% (APPLIED BIOSYSTEMS, Foster City,
CA. USA), todos com concentracdo de uso de SuM de acordo com o método descrito por
BRANDFORD et al.,, (1999). Placas opticas para RQ-PCR (APPLIED BIOSYSTEMS,

Foster City, CA, USA) foram utilizadas para o preparo das reagdes de PCR que tiveram um
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volume final de 15uL. Foi utilizado 3ul. de cDNA para cada uma das amostras
quantificadas. A curva de dilui¢do foi realizada em triplicata, assim como as amostras dos
pacientes e dos controles positivo (linhagem celular K562) e negativo (linhagem celular
HL60) e o branco. Além desses controles, foram realizados testes de controle de qualidade
utilizando pacientes com alto e baixo niveis de transcritos.

De acordo com BRANDFORD et al. (2006) apds a corrida foram aplicados o
threshold 0,05 e o baseline de corrida (Ct de inicio da corrida -4Cts, por exemplo:
Clinicia=21-4-17). Apés a andlise autométizada do programa de corrida foram verificados
parametros como a eficiéncia da reagdo (R’= 0,99, ou seja, 99%), e o slope (inclina¢do da
curva, -3,3 e 3,6). Posteriormente, os dados foram exportados para o Windows Excel
(Microsoft®) onde todos os cdlculos foram realizados, calculando-se a média dos Ct para
cada um dos genes estudados. Em seguida, calculou-se a relacdo entre a quantidade de

transcritos encontrados nos genes ABL e BCR/ABL, onde:

BCR/ABL x 100 = 100%
ABL

Os valores finais foram reportados em porcentagem e os resultados das quantificacdes
tiveram como valor de referéncia o baseline de pacientes pré-tratamento. Esse valor foi
determinado pelo do cédlculo da mediana dos valores das quantificacdes dos transcritos dos

pacientes.
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1.5. Analise molecular do polimorfismo CYP3A4 -290A>G

1.6. Extracio do DNA genémico

Os gendtipos do polimorfismo CYP3A4 -290A>G foram avaliados em DNA gendmico
de amostras de sangue periférico de pacientes com LMC ao diagnéstico. O método utilizado
foi o descrito por WOODHEAD et al. (1986) com modificacdes. Foram coletados 4mL de
sangue periférico de cada paciente, em frasco estéril com anticoagulante dacido
etilenodiaminotriacético (EDTA). A amostra foi centrifugada a 1300 rpm durante dez
minutos. Apds o descarte do  plasma, os eritrécitos  contidos em
500uL da solugdo remanescente foram lisados em tampao de lise (320mM, Tris-HCI 10mM
pH 7.5, MgCl, SMm e Triton X-100 1%). A camada de leucdcitos, a seguir, foi ressuspensa
em tampao de digestdao protéica (Tris-HCI pH 7,5, EDTA 10mM, NaCl 10mM e dodecil
sulfato de sédio (SDS) 20%), juntamente com a proteinase K 20mg/mL. A suspensao
permaneceu em banho-maria a 55°C por duas horas. A seguir, foram adicionados 200uL de
cloreto de litio a suspensao, que foi levada ao freezer a -20°C durante quinze minutos. Apds
as etapas anteriores, a solucdo foi centrifugada por dez minutos a 13.000rpm e o
sobrenadante foi transferido para outro microtubo. A seguir, o DNA obtido dos leucdécitos
foi precipitado em etanol absoluto, re-hidratado em etanol 70% e diluido em agua estéril a
37°C. O DNA obtido foi quantificado em espectrofotometro (ND-1000 NanoDr0p®3.2.1;
THERMO SCIENTIFIC, Wilmington, DE, USA) e visualizado apds corrida eletroforética

em gel de agarose 1%.
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1.7. Amplificacao do fragmento do gene CYP3A4

A amplificacdo da regido do gene CYP3A4 onde estd localizado o polimorfismo
-290A>G foi realizada por meio da reacdo da cadeia da polimerase de acordo com o
protocolo descrito por CAVALLI et al. (2001). De forma sucinta, foram adicionados em
um microtubo de 0,6mL TuL (50ng/ull) de DNA a ser estudado, Sul. de tampao da enzima
(10x), 2,5uL (2mM) de cloreto de magnésio, 0,5uLL de mistura de dNTPs (200uM) (dATP,
dGTP, dCTP, dTGP), 0,5uL. (10pmol) dos iniciadores (direto: 5" GGA ATG AGG ACA
GCC ATA GA 37e reverso: 5'CCT TTC AGC TCT GTG TTG CTC TTT GCT G 39),
0,5uL (1U) de Tag DNA polimerase (INVITROGEN, Grand Island, USA) e 39uL 4gua
estéril, para volume final de S50uL. A reagdo foi conduzida inicialmente por um ciclo a 98°C
durante cinco minutos, para inativacdo de proteases que pudessem interferir com a reagao
enzimdtica e, posteriormente, por 35 ciclos de amplificacgdio em termociclador
(Mastercycler;, EPPENDORFF, Barkhausenweg, Hamburg, Germany). Cada ciclo foi
realizado sob as seguintes condigdes: 95°C durante um minuto (para desnaturagdo do
DNA); 60°C durante dois minutos (para a ligacdo complementar entre os iniciadores € o
DNA) e 72°C durante dois minutos (para sintese do DNA, com a enzima Tag DNA
polimerase). Ao término dos 35 ciclos, o produto da amplificagdo foi mantido a 72°C
durante dez minutos (periodo final da sintese de DNA), completando um tnico ciclo. A
seguir, as amostras foram mantidas sob refrigeracdo a 4°C. Os produtos da PCR (8uL)
foram submetidos a corrida eletroforética, em cuba de eletroforese horizontal, em gel de
agarose 2% corados pelo brometo de etidio, para a visualizacdo dos fragmentos de 385 pb

amplificados sob luz ultravioleta (Figura 12).
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Figura 12. Eletroforese dos produtos da reagdo da cadeia da polimerase do gene
CYP3A4 -290A>G em gel de agarose a 2%, corado pelo brometo de etidio em pacientes
com leucemia mieldide cronica. Sendo: 1, marcador ladder 100 pares de base, 2-7,

fragmentos de 385 pares de base e 8, controle negativo
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1.8. Amplificacao do fragmento do gene CYP3A4 A-290G

Os gendtipos distintos do polimorfismo -290A>G no gene CYP3A4 foram avaliados
por meio da digestdo enzimdtica dos fragmentos amplificados, com a utilizagdo de uma
mistura de 10pL do produto da PCR, 2,5uL de 4gua estéril, 1,5ul. de tampao e 0,5uL de
enzima Mboll no volume total de 15ul.. A seguir, a mistura foi colocada em banho-maria, a
37°C durante doze horas. O produto da reacdo foi analisado por eletroforese em gel de
acrilaminda a 10%, para visualiza¢do dos fragmentos amplificados sob luz ultravioleta. Os
fragmentos de 175, 169 e 41pb foram obtidos de individuos com o gendtipo selvagem
(AA), fragmentos de 210, 175, 169 e 41pb de individuos com o genétipo heterozigoto (AG)

e fragmentos de 210 e 175pb de individuos com o genétipo variante (GG) (Figura 13).
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Figura 13.Eletroforese dos produtos da digestdo enzimatica do gene CYP3A4 A-290G em
gel de poliacrilamida a 14%, corado com brometo de etidio em pacientes com leucemia
mieldide cronica, sendo: 1, variante GG com 210 pares de base e 175 pares de base; 2,
marcador ladder 100 pares de base; 3, marcador ladder 50 pares de base;
4, heterozigoto AG com 210 pares de base, 175 pares de base, 169 pares de base e 41 pares
de base*; 5, selvagem AA com 175 pares de base e 169 pares de base e

*, fragmentos ndo visualizados nos géis de poliacrilamida
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2. Terapéutica e seguimento dos pacientes

Os pacientes receberam o MI na dose de 400mg por via oral. A avaliacdo clinica e
laboratorial foi mensal nos primeiros seis meses e posteriormente a cada dois ou trés meses.
A dose do farmaco foi reduzida ou suspensa quando os pacientes apresentaram eventos
adversos hematoldgicos ou nao hematolégicos de graus 3 ou 4 e que apds a reintroducdo do
mesmo voltaram a apresentar as mesmas toxicidades. Foram censurados (sem evento) do
estudo os pacientes que tiveram o farmaco suspenso devido a toxicidade ou falta de
resposta, aqueles que receberam inibidor de tirosina-quinase de segunda geragao apds o uso
do MI e aqueles que foram encaminhados para TCTH. Os pacientes que necessitaram
aumento da dose do MI para 600mg ao dia permaneceram no estudo.

A toxicidade ao MI foi avaliada por meios dos critérios do NCI (National Cancer

Institute) (http://ctep.info.nih.gov/reporting/ctc.html) para os pacientes do estudo. O exame
hematolégico foi realizado a cada duas semanas até a confirmacdo de resposta
hematoldgica completa e a seguir, trimestralmente. O caridtipo foi obtido por meio da
andlise citogenética convencional e a pesquisa do rearranjo génico BCR-ABL foi realizada
por meio da reacdo da transcricdo reversa ao diagnéstico e a cada seis meses e o teste da

reacdo em cadeia da polimerase a cada trés meses.

2.1. Critérios de resposta hematoldgica, citogenética e molecular

Foram considerados em resposta hematoldgica completa (RHC) os pacientes que
apresentaram a concentra¢do da hemoglobina maior que 10,0g/dL e os nimeros de
leucécitos e plaquetas menores que 10,0)(103/mm3 e 500,0x103/mm3, com auséncia de
formas imaturas e baséfilos < 5% no sangue periférico e sem bago palpavel, por periodo

minimo de trés meses.
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Foram considerados em resposta citogenética completa (RCC) os pacientes sem
células Ph+, em resposta citogenética parcial (RCP) os pacientes com 1 a 35% de células
Ph+; em resposta citogenética menor (RCM) os pacientes com 36 a 65% de células Ph+,
em resposta citogenética minima (RCMin) os pacientes com 66 a 99% de células Ph+, sem
resposta citogenética aqueles com 100% de células Ph+ e ndo avalidveis aqueles com
menos de dez metafases ou nucleos interfasicos.

Foram considerados em resposta molecular completa (RMC) e resposta molecular
maior (RMM) os pacientes com auséncia de transcritos do gene BCR-ABL e transcritos <
0,1% (reducao de 3-log) em amostras de sangue periférico avaliadas por meio da QT-PCR

(BEILLARD, 2003; BACCARINI et al., 2006).

2.2. Critérios de resisténcia ao mesilato de imatinibe na fase cronica

Apresentaram resisténcia ao MI os pacientes com perda ou falta de normalizacdo
referente as contagens celulares do sangue, com diferencial normal e tamanho do bago

(RHC deve ser obtida até 12 meses) ou progressdo para FA ou CB.

De acordo com os critérios da European Leukemia Net aqueles pacientes que nao
atingiram RCP e RCC (em 12 e 18 meses, respectivamente) ou que apresentaram alteracoes
cromossOmica complexas/Ph+ em qualquer momento, foram considerados resistentes ao

ML

A falha em se atingir uma RMM aos 18 meses de tratamento foi considerada como
resposta sub-6tima e a recaida com o aumento dos transcritos BCR-ABL pelo menos em 1

log naqueles que estavam em RMC (BACCARINI et al., 2006).
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3. Aspectos éticos

Todos os procedimentos foram realizados apdés a obtencdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e aprovagdo pelo Comité de Etica da FCM da
UNICAMP para participar do estudo clinico CSTI5S71K2301 (No 354/2005), com
consentimento adicional para verificar o papel de polimorfismo CYP3A4 A-209G nas

respostas ao MI (No 530/2008, Anexo 1).

4. Analise estatistica

Foram confeccionadas tabelas de frequéncia das categorias e estatisticas descritivas,
como, a média, o desvio-padrao, a mediana e os valores minimo e maximo para descrever o
perfil do grupo estudado segundo os niveis de resposta ao MI.

A andlise estatistica foi dirigida a pesquisa das varidveis (idade ao diagnéstico,
contagens de leucdécitos, hemoglobina e plaquetas, riscos de Sokal e Hasford, tempo entre o
diagnéstico e inicio de tratamento, meses de uso do MI, tipo e grau de toxicidade, tempo
até aquisicdo das respostas hematoldgica, citogenética e molecular) que influenciaram a

respostas hematoldgica, citogenética e molecular e a sobrevida dos pacientes.

O equilibrio de Hardy-Weiberg foi calculado com o intuito de verificar a distribui¢do
preferencial de alguns dos gendtipos do polimorfismo -290A>G do gene CYP3A4 avaliados
no grupo dos pacientes estudados (BEIGUELMAN, 1995).

Para comparagdo entre o polimorfismo e as varidveis categéricas foram utilizados os
testes de Wilcoxon, Fisher e Kruskal-Wallis, considerando nivel de significancia de 5%
(P=0,05) e intervalo de confianca de 95%.

O método de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a sobrevida global (SG)

e sobrevida livre de progressdo (SLP). A SG € definida como a morte por quaisquer causas,
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onde os pacientes sdo censurados apenas quando ocorre perda de seguimento ou quando
eles estdo vivos por ocasido da andlise. Por outro lado, a SLP € caracterizada pelo tempo
decorrido entre o inicio do tratamento e a progressdao da doenga ou morte por quaisquer
causas. J4 o Evento € definido como a progressdo da doenca (avangco para FA e CB),
recidiva ou morte por qualquer causa.

A censura também ¢é feita quando ocorre perda de seguimento ou quando os pacientes
encontram-se vivos € sem progressdo por ocasido da andlise. diagndstico e a auséncia de
remissao, recaida ou morte em remissao.

Um desfecho andlogo, o tempo para progressdo de doenga, consiste no tempo
transcorrido entre o inicio do tratamento e a progressdo de doenga, com censura se houver
morte por quaisquer causas (MACHADO et al., 2010).

Para verificar a influéncia dos diversos fatores analisados de interesse na sobrevida
foi utilizada a andlise de Cox multivaridvel com modelo de riscos proporcionais (varidveis
com P< 0,20).

Todas as andlises foram realizadas com o programa estatistico R-2.12.0

R-Development Core Team, ISBN 3-900051-07-0, Copyright 2011 (Viena, Austria).
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RESULTADOS

1.  Grupo total de pacientes com leucemia mieloide cronica

Foram incluidos no estudo 100 pacientes com LMC em FC precoce recém
diagnosticada, atendidos nos ambulatérios de Oncohematologia do Hemocentro da

UNICAMP, no periodo de abril de 2003 a novembro de 2010 (92 meses).

1.1. Dados clinicos e laboratoriais

As caracteristicas clinicas dos pacientes estdo apresentadas na Tabela 7.

A idade média + DP dos pacientes foi de 47 + 15 anos, com mediana de 47 anos
(variagdo: 18-81). Houve predominancia de pacientes com idade menor que 65 anos.

A distribuicdo dos pacientes por sexo mostrou propor¢des similares entre homens e
mulheres, guardando uma relagdo entre si de 1,2:1,0.

Com relacdo aos achados laboratoriais do hemograma ao diagndstico, 63% dos
pacientes apresentaram anemia. A leucocitose da maioria dos pacientes (56%) esteve acima
de 100.000/mm’, sendo que blastos e promielécitos ocorreram em 79% e 61% deles,
respectivamente. A trombocitose foi observada em 37% dos pacientes.

Os indices de Sokal intermedidrio e alto foram identificados em 60% dos pacientes.
Cerca de metade do nimero de pacientes apresentaram indice de Hasford baixo enquanto
os demais apresentaram indices intermedidrio e alto.

Os rearranjos génicos mais comuns nos pacientes foram o b2a2 e o b3a2.
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Nosso grupo de pacientes apresentou desvios significativos entre a propor¢do de
heterozigotos e homozigotos variantes observada e a esperada de acordo com o equilibrio
de Hardy-Weinberg (P=0,77 e x*=0,24), sendo que 70% dos pacientes foram portadores do
genotipo homozigoto selvagem AA, 13% heterozigoto AG e 17% homozigoto variante GG,
cujos fendtipos foram por nés definidos como metabolizadores normais, intermedidrios e
lentos, respectivamente.

Os pacientes foram avaliados sistematicamente por periodo mediano de 29 meses
(variacdo: 1-92 meses).

O tempo médio + DP entre o diagndstico da doenga e o inicio da terapéutica foi de
78 + 67 dias, com mediana de 61 dias (variacdo: 417-78 dias). O MI foi administrado aos
pacientes por um tempo médio + DP de 33 + 22 meses, com mediana de 29 meses

(varia¢do: 1-92 meses).
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Tabela 7. Caracteristicas clinicas dos pacientes com leucemia mieldide cronica em fase

cronica precoce ao diagndstico

Caracteristicas clinicas

Mediana ou nimero (variaciao, %)

Idade ao diagnéstico (anos)
Sexo (M/F)
Racga
Caucasoides
Negroides
Esplenomegalia (baco > 10cm)
Caracteristicas do sangue periférico
Hemoglobina (g/dL)
Leucécitos (x 10° /mm3)
Plaquetas (x10*/mm?)
Indice de Sokal
Baixo
Intermediario
Alto
Indice de Hasford
Baixo
Intermediario
Alto
Gene BCR-ABL
b2a2
b2a2+b3a2
b3a2
Nao analisados
CYP3A4 A-290G
AA

AG
GG

47 (18-81)
54/46

84 (84.,0)
16 (16,0)
24 (24,0)

11,8 (5,1-15,8)
112,0 (6,6-659,0)
378,0 (112,0-1.268,0)

40 (40)
32(32)
28 (28)

49 (49)
40 (40)
11(11)

39 (39)
06 (6)

35 (35)
20 (20)

70 (metabolizador normal)
13 (metabolizador intermediério)

17 (metabolizador lento)

Genétipos do polimorfismo CYP3A4 A-290G. AA, homozigoto selvagem; AG,

heterozigoto; GG, homozigoto variante
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1.2. Eficacia e resisténcia ao mesilato de imatinibe

A eficacia do MI na terapéutica dos pacientes com LMC estd apresentada na Tabela
8 e Figuras 14 a 16.

Noventa e cinco (95%) pacientes alcangcaram a RHC em um tempo médio de 34 + 23
dias e mediana de 25 dias (variagdao: 7-307). Cinco pacientes (5%) nao foram avaliados
quanto a resposta hematoldgica devido ao curto tempo entre o inicio do tratamento e a
andlise de dados.

A maioria dos pacientes (83%) obtiveram RCC (72%) ou RCP (11%) em tempo
médio de 12 + 9 meses e mediana de nove meses (variacao: 3-44 meses) de terapéutica com
o MI. Cinquenta e cinco pacientes (66%) obtiveram RCC ou RCP em periodo menor que
12 meses.

Vinte e seis (28%) pacientes obtiveram RMC e 24 (26%) pacientes obtiveram RMM
ap6s um periodo médio de 25 + 17 meses e mediana de 22 meses (variagdo: 3-71 meses) de
terapéutica com o MI. Dezesseis pacientes (32%) obtiveram RMC ou RMM em periodo
menor que 12 meses.

Um unico paciente (usudrio de drogas) ndo aderiu ao tratamento com o ML
Treze pacientes foram considerados resistentes ao MI, sendo um portador da mutagdo

T315I no dominio quinase do gene BCR-ABL.
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Tabela 8. Eficacia do mesilato de imatinibe em leucemia mieldide cronica

Resposta ao tratamento Numero de pacientes (%)
Hematol6gica completa 100 (100)
Sim 95 (95)
Nao avaliada 05 (5)
Tempo para RHC (mediana) 95 (100)
< 25 dias 45 (47)
> 25 dias 50 (53)
Citogenética 100 (100)
Completa 72 (72)
Parcial 11 (11)
Outras ou sem resposta 17 (17)
Tempo para RCC ou RCP (mediana) 83 (100)
< 9 meses 39 (47)
> 9 meses 44 (53)
Tempo para RCC ou RCP 83 (100)
< 12 meses 55 (66)
> 12 meses 28 (34)
Molecular 93 (100)
Completa 26 (28)
Maior 24 (26)
Sem resposta 43 (46)
Nao avaliados 07 (07)
Tempo para RMC ou RMM (mediana) 50 (100)
< 22 meses 26 (26)
> 22 meses 24 (24)
Tempo para RMC ou RMM 50 (100)
< 12 meses 16 (32)
> 12 meses 34 (68)

RCC, resposta citogenética completa; RCP, resposta citogenética parcial; RMC, resposta

molecular completa, RMM, resposta molecular maior.
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Resposta Hematologica
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dias desde o inicio do tratamento

Figura 14.Taxas de resposta hematoldgica dos 95 pacientes com leucemia mieldide cronica

em fase cronica precoce que puderam ser avaliados durante terapéutica com mesilato de

imatinibe

99



Resposta Citogenética Completa
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Figura 15. Taxas de resposta citogenética completa (A) (n= 72) e de resposta citogenética
completa ou parcial (B) (n= 83) de pacientes com leucemia mieldide cronica em fase

cronica precoce durante terapéutica com mesilato de imatinibe
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Resposta Molecular Completa ou Maior
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Figura 16.Taxas de resposta molecular completa (n= 26) ou maior (n= 24) de 93 pacientes
com leucemia mieldide cronica em fase cronica precoce que puderam ser avaliados durante

terapéutica com mesilato de imatinibe
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1.3. Toxicidade do mesilato de imatinibe

Dezenove (19%) de 100 pacientes apresentaram toxicidade ao MI (Tabela 9).

Os eventos adversos hematolégicos observados foram neutropenia e plaquetopenia.
Ja os eventos nao-hematoldgicos mais frequentes foram diarréia, erup¢do cutianea e
alteraca@o hepadtica associada ou nao a lesdes de pele. Com excecdo da ocorréncia de diarréia

(grau 2) em dois pacientes, a toxicidade atribuida ao MI foi predominantemente graus 3 e 4.

Tabela 9. Perfil de toxicidade do mesilato de imatinibe em leucemia mieldide cronica

Toxicidade Numero de pacientes (%)
Presente 19 (100)
Hematoldgica 10 (10)
Neutropenia 05 (05)
Plaquetopenia 05 (05)
N3ao hematolégica 09 (100)
Cutanea 03 (03)
Diarréia e cutianea 01 (01)
Hepatica e cutanea 05 (05)
Grau de toxicidade 100 (100)
Sem toxicidade 81 (81)
<2 02 (2)
3ed 17 (17)
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Vinte e quatro (24%) dos 100 pacientes analisados necessitaram redu¢do de dose,
suspensdo temporaria ou troca do MI por inibidor de tirosina quinase de segunda geracao
no decorrer do estudo devido a resisténcia primdria (n= 5) ou toxicidade (n= 19) ao
medicamento. Quatro individuos conseguiram retornar com o MI dando prosseguimento ao
estudo. Aqueles que necessitaram trocar a medicagao foram censurados da andlise.

Nao observamos associag¢do estatisticamente significativa entre o tipo e o grau de
toxicidade em relagdo ao tempo (+12 meses) para obtencdo da RCP e RCC (P=0,423). J4
para RMM e RMC observamos associacdo significativa (P=0,012), sendo que os pacientes

que apresentaram toxicidade ao MI alcangaram a RMC tardiamente.

1.4. Sobrevida livre de progressao

Ao término do estudo (92 meses), 94% dos pacientes estavam vivos e livres de
progressao da doenca (Figura 17).

Seis pacientes (6%) faleceram durante o periodo de avaliacdo sendo dois deles por
causas ndo relacionada a doenca de base, (sangramento do trato gastrointestinal e
assassinato), trés por progressdo da doenca para CB e um paciente devido a faléncia

hepatica.
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Sobrevida Livre de Progressao
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Figura 17.Taxas de sobrevida livre de progressdo de 100 pacientes com leucemia mieldide

cronica em fase cronica precoce durante terapéutica com mesilato de imatinibe.
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SLP similares foram identificadas em pacientes estratificados pelos indices de Sokal
isolados e agrupados. SLP de 84% em 82 meses, 97% em 82 meses e 83% em 92 meses
caracterizaram o0s grupos de pacientes de baixo, intermedidrio e  alto riscos,
respectivamente (P= 0,207) (Figura 18). As SLP de 84% em 82 meses e 90% em 92 meses
caracterizaram pacientes com baixo risco e riscos intermedidrio+alto (P= 0,463). Ja as SLP
de 88% em 82 meses e 83% em 92 meses caracterizaram pacientes com baixo
riscos+intermedidrio e alto risco (P= 0,9) (Figura 19). Duracdes similares de SLP foram
também observadas em pacientes estratificados por indices de Sokal isolados ou agrupados
(Tabela 10).

Similares SLP foram também identificadas em pacientes estratificados pelos indices
de Hasford isolados e agrupados. SLP de 85% em 82 meses, de 91% em 92 meses e de
90% em 71 meses caracterizaram pacientes de risco, intermedidrio e alto riscos,
respectivamente (P=0,9) (Figura 20). As SLP de 85% em 82 meses e 91% em 92 meses
caracterizaram pacientes com baixo risco e riscos intermedidrio+alto (P= 0,654). Ja as SLP
de 85% em 92 meses e 90% em 71 meses foram observadas em pacientes com riscos
baixo+intermedidrio e alto risco, respectivamente (P=0,796). (Figura 21). Duracdes
similares de SLP foram também observadas em pacientes estratificados por indices de

Hasford isolados ou agrupados (Tabela 11).
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Sobrevida Livre de Progressao versus Indice de Sokal
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40% -
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12 24 36 48 60 72 84 96

meses desde o inicio do tratamento

Figura 18. Taxas de sobrevida livre de progressao de 100 pacientes com leucemia mieldide
cronica em fase cronica precoce, estratificados pelos indices de Sokal baixo (==) (n= 40),

intermedidrio (==) (n= 32) e alto (==) (n= 28), durante terapéutica com mesilato de

imatinibe.
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Figura 19. Taxas de sobrevida livre de progressdo de 100 pacientes com leucemia miel6ide
cronica em fase cronica precoce, estratificados pelos indices de Sokal (A) baixo (==) (n=
40) versus intermediario e alto (==) (n= 60) e (B) baixo e intermediario (==) (n= 72) versus

alto (==) (n= 28), durante terapéutica com mesilato de imatinibe.
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Tabela 10. Duragdo da sobrevida livre de progressiao de pacientes com leucemia mieldide

cronica estratificados por indices de Sokal

fndice de Sokal N Eventos Duracao SLP
(progressao ou 6bito) (mediana em meses)
Baixo 40 (100) 2 43
Intermedidrio 32 (100) 1 41
Alto 28 (100) 4 42
Baixo 40 (100) 2 43
Intermediario+alto 60 (100) 5 42
Baixo+intermediario 72 (100) 3 43
Alto 28 (100) 4 42

N, namero de casos; SLP, sobrevida livre de progressdao. A SLP consiste no tempo
decorrido entre o inicio do tratamento e a progressdo da doenga ou morte por quaisquer

causas.
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Sobrevida Livre de Progressao versus Indice de Hasford
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Figura 20. Taxas de sobrevida livre de progressao de 100 pacientes com leucemia mieldide
cronica em fase cronica precoce, estratificados pelos indices de Hasford baixo (==) (n=49),

intermedidrio (==) (n=40) e alto (==) (n= 11), durante terapéutica com mesilato de

imatinibe.
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Sobrevida Livre de Progressao versus Indice de Hasford
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Figura 21. Taxas de sobrevida livre de progressao de 100 pacientes com leucemia mieldide
cronica em fase cronica precoce, estratificados pelos indices de Hasford (A) baixo (==) (n=
49) versus intermediario e alto (==) (n=51) e (B) baixo e intermediario (==) (n= 89) versus

alto (==) (n=11), durante terapé€utica com mesilato de imatinibe.
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Tabela 11. Duragdo da sobrevida livre de progressdao de pacientes com leucemia mieldide

cronica estratificados por indices de Hasford

indice de Hasford Eventos Duracao SLP
(SLP ou ébito) (mediana em meses)
Baixo 49 (100) 3 44
Intermediario 40 (100) 3 41
Alto 11 (100) 1 46
Baixo 49 (100) 3 44
Intermediario+alto 51 (100) 4 43
Baixo+intermediario 89 (100) 6 42
Alto 11 (100) 1 46

N, nimero de casos; SLP, sobrevida livre de progressio. A SLP consiste no tempo
decorrido entre o inicio do tratamento e a progressdo da doenca ou morte por quaisquer

causas.
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Observamos que pacientes que alcancaram RCC e RCP apresentaram maior SLP
quando comparados aos demais. SLP de 98% em 92 meses, 86% em 71 meses e 0% em 64
meses caracterizaram os grupos de pacientes com RCC, RCP e os que ndo alcangaram
resposta citogenética ou que alcangaram outras respostas citogenéticas, respectivamente
(P< 0,001). Ja SLP de 98% em 92 meses ¢ 38% em 71 meses foram observadas em
pacientes que obtiveram RCC e os demais, respectivamente (P<0,001) (Figura 22).

A SLP foi também maior em pacientes que obtiveram RMC e RMM do que
naqueles que ndo alcancaram resposta molecular. SLP de 95% em 81 meses, 100% em 92
meses ¢ 70% em 82 meses caracterizaram os grupos de pacientes com RMC, RMM e os
que ndo alcangaram resposta molecular, respectivamente (P= 0,062). J4 SLP de 97% em 92
meses e 70% em 82 meses foram observadas em pacientes que obtiveram RMC+RMM e os
pacientes que ndo conseguiram a resposta molecular, respectivamente (P= 0,021) (Figura

23).
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Sobrevida Livre de Progressao versus Resposta Citogenética
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Figura 22. Taxas de sobrevida livre de progressao de 100 pacientes com leucemia mieldide
cronica em fase cronica precoce, estratificados por resposta citogenética (A) completa (=)
(n=72), parcial (==) (n= 11) ou sem resposta citogenética (==) (n= 17) e (B) completa (=)

(n=72) versus (==)ndo completa (n=28), durante teraputica com mesilato de imatinibe.
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Sobrevida Livre de Progressao versus Resposta Molecular
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Figura 23. Taxas de sobrevida livre de progressdo de 93 pacientes com leucemia mieldide
cronica em fase cronica precoce estratificados por resposta molecular (A) completa (=)
(n= 26), maior (==) (n= 24) e sem resposta molecular (==) (n= 43) e (B) completa e maior
(==) (n= 50) versus (==) sem resposta (n= 43), durante terap€utica com mesilato de
imatinibe. Sete pacientes inseridos no estudo ndo foram avaliados quanto a resposta

molecular e ndo foram representados nesta figura.
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1.5. Sobrevida global

Ao término do estudo (92 meses), 94 dos nossos pacientes estavam vivos (Figura
24).

Similares SG foram identificadas em pacientes estratificados pelos indices de Sokal
isolados e agrupados. SG de 97% em 82 meses, 97% em 82 meses € 90% em 92 meses,
caracterizaram grupos de pacientes de baixo, intermedidrio e alto riscos, respectivamente
(P=0,652). SG 97% em 82 meses € 93% em 92 meses foram observados em pacientes de
baixo risco € em pacientes com riscos intermedidrio+alto, respectivamente (P=0,524). J4 as
SG de 97% em 82 meses e 90% em 92 meses foram observadas em pacientes de riscos
baixo+ intermedidrio e em pacientes de alto risco, respectivamente (P=0,365). Duracodes
similares de SG foram também observadas em pacientes dos trés grupos isolados de indices
de Sokal (Tabela 12).

Foram também similares as SG identificadas em pacientes estratificados pelos
indices de Hasford isolados e agrupados. SG de 95% em 82 meses, 93% em 92 meses e
100% em 71 meses, caracterizaram grupos de pacientes de baixo, intermedidrio e alto
riscos, respectivamente (P=0,752). SG 95% em 82 meses € 95% em 92 meses foram
observados em pacientes de baixo risco € em pacientes com riscos intermedidrio+alto,
respectivamente (P=0,938). Ja as SG de 94% em 92 meses e 100% em 71 meses foram
observados em pacientes de riscos baixo risco+intermedidrio e em pacientes de alto risco,
respectivamente (P=0,465). Duragdes similares de SG foram também observadas em

pacientes dos trés grupos isolados de indices de Hasford (Tabela 13).
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Sobrevida Global
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Figura 24. Taxa de sobrevida global dos 100 pacientes com leucemia miel6ide cronica em

fase cronica precoce durante terapéutica com mesilato de imatinibe.
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Tabela 12. Duragcdo da sobrevida global de pacientes com leucemia mieldide cronica

estratificados por indices de Sokal

Indice Sokal N Eventos Duracao SG
(()bito) (mediana em meses)
Baixo 40 (100) 1 43
Intermedidario 32 (100) 1 41
Alto risco 28 (100) 2 42
Baixo risco 40 (100) 1 43
Intermediario e alto 60 (100) 3 42
Baixo e intermediario 72 (100) 2 43
Alto risco 28 (100) 2 42

N, nimero de casos; SG, sobrevida global. A SG consiste no tempo decorrido entre o

diagndstico e o 6bito por quaisquer causas ou data da ultima avaliacdo clinica
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Tabela 13. Duracdo da sobrevida global de pacientes com leucemia mieldide cronica

estratificados por indices de Hasford

Indice Hasford N Eventos Tempo final (meses)
(Obito)
Baixo 49 (100) 2 44
Intermediario 40 (100) 2 41
Alto risco 11 (100) 0 46
Baixo risco 49 (100) 2 44
Intermediario e alto 51 (100) 2 43
Baixo e intermedidrio 89 (100) 4 42
Alto risco 11 (100) 0 46

N, nimero de casos; SG, sobrevida global. A SG consiste no tempo decorrido entre o

diagnéstico e o 6bito por quaisquer causas ou data da ultima avaliacdo clinica
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Observamos que pacientes que alcangaram RCC e RCP apresentaram maior SG do
que os demais. SG de 98% em 92 meses, 86% em 71 meses e 87% em 67 meses
caracterizaram os grupos de pacientes com RCC, RCP e os que ndo alcancaram resposta
citogenética ou que alcancaram outras respostas citogenéticas, respectivamente (P= 0,158).
Ja SG de 98% em 92 meses e 85% em 71 meses foram observadas em pacientes que
obtiveram RCC e os demais, respectivamente (P= 0,039) (Figura 25).

A SG foi também maior em pacientes que obtiveram RMC e em pacientes que
obtiveram RMM do que naqueles que ndo alcancaram resposta molecular. SG de 95% em
81 meses, 100% em 92 meses e 93% em 82 meses foram observadas em pacientes que
obtiveram RMC, RMM e nos demais, respectivamente (P=0,422). Entretanto, foram
similares as SG dos pacientes que alcancaram RMC e RMM (97% em 92 meses)

comparados aos demais (93% em 82 meses) (P=0, 264) (Figura 26).
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Sobrevida Global versus Resposta
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Figura 25. Taxas de sobrevida global de 100 pacientes com leucemia mieldide cronica em
fase cronica precoce estratificados por resposta citogenética (A) completa (==) (n= 72),
parcial () (n= 11) ou sem de resposta citogenética (=)
(n=17) e (B) completa (==) (n=72) versus nao completa (==) (n=28), durante terapéutica

com mesilato de imatinibe
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Sobrevida Global versus Resposta Molecular
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Sobrevida Global versus Resposta Molecular
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Figura 26. Taxas de sobrevida global de 93 pacientes com leucemia mieldide cronica em
fase cronica precoce estratificados por resposta molecular (A) completa (==) (n= 26), maior
(==) (n= 24) ou sem resposta molecular (==) (n= 43) e (B) completa ¢ maior (==) (n= 50)
versus (==) (n=43) durante terapéutica com mesilato de imatinibe. Sete pacientes inseridos

no estudo nao foram avaliados quanto a resposta molecular e ndo foram representados nesta

figura.
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2. Pacientes estratificados por genétipos do polimorfismo CYP3A4 A-290G

2.1. Polimorfismo CYP3A4 A-290G e aspectos clinicos

Nao foram observadas diferengas significativas entre as frequéncias dos genétipos
AA (metabolizador rdpido), AG (metabolizador intermediario) e GG (metabolizador lento)
do polimorfismo CYPIA4 A-290G em pacientes estratificados por idade, sexo e raca
(Tabela 14), indices hematimétricos (Tabela 15) ¢ indices de Sokal (Tabela 16) e¢ de

Hasford (Tabela 17).
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Tabela 14. Gendtipos do polimorfismo CYP3A4 A-290G em 100 pacientes com leucemia mieldide cronica e aspectos clinicos

Genotipos isolados

Genotipos combinados

AG

Varidvel AA GG Valor AA+AG GG Valor AA AG+GG Valor
ariave
70(70%) 13(13%) 17 (17 %) P 83(83%) 17 17%) P 70 (70%) 30(30%) P
Idade
Mediana 46,5 53,3 50,5 47,0 50,5 46,5 50,4
0,26 0,14 0,05
(variagdo) (17,9-73.5) (21,3-24,5) (24,5-79.,3) (17,9-24,5) (24,5-79,3) (17,9-73,5) (21,3-80,5)
< 65 anos 62 9 14 71 14 62 23
0,17 0,72 0,14
> 65 anos 8 4 3 12 3 8 7
OR (IC 95%) 3,38 (0,62-16,22) 1,26 (0,2-5,6) 2,34 (0,64-8,35)
Sexo
Masculino 37 8 9 45 9 37 17
0,91 1,00 0,83
Feminino 33 5 8 38 8 33 13
OR (IC 95%) 0,7 (0,16-2,73) 1,05 (0,32-3,42) 0,86 (0,33-2,2)
Raca
Caucasoéide 84 61 14 70 84 23
Negroide 16 9 4 3 13 4 1 7
OR (IC 95%)

n, nimero de casos; AA, gendtipo selvagem (metabolizador rdpido); AG, genétipo heterozigoto (metabolizador intermedidrio); GG,

genotipo variante (metabolizador lento); OR, razdo das chances; *; ajustada por idade, sexo e raga; IC 95%, intervalo de confiancga de

95%. Testes de Wilcoxon, Fisher e Kruskal-Wallis.
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Tabela 15. Gendtipos do polimorfismo A-290G do gene CYP3A4 em 100 pacientes estratificados por indices hematimétricos

Genotipos isolados

Genoétipos combinados

Varidvel n AA AG GG AA+AG AG+GG
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Hemoglobina (g/dL)

Mediana (variagio) 100 11,5 (5,9-15,7) 12,5 (1,02-15,3) 11,6 (5,1-15,8) 12 (5,9-15,7) 11,9 (5,1-15,8)
<12 63 45 (71,4) 6(9,5) 12 (19,0) 51(81,0) 18 (28,6)
212 37 25 (67,56) 7 (18,9) 5(13,5) 32 (86.,4) 12 (32,4)

P valor 0,22 0,17 0,36

Leucécitos (x10°/L)

Mediana (variagio) 10 111,75 (6,6-659,0) 94,4 (27,7-2750)  113,8(26,9-483,6) 1112 (6,6-659,0)  106,2 (26,9-483,6)
<10x10” 44 30 (68.2) 8 (18.2) 8 (18.,2) 38 (86.,4) 16 (36,4)
=10x10” 56 40 (71,4) 6 (10,7) 10 (17.,9) 46 (10,7) 16 (28,6)

P valor 0,74 0,29 0,50

Plaquetas (x10°/L)

Mediana (variagio) 100 377,5 (111,9-1163,0) 431 (129,0-1268,0) 355 (141,0-1179,0) 378 (11,9-1268,0) 373 (129,0-1268,0)
<450.000 63 44 (69,84) 8 (61,53) 10 (58.82) 52 (82,5) 19 (30,15)
= 450.000 37 26 (41,26) 5 (38,46) 7 (41,17) 31 (49,20) 11 (17,46)

P valor 0,93 0,47 0,59

n, ndmero de casos; AA, gendtipo selvagem (rdpido); AG, gendtipo heterozigoto (intermedidrio); GG, gendtipo variante (lento).
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Tabela 16.Gen6tipos do polimorfismo CYP3A4 A-290G em 100 pacientes com leucemia mieldide cronica e indices de Sokal

Genotipos isolados

, AA AG GG Valor
Indice Sokal
n (%) n (%) n (%) P

Baixo 30 5 5
Intermediario 23 6 3 0,15
Alto 17 2 9
Baixo 30 5 5

0,63
Intermediario e alto 40 8 12
OR* (IC 95%)
Baixo e intermediario 53 11 8

0,05
Alto 17 2 9

OR* (IC 95%)

n, ndmero de casos; AA, genétipo selvagem (metabolizador rdpido); AG, gendtipo heterozigoto (metabolizador intermedidrio); GG,
genotipo variante (metabolizador lento); OR, razdo das chances; *; ajustada por idade, sexo e raca; IC 95%, intervalo de confianga de

95%. Testes de Wilcoxon, Fisher e Kruskal-Wallis.
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Tabela 17.Gen6tipos do polimorfismo CYP3A4 A-290G em 100 pacientes com leucemia mieldide cronica e indices de Hasford

Genotipos isolados

, AA AG GG Valor
Indice Hasford
n (%) n (%) n (%) P

Baixo 39 7 4
Intermedidrio 26 5 9 0,14
Alto 6 1 4
Baixo 38 7 4

0,07
Intermediario e alto 32 6 13
OR* (IC 95%)
Baixo e intermediario 64 12 13 0.17
Alto 6 1 4 '

OR* (IC 95%)

n, nimero de casos; AA, gendtipo selvagem (metabolizador rdpido); AG, gendtipo heterozigoto (metabolizador intermedidrio); GG,
gendtipo variante (metabolizador lento); OR, razdo das chances; *; ajustada por idade, sexo e raca; IC 95%, intervalo de confianca de

95%. Testes de Wilcoxon, Fisher e Kruskal-Wallis.
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2.2. Polimorfismo CYP3A4 A-290G e eficacia do mesilato de imatinibe

Dos 100 pacientes incluidos no estudo, 95 obtiveram RHC e cinco ndo puderam ser
avaliados. Todos os pacientes com os gendtipos AA, AG e GG, isolados e agrupados
obtiveram RHC (Figuras 27 e 28). Os tempos necessarios para obtencdo de RHC em
pacientes dos trés grupos foram também similares (Tabela 18).

Nove pacientes (AA, n= 6; AG , n= 1; GG, n= 2) perderam RHC apds duracao
mediana de 406 dias (variacdo: 62-938 dias). Destes, quatro (AA, n=3 e AG, n=1)
progrediram para as fases avancadas da doenga. Os demais conseguiram restabelecer a

RHC ap6s ajustes na dose do MI.
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Resposta Hematologica versus CYP3A4
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Figura 27. Taxas de resposta hematolégica em 95 pacientes com leucemia mieldide
cronica em fase cronica precoc, estratificados por genodtipos homozigoto selvagem AA,
(metabolizador normal) (==) (n= 66), heterozigoto AG (metabolizador intermedidrio) (=)
(n= 13) e homozigoto variante GG (metabolizador lento) (==) (n= 16) do polimorfismo
CYP3A4 A-290G, durante terapéutica com mesilato de imatinibe. Cinco pacientes inseridos
no estudo ndo foram avaliados quanto a resposta hematoldgica e ndo foram representados

nesta figura.
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Resposta Hematologica versus CYP3A4
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Figura 28. Taxas de resposta hematolégica em 95 pacientes com leucemia mieldide
crOnica em fase cronica precoce, estratificados por genétipos (A) homozigoto selvagem AA
e heterozigoto AG (==) (n= 79) versus homozigoto variante GG (==) (n= 16) e (B)
homozigoto selvagem AA (==) (n= 66) versus heterozigoto AG e homozigoto variante GG
(==) (n= 29) do polimorfismo CYP3A4 A-290G, durante terap€utica com mesilato de
imatinibe. Cinco pacientes inseridos no estudo ndo foram avaliados quanto a resposta

hemaoldgica e ndo foram representados nesta figura.
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Tabela 18. Gend6tipos do polimorfismo CYP3A4 A-290G em 100 pacientes com leucemia

mieldide cronica e tempo para alcangar resposta hematolégica.

Tempo
Genoétipo N Eventos Valor P
(mediana em dias)

AA 66 66 25 referéncia
AG 13 13 21 0,47
GG 16 16 28 0,17
AA+AG 79 79 22 referéncia
GG 16 16 28 0,13
AA 66 66 25 referéncia
AG+GG 29 29 25 0,50

N, nimero de casos; AA, gendtipo selvagem (metabolizador normal); AG, gendtipo
heterozigoto (metabolizador intermedidrio); GG, genétipo variante (metabolizador lento);

RHC, resposta hematolégica completa; IC intervalo de confiancga.
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As taxas das respostas citogenética, molecular e toxicidades associadas ao
polimorfismo CYP3A4 -290A>G estdo apresentados na Figura 29.

As RCC e RCP foram obtidas em 72 e 11 pacientes, respectivamente, com mediana
de nove meses. Cinquenta e cinco pacientes obtiverma RCC ou RCP em periodo menor que
12 meses e vinte e oito pacientes em periodo maior ou igual a 12 meses.

Frequéncias similares de RCC foram observadas em pacientes estratificados pelos
gendtipos do polimorfismo CYP3A4 A-209G, isolados e agrupados (Figuras 30 e 31).
Frequéncias similares de RCC ou RCP foram observadas em pacientes estratificados pelos
gendtipos do polimorfismo CYP3A4 A-209G, isolados e agrupados (Figuras 32 e 33).

Os tempos necessarios para obten¢do de RCC isolada e de RCC combinada a RCP
em pacientes dos trés grupos foram também similares (Tabela 19).

Dos pacientes que alcancaram resposta citogenética, cinco (AA, n= 4; GG, n= 1)
perderam a RCC ou RCP ap6s uma duragdo mediana de sete meses (variacdo: 5-26).

Proporcdes similares de pacientes estratificados pelos gendtipos distintos do
polimorfismo CYP3A4 A-209G alcancaram resposta citogenetica precoce antes € apos doze

meses (Tabela 20).
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no estudo
N=100

Tratamento com MI ]
RCP+RCC SRC RMM+RMC
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H
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Figura 29. Diagrama de fluxo das taxas de respostas citogenética, molecular e toxicidades associadas ao polimorfismo CYP3A4 A-290G
N, nimero de casos; AA, gendtipo selvagem; AG, gendtipo heterozigoto; GG, gendtipo variante; RCC, resposta citogenética completa

RCP, resposta citogenética parcial; SRC, sem resposta citogenética RMM, resposta molecular maior; RMC, resposta molecular

completa;; SRM, sem resposta molecular; H, hematolégica; NH, ndo hematolégica; N/A, ndo avaliado
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Resposta Citogenética Completa versus CYP3A4
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Figura 30. Taxas de resposta citogenética completa em 100 pacientes com leucemia mieldide
cronica em fase crOnica precoce, estratificados por gendtipos homozigoto selvagem AA
(metabolizador normal) (==) (n= 70), heterozigoto AG (metabolizador intermedidrio) (=)
(n= 13) e homozigoto variante GG (metabolizador lento) (=)

(n=17) do polimorfismo CYP3A4 A-290G, durante terapéutica com mesilato de imatinibe.

133



Resposta Citogenética Completa versus CYP3A4
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Figura 31. Taxas de resposta citogenética completa em 100 pacientes com leucemia
mieléide cronica em fase cronica precoce, estratificados por genétipo (A) homozigoto
selvagem (AA) e heterozigoto (AG) (==) (n= 83) versus homozigoto variante (GG) (==) (n=
17) e (B) homozigoto selvagem (AA) (==) (n= 70) versus heterozigoto e homozigoto
variante (GG) (==) (n= 30) do polimorfismo CYP3A4 A-290G, durante terapéutica com
mesilato de imatinibe.

134



Resposta Citogenética Completa ou Parcial versus CYP3A4
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Figura 32. Taxas de resposta citogenética completa ou parcial em 100 pacientes com
leucemia mieldide cronica em fase cronica precoce, estratificados por gendtipos
homozigoto selvagem AA (metabolizador normal) (==) (n= 70), heterozigoto AG
(metabolizador intermedidrio) (==) (n=13) e homozigoto variante GG (metabolizador lento)
(==) (n= 17) do polimorfismo CYP3A4 A-290G, durante terapéutica com mesilato de

imatinibe.
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Resposta Citogenética Completa+Parcial versus CYP3A4 A-290G
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Resposta Citogenética Completa+Parcial versus CYP3A4A-290G
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Figura 33.Taxas de resposta citogenética completa ou parcial em 100 pacientes com
leucemia mieldide crénica em fase crOnica precoce, estratificados por gendtipos (A)
homozigoto selvagem AA e heterozigoto AG (==) (n= 83) versus homozigoto variante GG
(==) (n= 17) e (B) homozigoto selvagem AA (==) (n= 70) versus heterozigoto e
homozigoto variante GG (==) (n= 30) do polimorfismo CYP3A4 A-290G, durante

terapéutica com mesilato de imatinibe.
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Tabela 19. Gend6tipos do polimorfismo CYP3A4 A-290G em 100 pacientes com leucemia mieldide cronica e tempo para alcancar

resposta citogenética.

Gendtipo N fotal Eventos Tempo RCC Valor P Eventos Tempo RCC+RCP Valor P
(RCO) (mediana em meses) (RCC+RCP)  (mediana em meses)

AA 70 53 12 referéncia 61 9 referéncia
AG 13 7 11 0,97 8 9 0,79
GG 17 12 23 0,17 14 12 0,13
AA+AG 83 60 11 referéncia 69 9 referéncia
GG 17 12 23 0,16 14 12 0,13
AA 70 53 12 referéncia 61 9 referéncia
AG+GG 30 19 18 0,26 22 11 0,18

N, nimero de casos; AA, gendtipo selvagem; AG, genétipo heterozigoto; GG, gendtipo variante; RCC, resposta citogenética

completa; RCP, resposta citogenética parcial.
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Tabela 20. As propor¢cdes de respostas citogenética completa ou parcial obtidas em
periodos menor ou maior ou igual a doze meses por pacientes estratificados por gendtipos

do polimorfismo CYP3A4 A-290G

Gendétipo RCC + RCP < ou > 12 meses OR (IC 95%) Valor P
AA 40/21
AG 07/01 0,37
GG 08/06
AA+AG 47/22
1,59 (0,4-5,99) 0,54
GG 08/06
AA 40/21
10,89 (0,26-2,78) 1,00
AG+GG 15/07

AA, gendtipo selvagem (metabolizador normal); AG, gendtipo heterozigoto (metabolizador
intermedidrio); GG, gendtipo variante (metabolizador lento); RCC, resposta citogenética
completa; RCP, resposta citogenética parcial; OR, razdo das chances; IC 95%, intervalo
de confianca de 95%. Critérios de reposta citogenética aos 12 meses: RCC (auséncia de

metafases Ph+), RCP (1%-35% de metéafases Ph+) ou falha (ndo atingir Ph+> 35%).
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Cinquenta dos nossos pacientes obtiveram resposta molecular, sendo que 26 (28%)
alcancaram RMC e 24 (26%) RMM. Dezesseis pacientes obtiveram RMC ou RMM em
periodo menor que 12 meses e trinta e quatro pacientes em periodo maior ou igual a 12
meses.

Frequéncias similares de RMC ou RMM foram observadas em pacientes
estratificados pelos genétipos do polimorfismo CYP3A4 A-209G isolados e agrupados
(Figuras 34 e 35).

Intervalos similares de tempo foram necessarios para que pacientes de cada grupo
pudessem alcangar resposta molecular (Tabela 21).

Proporcoes similares de pacientes estratificados pelos genétipos distintos do
polimorfismo CYP3A4 A-209G alcancaram resposta molecular precoce antes e apds doze

meses (Tabela 22).
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Resposta Molecular Completa + Maior
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80% -
60% -
= A A (Referéncia)
40% — AG - RR=1,68 (0,58-4,88) - P=NS
=— GG - RR= 1,28 (0,65- 2,52) - P=NS
20% - | |
P=NS
- I’H Testederazao de verossimilhanga
(—IJ_" Modelo de Cox de riscos proporcionais
0 12 24 36 48 60 72 84

meses desde o inicio do tratamento

Figura 34. Taxas de resposta molecular completa ou maior em 93 pacientes com leucemia
mieldide cronica em fase crénica precoce, estratificados por gendtipos homozigoto
selvagem AA (metabolizador rdpido) (==) (n= 64), heterozigoto AG (metabolizador
intermedidrio) (==) (n= 12) e homozigoto variante GG (metabolizador lento) (==) (n= 17)
do polimorfismo CYP3A4 A-290G, durante terap€utica com mesilato de imatinibe. Sete
pacientes inseridos no estudo nao foram avaliados quanto a resposta molecular e ndao foram

representados nesta figura.
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Resposta Molecular Completa ou Maior versus CYP3A4
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Resposta Molecular Completa ou Maior versus CYP3A4
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Figura 35. Taxas de resposta molecular completa ou maior em 93 pacientes com leucemia
mieldide cronica em fase crOnica precoce, estratificados por genétipos (A) homozigoto
selvagem (AA) e heterozigoto (AG) (==) (n= 76) versus homozigoto variante (GG) (==) (n=
17) e (B) homozigoto selvagem (AA) (==) (n= 64) versus heterozigoto e homozigoto
variante (GG) (=) (n= 29) do polimorfismo CYP3A4 A-290G, durante terapéutica com
mesilato de imatinibe. Sete pacientes inseridos no estudo niao foram avaliados quanto a

resposta molecular e ndo foram representados nesta figura.
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Tabela 21.Gen6tipos do polimorfismo CYP3A4 A-290G em 100 pacientes com leucemia mieldide cronica e tempo para alcancar

resposta molecular.

Eventos Tempo para RMC+RMM
Genétipo N Valor P
(RMC + RMM) (mediana em meses)

AA 64 35 38 referéncia
AG 12 04 27 0,34
GG 11 11 29 0,48
AA+AG 76 39 37 referéncia
GG 17 11 29 0,55
AA 64 35 38 referéncia
AG+GG 29 15 29 0,32

AA, gendtipo selvagem (metabolizador normal); AG, genétipo heterozigoto (metabolizador intermedidrio); GG, gendtipo

variante (metabolizador lento); RMC, resposta molecular completa; RMM, resposta molecular maior.
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Tabela 22. Propor¢des de respostas molecular completa ou maior obtidas em periodos
menor ou maior que doze meses por pacientes estratificados por genétipos do polimorfismo

CYP3A4 A-290G.

Gendétipo RMC+RMM < ou > 12 meses OR (IC 95%) Valor de P
AA 09/26
AG 02/02 0,32
GG 05/06
AA+AG 11/28

0,48 (0,10-2,42) 0,30
GG 05/06
AA 09/26

0,40 (0,09-1,71) 0,19
AG+GG 07/08

AA, genétipo selvagem (metabolizador normal); AG, genétipo heterozigoto (metabolizador
intermedidrio); GG, gendtipo variante (metabolizador lento); RMC, resposta molecular
completa; RMM, resposta molecular maior; OR, razdo das chances; IC 95%, intervalo de

confianc¢a de 95%.
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2.3. Polimorfismo CYP3A4 A-290G e toxicidade do mesilato de imatinibe

Nao observamos diferencas de toxicidades hematoldgica e ndao hematoldgica
associadas aos diferentes gendtipos isolados e agrupados do polimorfismo CYP3A4
A-290G (Tabela 23).

Dezenove (19%) pacientes experimentaram efeitos toxicos ao tratamento. Dos
pacientes com toxicidade hematolégica (n= 10), cinco eram portadores do genétipo
homozigoto selvagem (AA, metabolizador normal), um heterozigoto (AG, metabolizador
intermedidrio) e quatro homozigotos variantes (GG, metabolizador lento). As toxicidades
apresentadas na maioria dos casos foram neutropenia
(< 0,5x10°/L) e trombocitopenia (< 10,0x10°/L) de graus 3 e 4.

A maioria dos pacientes com toxicidades ndo hematoldgicas (n= 9) apresentaram
mais de um efeito adverso, cujas frequéncias em ordem decrescente foram as seguintes:
elevacdo das transaminases, hiperbilirrubinemia, alteracdes de pele e do trato
gastrintestinal. Estes efeitos foram dos graus 3 e 4 predominantemente. Seis desses
pacientes eram homozigotos selvagens (AA), um heterozigoto (AG) e dois homozigotos

variantes (GG).
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Tabela 23.Toxicidades ao mesilato de imatinibe em 100 pacientes com leucemia mieldide cronica estratificados por genétipos do

polimorfismo CYP3A4 A-290G.

Genotipos isolados

Genoétipos combinados

Varidvel AA AG GG AA+AG GG AA AG+GG
n n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Toxicidade
Sem toxicidade 81 59 11 11 70 11 59 22
Hematoldgica 10 5(26,3) 1(1,6) 4 (21,0) 6 (31,5) 4 (21,0) 5(26,3) 5(26,3)
Nio hematolégica 9 6 (31,5) 1(1,6) 2 (10,5) 7 (36,8) 2 (10,5) 6 (31,5) 3 (15,8)
Valor de P 0,28 0,09 0,27
Grau toxicidade
Sem toxicidade 81 59 11 11 70 11 59 22
<2 2 (22,2) 2 (22,2) 0 (0,0) 0 (0,0) 2(22,2) 0 (0,00) 2(22,2) 0 (0,00)
3e4d 7(77,7) 9 (100) 2(22,2) 6 (66,6) 11 (12,2) 6 (66,6) 9 (100,0) 8 (88,8)
Valor de P 0,26 0,12 0,22

AA, gendtipo selvagem (metabolizador normal); AG, gendtipo heterozigoto (metabolizador intermedidrio); GG, gendtipo variante

(metabolizador lento); hematoldgica (anemia, neutropenia e plaquetopenia); nao hematoldgica (alteracdes hepatica, de pele e trato

gastrointestinal).
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2.4. Polimorfismo CYP3A4 A-290G e sobrevidas livre de progressao e global

Observamos que os pacientes com genotipo heterozigoto AG apresentaram tendéncia
a menor SLP do que os demais (Tabela 24). SLP de 86% em 92 meses, 85% em 46 meses
e 94% em 82 meses foram observadas em pacientes com o gendtipo AA, AG e GG,
respectivamente (Figura 36). SLP similares foram observados em pacientes com o0s
genotipos AA+AG (85% em 92 meses) versus GG (94% em 82 meses) e AA (86% em 92
meses) versus AG+GG (98% em 82 meses) (Figura 37).

Também observamos menor SG em pacientes com o gendtipo heterozigoto AG do
que em pacientes com os outros gendtipos do polimorfismo CYP3A4 A-209G
(Figura 38). Similares SG foram observados em pacientes com os genétipos AA+AG (93%
em 92 meses) versus GG (100% em 82 meses) e AA (96% em 92 meses) versus AG+GG
(93% em 82 meses) (Figura 39).

Ao final do estudo, seis pacientes foram a 6bito. Trés eram homozigotos selvagem
AA, dois heterozigotos AG e um homozigoto variante GG. Desta forma, 94% dos pacientes
se mantiveram vivos durante os 92 meses de acompanhamento. Os dbitos aconteceram apés
0 46° més de tratamento com o MI. Dois destes pacientes ja haviam manifestado resisténcia

secunddria ao tratamento e progressao para CB.
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Sobrevida Livre de Progressao versus CYP3A4
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meses desde o inicio do tratamento

Figura 36. Sobrevida livre de progressao de 100 pacientes com leucemia mieldide cronica
em fase cronica precoce, estratificados por genétipos homozigoto selvagem (AA) (==) (n=
70), heterozigoto (AG) (==) (n= 13) e homozigoto variante (GG) (=)
(n=17) do polimorfismo CYP3A4 A-290G, durante terapéutica com mesilato de imatinibe.
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Sobrevida Livre de Progressao versus CYP3A4
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Sobrevida Livre de Progressao versus CYP3A4
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Figura 37. Sobrevida livre de progressao de 100 pacientes com leucemia miel6ide cronica
em fase crOnica precoce, estratificados por gendtipos (A) homozigoto selvagem (AA) e
heterozigoto (==) (n= 83) versus homozigoto variante (GG) (==) (n= 17) e (B) homozigoto
selvagem (AA) (n= 70) versus heterozigoto (AG) e homozigoto variante (GG) (==) (n= 30)

do polimorfismo CYP3A4 A-290G, durante terapéutica com mesilato de imatinibe.
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Sobrevida Global versus CYP3A4
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Figura 38. Sobrevida global de pacientes com leucemia mieldide cronica em fase cronica
precoce, estratificados por genétipos homozigoto selvagem (AA) (==) (n=70), heterozigoto
(AG) (==) (n= 13) e homozigoto variante (GG) (==) (n= 17) do polimorfismo CYP3A4 A-

290G, durante terapéutica com mesilato de imatinibe.

149



Sobrevida Global versus CYP3A4
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Sobrevida Global versus CYP3A4
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Figura 39. Sobrevida global de pacientes com leucemia mieléide cronica em fase cronica
precoce, estratificados por gendtipos (A) homozigoto selvagem (AA) (==) e heterozigoto
(AG) (n= 83) versus homozigoto variante (GG) (==) (n= 17) e (B) homozigoto selvagem
(AA) (==) (n= 70) versus heterozigoto e homozigoto variante (GG) (==) (n= 30) do

T T T
12 24 36 48 60 72 84 96
meses desde o inicio do tratamento

polimorfismo CYP3A4 A-290G, durante terapéutica com mesilato de imatinibe.
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Tabela 24.Sobrevida de 100 pacientes com leucemia mieloide crdnica tratados com mesilato de imatinibe e estratificados por

genétipos do polimorfismo CY3A4 A-290G

Genétipo N Eventos Tempo SLP RR Valor P Eventos Tempo SG RR Valor P
(SLP) (mediana em meses) (SG) (mediana em meses)
AA 70 4 44 referéncia  referéncia 2 44 referéncia referéncia
AG 13 2 12 6,4 0,05 2 12 11,8 0,02
GG 17 1 48 1,0 0,99 0 48 0,0 1,00
AA+AG 83 6 38 referéncia  referéncia 4 38 referéncia referéncia
GG 17 1 48 0,7 0,77 0 48 0,0 1,00
AA 70 4 44 referéncia  referéncia 21 44 referéncia referéncia
AG+GG 30 3 40 2,3 0,30 2 40 2,5 0,37
AA, genétipo selvagem (metabolizador normal); AG, gendtipo heterozigoto (metabolizador intermedidrio); GG, genétipo variante

(metabolizador lento); SLP; sobrevida livre de progressao; SG; sobrevida global; RR; risco relativo.
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DISCUSSAO

A leucemia mieldide cronica (LMC) é uma neoplasia hematoldgica causada pela
presenca do gene hibrido BCR-ABL oriundo da translocagdo cromossOmica t(9;22)
(q34;q11), que surge ap6s a fusdo de parte dos cromossomos 9 e 22. O oncogene BCR-ABL
leva a producdo da proteina Ber-Abl, com atividade tirosina quinase relacionada com a
proliferacdo de leucdcitos (LICHTMAN & LIESVELD, 2001).

O fato da proteina Ber-Abl ser essencial para a transformacdo leucémica fez com
que indmeros estudos fossem conduzidos para obter medicamentos capazes de impedir sua
acdo e, desta forma, inibir a proliferacdo do clone leucémico (DAGHER et al., 2004;
COHEN et al., 2005).

Embora sejam inequivocos os efeitos do MI na terapéutica de portadores de LMC
(BRASIL — DOU, 2008), sao poucas as publicagdes de estudos sistematizados realizados
com o fdrmaco em individuos da nossa populagdo. Por outro lado, ja é bem estabelecido
que a eficdcia ou a toxicidade do MI € maior em alguns pacientes do que outros e que ha
pacientes resistentes ou intolerantes ao farmaco (HOCHHAUS, 2007; PICARD et al.,
2007; QUINTAS-CARDAMA et al., 2007).

Diante da necessidade de se conhecer a eficdcia e toxicidade do MI em pacientes do
nosso meio, este constituiu o objetivo inicial do presente estudo. Outro objetivo essencial
foi o de identificar fatores preditivos de resposta ao fairmaco. Optamos por investigar o
papel do polimorfismo CYP3A4 A-290G na resposta terapéutica, no padrdo de toxicidade e

na sobrevida dos pacientes em fase cronica ao diagndstico.
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Observamos que a mediana de idade ao diagndstico de nossos pacientes foi de 48
anos, menor do que a de pacientes incluidos em publica¢des da Organizacdo Mundial da
Saide (VARDIMAN et al, 2008). No entanto, casuisticas nacionais mostram que a
mediana de idade desses pacientes no Brasil é, no minimo, dez vezes menor que a
encontrada na literatura internacional (BORTOLHEIRO & CHIATTONE, 2008). Uma
hipdtese seria o fato da expectativa de vida nos paises em desenvolvimento ser bem menor
do que em paises onde o estudo IRIS (International Randomized Interferon versus STIS71)
foi realizado. D4 suporte a nossa hipétese, o fato de que a idade mediana em outros paises
subdesenvolvidos, como a China, é de 49 anos e, portanto, similar aquela observada em
nosso pacientes (KANTARIJIAN et al., 2002; WANG et al., 2010).

A distribui¢ao dos pacientes por sexo mostrou um discreto predominio da doenga
em pacientes do sexo masculino em relacdo aos do sexo feminino (relacdo= 1,2:1),
conforme relatado na literatura (PASQUINI ez al., 2001).

Nossos casos ocorreram predominantemente em caucasianos, conforme descricao
prévia (WANDEL et al., 2000; CAVALLI et al., 2001; VAN ERP et al., 2007). Entretanto,
vale comentar que a diferenciacdo entre caucasdide e negréide no nosso estudo foi
realizada de forma subjetiva baseada somente na cor da pele. Ainda, tendo em vista a
mistura étnica da populacdo brasileira, ocasionada pela origem tri-hibrida (europeia,
africana e amerindia) e continuos fluxos migratérios (SUAREZ-KUTZ, 2010), nao
podemos afirmar com certeza a etnia de individuos incluidos em nosso estudo.

Os valores medianos pré-tratamento de hemoglobina (11,8 g/dL versus 12,5 g/dL) e
de leucdcitos (11.200/uL versus 21.000/uL) em nossos pacientes foram menores do que os

observados em pacientes de estudo de fase II conduzido por KANTARIJIAN et al. (2002).

153



Em contraste, a mediana do ndmero de plaquetas (378.000 versus 303.000) e a
porcentagem de esplenomegalia maior de 10 cm a partir do rebordo costal (24% versus 2%)
em nosso estudo foram maiores do que as observadas em pacientes incluidos no estudo de
KANTARIIAN et al. (2002). E possivel que estes dados reflitam que nossos pacientes
podem ser diagnosticados com doenga mais avancadas, em decorréncia de dificuldades de
acesso a servicos médicos. Por outro lado, nossos resultados de pacientes com LMC foram
muito semelhantes aos obtidos em pacientes com LMC de uma instituicdo de saide do
Reino Unido (Hb: 11,6 g/dL; leucdcitos: 14.000/pL; plaquetas: 393.000 e esplenomegalia:
25,5%) (LAVALLADE et al., 2008).

Cerca de 60% e 51% dos nossos pacientes apresentaram indices Sokal e Hasford de
riscos intermedidrio e alto, respectivamente, cujas taxas foram maiores do que as
observadas em outros paises (28-34% e 5-7%, respectivamente) (KANTARIJIAN et al.,
2003; CERVANTES et al.,2010).

Tanto o risco de Sokal como o de Hasford predizem a resposta citogenética
(O'BRIEN ef al., 2003), mas apenas o indice de Sokal esta relacionado a resposta
molecular e sobrevida dos pacientes tratados com o MI (BACCARANI et al., 2006).
Pacientes com riscos baixo, intermedidrio e alto que atingem resposta citogenética em 12
meses tem probabilidade de 97%, 94% e 90% de sobrevida, respectivamente (SOUZA et
al.; 2012).

Observamos que a maioria dos rearranjos dos genes BCR-ABL foram dos tipos b2a2
e b3a2, conforme relatado em outras populacdes (CERVANTES et al., 2010).

As frequéncias observadas para os polimorfismos CYP3A4 -290A>G foram de 70%,

13% e 17% para os gendtipos AA, AG e GG, respectivamente. Infelizmente a distribui¢do
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genotipica observada foi diferente da esperada de acordo com o equilibrio de Hardy-
Weinberg (HW).

A frequéncia do alelo mutado do polimorfismo CYP3A4 -290A>G difere em
individuos de distintas etnias, sendo observada entre 2,8-9,6% em caucasianos, 69-81% em
africanos, 48-67% em afro-americanos e estando ausente na populacdo asidtica
(KESHAVA, 2004; TAYEB, 2002; REYES-HERNANDEZ et al., 2004). Ja a frequéncia
observada em um unico estudo conduzido na populagdo brasileira foi de 13,3%
demonstrando ser maior que aquela observada em individuos brancos nos Estados Unidos
(P=0,0021) (CAVALLI et al., 2001).

Uma explicacdo plausivel para as diferencas nas distribuicdoes de gendtipos e de
alelos do polimorfismo CYP3A4 -290A>G entre os estudos € a variacdo de composi¢io
étnica das populacdes estudadas e da miscigenacdo de individuos. A miscigenacdo de
subgrupos étnicos entre duas ou mais populacdes favorecem a "ligacao" entre loci distantes
normalmente independentes e conferem frequéncias préprias de determinados gendtipos
(SHAM, 1997).

As frequéncias dos genétipos distintos do polimorfismo CYP3A4 -290A>G em
nossos casos esteve entre as observadas em euro-americanos, o que pode indicar a
miscigenacdo racial existente em nosso pais (KITTLES, et al.,2002; SUAREZ-KUTRZ,
2010). E evidente que foram incluidos neste estudo um pequeno nimero de casos de uma
Unica regido do pais e, portanto, nossos resultados sdo insuficientes para possibilitar
conclusdes consistentes sobre o assunto. Estudos adicionais com nuimero maior de
individuos representantes das diferentes regides do pais sdo necessdrios para estabelecer a
frequéncia real dos genétipos distintos do polimorfismo -290A>G do gene CYP3A4 no

Brasil.
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O tempo mediano entre o diagndstico da doenga e o inicio da terapia com o MI foi
de 61 dias. Esta informacdo foi coletada considerando que o tratamento € mais eficaz em
pacientes em fase cronica recém-diagnosticada (DRUKER et al., 2001; KANTARJIAN
et al., 2002). Visto que o inicio do tratamento com o MI logo apds o diagndstico (precoce)
pode diferir do tratamento iniciado apds 24 meses de tratamento prévio com a-IFN (tardia),
em relacdo a toxicidade e eficdcia. O tratamento precoce reduz o risco de efeitos adversos
graus [ e [l em 52% e graus Il e IV em 81 (SOUZA et al., 2012).

No tratamento precoce hd aumento de RCC de 16%, reducdo de risco de recorréncia
em 2% e aumento na SLP de 15%. O tratamento precoce aumenta a probabilidade de RMM
em 20%, e aumenta a probabilidade de manutencdo da resposta em 30 meses em 36%, em
comparacdo ao tratamento tardio. Apds um ano de tratamento com MI a probabilidade de
perda ou de ndo atingir a resposta molecular € 58% menor nos pacientes tratados
precocemente (SOUZA et al., 2012).

A respeito da eficdcia do tratamento com o MI, nossos pacientes alcangaram uma
taxa de 100% de RHC, 85% de RCC e 85% RMM ou RMC. Estes dados sio semelhantes
aos obtidos no estudo IRIS (International Randomized Interferon versus STI571) ao final
de cinco anos de seguimento de pacientes, no qual foram observadas taxas de respostas de
98% para RHC, 82% para RCC, 66% de RMM e 12% de RMC (HOCHHAUS et al., 2009).

Quando analisamos o tempo de obtengdo da RCP+RCC em relagdo a presenga e
grau de toxicidade, ndo obtivemos diferencgas estatisticas significativas no que se refere a
menor progressdo para as fases avancadas da doenca (P=0,528 e P=0,709) em relacdo
aqueles pacientes que ndo apresentaram toxicidade ao MI. Ja para as RMM+RMC os
resultados foram significantes tanto para presenga quanto para o grau de toxicidade

(P=0,012 e P=0,014).
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A RMM e RMC foram obtidas em 54%, dos pacientes, cujas taxas de SLP e SG
foram de cerca de 92% em 40 e 42 meses, respectivamente. A atualiza¢io dos resultados do
estudo IRIS, apresentado em dezembro de 2004 no ASH Meeting, mostrou que o0s
individuos que atingem resposta molecular > 3 log apresentam taxa de SLP de 98% em
quatro anos (SOUZA & PAGNANO, 2004). Segundo os resultados do estudo IRIS, a taxa
de SG de pacientes com LMC tratados com o MI em cinco e oito anos é de 89% e de 85%,
respectivamente, sendo que nenhum dos pacientes com RCC e RMM aos doze meses de
tratamento progrediu para as fases avancadas da doenca apds 60 meses de
acompanhamento (DRUKER et al., 2006).

De modo geral o MI foi bem tolerado, com 10% dos pacientes mostrando toxicidade
hematolégica 19% dos pacientes com toxicidade ndo hematolégica graus 3 e 4,
respectivamente. Estes dados sdo equivalentes aos relatados no estudo IRIS (DRUKER et
al., 2006).

Ao término do estudo (92 meses), 83% dos pacientes estavam vivos e livres de
progressao da doenca. Estes resultados sdo concordantes com a literatura onde, as taxas de
SLP observadas apds 6 anos de follow-up variaram entre 83-90% (HOCHHAUS, et al.;
2009; BACCARANI & DREYLING, 2010).

Observamos correlacdo significativa entre a obtencdo da resposta citogenética e a
SLP. Aos 71 e 92 meses, as taxas estimadas da SLP foram de 86% e 98% para RCP e RCC,
respectivamente, contra 64% dos pacientes nao atingiram resposta citogenética (P< 0,001).
Estes resultados estdo de acordo com HOCHHAUS et al. (2006).

Da mesma forma, quando analisamos os grupos de pacientes estratificados com

RMM+RMC (97% em 92 meses) e outro sem essa resposta (70% em 82 meses),
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observamos uma associacao significativa no que se refere a SLP (P= 0,05). Tais dados sdo
concordantes com os de HELHMANN et al. (2011) (P=0,023).

As taxas de SLP em 81,8, 82 e 92 meses ndo foram diferentes entre os trés grupos
de risco, de acordo com risco prognédstico de Sokal (P= 0,207), sendo que os grupos de
baixo risco, intermedidrio e alto apresentaram taxas de 84%, 97% e 83%, respectivamente.
ROY et al. (2006) descreveram taxas de 78%, 68% e 51%, para os respectivos grupos num
periodo de 42 meses.

Também nado foram encontradas associacdes significativas entre a SLP e os escores
de Hasford. Observou-se taxas de 85% em 82 meses, de 91% em 92 meses € de 90% em 71
meses para os pacientes com riscos baixo, intermedidrio e alto, respectivamente (P=0,900).
Ja na literatura foram relatadas taxas de 76%, 55% e 25% para cada respectivo risco em 5
anos de acompanhamento (SOUZA et al.,2003).

Em relagdo a SG, ao final do estudo (92 meses) 95% dos nossos pacientes estavam
vivos (CORTES et al., 2005). Observamos uma correlagdo significativa entre a obtengdo da
resposta citogenética e a SG. Aos 71 e 92 meses, as taxas estimadas da SG foram de 86% e
98% para RCP e RCC, respectivamente, contra 87% dos pacientes que ndo atingiram
resposta citogenética (P<0,030) (HOCHHAUS, et al., 2008).

No entanto, quando analisamos os grupos de pacientes estratificados com
RMM+RMC (97% em 92 meses) e outro sem essa resposta (93% em 82 meses), ndo
verificamos diferencas sobre a SG (P= 0,264). Entretanto, a taxa de SG em 60 meses obtida
no estudo IRIS foi de 89%, apds a censura de pacientes que morreram de causas nao
relacionada a doenga ou TMO (DRUKER et al., 2005).

Também ndo foram encontradas associa¢des significativas entre a SG e os escores

de Sokal e Hasford. Para os riscos baixo e intermedidrio de Sokal, observamos taxas de
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97% em 82 meses e para o risco alto, 90% em 92 meses. J4 para Hasford: 95% em 8§82
meses, 93% em 92 meses e 100% em 71 meses para os riscos baixo, intermedidrio e alto,
respectivamente. Ao contrario de DRUKER et al.(2005), onde os pacientes considerados de
alto riso de Sokal tiveram uma menor taxa de RCC (69%) do que os pacientes que eram
baixo risco ou risco intermedidrio (89% e 82%, respectivamente) (P< 0,001) .

Na segunda parte do nosso trabalho, verificamos a possivel influéncia do
polimorfismo CYP3A4 -290A>G nas caracteristicas clinicas de nossos pacientes, na
eficdcia e toxicidade da terapé€utica com o MI e com a SLP e SG de nossos pacientes.

Nao houve diferenca na distribui¢do na frequéncia dos gendtipos distintos do
polimorfismo CYP3A4 -290A>G em relacdo as caracteristicas clinicas, sugerindo que o
referido polimorfismo nao interfere com manifestagcdes clinicas e laboratoriais em
portadores de LMC.

Apesar das hipoteses de que a variagdo no perfil metabdlico de individuos
portadores do gendtipo homozigoto selvagem (AA) estaria associada a duplicagdes do gene
CYP3A4, traduzindo um excesso na atividade da enzima Cyp3a4 (metabolizador ultra-
rapido), representada por risco de falha ou auséncia da resposta terapéutica quando
utilizada dose padrdo; ou, que a presenca do alelo variante (G) exibiria um fenétipo
metabolizador lento associado a uma menor taxa de biotransformac¢do do farmaco,
representada por risco de reacdes toxicas mesmo em doses terapéuticas usuais (AUDI &
PUSSI, 2000; METZGER et al., 2006; GARCIA, 2011), ndo observamos diferencas de
frequéncias dos gendtipos distintos do polimorfismo CYP3A4 -290A>G em pacientes
estratificados por respostas hematoldgica, citogenética e molecular, sugerindo que o
referido polimorfismo nao interfere com a obtencao das referidas respostas em portadores

de LMC.
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Também nao observamos diferencas entre as toxicidades hematoldgica e nao
hematoldgica associadas aos diferentes genétipos isolados e agrupados do polimorfismo
CYP3A4 -290A>G sugerindo que o referido polimorfismo ndo interfere com os efeitos
colaterais em portadores de LMC durante terapéutica com o MI.

Da mesma forma ndo observamos associacdo significativa entre os diferentes
genotipos isolados e agrupados do polimorfismo CYP3A4 -290A>G em relagdo a SLP de
nossos pacientes. O referido gendtipo esteve associado com menor SG de nosso pacientes..

Sabemos que diversos fatores podem interferir no metabolismo de farmacos
(GARCfA, 2011). No entanto, ndo observamos associagdo significativa entre a faixa etaria
acima de 65 anos e a progressao da doenca em relacdo ao polimorfismo (P= 0,167). Este
dado nos chamou a ateng¢do porque a idade avancada é considerada um progndstico ruim
para pacientes com LMC e também pelo fato da atividade metabdlica da Cyp3a4 ser
dependente da idade. Apesar da faixa etéria relacionada & eficacia terapéutica de diversos
quimioterdpicos, CORTES et al. (2003) relataram que a idade ndo estd relacionada com a
resposta citogenética ou a sobrevida em pacientes tratados com MI.

Para o indice de Sokal, encontramos uma associa¢do significativa entre os riscos
baixo+ intermedidrio e alto em relagdo aos gendtipos distintos (P= 0,045) e também entre a
frequéncia combinada de AA+ AG em relacdo aos riscos de Sokal isolados e agrupados
(baixo+ intermedidrio e alto) (P= 0,049 e P= 0,049, respectivamente). De acordo com o
estudo IRIS, o risco de Sokal é capaz de predizer os progndsticos para a RCM. Aos 12
meses, 38% dos pacientes com alto risco, 45% dos pacientes com risco intermedidrio e 66%
dos pacientes com baixo risco apresentaram redugdo de 3 log na dos transcritos BCR-ABL

(HUGHES et al., 2004).
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As varidveis independentes que influenciaram a progressao da doenca foram: risco
alto para o indice de Sokal, resposta citogenética e presenca do gendtipo AA (P< 0,20). A
taxa de resposta citogenética completa+ parcial foi de 95% em 67 meses. Dos quais, 63
pacientes (AA, n=45; AG, n= 10 e GG, n= 8) atingiram a RCC em um tempo menor que
12 meses e 37 pacientes (AA, n= 25; AG, n= 03 e GG, n=9) em um periodo maior que 12
meses.

De acordo com DRUKER et al. (2006) a obtencao da RCC independe da RMM,
sendo que a associacdo significativa entre a SLP (98%) foi observada apenas nos grupos
com RCC em relacdo aos pacientes que nao obtiveram resposta satisfatéria aos 60 meses de
acompanhamento (P= 0,001).

Ao fim de 82 meses de acompanhamento 16/48 (64%), 8/4(12%) e 5/12(17%)
pacientes com gendtipos AA, AG e GG respectivamente, atingiram a RMM+RMC em 12
meses de tratamento em um intervalo de 11,2 meses. A taxa de redugdo dos transcritos
BCR-ABL alcancada logo no inicio do tratamento com MI é um bom indicador de resposta
subsequente. Pacientes que ndo atingiram 10% na relacio BCR-ABL/BCR aos 3 meses
possuem menor probabilidade de atingir RMM (13%) aos 30 meses quando comparados
com aqueles que apresentam menos de 1% (100%) e entre 1% e 10% (69%) (HUGHES &
BRANDFORD, 2006).

GREEN et al (2010) demonstraram em um estudo piloto a influéncia da Cyp3a4 em
pacientes tratados com MI. Quatorze individuos foram fenotipados para a atividade da
Cyp3a in vivo utilizando sonda de quinino, onde os niveis de quinino e seus metabdlitos
foram utilizados para avaliar a atividade da enzima. Ao final de 12 meses de tratamento
com o MI de acordo com a resposta molecular em respondedores com niveis indetectaveis

de BCR-ABL e aqueles que falharam na obtencdo da resposta. Os pacientes que alcangaram
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a RMC apresentaram uma atividade enzimdatica muito maior do que aqueles com resposta
parcial (P=0,013). Nota-se que aqueles pacientes com atividade enzimdtica Cyp3a4 alta
(provavelmente carregam maior quantidade do metabdlito) respondem melhor ao
tratamento com o MI do que aqueles pacientes com baixa atividade enzimética (GREEN et
al., 2010).

Referente 4 influéncia do polimorfismo CYP3A4 -290A>G sobre as taxas de SLP e
SG observamos que os portadores do gendtipo AG apresentaram riscos relativos
aumentados em 6,36 e 11,82 vezes, respectivamente (P= 0,049 e P=0,023). De acordo com
esses resultados, os pacientes portadores do alelo G apresentam uma SG inferior em
comparacdo com o0s pacientes com gendétipo AA. Esta diferenca, apesar de ndo ser
significativa, poderd ter como consequéncia funcional uma menor degradacao do MI e,
consequentemente, uma menor efetividade da terapia. Vale ressaltar que pacientes com
LMC com atividade Cyp3A4 alta (provavelmente levando a uma maior quantidade de
metabolito) respondem melhor ao tratamento com MI do que os pacientes com baixa

atividade (GREEN et al., 2010).
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CONCLUSOES

O MI induziu respostas hematoldgica, citogenética e molecular em nossos pacientes

com LMC compativeis com as previamente descritas;
A toxicidade ao MI em nossos pacientes com LMC foi semelhante as previamente
descritas;

O gendtipo heterozigoto do polimorfismo CYP3A4 -290A>G esteve associado com
tendéncia para menor SLP e menor SG em nossos pacientes com LMC, podendo vir a

funcionar como marcador farmacogenético de resposta ao MI.
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CAAE: 0424.0.146.000-08

I1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “IDENTIFICACAO DOS POLIMORFISMOS A290G E T673C DO GENE
CYP344 ASSOCIADOS COM O METABOLISMO DO MESILATO DE IMATINIBE, NO
TRATAMENTO DE PACIENTES COM LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA”
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Iramaia Angélica Neri

INSTITUICAQ: Laboratério de Genética do Cancer/DCM/ECM/UNICAMP. -
APRESENTACAO AO CEP: 10/07/2008

APRESENTAR RELATORIO EM: 22/07/09 (O formulario encontra-se no sife acima)

II - OBJETIVOS

Em uma amostra de pacientes com leucemia mieléide cronica em fase cronica atendidos
no Hemocentro/Unicamp que fazem uso de mesilato de imatinibe 400 mg ao dia como
terapéutica para a doenga, determinar a freqiiéncia dos gendtipos dos polimorfismos A290G e
T673C do gene CYP3A44 e verificar se tais polimorfismos estdo associados a resposta terapéutica
¢ 0 padrio de toxicidade deste medicamento.

I1I - SUMARIO

A pesquisadora esclarece que a leucemia miel6ide crénica (LMC) é uma doenga clonal
de células-tronco, caracterizada pela proliferagdo de elementos mieldides em varios estagios de
diferenciagdo. O mesilato de imitinibe, ou STI571, ¢ o medicamento padriio para pacientes com
essa doenga e é metabolizado pela enzima CYP3A4, sendo que polimorfismos nesse gene podem
influenciar na resposta terapéutica. O presente estudo visa identificar os polimorfismos A290G e
T673C do gene CYP344 em 100 individuos com LMC em fase cronica, atendidos no
Hemocentro/Unicamp, que receberam mesilato de imatinibe na dose de 400 mg ao dia. A
estratégia sera através da amplificagdo das regies de interesse por meio de PCR e digestdo
enzimdatica. As porcentagens de resposta hematologica (avaliada a cada trés meses) e
citogenética (avaliada a cada seis meses) serdo comparadas aos grupos de pacientes com
gendtipos distintos através do teste de Wilcoxon. O estudo molecular serd realizado em DNA
extraido por técnica padrfio a partir de amostras de sangue periférico obtidas por ocasido da
pungdo venosa realizada para a coleta de exames necessérios ao diagndstico ou acompanhamento
clinico dos pacientes, de modo que nenhum material adicional serd coletado. Esta pesquisa
complementa o estudo clinico “Estudo aberto randomizado com Gleevec/Glivec (mesilato de
imatinibe) 400 mg x 800 mg em pacientes com leucemia mieldide cronica em fase cronica
(LMC-FC) recentemente diagnosticada sem tratamento prévio, usando endpoints moleculares”
(CEP 351/2005), ja aprovado e em andamento no Hemocentro/Unicamp. Serdo avaliados
retrospectivamente 120 pacientes com LMC em fase crénica precoce que receberam o mesilato
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de imatinibe como terapéutica especifica Gnica. Serdo incluidos individuos de ambos os géneros,
com idades entre 18 e 75 anos, com LMC com cromossomo Philadelphia e rearranjo BCR-ABL,
LMC esta documentada com determinadas definigdes (< 15% de blastos no sangue periférico e
na medula 6ssea, < 30% de blastos mais promielécitos no sangue periférico e na medula éssea, <
20% de basofilos no sangue periférico e contagem igual ou superior a 100.000 plaquetas por
mm?), com nenhuma evidéncia de envolvimento leucémico extramedular (com excegdo de
hepatoesplenomegalia), com fungéo de 6rgio adequada e, no caso das mulheres, com teste sérico
para gravidez negativo até sete dias antes do inicio do estudo. Serdo excluidos os sujeitos que
receberam outra terapéutica ou com outras fases da doenga, bem como aqueles que receberam a
medicagdo por qualquer duragiio antes da entrada no estudo, que receberam qualquer tratamento
para LMC antes da entrada no estudo por periodo maior que um més (com excegiio de
hidroxiuréia ou anagrelida), com outro tumor primério, gestantes e lactantes, com outra condigdo
médica grave e ndo controlada, que tenham recebido radioterapia ou cirurgia de grande porte até
quatro semanas antes da entrada no estudo, com escore do estado de desempenho do ECOG
maior ou igual a 3, com relagio normalizada internacional ou tempo de tromboplastina parcial
superior a 1,5, com sorologia positiva para HIV, com histérico de nfio-adesdo a regimes médicos
ou incapaz de compreender o TCLE e pacientes com irmdos doadores identificados, onde um
transplante de medula ¢ssea € eleito como tratamento de primeira linha.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Projeto destinado para dissertagio de mestrado, acompanhado de folha de rosto da
CONEP com assinatura do Prof. Carmino A. de Souza como responsével pela instituigdo onde
ser4 realizado o estudo, além de curriculo lattes da pesquisadora responsével. Foi anexada folha
de orgamento que descreve gastos de R$ 7.492,90 com material de consumo, a ser arcada pelo
laboratério onde sera realizada a pesquisa. Para as amostras j4 estocadas pelo projeto 351/2005, a
pesquisadora solicita dispensa do TCLE, visto que alguns pacientes ja faleceram. Para os casos
novos que deverdo ser inseridos no grupo a ser estudado, sera aplicado o TCLE anexado ao
projeto. O TCLE apresentado estd adequado e contempla as resolugdes 196/96 e 347/05,
entretanto informa o telefone errado do CEP. Este relator considera que o projeto estd bem
redigido e nio oferece riscos aos sujeitos, entretanto nao necessitaria entrar como novo projeto,
pois € derivado de outro j4 em andamento.

Pendéncias: 1. Cancelar este registro de projeto e solicitar inclusio como adendo ao projeto
351/2005. 2. No TCLE, atualizar o telefone do CEP para (19) 3521-8936. 3. Embora tenha sido

mencionada a resolugdo 347/05, seria adequado que a pesquisadora fizesse consideracdes a
respeito da resolucdo 340/04. especialmente com relagdio ao capitulo 111

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, de
acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/96 e suas complementares,
manifesta-se por aguardar o atendimento as questdes acima para emissdo do seu parecer final.

SITUACAO: projeto com pendéncias

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187

13084971 Campinas - SP cep@fem.unieamp.br
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* As pendéncias deveriio ser res ondidas preferencialmente no prazo de 10 dias, a

partir da data de envio pelo CEP/FCM.*

A resposta deve ser encaminhada pelo Protocolo da FCM em envelope fechado e
acompanhado por fora do Formulirio de Encaminhamento de Qutros Documentos,
disponivel no sife do CEP.

v Projetos de Grupo Il e 111 deveriio vir em 01 via e de Grupo 1 em 02 vias.

* Quando apés 60 dias de ter recebido um parecer pendente, 0 pesquisador nao se
manifestar quanto aos quesitos apresentados pelo CEP em seu parecer 0 projeto sera considerado
retirado e posteriormente havendo interesse, devera ser apresentado novo protocolo e reiniciado

o processo de registro (Res. CNS 196/96).

O conteido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem

a comprometem.
VI-DATA DA REUNIAO
VII Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 22 de julho de 2008.

Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13084-971 Campinas — SP cep@fcm.unicamp.br
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Anexo 2

Dados relativos a idade, ao sexo, a raca e indices hematimétricos dos 100 pacientes com

leucemia miel6ide cronica ao diagnéstico

Caso Paciente Idade Sexo Raca Data Hemoglobina Leucécitos  Plaquetas
(anos) diagnostico (g/dL) (x10°/L) (x10°/L)
1 AJS 47,1 M C  24/06/2008 14,1 94,3 186,0
2 APC 36,7 F C  02/06/2005 10,7 104,0 213,0
3 ASS 29,9 M C  16/05/2006 11,1 180,5 344,0
4 AGB 67,1 F C  24/04/2008 12,3 120,6 377,0
5 AMG 29,5 M C  24/11/2004 15,7 30,4 1163,0
6 ACC 57,0 F C  05/09/2006 11,0 190,0 464,0
7 AAC 51,8 M P 20/01/2009 12,3 70,5 200,0
8 ACP 28,1 F C  16/11/2005 12,5 190,0 4240
9 AC 41,8 M C  27/05/2009 15,3 27,7 129,0
10 BJOC 62,5 F C  20/09/2006 12,0 26,9 524,0
11 CL 50,6 M C  09/09/2005 14,0 258,0 418,0
12 CLD 44.8 M C  27/10/2006 11,6 27,9 3155,0
13 CCs 24,6 F N 29/02/2008 8,9 99,5 247,0
14 CAS 34,9 F C  07/05/2007 5.1 406,7 141,0
15 CLS 28,4 M P 16/01/2006 9,5 266,1 794,0
16 CVBZ 62,5 F C  28/05/2007 11,0 181,0 604,0
17 DMM 47,8 M C  22/02/2006 15,4 28,3 202,0
18 DMA 63,0 F C  09/11/2005 9,9 204,8 434,0
19 EVF 71,8 F C  30/08/2007 12,5 113,0 494.0
20 EPP 63,9 M C  27/05/2009 10,4 97,8 200,0
21 ES 21,0 M C  15/12/2009 11,9 294.6 430,0
22 EFAJ 45,7 M C  07/08/2006 12,8 113,8 206,0
23 ESD 50,2 M C  19/07/2005 8,9 286,9 1179,0
24 ECTS 44,3 F C  31/01/2006 12,6 1752 158,0
25 ERL 37,5 F C  19/01/2006 12,6 21,4 919,0
26 ES 33,7 F P 06/12/2005 13,0 55,7 910,0
27 ENN 54,4 F C  25/05/2009 10,8 261,0 545,0
28 EBSS 28,5 F P 09/03/2005 9,8 161,6 352,0
29 EL 69,1 M C  14/05/2008 14,2 104,2 526,0
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Anexo 2

Continuagdo
Caso Paciente Idade Sexo Raca Data Hemoglobina Leucécitos Plaquetas
(anos) diagnostico (g/dL) (x10°/L) (x10°/L)
30 EGL 39,0 M C  18/04/2006 13,2 111,2 129,0
31 ES 25,6 M C  18/02/2008 9,8 230,0 516,0
32 EAS 66,1 F C  02/06/2007 12,1 183,8 378,0
33 EMM 66,2 M C  22/11/2006 8.9 61,3 340,0
34 FMDA 39,1 F C  10/08/2006 12,1 137,3 305,0
35 FFBN 43,7 M C  01/03/2004 9,0 36,0 189,0
36 GN 80,6 M C  02/07/2009 13,1 94,4 255,0
37 GMcG 65,6 F C  20/03/2009 12,8 60,9 944,0
38 HRS 24,2 M C  30/03/2006 13,3 134,0 190,0
3% meMm 55,0 F C  30/10/2007 9,7 67,0 608.,0
40 IBS 72,0 F C  07/01/2009 10,4 137,1 431,0
41 IMD 68,2 F C  26/09/2006 11,0 148,8 1268,0
42 IAC 51,7 M C  28/03/2006 13,7 234 219,0
43 IASB 35,4 F C  16/11/2004 10,1 37,2 342,0
44 ISC 58,7 M C  16/05/2006 11,0 167 4 989,0
45 JBS 54,0 M C  04/11/2009 13,7 55,8 334,0
46 JCBV 31,9 M C  27/10/2009 11,4 95,9 136,0
47 JBS 46,9 F N 07/08/2007 12,1 141,3 737,0
48 JAO 48,0 M C  05/01/2007 9,9 162,0 243,0
49 JAF 50,4 M P 19/11/2009 14,1 53,0 222,0
50 JF 57,0 M C  23/04/2004 11,4 659,0 111,9
31 JNQ 64,9 M C  18/11/2009 14,6 75,5 365,0
52 JMSP 49,2 F N 04/03/2009 10,2 179,0 580,0
53 I 63,0 F C  22/05/2007 7,0 271,4 757,0
54 JMSA 25,3 F C  08/08/2007 10,5 364,2 439,0
55 JXB 32,5 M C  25/10/2007 13,3 6.6 170,0
56 LRA 21,3 M C  20/08/2009 12,0 275,0 1025,0
57 LAGS 26,9 M C  10/04/2007 13,2 208,0 437,0
58 LVF 20,4 M C  13/12/2005 11,3 2715,0 661,0
59 LIS 69,2 M C  21/10/2009 13,9 60,3 183,0
60 LMS 40,2 M C  08/03/2005 12,3 72,7 133,0
61 LCF 48,1 M C  15/03/2003 11,0 150,0 137,0
62 LFM 31,7 M C  21/10/2004 12,5 248,0 593,0
63 MFS 53,0 F C  19/03/2009 12,9 112,3 328,0
64 MR 38,5 M C  04/02/2004 10,3 155,0 421,0
65 MLR 35,3 M C  03/10/2008 5.9 3375 684.,0
66 MLP 474 F C  19/11/2009 12,5 36,0 652,0
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Continuagdo
Caso Paciente Idade Sexo Raca Data Hemoglobina Leucécitos  Plaquetas
(anos) diagnostico (g/dL) (x10°/L) (x10°/L)
67 MSL 39,9 F C  22/09/2009 10,3 75,7 755,0
68 MIAP 63.8 F C  13/06/2006 10,9 121,7 261,0
69  MLRA 59,4 F C  26/11/2009 13,8 114,0 491,0
70 MAMS 46,2 F C  26/02/2003 13,7 17.8 295,0
71 MPS 33,6 M C  30/05/2006 14,8 48,3 260,0
72 NNC 53,5 F C  11/07/2006 11,1 119,9 221,0
73 NNG 43,9 F C  19/12/2006 10,7 29,5 217,0
74 NBL 63,7 F C  22/02/2005 11,4 75,7 390,0
75 oV 354 M C  03/11/2009 7,7 74,4 502,0
76 ov 38,1 M P 01/10/2009 13,1 64.8 299,0
77 OFM 73,5 F C  08/08/2002 10,2 108,9 310,0
78 PPO 33,6 M N 02/06/2009 12,1 80,5 354,0
7 PSC 36,2 M N 10/08/2006 11,6 203,0 251,0
80 PSM 35,1 M C  06/02/2007 9.6 483,6 431,0
81 PRN 352 M C  12/02/2004 6,7 479.6 1149,0
82 PR 53,8 M C  01/06/2006 15,8 77,3 269,0
83 PSM 27,8 F C  01/11/2006 8,9 165,0 818.,0
84 RCM 79,4 F C  09/10/2006 11,8 68.8 889,0
85 RDGFF 17,9 M C  09/05/2007 9,8 483,0 236,0
86 RVO 31,9 M P 13/05/2008 12,7 89,2 185,0
87 RTR 37,2 M C  13/10/2005 11,7 81,3 584,0
88 REFA 48,3 F C  08/11/2007 13,0 11,6 370,0
89 RBS 55,3 F C  01/03/2007 10,9 139,3 167,0
90 RCJ 65,9 M N 01/08/2002 12,7 43,0 255,0
91 SNC 60,7 F C  18/06/2007 12,2 202,8 626.0
92 SRO 54,0 M P 01/06/2006 12,9 13,0 388,0
93 SBS 65,9 F C  12/04/2006 9,3 85,2 391,0
94  spDAM 31,5 F C  29/07/2004 10,9 91,7 1103,0
95 VLS 67,5 M P 13/12/2005 10,2 1534 256,0
96 WBM 57,2 M C  04/09/2008 14,5 223 583,0
97 ZMS 48,9 F C  06/12/2006 13,4 85,8 280,0
98  MESO 51,8 F P 24/02/2010 9,8 318,0 664,0
99 KBS 37,7 F C  07/01/2010 8,6 187,0 444.0
100 LL 49,4 M C  22/04/2010 12,0 107,0 523,0

C, causacoide; P, pardo; N, negréide
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Anexo 3

Dados relativos aos indices de Sokal e Hasford, cromossomo Ph+ e tipo de rearranjo
BCR-ABL, genoétipos do polimorfismo CYP3A4 A-290G dos 100 pacientes com leucemia

mieldide cronica ao diagnostico

CYP3A4
Caso Paciente Indice Sokal Indice Hasford Ph BCR-ABL A-290G
1 AJS baixo baixo S b2a2 AA
2 APC alto intermediario S b2a2 AA
3 ASS intermediario baixo S b2a2 AA
4 AGB alto intermediario S b3a2 AA
5 AMG baixo baixo S b3a2 AA
6 ACC intermediario intermediario S b3a2 AA
7 AAC baixo baixo S b3a2 AG
8 ACP baixo baixo S b2a2 AA
9 AC baixo baixo S positivo AG
10 BJOC intermediario intermediario S b2a2 GG
11 CL intermediario intermediario S b2a2 GG
12 CLD alto intermediario S b2a2+b3a2 GG
13 CCS baixo baixo S b2a2 GG
14 CAS baixo intermediario S b2a2+b3a2 GG
15 CLS intermediario alto S+Tr.8  b2a2+b3a2 AA
16 CVBZ alto alto S b3a2 GG
17 DMM baixo baixo S b3a2 AA
18 DMA alto alto S positivo AA
19 EVF intermedidrio baixo S b3a2 AG
20 EPP intermedidrio intermedidrio S positivo AA
21 ES baixo baixo S b2a2 AA
22 EFAJ alto intermediario S b2a2+b3a2 GG
23 ESD alto intermediario S b2a2 GG
24 ECTS baixo baixo S b2a2 AA
25 ERL alto intermediario S b2a2 AA
26 ES baixo baixo S b2a2 AA
27 ENN alto alto S b2a2 AA
28 EBSS baixo baixo S b2a2+b3a2 AA
29 EL intermediario intermediario S b2a2 AA
30 EGL baixo baixo S b2a2 AA
31 ES baixo baixo S b2a2 AA
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CYP3A4
Caso Paciente Indice Sokal Indice Hasford Ph BCR-ABL A-290G
32 EAS alto intermediario S b3a2 AA
33 EMM alto alto S b3a2 AA
34 FMDA baixo baixo S b3a2 AA
35 FFBN baixo baixo S degradado AA
36 GN intermediario intermediario S b2a2 AG
37 GMCG intermediario baixo S b3a2 AA
38 HRS intermediario baixo S b3a2 AA
39 IMGM alto intermediario S b3a2 AA
40 IBS intermedidrio baixo S positivo AG
41 IMD alto alto S b3a2 AG
42 IAC baixo baixo S p210/p190 AA
43 IASB baixo baixo S b3a2 AA
44 ISC alto intermediario S b2a2+b3a2 AA
45 JBS baixo baixo S degradado AG
46 JCBV baixo baixo S degradado AA
47 JBS alto baixo S b3a2 AA
48 JAO intermediario baixo S b3a2 AA
49 JAF baixo baixo S degradado AG
50 JF intermediario intermediario S b2a2 AA
51 INQ intermedidrio baixo S degradado AA
52 JMSP intermedidrio intermedidrio S degradado AG
53 Al alto alto S b3a2 GG
54 JIMSA intermedidrio intermedidrio S degradado AA
55 JXB baixo baixo S b3a2 AA
56 LRA alto intermedidrio S degradado AG
57 LAGS intermediario intermediario S b3a2 AG
58 LVF intermedidrio intermediario S b3a2 AA
59 LJS intermediario baixo S b3a2 AA
60 LMS intermedidrio baixo S positivo AA
61 LCF baixo baixo S b2a2 AA
62 LFM intermediario alto S b3a2 AA
63 MEFS baixo intermediario S b2a2 AA
64 MR baixo baixo S b2a2 AA
65 MLR alto baixo S b2a2 AA
66 MLP intermedidrio intermedidrio S degradado AA
67 MSL intermedidrio intermedidrio S degradado AG
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CYP3A4
Caso Paciente Indice Sokal Indice Hasford Ph BCR-ABL A-290G
68 MIAP alto alto S b3a2 GG
69 MLRA baixo intermediario S b3a2 AA
70 MAMS baixo baixo S b2a2 AA
71 MPS baixo baixo S b2a2 GG
72 NNC intermediario intermediario S b3a2 AA
73 NNG baixo baixo S degradado AA
74 NBL alto intermediario S b3a2 AA
75 ov intermedidrio intermedidrio S degradado AA
76 oV baixo baixo S b3a2 AG
77 OFM alto intermediario S b3a2 AA
78 PPO baixo baixo S b3a2 AA
79 PSC baixo baixo S b2a2 GG
80 PSM alto intermedidrio S degradado GG
81 PRN alto intermedidrio S degradado AA
82 PR baixo intermediario S b3a2 GG
83 PSM baixo baixo S b2a2 AA
84 RCM alto intermediario S b3a2 GG
85 RDGFF baixo baixo S degradado AA
86 RVO baixo baixo S b3a2 AA
87 RTR baixo baixo S b2a2 AA
88 REFA baixo baixo S degradado AA
89 RBS baixo intermedidrio S degradado AA
90 RCJ intermedidrio baixo S degradado GG
91 SNC alto intermediario S b2a2 AA
92 SRO intermediario intermediario S b2a2 AA
93 SBS alto alto S b3a2 GG
94 SDAM intermediario baixo S b2a2 AA
95 VLS intermediario intermediario S b2a2 AA
96 WBM alto intermediario S b3a2 AA
97 ZMS intermedidrio baixo S degradado AA
98 MESO alto alto S degradado AA
99 KBS intermediario intermediario S b2a2 AA
100 LL baixo baixo S b2a2 AA
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Anexo 4

Dados relativos a obtencdo e duracdo da respostas hematologica, citogenética e

molecular dos 100 pacientes com leucemia mieléide cronica ao diagnéstico

RH

RCC

RMC

Caso Paciente H Duracao RCC Duracao RMC Duracao SLP SG
S/N (meses) (meses) S/N (meses) (meses) (meses)

1 AJS S 27,3 S 21,7 N - 27,0 27,7
2 APC S 62,3 S 36,4 S 6,1 63,0 63,9
3 ASS S 51,1 S 45,9 S 40,1 52,0 51,6
4 AGB S 25,9 S 18,9 S 8,9 29,0 26,3
5 AMG S 70,4 S 61,8 S 49,7 71,0 71,3
6 ACC S 47,1 S 39,7 S 38,3 47,0 47,6
7 AAC S 19,0 S 94 S 8,2 20,0 20,1
8 ACP S 53,4 S 43,7 S 23,1 55,0 53,4
9 AC S 5,2 N - N - 3,2 5,7
10 BJOC S 48,1 S 36,1 S 26,1 50,0 48,3
11 CL S 55,8 S 28,2 S 15,6 59,0 57,8
12 CLD S 42,5 N - N - 47,0 43,4
13 CCS S 29,2 S 11,2 S 17,7 29,0 29,2
14 CAS S 38,5 N - N - 41,0 41,1
15 CLS S 55,9 N - N - 56,0 56,4
16 CVBZ S 36,0 N - N - 40,0 40,8
17 DMM S 52,7 S 47,6 S 28,3 54,0 53,2
18 DMA S 56,9 S 34,7 S 25,2 57,0 56,9
19 EVF S 34,0 S 28,2 S 30,6 34,0 34,0
20 EPP S 15,7 S 8,2 N - 16,0 15,6
21 ES S 8,6 N - N - 8,0 8,4
22 EFAJ S 50,4 S 24.5 S 11,4 51,0 51,1
23 ESD S 61,2 S 38,3 S 38,3 63,0 61,9
24 ECTS S 52,1 S 32,5 S 29,9 53,0 52,1
25 ERL S 51,6 S 32,2 S 12,1 53,0 53,4
26 ES S 56,2 S 34,8 S 13,1 56,0 56,5
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. ru |, RH RCC — pme  RMC SLP SG
Caso Paciente Duracao Duracio Duracao
S/N S/N (meses) (meses)
(meses) (meses) (meses)

27 ENN S 16,6 S 11,7 N - 17,0 17,3
28 EBSS S 66,5 N - N - 67,0 67,6
29 EL S 25,8 S 20,3 S 6,3 28,0 26,8
30 EGL S 50,3 S 46,7 S 15,6 53,0 52,3
31 ES S 25,2 S 8,1 N - 28,0 27,0
32 EAS S 37,8 S 28,5 S 9,8 39,0 38,2
33 EMM S 45,0 S 22,9 S 7,2 46,0 45,9
34 FMDA S 47,4 S 45,5 S 45,5 51,0 51,1
35 FFBN S 77,7 S 68,2 S 9,8 77,0 77,7
36 GN S 0,7 N - N - 15,0 1,4
37 GMCG S 0,2 N - N - 18,0 2,9
38 HRS S 21,7 N - S 5,6 54,0 22,6
39 IMGM S 8,1 N - N - 0,0 8,1
40 IBS S 20,4 N - N - 22,0 22,0
41 IMD S 47,1 S 15,2 S 12,2 49,0 47,1
42 IAC S 51,8 S 47,6 S 19,1 53,0 0,0
43 IASB S 67,7 S 55,5 N - 70,0 69,5
44 ISC S 50,3 S 41,6 N - 51,0 52,0
45 JBS S 9,1 S 6,1 N - 12,0 9,6
46 JCBV S 9,0 S 5,3 N - 11,0 9,1
47 JBS S 23,8 N - N - 38,0 25,6
48 JAO S 44,4 S 27,1 S 23,8 45,0 44,8
49 JAF S 5,6 N - N 9,0 6,4
50 JF S 66,5 S 46,7 N - 70,0 67,9
51 INQ S 9,5 S 6,5 S - 10,0 9,8
52 JMSP S 11,0 S 2,1 S - 13,0 11,2
53 17 S 13,9 N 1322,3 S - 0,4 13,9
54 JIMSA S 37,1 S 21,6 S 18,4 38,0 38,3
55 JXB S 28,0 N - N - 34,0 28,7
56 LRA S 9,2 N - N - 13,0 12,7
57 LAGS S 334 S 28,5 S 6,8 42,0 34,1
58 LVF S 57,0 S 45,1 S 14,7 57,0 57,7
59 LJS S 11,6 S 2,5 N - 12,0 12,1
60 LMS S 59,8 S 53,7 N - 61,0 59,8
61 LCF S 74,7 S 51,3 S 15,2 78,0 74,7
62 LFM S 71,1 N - S - 71,0 72,0
63 MFS S 16,6 S 13,3 S 8,1 17,0 16,1
64 MR S 81,4 S 79,1 S 73,4 81,0 81,9
65 MLR S 21,2 S 16,4 N - 24,0 21,9
66 MLP S 9,8 N - N - 9,0 8,1
67 MSL S 11,9 N - N - 13,0 11,9
68 MIAP S 52,0 S 46,4 S 434 51,0 52,0
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Caso Paciente RH Dul::i‘ﬁo CcC Dllfrggcﬁo RMC DI;II'\;I(;O SLP G
S/N S/N S/N (meses) (meses)
(meses) (meses) (meses)
69 MLRA S 7,9 N - N 1348,1 10,0 8,4
70 MAMS S 82,8 S 31,7 N 1345,8 86,0 83,1
71 MPS S 51,1 S 46,0 S 35,0 53,0 52,3
72 NNC S 51,1 S 40,8 S 21,2 52,0 52,5
73 NNG S 43,8 S 33,5 N - 46,0 44,1
74 NBL S 37,7 S 35,2 S 18,4 63,0 39,6
75 ov S 7,7 S 5,2 N - 10,0 8,7
76 ov S 9,1 S 7,5 N - 11,0 10,4
77 OFM S 92,9 S 73,7 S 42 91,0 92,9
78 PPO S 14,5 N - N - 16,0 15,4
79 PSC S 47,6 S 41,9 S 19,4 49,0 48,5
80 PSM S 43,4 N 24.0 N - 43,0 42,5
81 PRN S 67,7 S 37,2 S 5,7 78,0 77,9
82 PR S 50,8 S 46,7 S 46,7 53,0 52,3
83 PSM S 44,1 S 28,9 N - 46,0 453
84 RCM S 44,1 S 42,0 S 41,8 48,0 49,0
85 RDGFF S 38,0 S 35,0 S 3,8 42,0 41,1
86 RVO S 25,0 S 20,2 S 21,0 28,0 26,1
87 RTR S 51,3 N 21,5 N - 55,0 52,2
88 REFA S 30,3 S 18,4 N - 33,0 30,3
39 RBS S 42,7 S 37,1 S 35,4 43,0 43,7
90 RCJ S 79,4 S 31,7 N - 91,0 83,4
91 SNC S 37,5 S 22,4 N - 37,0 37,5
92 SRO S 47,6 S 46,6 S 46,5 52,0 52,3
93 SBS S 52,8 S 48,1 S 50,9 54,0 53,7
94  SDAM S 71,7 S 55,5 S 53,2 73,0 73,1
95 VLS S 53,7 N - N - 53,0 53,7
96 WBM S 25,9 S 7.4 N - 25,0 25,9
97 ZMS S 43,9 N - N - 46,0 44,9
98 MESO S 2,8 N - N - 6,0 44
99 KBS S 7,5 N - N - 10,0 9.4
100 LL S 3,7 S 2,3 N - 6,0 5,2

RH, resposta hematolégica; RCC, resposta citogenética completa;, RMC, resposta

molecular completa; SLP, sobrevida livre de progressao; SG, sobrevida global
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