ELISANGELA RIBEIRO

A INFLUENCIA DA AMIFOSTINA SOBRE A EXPRESSAO
DOS ANTIGENOS DE SUPERFICIE FAS E FASL NOS
PRECURSORES HEMATOPOETICOS NA MIELODISPLASIA

CAMPINAS
2002

& UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTE




ELISANGELA RIBEIRO

A INFLUENCIA DA AMIFOSTINA SOBRE A EXPRESSAO
DOS ANTIGENOS DE SUPERFICIE FAS E FASL NOS
PRECURSORES HEMATOPOETICOS NA MIELODISPLASIA

Dissertacdo de Mestrado apresentada a
Pés-Graduacgdo da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de
Campinas para obtengcdo do titulo de
Mestre em Clinica Médica, drea de

Ciéncias Basicas.

ORIENTADORA: PROFA. DRA. IRENE LORAND-METZE
CO-ORIENTADORA: DRA. CARMEN SILVIA PASSOS LIMA
CAMPINAS
2002
UNICAMP

BIBLIOTFCA CENTRAI



ONIDADE_ X €,

NE CHAMADA

v EX
TOMBO BC/ 200916
proc.  A24/03

c ] D 7l
preco /RP 14, 0C

DATA

N CFD

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

UNICAMP
BIB 1D 239511
Ribeiro, Elisangela
R354i A influéncia da amifostina sobre a expressdo dos antigenos de

superficie FAS e FASL nos precursores hematopoéticos na
mielodisplasia / Elisangela Ribeiro. Campinas, SP : [s.n.], 2002.

Orientador : Irene Lorand Metze
Dissertagio ( Mestrado) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Citometria de fluxo. 2. Sindromes mielodispldsicas. 3.
Apoptose. 4. Linfécitos. 1. Irene Lorand Metze. II. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.




Banca Examinadora da Dissertacdo de Mestrado

Orientador(a): Profa. Dra. Irene Gyongyver Heidemarie Lorand Metze %"?

Membros:
//7L‘7
1. Professor Doutor Eduardo Magalhdes Rego ,&0
2. Professora Doutora Sara Terezinha Ollala Saad S [ M““‘

Curso de Pés-Graduaciao em Clinica Médica, area de concentracio Ciéncias Baisicas,
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data:22.02.2002




DEDICATORIA

Ao meu pai Wilker R. Ribeiro, minha mae
Iraci S. Ribeiro e ao meu noivo Vinicius A. de
Moraes Lobo pelo apoio constante que foi
imprescindivel para que eu concretizasse meu

estudo

A minha irmd Ana Paula R. de Carvalho

e a meu irmdo Wilker R. Filho pelo incentivo

Aos pacientes pela sua contribui¢do, meus votos

de longevidade

vii



4 realizagdo deste trabalho contou com o apoio da Fundag¢do de Amparo a

Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) e do Hemocentro da Universidade Estadual
de Campinas.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Irene, pela dedicacio a minha disserta¢do e pela confianca concedida
para que eu pudesse desenvolvé-la. Agradego pelos momentos de compreensdo e paciéncia
diante das minhas dificuldades. A sua experiéncia profissional, que me garantiu um
desenvolvimento pessoal e, com certeza, futuramente, em minhas realizagdes profissionais.
Pelo “Young Investigator’s Grant” que recebi da “Fundagdo Internacional das Sindromes
Mielodisplasicas™ pela apresentacdo de um trabalho nosso, que se nao fosse por sua
iniciativa eu no teria participado deste congresso internacional de mielodisplasia, que para
mim foi uma grande experiéncia.

A Dra Carmen, pelos momentos de otimismo que fizeram com que eu tivesse
mais confian¢a e orgulho do meu trabalho e em mim mesma. As dicas concedidas nos
trabalhos para apresentacdes. As explicagdes dadas pacientemente para que eu
compreendesse melhor o protocolo de tratamento que utilizamos no projeto. Pela

companhia no congresso internacional.

As secretarias, Arlete e Nicete, pela paciéncia, auxilio e pedidos interminaveis,
que sempre foram atendidos prontamente. A Nicete, pelas copias, impressdo de fichas,
recados e momentos de amizade demonstrados em nossas conversas informais. A Arlete,
pelas ajudas constantes em relagdo as burocracias que envolveram o mestrado, recados
vindos de minha orientadora, & formatagcido de minha dissertacdo e pelos momentos de

descontragdo necessarios naqueles dias estressantes.

A Fernanda e Marta do Laboratério Marcadores Celulares, pelo espago
concedido aos meus reagentes e pertences pessoais, pela utilizagdo do aparelho citdmetro

de fluxo, pelo lisante quase sempre utilizado de vocés e pelas conversas descontraidas.

Ao Roberto, pela paciéncia e dedicagdo concedidas aos meus graficos de
resultados que facilitaram a visualiza¢do dos dados.

A Maristela, Karina e Gustavo, do Laboratério de Citogenética, pelos
caridtipos analisados, pela atengio aos casos em que eu precisava do resultado com mais
urgéncia e aos momentos agradaveis que vocé€s me proporcionaram durante o

desenvolvimento do meu mestrado.

xi



A Hélia, Ménica, Iramaia e estagidrios, do Laboratério de Hematologia, pela
atengdo e disposicdo para atender as minhas necessidades, além da utilizagdo do contador

hematolégico, pelas lAminas separadas e hemogramas concedidos.

A Sandra e a0 Ricardo, pela atengéo concedida a confecgdo de slides, posters,

figuras escaneadas, enfim pelo apoio didatico dado as minhas necessidades.

Aos residentes da Hematologia, pelas amostras colhidas e mielogramas
analisados.

As enfermeiras, farmacéuticos e técnicos do Ambulatério de Quimioterapia e
TMO, pela dedicada assisténcia aos pacientes e as minhas necessidades, além da boa

conduta profissional.

Obrigada a vocés pelo apoio, atencio e amizade.

xiii



SUMARIO

PAG
BB STINIOD . mis555550050505 it o ommsmonmome mmnmms nssessssiie s s 5 S S o Xxvii
INTRODUGAQO................eeeeenrneneneesseeeessssssssesssessssssnssssssssssemmessssssesseseeeeee oo 31
Sindromes mielodiSPIASICAS. .......covruererueuraeereresieeeeee e e e ee e 33
I B O D ICA. . cciccinaissinnioniatommanmmensssmennsssnseanamsmemesss sessmss i susssss dousssias ancast ucis 35
N DO T B 0505 B MU A me s e s T SRR RS B NS 3 B S 35
Sistema Fas/Fash..........ccccieeeeeneeiteeeecee et e e ssesee s eese e se s 39
Apoptose 1 BME...... ot iiiiusrmasmssensmssssasasssonsasnsssasssssanss pmossiss susssasosis 42
Tratamento para pacientes cOm SMD..........c..cueeiueeeeeeemeeeeeeeeeeee e 45
T O S0 00E mhhyepmaome s oy e mA S S RS R o S 5 SR G 47
Fator de transcri¢do nuclear NFKB...........c.ocoviuoeeeeceeeee oo eeeeee e 48
OBJIETIVORB. ... s e ieserssnsassssmtsssommesmmsstsmomenescases 51
MATERIAIS E METODOS..........cooomiroiuiememesemmmsssesscesessssesmsesssseeesesesssssssersenes 55
i o5 T 57
Critérios de inclusdo de pacientes no eStudo..........ccceemeeeemrmemeneemmeeeeees oo 57
Critérios de exclusBo de pasientes N0 eStdo. ..o s 57
Esquema terapentic: COT BT BUIIMA .. xcascemsses issessis s s 58
LR O 0 P OS DOSER 30 TR TSR oo et o3 SR RS 58
REACOES COIALETAIS. ......eeeeee ettt es et es e ee e e 58
Avaliagao 1aboTatorial.........c.cvreerieeeeeeee et 58
ADAHSL @SAUSHICA.......c.iciiominnranemrasrersesssassessonsnsressmmsasnsorsonssemmsmemanssssssmsssiesensseses 64

xv



RESULTADOS ... 67
PACIENTES. ..o 69
CarIOUPOS. ... 70
Hemograma.................ooooiiiiii e 70
MI€IOGrama. .............coooomiiomi oo 73
Estudo da apoptose. ............oooooooooiooiooe 76
Reagdes COlaterais. .........ooo..ovuueoeeeeeieeoeeee 81
Adesdo e dificuldades de inclusdo no estudo. ... 81
Evolugao dos pacientes apos tratamento com AMF.................... . 82

DISCUSSAO..........ooooooovveveeeeeceereeenenieeeeoe oo 85

CONCLUSOES ..........cccoccoooooiimmmmimimiiimmeieeeeeoeoeoeoeeeeeeoeoeeeeeeoeeeoeeooo . O5

SUMMARY ... 99

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... ... 103

AINEXRIYS. 0500050750555 000t ennmnrsmasnetossmasemeoias s s as RS oSSR OR G E58 117

xvii



LISTA DE ABREVIATURAS

Sigla

Ag

AREB
AREB-t
ARSA
ATG
BD

Ca

CD
CFU-GM
CSF-G
Del
EPO
FAAD

FAB

IxB
IL

IPSS

Descricao

Antigeno

Amifostina

Anemia refrataria

Anemia refrataria com excesso de blastos
Anemia refratéria com excesso de blastos em transformagio
Anemia refratdria com sideroblastos em anel
Globulina anti timdcito

Becton Dickinson

Cilcio

Cluster Differentiation

Granulocytic - Monocytic Colony Forming Unit
Granulocitic Colony Stimulator Factor

Delegao

Eritropoetina

Fas-Associated Death Domain
French-American-British

Hemoglobina

Inibitory kappa B

Interleucina

International Prognostic Sistem of Score

Xix



LMA
LMMC
MO
NFxB
NK

N absoluto
OMS
Pl

PA

QT
SCF
SMD
SP
TGF

TPO
UCH
UCHFLI
WHO

Leucemia Mieléide Aguda

Leucemia Mielomonocitica Crénica
Medula Ossea

Nuclear Factor Kappa B

Natural Killer

Numero Absoluto

Organizagdo Mundial de Saide
Plaquetas

Pressdao Arterial

Quimioterapia

Stem Cell Factor

Sindrome Mielodisplasica

Sangue Periférico

Tumoral Growth Factor

Tumoral Necrosis Factor
Trombopoetina

Unidade de concentrado de hemacias
Unidade de concentrado de hemacias fenotipadas, lavadas e irradiadas

World Health Organization



LISTA DE TABELAS

PAG

TABELA 1: Escore IPSS para pacientescom SMD....._ ... .. 34
TABELA 2: Expressio da oncoproteina BCL-2 e do Ag fas em subpopulagdes

de individuos normais....................................... 42
TABELA 3: Expressio dos marcadores apoptoticos CD95 e CD95L em

amostras de normal e de pacientes com smd.... ... e 43
TABELA 4: Aspéctos hematologicos dos subtipos da SMD de acordo com

classificacBo FAB.............coooovovoii .. USSR R T 59
TABELA 5: Tipo FAB, idade e andlise cariotipica da MO nos pacientes com

SMD no inicio do tratamento com AMF........................... 69
TABELA 6: Comparagio das caracteristicas dos pacientes respondedores e nio

POSPONBOROTES. oo vosiit o S Fa R S5 i memmremmensssreemr e 74
TABELA 7: Mielograma pré, pés ciclo 2 e pos cicio 6 nos pacientes

submetidos a amifostina. ........ e 73
TABELA 8: Dados do hemograma e imunofenotipagem dos pacientes com

mielodisplasia..............ooooo e 77



LISTA DE FIGURAS

PAG

FIGURA i: Curva de sobrevidada SMD peloIPSS......... ... 35
FIGURA 2: Representag@o esquematica dos eventos apoptoticos.................. 38
FIGURA 3: Eventos mitocondriais e os efeitos do gene BCL-2 na apoptose..... 39
FIGURA 4: Esquema do sistema apoptdtico pela via FAS/FASL .. 41
FIGURA 3. Conversdo da amifostina (Ethiol) em metabolicos WR-1065 e

WRL I8, covcscisnnsssssts bt 055 b earoare e sees st b s 48
FIGURA 6: Esquema de supress3o apoptoticapelo NFgB. ... ... 49
FIGURA 7A:  DOT PLOT CD45 X SSC de paciente com SMD AR no pré

AMF. Células granulociticas hipogranulares demonstradas pelo

SSCDaIXO......oooooii 61
FIGURA 7B:  DOT PLOT CD45 X SSC de paciente com SMD AR no pos ciclo

2 da AMF. Recuperagio da ganulagio dos granuldcitos

demonstradas pelo SSCalto.................o 62
FIGURAS8A: DOTPLOTCD34 X SSC..oooooiooooo 63
FIGURASB: DOTPLOTCDOSXCD34 ... 63
FIGURA 8C: DOT PLOT CDOSE X ED34 ... A B s 64
FIGURA 9: Relagd@o entre a evolugdo dos neutrofilos no SP, durante o

tratamento com AMF ¢ a percentagem dos linfocitos, na MO, no

PIE HBLAMOTD. ... ciiivituiiiasinnassanmemsmress s rmeessmsessssassssasmsenmssonmbs sisss s 72
FIGURA 18A:  Grafico das células CD34” desde o pré AMF até o ciclo 6. 78
FIGURA 10B:  Grafico da expressio FAS/CD95 nas células CD34" desde o pré

AMF at€ 0 CiCl0 6. 79
FIGURA 10C:  Grafico da expressio FASL/CD95L nas células CD34” desde o

PR AME até nelelo b....cccviivivicnisiion i 8¢

IV



RESUMO
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Sindromes mielodisplasicas (SMD) sio um grupo heterogéneo de doencas
clonais caracterizadas por citopenias periféricas persistentes de uma ou mais linhagens e
com possibilidade para transformagio leucémica. Niveis aumentados de apoptose nas
células precursoras hematopoéticas (células CD34") foram observados em pacientes com
SMD de baixo risco (AR e ARSA), sugerindo esse mecanismo como o responsavel pela
hematopoese ineficaz nessa doenga. A Amifostina (AMF) é considerada um agente
citoprotetor, com agdo antioxidante, potente estimulador da hematopoese normal e
supressor apoptotico nos precursores mielodispldsicos. Analisamos a expressdo dos
marcadores da apoptose, (Fas e FasL) nas células CD34" em pacientes com SMD de baixo
risco, submetidos ao tratamento com a AMF. Foram estudados 17 pacientes, sendo 11 AR e
6 ARSA. A resposta terapéutica em relagdo ao nivel da hemoglobina, ao nimero de
neutrofilos e as plaquetas, aos critérios de inclusio e as respostas foi definida pelo
protocolo de tratamento da AMF. Dos 17 pacientes tratados, 10 apresentaram critérios de
resposta em pelo menos uma série do hemograma apés 2 ciclos de AMF, os quais
receberam mais 4 ciclos adicionais. Quatro pacientes (3 ndo respondedores e um
respondedor) apresentaram evolugdo da SMD (aumento de blastos medulares) durante ou
apos o tratamento. As atipias celulares na medula 6ssea (MO) e o niimero de células CD34*
diminuiram nos pacientes respondedores apés o ciclo 2. No grupo dos nio respondedores
nio houve alteragdes significativas em nenhum desses parametros. Os pacientes que
responderam a amifostina tinham, antes do tratamento, uma percentagem menor de
expressdo de Fas e FasL nas células CD34" e de linfocitos na medula dssea em relagcd@o aos
que ndo responderam. A percentagem de linfécitos aumentou ainda mais apos o tratamento
neste ultimo grupo. Esse resultado sugere que, no grupo que ndo respondeu a amifostina o
sistema imune pode estar impedindo a resposta ao tratamento. Esses resultados favorecem a
hipotese de que a resposta a AMF ¢ influenciada pela expressdo dos marcadores
apoptéticos e/ou pela percentagem de linfécitos na MO. A resposta a AMF ndo depende
apenas da supressdo apoptdtica. Um seguimento maior de pacientes € necessario para

observar a durabilidade de resposta.
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SINDROMES MIELODISPLASICAS

Sindromes mielodisplasicas (SMD) compreendem um grupo heterogéneo de
doengas hematopoéticas clonais que se originariam em uma célula tronco hemopoética
(Stem Cell ou célula CD34"). Sdo caracterizadas por disttirbio na proliferagéo e perda da
maturagdo celular, podendo ocorrer em adultos jovens € em criangas, mas com incidéncia
maior em idosos (BERIS, 1989; ARIAS et al., 1998; MAGALHAES et al., 1999).

Embora a medula 6ssea (MO) esteja normo ou hipercelular, os pacientes
portadores de SMD possuem citopenias periféricas persistentes de uma ou mais linhagens.
Contudo, apresentam infeccdes constantes, processos hemorragicos e/ou anemias,
decorrentes da deficiéncia de maturagdo celular na hematopoese desses pacientes
(BENNETT, 1986; YOSHIDA, 1993; GALLAGHER et al., 1997).

Os clones SMD sdo instaveis na capacidade de diferenciacdo celular. Estima-se
que cerca de 20 a 30% dos casos de leucemias mieldides agudas (LMA) em adultos sejam
precedidas por uma fase pré-leucémica. Essa fase € induzida pelo uso da quimioterapia e da
radioterapia, envolvendo mudangas genéticas nos clones anormais, contribuindo para o
aparecimento cada vez mais frequente da LMA e da SMD secundaria

(KOUIDES & BENNETT, 1996).

A SMD ¢, atualmente, classificada através da morfologia, pelo grupo
cooperativo franco-americano-britanico (FAB), que compreende 5 grupos que avaliam os
aspectos hematolégicos quantitativos e qualitativos dos elementos no sangue periférico
(SP) e na medula éssea (MO). As anormalidades qualitativas mais comuns na MO sdo a
assincronia maturacional nicleo citoplasmatica e a fragmentagdo nuclear dos eritroblastos,
dos sideroblastos em anel, dos bastonetes gigantes, dos neutréfilos hipersegmentados ou

com anomalia de pseudo Pelger-Huet e dos micromegacariocitos (BENNETT et al., 1982)

A frequéncia dos 5 subtipos tem variado muito nos diversos relatos da
literatura. Embora a classificag@o seja muito simples ¢ facilmente reproduzivel para estudos
posteriores de mielodisplasia, alguns pontos tém sido discutidos (GREENBERG et al.,

1997). O comité da organiza¢do mundial da saide (OMS), para classsificagdo de neoplasias
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do tecido linféide e hemopoético, propds uma modificagdo da classificagdo FAB original,
relatada por HARRIS et al. (2000). Segundo este comité, a proposta reconhece 8 categorias.
A leucemia mielomonocitica crénica (LMMC) € excluida das SMDs e classificada,
juntamente com a leucemia mieloide cronica atipica e a leucemia mielomonocitica juvenil,
num grupo de desordens mielodisplasicas/mieloproliferativas. O subtipo AREB-t €
excluido e o percentual de células blasticas estabelecido para o diagnéstico de leucemia
aguda passa a ser de 20%. Essa nova classificagdo permite o agrupamento de categorias
mais homogéneas, reduz o numero de casos ndo classificaveis e associa-se ao sistema
internacional de escore (IPSS). Esse sistema de pontuagdo considera a percentagem de
blastos, as anormalidades cariotipicas e o grau das citopenias periféricas (Tabela 1).
A sobrevida dos pacientes com SMD ¢é variavel (Fig 1): nos subtipos AR e ARSA, a
sobrevida média dos pacientes é em torno de 4 anos; enquanto nos AREB e AREB-t, a

sobrevida média cai para 12 meses, segundo RIBIZZI et al (2000).

Tabela 1. IPSS para pacientes com SMD

Valores prognaésticos Valores
0.5 1.0 1,5 2.0
Blastos na MO(%) <5 5-10 - 11-20 21-30
Cariétipo Bom Intermediario Desfavoravel - -
Nimero citopenias 0/1 213 - - =
Introdugdo
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O valor para a determinagdo do grupo de risco ¢ a somatdria dos valores

obtidos. Assim, quatro grupos foram identificados:

Baixo risco: somatoria dos valores igual a zero
Risco intermediario 1: somatéria dos valores 0.5 - 1.0
Risco intermediario 2: somatoéria dos valores: 1.5 - 2.0
Alto risco (desfavoravel): somatoria dos valores maior ou igual a 2.5
B IW?
90 4
4\ B
wl’ k! T . _
3 j ; i = Low Baixo Risco
£ osed: | F oy
£ \; —— Int-1 Risco Intermediario 1
" —— Int-2 Risco Intermediario 2
». A High Alto Risco
2. SR Rt Y
1 e
104
|
L] - - T
12345678 %1911121314150161718
years

Figura 1: Grafico representativo de sobrevida dos pacientes com SMD pelo escore do IPSS

CITOGENETICA

As anormalidades citogenéticas mais frequentes na mielodisplasia com bom
prognostico compreendem dele¢do do cromossomo Y, del(5q), del(20q) e caridtipo normal,
sendo que no prognostico de risco intermedidrio estdo a trissomia do cromossomo 8 (+8) e
outras anomalias simples. Ja as SMDs que apresentam alteragdes complexas e anomalias do

cromossomo 7 apresentam curso agressivo da doenga.
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APOPTOSE

A morte celular pode ser conduzida de modo ndo-fisiologico e patologico
(necrose) ou de modo fisiologico (apoptose). A necrose, em nivel morfolégico, €
caracterizada por inchago celular com comprometimento das organelas no citoplasma, em
especial as mitocondrias, mas o nucleo ndo sofre alteragdes significativas. Posteriormente, a
c€lula se rompe devido ao desequilibrio hidroeletrolitico, eliminando no tecido vizinho o
contetdo intracitoplasmético contendo proteases e substancias toxicas que, além de causar
toxicidade direta para as células adjacentes, atrai células do sistema imunolégico, causando

intensa reaga@o inflamatdria.

A apoptose € um fendmeno de morte celular totalmente distinto da necrose, na
qual ndo ha inchago da célula, ao contrario, hd o encolhimento. Ela apresenta bolhas na
membrana plasmatica da célula, mas ndo se rompe. Enquanto as organelas se mantém
intactas, o nucleo sofre mudancas dramaticas, onde a cromatina forma um ou mais
aglomerados nas bordas internas da membrana nuclear, levando a célula a morte. As células
que demoram mais para morrer apresentam também o nucleo partido e dividem-se em
estruturas (corpos apoptoticos) contendo porgdes do nicleo inconfundiveis ao microscopico
eletronico. Em geral as células apoptéticas sdo reconhecidas por macréfagos e sdo
fagocitadas, sem causar inflama¢do como na necrose (YOSHIDA, 1993; BERGAMASCHI,
etal, 1994; HORTA, 1999).

A apoptose ou morte celular programada ¢ definida como um fenémeno de
“suicidio” celular que requer mecanismos especializados. Esse fendmeno tem sido
essencial em muitos processos fisioldgicos como no desenvolvimento embrionario, no
controle de tumores, na regulagdo do sistema homeostético e de populagdes celulares do
sistema imune. Contudo, alteragdes dos genes e proteinas pro-apoptdticas e anti-
apoptoticas, responsaveis pelo controle do mecanismo de morte celular programada, estdo
envolvidas em diversas patologias (SHIBUYA et al., 1995; IRVINE et al., 1998; HORTA,
1999; YOSHIDA & MUFTI, 1999).

Introdugdo
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Ha dois elementos chaves na cascata apoptética localizados no citoplasma das
células: a mitocondria e as caspases (proenzimas inativadas), que sdo denominadas caspase
I, caspase 2, e assim sucessivamente até a 14. As caspases (nome derivado de cisteina-
protease que cliva - “ corta” ) tém papel central na apoptose, em todo o tipo de célula e em
todo organismo multicelular estudado. A primeira enzima dessa familia descrita em
mamiferos foi a ICE (interleukin-1p converting enzyme), hoje a caspase 1. Uma caspase
pode clivar outras e esse “corte” parece ser essencial 4 ativagdo dessas enzimas. Ao ser
ativada, uma caspase iniciadora cliva outras, em sequéncia, até chegar a uma caspase
executora. Esta caspase destroi proteinas essenciais a célula, ativa proteinas toxicas ou
destrdi proteinas que protegem a célula da apoptose. A ativagdo dessas proteases ndo segue
hierarquias e, quando envolvidas, podem se diferir, dependendo do modo de indugio da
apoptose. Por exemplo, a caspase 8 e a caspase 10, dependendo do tipo de estimulo que a
célula recebe, sdo fortes candidatas as caspases iniciadoras, enquanto que a ativacio das 3

e 7 precedem a ativagdo da caspase 6 (HORTA & YOUNG, 1999).

As proteinas pro-apoptoticas, indutoras da apoptose, incluem: antigeno (Ag) de
superficie celular Fas (APO-1/CD95), citocromo C (liberado da mitocondria liga-se ao fator
de ativagdo de protease apoptotica (Apaf-1) e a pro-caspase 9, formando os apoptossomos
que, consequentemente, ativardo as caspases), Bax (forma poros na membrana da
mitocondria com liberagdo do citocromo C e, quando se liga ao bcl-2, inibe a agdo
supressora da apoptose), fator de necrose tumoral alfa (TNFa - citocina reguladora da
hematopoese, induz a formagdo de radicais livres de oxigénio e a expressdo do Ag Fas). O
gene p53 wild-type, os fons Ca*" (alteram permeabilidade mitocondrial, facilitando a saida
do citocromo C), o c-myc (oncogene) e, por fim, as ceramidas (estimulam liberacdo do
citocromo C da mitocondria) também sdo fatores estimuladores da apoptose (SACHS &
LOTEM, 1993; GREEN & REED, 1998, ORMEROD, 1998; THORNBERRY &
LAZEBNIK, 1998; GREENBERG, 1998; HETTS, 1998; HORTA & YOUNG, 1999, figs.
2e3)
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Destacam-se como agentes supressores dos eventos apoptoticos o gene bcl-2 e
o gene p-53 mutado (ndo reconhece células com lesdo no DNA). Expressdes anormais de
oncoproteinas anti-apoptéticas (supressoras da apoptose) e proteinas pré-apoptoticas

(indutoras) podem desencadear os eventos apoptoticos.
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Figura 2: Representagdo esquematica dos eventos apoptoticos

Os fatores estimuladores da apoptose, incluem: especificos ligantes do receptor da
morte (TNF, Fas ligante), remog¢do de fatores de crescimento, hormdnios, agentes prejudiciais,
radiacdo, radicais livres e toxinas, além dos linfocitos T citotoxicos. Estes indutores da morte
celular agem de maneiras diferentes, ativando as caspases iniciadoras ou executoras, por
envolvimento mitocondrial, envolvendo citocromo C e comprometimento do DNA (1). O controle e
regulagio desse mecanismo apoptdtico sdo influenciados por membros da familia bcl-2 de
proteinas, os quais podem inibir ou promover a morte das células (2). As caspases executoras

ativam endonucleases citoplasmaticas latentes e proteases, degradando assim o citoesqueleto ¢ as
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proteinas nucleares. Contudo, gera-se uma cascata de degradagdo intracelular, incluindo
fragmenta¢do da cromatina nuclear e colapso do citoesqueleto (3). O resultado final é a formagdo de
corpos apoptoticos contendo vérias organelas e outros componentes citosolicos. Estes corpos

apoptoticos também expressam novos ligantes para se unirem e serem captados por células

fagocitarias (4).

Possible modes of action of Bel-2
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Figura 3: Eventos mitocondriais e os efeitos do bel-2 na apoptose.

Agonistas da morte celular causam mudangas na membrana interna da mitocondria,
resultando na transi¢do da permeabilidade mitocondrial (MPT) e liberando o citocromo C dentro do
citosol. A liberagdo do citocromo C rompe a ligagdo entre o gene bcl-2 e as proteases pro-
apoptoticas, ativando o fator Apaf-1. Posteriormente, uma caspase iniciadora ¢ ativada, a qual inicia
0s eventos proteoliticos que eventualmente matardo a célula. Desse modo, o bel-2 causa supressdo

do mecanismo da apoptose por inibir a liberagdo do citocromo C.
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SISTEMA FAS/FASL

Fas é uma proteina de membrana pertencente a familia do receptor TNF e ¢
expresso em varios tecidos incluindo timo, figado, coragdo e rim (WATANABE-
FUKUNAGA et al, 1992; SMITH et zﬂ, 1994;: NAGATA & GOLSTEIN, 1995). Fas media
a apoptose seguida da interagdo com seu ligante natural, o Fasligante (FasL)
(WAT ANABE-FUKUNAGA et al, 1992; SUDA et al, 1993; VIGNAUX et al, 1995;
SUDA et al, 1995; KOJI et al., 1995).

O FasL é uma proteina transmembrana funcionalmente relacionada com o TNF-
o (SUDA & NAGATA, 1994) e esta proeminentemente expresso na membrana dos
linfocitos T ativados, (SUDA et al, 1993; SUDA et al, 1995), nas c€lulas mieloides e
tumorais, e em forma soluvel (O’CONNELL et al, 1996; BADLEY et al, 1996; HAHNE et
al, 1996; LILES et al, 1996; KIENER et al, 1997; GERSUK et al., 1998). Contudo, o FasL
¢ uma proteina transmembrana que induz a apoptose nas células que expressam Fas em
suas membranas. Os antigenos Fas e FasL estdo comumente presentes também em blastos
mieléides, em células maduras mieloides, em eritroblastos, em megacariocitos e em células
displasicas em aspirado de MO. O bcl-2, proteina supressora da apoptose, estd indetectavel
nas células eritroides nucleadas e granulocitos, entretanto estd altamente expresso em
mieloblastos e em linfocitos. Nestas células, os niveis de expressdo variam de acordo com 0
estado maturacional , que decrescem na medida em que amadurecem (CD10 positivo,
marcador linféide B). Esses dados conferem a importancia do Fas e do bel-2 na
hematopoese normal, conferindo uma menor ou maior sobrevida celular (MOLICA et al.,

1996; DIGIUSEPPE et al.,1996; GUPTA et al., 1999) (Tabela 2).

O sistema Fas/FasL estd envolvido em fendémenos fisiologicos importantes,
como na desativagdo das reagdes imunes pela delecdo das células T ativadas no final de
uma resposta imune, na inducdo a morte de células cancerosas por células linfoides T
citotoxicas, natural killer (NK) ou de células inflamatorias em algum processo isolado, ou
infectadas por virus (STALDER et al, 1994; NAGATA & GOLSTEIN, 1995; PETER &
KRAMMER, 1998; ASHKENAZI & DIXIT, 1998). Disttrbios no sistema Fas/FasL. estdo
associados as desordens linfoproliferativas e aceleram doengas auto imunes causando

destruicdo celular NAGATA & GOLSTEIN, 1995; MILLER & MARX, 1998). Em nossos
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estudos utilizamos os anticorpos anti-CD95 e anti-CD95L para analisar o sistema Fas/Fasl,
que tem um papel importante na indugdo da apoptose em células CD34" da MO de
pacientes com SMD (MUNKER et al., 1996). Estes marcadores estio aumentados também
em células da MO e SP nas anemias aplasticas (CALLERA et al., 1997)7

A ligag@io Fas com seu ligante ativam a pro-caspase 8 através de um dominio da
morte FADD (Fas-associated death domain), ocorrendo, assim, a apoptose celular pela
caspase efetora (caspase 9)(fig. 4). Apoptose é um processo celular ativo que regula a
quantidade de células pelo aumento da sobrevida celular. Ha células que tém, em suas
membranas, os receptores da morte que detectam a presenca de sinais da morte
extracelulares e, consequentemente, ativam o maquindrio apoptotico. Os receptores da
morte pertencem ao gene receptor da superfamilia do TNF, destacando o CD95 (Fas/Apol)
e um dos receptores de TNF (TNFR 1).

Death | FADD

domain r

Pro Caspase 8

Autocatalytic caspase (i
activation

!

Apoptosis

Ramzi, Vinay, Tucker Robbins, 1999

Figura 4: Esquema do sistema apoptético pela via Fas/FasL
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Tabela 2. Expressio da proteina bcl-2 e do AgFas

em subpopulagdes de individuos

normais
Tipo Celular FAS (mesf x 107) BCL-2 (mesf x 107)
Linfocitos 12* 28
Monocitos 28 11
Granuldcitos 15 1
CVNs 14 1
Blastos 8 29

CVNs: células vermelhas nucleadas; MESF: molécula de fluorocromo soluvel

equivalente

*Linfécitos B expressam intensidade menor que em células T CD4" e CD8"

APOPTOSE NA SMD

Estudos “in vitro” utilizando células de pacientes com SMD e bioqueando a

ligagdo Fas/FasL, demonstraram uma supressdo apoptotica observada com o aumento do

numero de unidades formadoras de coldnias granulociticas e monociticas (CFU-GM),

sugerindo a importdncia do sistema Fas/FasL na apoptose celular (NAGATA &

GOLSTEIN, 1995; GERSUK et al., 1996; PETER & KRAMMER, 1998; ASHKENAZI &

DIXIT, 1998).

Em um estudo piloto (RIBEIRO et al, 2001) foram encontrados niveis

aumentados de apoptose nas células CD34" | quando comparados a controles normais

(Tabela 3).
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Tabela 3. Expressdo dos marcadores apoptéticos CD95 e CD9SL em amostras de MO
normal e de pacientes com SMD (Ribeiro. E.; Lima, C.S.P; Metze, IL-

(Leukemia Research submitted)
Expressio CD95S ¢ CD9SL
CD34'(n° abs) CD95/CD34(%) CDISL/CD34(%)
MO Normal 271(169 -787) 28,5(19,5-29,6) 17,2(15,5-21,2)
MO AR/ARSA 245(16 — 839) 57(0,6 — 88,9) 28(0.8 - 90)

Valores representados em mimero absoluto (n® abs) e percentagem (%) em mediana das c€lulas apoptoticas
(CD95 e CD9SL positivas) medidas fenotipicamente em populagio de células precursoras (CD34").

A presenga da apoptose excessiva na SMD pode ser um dos mecanismos
responsaveis pela hematopoese ineficaz observada nessa doenga (BOUSCARY et al., 1997,
BOGDANOVIC et al., 1997, GREENBERG, 1998; GUPTA et al., 1999; YOSHIDA &
MUFTI, 1999).

Varios estudos sugerem a morte celular programada como 0 mecanismo
responsavel pelo paradoxo da hipercelulariade da MO e das citopenias periféricas na SMD.
Em um deles, foram utilizadas células granulociticas periféricas de pacientes com SMD,
incubando-as por 5 horas a 37°C. Apos avaliagio de hora em hora, observou-se
fragmentagio nuclear na maioria das células cultivadas, caracterizando, morfologicamente,
uma célula em apoptose. Esses resultados sugerem uma forte susceptibilidade das células
granulociticas 4 morte celular programada (HAMADA et al., 1998).

No caso da série vermelha, a eritropoese € ineficiente devido ao defeito no
crescimento e a diferenciagdo das células progenitoras eritroides na SMD. Por isso, foi
realizado um estudo com células glicoforina A positivas (proteina caracteristica das células
eritroides) mielodisplasicas, as quais foram submetidas a sinais pro-apoptoticos (Fas/CD95)
¢ anti-apoptoticos. Observou-se que os primeiros sinais tiveram efeito maior sobre as
células que o segundo, considerando a predominancia da via pro-apoptotica sobre as células
eritroides mielodisplasicas (FONTENAY —ROUPI et al., 1999).
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No caso da série vermelha, a eritropoese ¢ ineficiente devido ao defeito no
crescimento e a diferenciagdo das células progenitoras eritréides na SMD. Por isso, foi
realizado um estudo com células glicoforina A positivas (proteina caracteristica das células
eritrdides) mielodisplasicas, as quais foram submetidas a sinais pré-apoptéticos (Fas/CD95)
e anti-apoptoticos. Observou-se que os primeiros sinais tiveram efeito maior sobre as
células que o segundo, considerando a predominancia da via pré-apoptética sobre as células
eritréides mielodisplasicas (FONTENAY —ROUPI et al., 1999).

Em relagdo a série megacariocitica, ha uma proliferagcdo e uma diferenciagdo
tipicamente anormal na mielodisplasia. O mecanismo é desconhecido, mas possivelmente
envolve defeitos no receptor da trombopoetina (TPO), o c-mpl, ou na via sinalizadora pos
receptor nas células progenitoras megacariociticas. Além disso, a megacariopoese pode
estar afetada pela incidéncia da morte celular prematura nos megacariocitos e pelo efeito
inibidor das citocinas, como o TNF-a. Varios estudos ndo tém correlacionado o defeito do

receptor de TPO com a anormalidade dos megacariécitos na sindrome mielodisplasica
(HOFMANN et al., 2000).

A apoptose excessiva em células CD34" na MO de pacientes com SMD pode
MO desses pacientes. O desequilibrio entre citocinas estimuladoras e inibidoras da medula
Ossea, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL) 6, IL-8, Fator Stem
Cell (SCF), fator de crescimento transformador beta (TGF-p), entre outras, est4 relacionada
com a apoptose excessiva na SMD. O TNF-a, em especial, se encontra em altos niveis
nessa doenga, na qual ela € capaz de: regular negativamente a hematopoese, promovendo a
apoptose celular através da indugdo ao aumento da expressdo do Ag Fas nas células CD347;
estimular a produgdo de radicais livres de oxigénio nas células da MO, além de provocar a
oxidacdo do DNA e de proteinas celulares. Além disso, o0 TNF-a induz a morte celular
programada em células maduras, causando pancitopenia de um lado e estimulando a
proliferagé@o das células progenitoras primitivas, promovendo, assim, uma hipercelularidade
medular (PETER & KRAMMER, 1998). Uma outra resposta para esse paradoxo seria a
apoptose aumentada na SMD que estimularia as células mondcitos/macrofagos a
fagocitarem os corpos apoptoticos formados no final do processo de apoptose celular, e que

secretariam as citocinas, em particular o TNF-a.
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A patogénese precisa da SMD ainda é desconhecida. A expressdo do bcl-2 e do
Fas correlacionam-se com os estagios e com a progressio da doenca, sobrevida celular
além do fator prognéstico (TSOPLOU et al., 1999). A SMD de baixo risco (AR e ARSA), e
os casos AREB com percentagem baixa de blastos (<10%) apresentam altos indices de
apoptose em contraste com a baixa expressdo do bcl-2 nas células CD34 " mielodisplasicas,
comparados aos estdgios mais avangados da SMD, a leucemia mieldide aguda e em
individuos normais (KRATZKE et al., 1999). Nos estagios mais avangados ou na LMA
secundaria a SMD, ocorre o inverso, onde a apoptose decresce e o gene bcl-2 é expresso
mais fortemente, correlacionando com o actimulo de blastos e, consequentemente, piorando
o prognostico (PARKER et al., 1997, BOUSCARY et al., 1997; PARKER et al., 1998;
YOSHIDA & MUFTI, 1999; SHIMAZAKI et al., 2000; PARKER et al., 2000).

Contudo, a inibi¢do de mecanismos apoptoticos podem induzir a transformagéo
leucémica (SHIMAZAKI et al., 2000; PARKER et al., 2000).

TRATAMENTO PARA PACIENTES COM SMD

A conduta terapéutica nos pacientes com subtipos FAB AR/ARSA da SMD,
grupo de baixo risco para transformagdo leucémica, era muito restrita antigamente.
Resumia-se a transfusdes sanguineas quando necessarias, ao uso de fatores de crescimento,
ao G-CSF ou a0 GM-CSF e a eritropoetina (EPO) para estimular a hematopoese da série
branca e a diferenciagao e maturagdo das células da série vermelha, respectivamente, além
dos antibidticos. Contudo, esses métodos terapéuticos ndo previnem infecgdes nem
prolongam a expectativa de vida, mas apenas amenizam a fadiga e a taquicardia causadas
pela anemia, hemorragias e petéquias ocorridas pelas plaquetopenias e infecgdes. Além
disso, a sobrecarga de ferro, ocasionada pelas transfusdes de hemécias, pode provocar
alteragoes funcionais no coragdo e no figado e, por isso, é necessério utilizar um quelante
de ferro nos casos em que a ferritina est4 alta. Outras terapias de baixa intensidade, como a

amifostina (AMF), tém sido utilizadas em casos de AR e ARSA.
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Os subtipos AREB, AREB-t e LMMC utilizam terapias mais agressivas, como
a poliquimioterapia em baixas e altas doses e o transplante alogénico de medula Ossea
(TMO). Atualmente, o TMO ¢ a tinica modalidade terapéutica curativa, mas esta reservado
a pacientes mais jovens com MO compativel e apenas em casos de pancitopenias mais
graves. O potencial de cura estd em torno de 30 a 50% (DANSEY, 2000; RIBIZZI et al.,
2000; TABAK, 2000).

Dentre as terapias de baixa intensidade, a AMF é um medicamento que parece

inibir 0 mecanismo da apoptose nas células CD34" que, no entanto, estd aumentada na
SMD de baixo risco.

A AMF é condicionada a pacientes com SMD AR e ARSA, pois observou-se
nos pacientes classificados como AREB e AREB-t. uma aceleragio para o quadro de LMA
apos o uso da amifostina, com consequente piora do quadro inicial (SCHUCHTER., 1996;
LIST et al., 1997; GROSSI et al., 2000). Métodos inibidores da apoptose podem induzir a
leucemizagdo, segundo SHIMAZAKI et al., 2000. LIST et al (1996), em um estudo “in
vitro”, demonstraram que o ethiol confere uma citoprote¢do as c€lulas progenitoras
hematopoéticas da citotoxicidade causada por antineoplésicos, ¢ foi capaz de estimular a
producdio de células progenitoras (BFU-E e CFU-GM) em MO normal. Em outro estudo,
agora “in vivo”, LIST et al (1997), demonstraram um aumento na dosagem de Hb ou uma
redugio transfusional, além do aumento dos nimeros de neutréfilos e plaquetas (abaixo de
1,0 x10° /ml e 50,0 x 10° A, respectivamente no pré tratamento) em pacientes
mielodisplasicos tratados com AMF.

SANTINI & GILES (1999), “in vivo” ,demonstraram uma agao citoprotetora da
AMF em tratamentos que utilizam drogas alquilantes e a base de cisplatina, além da 6tima
resposta na série granulocitica periférica em relagdo a eritrocitaria e plaquetaria para
tratamento das citopenias periféricas nas mielodisplasias de baixo risco.

RIBIZZI et al (2000) estudaram, “in vitro”, o ciclo celular das células
mielodisplasicas submetidas a AMF. Houve diminuicdo da fase S, aumento da fase G0/G1
e aumento de fragmentagdo do DNA (presenca de debris), evidenciando uma indugdo a
apoptose dessas células tratadas. Jo4 GALANOPOULOS et al (2001) observaram aumento
das colonias BFU-E e CFU-E na maioria dos pacientes com SMD tratados com AMF em

relag@o ao pré tratamento.
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Em resumo, os estudos “in vivo” e “in vitro” ja citados demonstraram que a
AMF pode estimular o crescimento das células progenitoras hematopoéticas tanto em MO
normal como na mielodisplésica, atuando como um citoprotetor de pele, de tecidos e de
células progenitoras da MO submetidos 4 radiagdo ou as altas doses de QT a base de
cisplatina sem interferir na atividade antitumoral (SCHUCHTER & GLICK, 1993; VAN
DER VIJGH & KORST, 1996; SANTINI & GILES, 1999).

Nos trabalhos clinicos, os autores observaram uma aceleragdo para a

transformagéo leucémica, principalmente nos casos AREB, apos o tratamento com AMF.

AMIFOSTINA

A amifostina (AMF) ou Ethiol é uma pré-droga que foi desenvolvida
inicialmente para proteger as células dos tecidos e da MO, seletivamente, contra danos
celulares induzidos por radioterapia ou quimioterapia a base de cisplatina, j4 que nesses

tratamentos ndo se € possivel distinguir entre células normais e malignas.

A AMF, etanoetiol (forma bioquimica WR-2721- metabdlito inativo), é
convertida pela fosfatase alcalina para o tiol livre (WR-1065- metabélito ativo) que,
consequentemente, sofrerd uma oxidagdo para o metabélito dissulfeto (WR-33278) (F ig 5).

A protegao dos tecidos e das células sadias pode ocorrer por dois mecanismos:
1) o tiol livre se liga e inativa as espécies reativas dos agentes platina, neutralizando o
efeito toxico desse quimioterapico no DNA da célula; 2) o tiol livre age prevenindo ou
reparando 0 DNA celular comprometido pela a¢do dos radicais livres através da doagdo de
pontes de hidrogénio. Os agentes antitumorais e a radiagio ionizante promovem a formagdo
de radicais livres de oxigénio e 4nions superéxido, induzindo as células & morte celular
(SCHUCHTER & GLICK, 1993; VAN DER VIJGH & KORST, 1996; SANTINI &
GILES, 1999). As células dos tecidos normais possuem uma quantidade de fosfatase
alcalina superior e de pH neutro em relagio as tumorais, o que favorece a conversio do
WR-1065 e a absorgdo desse metabdlito para o interior das células normais,
proporcionando o efeito citoprotetor (WASSERMAN et al., 1981; VAN DER VIJGH &
KORST, 1996).
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ETHIOL
NH,—(CH,);—NH —(CH;),—S —PO;H> (WR-2721)
| Fosfatase Alcalina
NH, —(CHy)s—NH —(CH),—S—H  (WR-1065)
4 Oxidagio

NH,—(CH,);—NH —(CHz;—S—S—R (WR 33278) (dissulfeto)

Figura 5: Conversio da amifostina (Ethiol) em metabélitos WR-1065 e WR 33278

FATOR DE TRANSCRICAO NUCLEAR NFgB

A AMF possui um mecanismo antiapoptético sobre os precursores
hematopoéticos. Ela pode inibir a apoptose celular através da ativagdo do fator nuclear
Kappa B (NFx B) que est4 inativo no citoplasma das c€lulas, com excegdo dos linfocitos B
nos quais este fator estd sempre ativo (HORTA, 1999; ROMANO, et al, 1999;
GALANOPOULOS et al., 2001).

O NFgB é uma molécula chave na resisténcia das células @ morte celular
programada, principalmente quando mediada pela citocina TNF. Esta citocina, as radia¢Oes
ionizantes e alguns alquilantes quimioterdpicos ativam tanto o processo de apoptose quanto
o fator de transcricdo NFgB. Este fator ¢ ativado quando fica livre de uma proteina
inibidora, o IxB, degradada por proteosomas (complexo proteolitico que degrada o IkB).
Ativo, ele transloca-se para o nicleo da célula e induz a transcri¢io de genes que codificam
proteinas protetoras contra a apoptose. Ha um equilibrio entre a vida e a morte, € a célula
sobrevive (fig 6). O papel fundamental deste fator de transcrigdo, resume-se em: 1) células
normais pré-tratadas com um ativador do NFxB que ndo induz a apoptose; a morte é
bloqueada, ao serem submetidas depois a citocina TNF, contudo, essas células ndo serdo
bloqueadas para a morte se ja expressavam um mutante do IxkB (“super-repressor” que sem

o sitio de fosforilag@o necessario para degradar enzimaticamente o IxB ndo ativa o NFxB);
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2) um inibidor de proteosoma aumenta significantemente a morte de células normais
submetidas ao TNF; 3) a co-expressdo do NFxB em células que contém o “super-repressor”
anula o efeito protetor da inibi¢do do NFgB. Entretanto, o mecanismo exato de resisténcia
das células ao TNF, das radiagGes ionizantes e dos agentes anticincer ainda ndo é
conhecido. O fato de a inibi¢do da sintese de proteinas aumentar a morte mediada por TNF
€ outros agentes apoptoticos sugere que o NFxB seja um fator de transcrigdo que regula
positivamente a expressio de um gene ou de um grupo de genes que codificam
(ordenam a sintese) as proteinas protetoras contra a morte celular. Estudos evidenciaram
que agentes anticAncer podem ser menos efetivos se ativarem ao mesmo tempo a apoptose e

o NFxB (HORTA, 1999).

Figura 6: Esquema de supressio apoptética pelo NFiB.
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OBJETIVOS



Considerando a importancia de se estudar a expressio aumentada dos antigenos
Fas e FasL nas células CD34" na MO dos pacientes com SMD AR e ARSA, além de se
determinar um protocolo para tratamento das SMD de baixo risco, o trabalho teve como

finalidade observar:

1) As alteragdes morfolégicas das células da MO apds o uso da amifostina
(AMF)

2) A eficiéncia do tratamento com o medicamento AMF
3) no quadro hematologico periférico

4) As alteracdes, em niimero absoluto, das células CD34" e em percentagem, as
células CD34" que expressaram Fas/CD95 e FasL/CD95L apés o uso da

medicacdo em relag@o ao pré tratamento.

5) Este estudo foi realizado no ambito de um protocolo clinico controlado com
o uso da AMF no tratamento da SMD de baixo risco (AR ¢ ARSA).

Objetivos
33



r

MATERIAIS E
METODOS



PACIENTES

Pacientes com idade maior ou igual a 18 anos, portadores de SMD com
classificacio FAB AR e ARSA, foram submetidos a terapéutica com AMF, conforme
protocolo clinico introduzido em junho de 1999, atendidos no Hemocentro da Unicamp.
Cada paciente foi avaliado antes e apos a administragdo terapéutica (Ficha de inclusdo e

critérios de exclusdo-Anexos).

A medula 6ssea de doadores para transplante alogénico foi utilizada como

controle normal para os marcadores apoptéticos.

CRITERIOS DE INCLUSAO DE PACIENTES NO ESTUDO (ANEXOS)
* Aceitagiio de participagdo no estudo (termo de consentimento -Anexos);
*estado clinico satisfatorio;

*pacientes com os subtipos AR e ARSA da classificagdo FAB;

*Hb menor do que 10 g/dl ou anemia dependente da transfuséo de eritrocitos;
* nimero de neutrofilos menor do que 1,0)'1103 ul;

*numero de plaquetas menor do que 50,0x10° pl;

CRITERIOS DE EXCLUSAO DE PACIENTES NO ESTUDO (ANEXOS)

*ndo aceitagdo de participagdo no estudo;

*estado clinico insatisfatorio;

*gestacio,

*hipotensdo arterial sistémica: pressdo diastélica< 70,0mmHg;
*miocardiopatias;

*hepatopatias: bilirrubina total ou igual a 1.5 mg/dl;

*nefropatias: creatinina > ou igual a 1,5 mg/dl;
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ESQUEMA TERAPEUTICO COM AMIFOSTINA

Amifostina: 400 mg/mzf dose, diluida em 100ml de soro fisiologico 0,9% em
infusdo intravenosa durante 15 minutos, 3 vezes por semana, durante 3 semanas. Fazer

intervalo de 2 semanas para descanso e repetir o mesmo esquema.
CRITERIOS DE RESPOSTA AO TRATAMENTO

*aumento da concentragdo de Hb > do que 1,5 g/dl sem transfusdo de
eritrocitos por 4 semanas ou redugfio da necessidade transfusional em pelo

menos 50%;

*aumento do numero de neutréfilos em 50% ou mais do nimero pré-

tratamento;

*aumento do numero de plaquetas em 50% ou mais do nimero pre-tratamento

ou redugdo da necessidade transfusional em pelo menos 50%.
REACOES COLATERAIS

Todos os pacientes foram submetidos a uma pré-medicagdo de succinato sodico
de metilprednisolona (Solumedrol) e cloridrato de ondansetrona (Nausedron) para prevenir
nauseas e vomitos que pudessem ocorrer durante ou apos o procedimento de infusio da

AMEF. Esses sintomas foram identificados pela classificagio WHO (Anexos).
AVALIACAO LABORATORIAL
Sangue periférico

Foram considerados os hemogramas de cada paciente, realizados no laboratério
de hematologia do Hemocentro-UNICAMP. A dosagem da hemoglobina (Hb), o nimero
absoluto e percentual dos leucécitos, dos neutréfilos e das plaquetas foram fornecidos pelo
contador automatizado de células (Cell-Dyn 1700,U SA).
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MEDULA OSSEA

O estudo citolégico da MO foi feito em esfregagos corados pelo Leishman e
pela coloragdo do Azul da Prussia. Este exame foi realizado no diagnéstico, apos os ciclos
2 e 6 nos pacientes respondedores. Nos casos suspeitos de transformagdo leucémica o
mielograma também foi avaliado. O diagnéstico da SMD e a identificacdo dos seus
subtipos obedeceram os critérios da classificagdo FAB (Tabela 4).

Foram contadas 300 células, nas quais se considerou a percentagem de blastos,
eritroblastos, granuldcitos, sideroblastos em anel, relagio granuldcitos/eritroblastos (GE) e,

por fim, as atipias nas 3 séries: eritrocitaria, granulocitica e plaquetéria.

Tabela 4 : Aspectos hematolégicos dos subtipos da SMD de acordo com a classificagdo

FAB.
BLASTOS Corpiisculo de Mondécitos Sideroblastos em
Auer SP (1x10° /1) anel >15% MO
MO(%) SP(%)
AR <5 <1 -- e o
ARSA <5 <] - o +
AREB 5-20 <5 i & + ou -
AREB-t 20-30 >5 + + ou - +ou -
LMMC <20 <5 - + + ou -

AR: anemia refrataria; ARSA: anemia refrataria com sideroblastos em anel; AREB: anemia refrataria com
excesso de blastos; AREB-t: anemia refratiria com excesso de blastos em transformacgdo; LMMC: leucemia

mielomonocitica cronica, MO: medula éssea; SP: sangue periférico
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IMUNOFENOTIPAGEM

As células da MO foram suspendidas e lavadas em meio RPMI 1640 e
centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. As células foram ressuspendidas em solug@o
tampdo fosfatado (PBS) com azida, soro fetal bovino e pH 7.4, na concentragao de 5 x10°
cels/ml. Amostras de 100 pl foram incubadas com tripla marcagdo, utilizando Sul de
anticorpo monoclonal CD34 anti-humano conjugado com ficoeritrina (PE), CD95 anti-
humano conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC), CD45 anti-humano
conjugado com proteina peridina de clorofila (PERCP) e os controles isotipicos IgG1 anti-
humano conjugados com FITC, PE e PERCP, sendo que todos os anticorpos anteriormente
citados foram adquiridos da Becton Dickinson-San Jose CA. Os anticorpos primarios,
coelho normal IgG e Fas-L (Q-20) coelho IgG (sc-956), e o anticorpo (Ac) secundério anti-
coelho IgG de fluoresceina (FITC) (200 pg, dilui¢do 1:20) foram adquiridos da Santa Cruz
Biotechnology.

Utilizamos as seguintes combinag¢des: Tubo 1: IgG1FITC/PE/PERCP; Tubo 2:
CD95/CD34/CD45; Tubo 3: coelho normal IgG/Anti-coelho IgG1-FITC/IgG1-PE/CD45;
Tubo 4: FasL/Anti-coelho IgG-FITC/CD34/CD45. Primeiramente, foram incubados os Ac
primérios por 20 minutos (tubos 3 e 4) e depois adicionado o anticorpo secundério. Em
seguida os Ac conjugados foram colocados em todos os tubos para a segunda incubagdo de
20 minutos. Os eritrocitos foram lisados adicionando 2 ml em cada tubo de solugdo lisante
da BD na concentragio de 1:10 por 10 minutos. Todo o procedimento ocorreu em
temperatura ambiente e no escuro. Os tubos foram entdo centrifugados a 1500 rpm por 5
minutos, lavados e ressuspendidos em 1ml de PBS. A andlise foi feita no aparelho
citometro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA), usando o programa
Cell Quest. Foram adquiridos 30.000 eventos para cada tubo.

Utilizamos a citometria de fluxo para calcularmos a percentagem dos
granulécitos e eritroblastos, além da relagio G:E, comparando, posteriormente, com 0s
resultados do mielograma. Para obtengdo da percentagem dos granulécitos foi selecionada a
populacio dos granulécitos (SSC alto com CD45 positivo) em um dot plot CD 45 x SSC. A

percentagem dos eritroblastos, utilizando o mesmo dot plot anterior. Entretanto, o CD45
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para os eritroblastos € negativo e o SSC € baixo (DIGIUSEPPE et al, 1996, figs 7A e 7B)..
A populagdo de linfocitos foi quantificada no pré tratamento e apos 2 ciclos da amifostina
pelo dot plot CD45 x SSC, sendo que essas células sdo fortemente positivas para o

marcador pan leucocitario com baixa granularidade celular (figs.7A e 7B).

aEe Gate na populacéo de eritroblastos
side Gate na populacad dos granulécitos
scatter

Gate na populagao dos blastos

Gate na populagao dos linfécitos

CD45 PERCP

Figura 7A: Andlise da MO de paciente com SMD AR antes do tratamento com AMF. Dot plot
CD45 (marcador leucocitdrio) x SSC (side-scatter- granularidade celular). A
populacdo dos granulocitos, na gate azul, demonstra hipogranulagdo destas células

pelo SSC baixo no citdmetro de fluxo.
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m Gate populacédo de eritroblastt
Sf’ic m Gate na populagao de granulg
side 2
scatter 37

CD45 PERCP

Figura 7B: Analise da MO da mesma paciente ap6s segundo ciclo da AMF. Dot plot CD45 x SSC
demonstrando recuperagdo da granulagdo na populagdo dos granuldcitos observado

pelo aumento do SSC.

ANALISE DA APOPTOSE PELA IMUNOFENOTIPAGEM

Os marcadores CD34, CD95 e CD95L foram observados em amostras de MO
em pacientes com SMD AR e ARSA. A andlise imunofenotipica foi feita no pré e apos 2
ciclos de AMF para todos os pacientes, e apos 6 ciclos para os pacientes respondedores, de
acordo com o protocolo de tratamento da AMF. Doadores para transplante alogénico de

MO foram utilizados como controles negativos.

Normalmente, a analise de células blasticas em MO utiliza dot plot
correlacionando CD45 (marcador pan leucocitario) com baixo SSC (ITO et al., 2001). A
populagdo blastica tem uma intensidade de fluorescéncia menor que a populagdo de
linfécitos e maior que a dos eritroblastos existentes na amostra da MO. Contudo, utilizamos
o dot plot CD34 x SSC (Fig. 8A) considerando as células CD34 fortemente positivas
(células CD34 sem diferenciacdo celular) para estudarmos o grau de apoptose. Blastos na
MO em SMD sdo frequentemente CD34 positivos, apesar de ndo haver correlagdo desse

marcador com numero de blastos (ELGHETANY, 1998). Esse comportamento
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imunofenotipico sugere anormalidades persistentes da expressdo de CD34 nas células em
maturagio.

Para andlise dos marcadores apoptdticos nas células precursoras
mielodisplésicas, utilizamos dot plot CD95/CD34 ¢ CD95L/CD34. Avaliamos o numero
absoluto de células CD34" e a percentagem duplo positiva das células apoptoticas (fig. 8B e

8C).

SSC
Side Scater

SSC-Haight

méme
CD34 PE

Figura 8A: MO de paciente com SMD AR apresentando numero de células CD34 fortemente

positivas (R1). Semelhante a MO normal. Dot plot CD34 (célula precursora

hematopoética) x SSC (granularidade celular). Regido R1 : 144 eventos (células) -

1,12%.

UR

CD34-PE &, |
=

Q 107 102 10 10*
CD9S(FAS) FITG

CD95/Fas- FITC

Figura 8B: Expressdo duplo positiva, quadrante UR (upper right- mais acima e a direita), do
marcador apoptético CD95 x CD34 em paciente com SMD AR. Expressio aumentada

em relagdo a MO normal. 202 eventos- 60,3
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Figura 8C: Expressdo duplo positiva do marcador apoptdtico CD95L x CD34 em paciente com

SMD AR. Expressdo aumentada em relagdo 8 MO normal. 81 eventos- 32,9%

CARIOTIPO

Em todos os pacientes foi colhido aspirado de MO para analise cariotipica. Essa
analise foi realizada no pré, pos ciclo 2, e pds ciclo 6, nos pacientes respondedores, e nos
casos suspeitos de SMD em transformagdo leucémica. A analise das metafases foi realizada
pela técnica bésica descrita por ROONEY & CZEPULKOWSKY (1992) e modificada por
SWANSBURY (1997). As metafases foram observadas também por um sistema
computadorizado (Cytovision, Aplied imaging Coorporation) que facilita o pareamento dos

cromossomos e a identifica¢do das anormalidades.
ANALISE ESTATISTICA

A analise descritiva foi realizada considerando-se as medianas para dados
clinicos, mielograma, hemograma (hemoglobina, granulocitos e plaquetas), CD34 (niimero
absoluto) e marcadores apoptoticos (percentagem CD95 e CD95L), ao diagndstico e apos
dois ciclos de tratamento com AMF. Considerou-se dois grupos, os pacientes que atingiram

os critérios de resposta (respondedores) e os que ndo atingiram (ndo respondedores).
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As diferencas do hemograma, do mielograma, do CD95 e do CD95L para os

respondedores e ndo respondedores foram analisadas pelo teste de Mann-Whitney.

Os dados do mielograma convencional e os obtidos por citometria de fluxo
foram correlacionados pelo teste de Spearman. Foram considerados valores significativos
de r quando p<0,05. Este teste também foi usado para correlacionar dados do hemograma

com os marcadores apoptoticos.
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RESULTADOS



PACIENTES

Foram analisados 17 pacientes, sendo 11 casos AR e 6 ARSA (Tabela 5) que

apresentaram critérios de inclusdo no protocolo de tratamento. Os resultados individuais

dos pacientes tratados com AMF estdo nas fichas 1-17 (Anexos).

Tabela 5: Tipo FAB, idade e analise cariotipca da MO nos pacientes com SMD no inicio

do tratamento com AMF.

CASOS FAB IDADE CARIOTIPO
Caso 1 AR 42 NR
Caso 2 AR 51 46:XX
Caso 3 ARSA 79 46: XX
Caso 4 AR 60 46;XX
Caso 5 AR 55 46;XX
Caso 6 AR 76 46;XY
Caso 7 AR 78 NR
Caso 8 ARSA 40 45,XX,-7
Caso 9 AR 69 NR
Caso 10 ARSA 53 46, XX
Caso 11 AR 71 45.X,-Y
Caso 12 AR 53 47.XY ., +6
Caso 13 AR 41 NR
Caso 14 ARSA 59 NR
Caso 15 AR 64 46,XY
Caso 16 ARSA 78 46, XX
Caso 17 ARSA 67 46,XY

NR: ndo realizado
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CARIOTIPOS

Dos 12 caridtipos analisados no pré tratamento, 9 foram considerados normais,
1 com nulissomia do cromossomo Y, 1 caso com monossomia do cromossomo 7 (100% das
metafases analisadas) e outro caso com trissomia do cromossosmo 6 (ver Tabela 3).
Apéds o ciclo 2 da AMF, tivemos apenas 5 cariotipos analisados, sendo que no unico

anormal ndo houve altera¢do em relacdo ao pré (Ficha 8 - Anexos)
HEMOGRAMA

O resultado dos hemogramas no pré e apds o ciclo 2 da AMF em todos os
casos, e apos o ciclo 6, nos pacientes que atingiram os critérios de resposta (respondedores)

€ ja terminaram o tratamento, estdo na tabela 8.

Dos 17 pacientes tratados, os quais obtinham < de 10,0 g/dl, < 1,0x 10*/ul e
plaquetas < 50,0 x10°/1 (Anexos), 10 (58,8%) foram considerados respondedores em pelo
menos uma série do hemograma apos 2 ciclos de AMF (casos 5, 6, 8,9, 10, 11,13,14,15,17)

quando comparados aos valores pré tratamento.

Houve aumento da hemoglobina em > 1,5 g/dl em um paciente (5,88%),
aumento no numero de neutrofilos > 50% em 8 pacientes (47,05%) e aumento do nimero
de plaquetas > 50% em 2 (11,76%). O caso 9 respondeu tanto nas plaquetas como nos

neutrofilos.

O caso 5, com anemia inicial, apresentou resposta na série granulocitica apds o
segundo ciclo de tratamento com a AMF. A normaliza¢gio da hemoglobina foi observada

somente apds o término do sexto ciclo.

O caso 6 apresentando inicialmente neutropenia e plaquetopenia no SP obteve
aumento > 50% no numero de neutrofilos apds o ciclo 2 da AMF. Apds o sexto ciclo a

plaquetopenia persistiu mas manteve os valores da série branca.

O caso 8, que apresentava anemia discreta e plaquetopenia severa no inicio do

tratamento, terminou o ciclo 6 com melhora apenas das células granulociticas.
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O caso 9, inicialmente com pancitopenia no SP, terminou o ciclo 2 com
aumento no numero das plaquetas e dos neutrofilos de acordo com o protocolo.
Contudo, permaneceu anémico, necessitando de transfusdo de hemacias esporadicamente.

Ap6s o ciclo 6, a anemia persistiu.

O caso 10 iniciou o tratamento devido a anemia. Apds o ciclo 2 o paciente
apresentou aumento da hemoglobina de acordo com os critérios de resposta continuando o
tratamento. Entretanto, apos 6 ciclos da amifostina, a paciente manteve os valores normais
da série branca, leucocitos e neutrofilos, e plaquetas, mas a hemoglobina permaneceu

abaixo dos valores normais (Anexos -ficha 10).

O caso 11 iniciou o tratamento apresentando um quadro hematolégico de
pancitopenia periférica. A resposta inicial, apos o ciclo 2, ocorreu nos granulécitos.
Entretanto, apés o ciclo 6, o paciente apresentou novamente neutropenia € ndo teve

altera¢des nas séries eritrocitaria e plaquetaria do hemograma.

O caso 13, com quadro hematolégico semelhante ao anterior, obteve resposta
inicial com o aumento de 50% no nimero de plaquetas apos o ciclo 2 em relagdo ao pré
tratamento. Apos os 6 ciclos o paciente obteve aumento de 50% nos neutrofitos e nas
plaquetas em relagdio ao inicio do tratamento. O paciente recebe em média 1 transfusio de

concentrado de hemacias ao més.

O caso 14 apresentou quadro de anemia com necessidade transfusional antes de
iniciar a AMF. Apos 2 ciclos de tratamento o paciente obteve aumento de 50% no nimero
de neutréfilos. Apés os 6 ciclos a anemia persistiu, com necessidade transfusional de
concentrado de hemdcias em torno de 1 a 2 vezes por més. Contudo, houve aumento de

50% no numero de granuldcitos e plaquetas em relagdo ao inicio do tratamento.

O caso 15, com pancitopenia periférica no pré tratamento, apresentou resposta
na série granulocitica apds os 2 ciclos. Contudo, logo apds o quarto ciclo, o paciente veio a

Obito devido a uma pneumonia bilateral

O caso 17, com anemia e neutropenia no inicio do tratamento, apresentou

resposta satisfatoria somente nos granulocitos apos os 2 ciclos.
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Os outros 6 casos (1, 2, 3, 4, 7, 12, 16) foram considerados pacientes ndo
respondedores, por ndo apresentarem resposta em nenhuma série do hemograma apds 2
ciclos de AMF, segundo o protocolo clinico de tratamento com amifostina. Portanto, esses

pacientes foram conduzidos a tratamentos alternativos.

Em resumo, ndo encontramos diferenca estatistica significativa entre os dois
grupos de respondedores e ndo respondedores quanto ao grau de citopenias periféricas
(Tabela 6). Entretanto, observamos uma diferenca altamente significativa na percentagem
de linfécitos na MO no grupo de pacientes ndo respondedores comparado aos ndo
respondedores no pré AMF (p - 0,04); enquanto apds 2 ciclos a percentagem dos linfocitos,
nos respondedores que ja era menor, caiu quase que pela metade; sendo que, no outro

grupo, aumentou mais ainda (p = 0,008) (Tabela 6).

Pacientes que tiveram maior numero de neutréfilos apos o tratamento tinha

percentagem menor de linfécitos no pré tratamento (fig 9).
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Figura 9: Relagdo entre a evolugdo dos neutréfilos no SP, durante o tratamento com AMF e a

percentagem dos linfocitos, na MO, no pré tratamento.

Resultados

72



MIELOGRAMA

A relagio G:E (Granulécitos:Eritroblastos) foi obtida pelo mielograma
convencional (citologia) e pelo aparelho citbmetro de fluxo. Os dados foram comparados
antes do tratamento e apds o segundo ciclo da AMF em todos os casos e apds 0 sexto ciclo
nos respondedores (tabela 7). Houve correlagdo entre os dois métodos com r - 0,94
(p < 0,0001) ao diagnéstico (pré tratamento), e r = 0,68 (p = 0,02) apos o ciclo 2 da AMF

pelo teste de Spearman.

No grupo dos pacientes respondedores, as principais alteragdes do mielograma
convencional foram a diminui¢do do grau de atipias e o aumento da relagdo G:E na maioria

dos casos.

Contudo, nos pacientes ndo respondedores as atipias e a relagio G:E,
observados no pré e comparados ao término do ciclo 2 da AMF, néo tiveram alteragdes

significativas (Tabela 7).

No mielograma, os pacientes respondedores e ndo respondedores ndo tiveram
relagio G:E diferente (p = 0,5). No entanto, apés 2 meses de tratamento, a percentagem dos
granulécitos nos respondedores foi maior (p = 0,04), mas a percentagem dos eritroblastos
ndo foi diferente (p = 0,38). Por isso, a relagdo G:E ndo foi diferente nos 2 grupos (p - 0,42).
Na analise da MO pela citometria de fluxo os achados foram semelhantes ao da citologia

convencional.

Em relagdo ao aumento de blastos no mielograma convencional, os casos 1 e 17
apresentaram 20% e 7,0% de blastos na MO, respectivamente, logo apos o término do ciclo
2 (Anexos- fichas 1 e 17). Na citometria de fluxo as c¢lulas CD34" estiveram aumentadas

apenas no caso 1.
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Tabela 6: Comparagio das caracteristicas dos pacientes respondedores e nio

respondedores no pré e apos 2 ciclos de tratamento com AMF.

Pré Amifostina

Respondedores Nao Respondedores P
Idade (anos) 61,5 56,5 NS
Hemoglobina (g/dl) g 4] 8.55 NS
Neutrofilos (10°/1) 1.1 1,2 NS
Plaquetas (10°/1) 135.5 62,0 NS
CD34"(n® abs) 3525 290,5 NS
CD95/CD34(%) 53,0 87,0 0,01
CD95L/CD34(%) 17,0 75,5 0,03
% de Blastos (citologia) 2,5 2,5 NS
% Linfécitos (CF) 14,5 27,4 0,04
Apés 2 ciclos de Amifostina
Hemoglobina (g/dl) 8,6 8,15 NS
Neutréfilos (10°/1) 2,98 1,0 0,02
Plaquetas (10°/1) 165,0 35,0 NS
CD34"(n’ abs) 141,0 313,5 NS
CD95/CD34(%) 55,0 76,0 NS
CDI95L/CD34(%) 24,0 75,0 NS
% de Blastos (citologia) 2,0 1,5 NS
% Linfocitos (CF) 9.3 47,6 0,008

NS: Nio Significativo; CF:Citémetro de fluxo
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ESTUDO DA APOPTOSE

Os dados da quantificagido de CD34, CD95 e CD95-L durante o tratamento com
AMF estdo na tabela 8.

Antes do tratamento, os dois grupos, pacientes respondedores e ndo
respondedores, ndo se distinguiram pelo nimero de células CD34 (tabela 6). Entretanto,
apés o ciclo 2 em relag@o ao pré tratamento, no grupo dos respondedores, houve diminui¢do
do nimero de células CD34 observado pelo teste %° (p<0.001). Ji no dos ndo
respondedores, 4 mantiveram numero inalterado destas células, mas houve aumento de
50% em 3 outros (Fig. 10A). Houve diferenga significativa entre os 2 grupos (p - 0,03) em
relagdo ao CD34.

No caso 1 houve aumento das células CD34" logo apds o ciclo 2. Antes do
tratamento, a quantificacdo dessas células ja estava alta, mas o mielograma ndo acusou o
aumento na contagem de blastos, provavelmente pela ma condigdo do material (Ficha 1-

Anexos).

Em relagdo aos marcadores apoptéticos, ndo houve um padrdo uniforme de
altera¢des (Fig. 10B e 10C). De um modo geral os respondedores tiveram uma percentagem
de Fas e FasL menor no diagnéstico que os ndo respondedores (Tabela 6). Entretanto, a
percentagem de linfocitos aumentada no grupo dos ndio respondedores podem ter
contribuido para uma expressio maior desses antigenos no pré tratamento. Apoés o

tratamento, nio houve mudanga da percentagem destes marcadores em nenhum dos

2 grupos.
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Figura 10A: Representacio esquematica da expressdo das celulas CD34" (células precursoras
hematopoéticas) em 17 pacientes, com SMD AR ¢ ARSA, no pré ¢ apos 2 ciclos
de AMF, ¢ em 8 dos 10 respondedores apos 6 ciclos de AMF. Dos 10 pacientes
respodedores apés o ciclo 2, 6 deles apresentaram diminuigao das células CD34"
, enquanto nos outros 4 ndo houve alteragdo em relagdo ao pre tratamento. No
grupo dos nio respondedores, 4 pacientes mantiveram as células CD34"
inalteradas, mas houve aumento de 50% nos 3 pacientes restantes. Apos os 6
ciclos, os pacientes respondedores apresentaram, em relagdo ao ciclo 2, quadro
variavel com aumento das células precursoras em 4 pacientes, diminuigdo em 1

¢ sem alteragdo nos outros 3.
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Figura 10B: Representagio esquematica da expressdo do marcador apoptético Fas/CD935, em
porcentagem (escala aritmética) nas células CD34" dos pacientes com SMD AR e
ARSA em 14 pacientes analisados no pré e apos 2 ciclos de AMF, ¢ em 8§ dos 10
respondedores apos 6 ciclos de AMF. Os pacientes respondedores apresentaram
porcentagem de Fas/CD95 varidvel no pos ciclo 2 em relagdo ao pré tratamento.
Houve aumento de CD95/Fas em 3 pacientes, diminui¢do em outros 2, e nos 5
restantes o marcador permaneceu inalterado. Em relagdo ao grupo dos ndo
respondedores, no qual 4 foram analisados, houve aumento em i, dimini¢do em um
outrc ¢ sem aiteragdo percentual nos outros 2. Apds os 6 ciclos da AMF, em
comparagdo com os 2 ciclos de tratamento, o Fas/CD95 apresentou percentagem

aumentada em 2, em 5 diminuida ¢ em lpaciente nio houve alteracdes.
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Figura 10C: Representagdo esquematica da expressdo do marcador apoptotico FasL/CD95L em

percentagem (escala aritmética) nas céiulas CD34" em 12 pacientes com SMD AR
¢ ARSA analisados no pré e apés 2 ciclos de AMF, e em 8 dos 10 respondedores
apos 6 ciclos de AMF. Os pacientes respondedores apresentaram percentagem de
FasL/CD95L variavel sendo que 4 deles tiveram aumento, 2 diminuiram e 3
mantiveram seus valores. Ja os 3 casos de pacientes ndo respondedores que
tiveram o FasL/CD95L analisado houve 1 caso em que houve aumento da
percentagem enquanto nos outros 2 sem alteragdes. Apds os 6 ciclos de AMF dos

8 respondedores, 4 tiveram aumento de FasL e diminuig¢ad nos outros 4.
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REACOES COLATERAIS

Todos os pacientes foram submetidos "a pré-medicacdo, utilizando succinato
sodico de metilprednisolona (Solumedrol) e cloridrato de ondansetrona (Nausedron), para
prevenir nauseas € vomitos que pudessem ocorrer durante o procedimento de infusdo da
AMF. Esses sintomas, pela classificagio Who (Anexos), foram identificados como grau I
em 5 pacientes, grau Il em 2 e grau IIl em 2 pacientes. Hipotensdo arterial e hipocalcemia

foram discretas em 11 e 10 pacientes, respectivamente.

Um dado ainda ndo relatado por estudos anteriores, mas que observamos em
nossos pacientes, foi a presenga de hipertensdo arterial em 3 deles durante o uso da AMF.
A pressio arterial foi observada e controlada apos o término de cada infusdo. Os pacientes

foram liberados ap6s a normalizagdo da mesma.
ADESAO E DIFICULDADES DE INCLUSAO NO ESTUDO

A partir do segundo semestre de 1999, ao final de 2001, foram diagnosticados
no ambulatério do Hemocentro da Unicamp 31 pacientes com mielodisplasia dos subtipos
FAB AR e ARSA. No entanto, apresentaram critérios de inclusdo, de acordo com o
protocolo para o tratamento com AMF, 26 pacientes. Por motivos de idade avangada, falta
de confianga na medicagdo, dificuldades de acesso ao local do tratamento ou por
encaminhamento para transplante alogénico de medula Ossea nos casos com pancitopenia

grave, 9 nio aderiram ao tratamento com a AMF.

No segundo semestre do ano de 1999, 3 pacientes preencheram os critérios de
inclusdo para adesdo ao protocolo da AMF. No ano de 2001, a adesdo dos pacientes com
critérios foi maior que nos anos anteriores. Provavelmente, devido "as baixas reagdes
colaterais, pelo tempo (um ano) de uso desse protocolo de tratamento e pelos resultados
satisfatorios em alguns casos tenham favorecido a ades3o de outros pacientes em um prazo

mais curto no segundo ano de estudo.
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EVOLUCAO DOS PACIENTES RESPONDEDORES E NAO RESPONDEDORES
APOS O TERMINO DO TRATAMENTO COM AMF

Os casos 5, 6, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 17 foram considerados respondedores,

enquanto os nio respondedores incluem os casos 1,2,3,4,7, 12, 16.

Nos casos 1 e 17 houve progressdo (aumento de blastos) ap6s o término do
segundo ciclo da AMF.

O caso 2, com quadro de anemia persistente e dependéncia de transfusses, fez
uso de fatores de crescimento, como EPO e G-CSF durante 1 ano apds a AMF. O nimero
de transfusdes ndo diminuiu, sendo entdo suspenso o tratamento. Utilizou ciclosporina, mas
acabou progredindo para LMA 28 meses apos o tratamento com AMF.

O caso 3, com quadro semelhante ao anterior, faz uso de EPO e G-CSF, com
boa resposta. As transfusdes sanguineas diminuiram.

No caso 4, a paciente apresentou aumento de blastos na MO e circulantes apos

10 meses do término do segundo ciclo. Faleceu em decorréncia da LMA secundaria.

O caso 5 ndo tem feito transfusdes de hemiécias e tem mantido a Hb normal (Hb
=15,0 g/dl) 20 meses apos o término do ciclo 6 com AMF. Atualmente usa 0 medicamento
Desferal (quelante de ferro) devido 2 ferritina alta.

O caso 6 niio apresentou melhora do hemograma apos o sexto ciclo da AMF.
Atualmente trata-se com corticéides.

O caso 7, apesar de nio se ter observado nenhuma resposta no SP apés o ciclo
2, apresenta, atualmente, contagens periféricas estaveis e independéncia transfusional ha 11
meses apds o uso de EPO e G-CSF com uso continuo. Os niveis leucocitarios estdo normais
e as plaquetas estdo com 142.,0 x 10°/1 (Anexos-ficha 7)

O caso 8, apesar da resposta apds segundo ciclo, continua dependente de
transfusdes esporadicas de hemacias e frequente de plaquetas, Apresenta atualmente
sangramentos gengivais e petéquias nos membros inferiores. Utilizou Globulina anti-
timéeito (ATG) e ciclosporina, nio obtendo resultados significativos. Atualmente utiliza
como tratamento EPO, G-CSF e FK506 .
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O caso 9, apoés os 6 ciclos da AMF, apresentou leucopenia seguida de
neutropenia e anemia. Atualmente esta fazendo uso de G-CSF e recebendo uma transfusdo

de hemacias mensal.

No caso 12, até 3 semanas apos o término do ciclo 2, o paciente apresentou
nimero de leucécitos e granuldcitos normais, temporariamente. Houve queda em todas as

séries do hemograma com necessidade transfusional de hemacias e plaquetas regularmente.
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Apesar da SMD ainda ter a fisiopatologia pouco conhecida, varios estudos tém
sido realizados com o intuito de se estabelecer 0 mecanismo causador das citopenias

periféricas.

A incidéncia excessiva da apoptose em SMD foi demonstrada primeiramente
por avaliagdo ultraestrutural e morfologica das células mielodisplasicas pela técnica de
TUNEL (avaliagcdo das quebras do DNA) por KITAGAWA et al (1998) e pelo indice
apoptotico (IA), observando a presenga dos corpos apoptéticos (BOGDANOVIC et al.,
1997). Essas técnicas avaliam o comprometimento nuclear individual das células em
apoptose tardia através da microscopia Optica e eletrOnica. Entretanto, a técnica da
citometria de fluxo tem sido muito utilizada para a determinag@o de marcadores especificos
da apoptose, quantificando-os de maneira mais sensivel e rapida. Entre esses marcadores,
destacam-se: a Annexina V que identifica, com alta afinidade, a fosfatidilserina. um
fosfolipidio que da regido interna transloca-se para a superficie externa da membrana
plasmatica quando a c€lula estd entrando em apoptose; lodeto de propidio (IP), que
caracteriza uma célula em apoptose tardia (MERCHANT et al., 2001); os antigenos de
superficie Fas e FasL; citocinas, como TNF-a e TGF-f; oncoproteinas anti e pro

apoptoticas e analise do DNA (presenga de populagéo hipodiploide) pelo ciclo celular.

A falha da MO na SMD pode ser consequéncia de um processo autoimune
mediado pela citocina TNF-oo que estd aumentada no soro e na MO dos pacientes
mielodisplasicos, provavelmente derivado do niimero aumentado de linfécitos T citotéxicos
circulantes, € possivelmente desencadeando uma resposta imunossupressora na MO dos
pacientes mielodisplasicos (EPPERSON et al, 2001). Entretanto, nos dois grupos de
pacientes tratados com a amifostina, respondedores e ndo respondedores, observou-se um
nimero maior de linfécitos na medula 6ssea no segundo grupo quando comparado com o
primeiro, antes de iniciar o tratamento. Esse resultado sugere que, no grupo que ndo
respondeu a amifostina e apresentou um niimero maior de linfocitos, o sistema imune pode
estar mediando a falha medular, e a terapia imunossupressora seria a mais indicada.
Contudo, ap6s o ciclo 2 da AMF essas c€lulas diminuiram no grupo respondedor enquanto

no outro grupo os linfécitos aumentaram quase que 50% em relagdo ao pré tratamento.
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Na literatura, nio se tem observado correlages da atuagdo da AMF sobre a populagdo

linfocitaria na medula Gssea de pacientes mielodisplasicos.

As caspases que participam dos eventos da cascata apoptética na SMD
(MUNDLE et al, 2000) podem ser ativadas pelo citocromo C apés ser liberado da
mitocondria; a caspase 3, especificamente pode ser ativada por enzimas lizossomais apds
tratamento com quimioterapico ectoposide (HISHITA, et al., 2001) e a caspase 8 pode ser
ativada pelo sistema Fas/FasL ou por drogas como Taxol ou Epirubicina, utilizadas em
tratamentos para neoplasias com comprometimento dos linfécitos B, independentemente do
sistema Fas/FasL (WIEDER et al., 2001). Apesar da apoptose ser desencadeada por
diversos fatores, o sistema Fas/FasL, mediado pelo TNF-a, parece ser a principal via de
ativagdo da morte celular programada na SMD. Por isso, varios estudos tém sido realizados
com o intuito de confirmar a importincia deste sistema na apoptose € como o causador das

citopenias na mielodisplasia.

Os antigenos Fas e FasL em células linféides sdo identificados pelos anticorpos
anti-CD95 e anti-CD95L, respectivamente, pelo método da citometria de fluxo, sendo a
chave reguladora do fenémeno da apoptose no sistema imune (KRAMER et al., 1994;
FRIESEN et al.,1996 ). Destacam-se 2 fatores da morte: o FasL e TNF, que se ligam aos
seus receptores (Fas e TNFR, respectivamente), ativando o mecanismo da apoptose nas
células envolvidas, levando-as & morte em poucas horas NAGATA, 1997).

Estudo in vitro realizado por TAKENAKA et al (1996), utilizando aspirado de
MO normal, demonstraram baixa incidéncia do Ag Fas sobre as células CD34".
NAGAFUII et al (1995), em um estudo in vitro, demonstraram que, adicionando TNF-a e
TGF-B, (citocinas inibitérias), houve aumento da expressdo do antigeno Fas nas células
CD34". Quando se utilizou o anticorpo anti-Fas, nessas mesmas células, também observou-
se o aumento da expressdo Fas, desencadeando a apoptose com consequente decréscimo no
numero das células viaveis. Além disso, foram observadas alteragdes morfologicas e
indugdo da fragmentagdo do DNA. Os resultados deste estudo sugerem a importancia do
Ag Fas e do TNF-a na indugdo da apoptose (TAKENAKA et al, 1996).
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Na SMD, o Fas estd hiperexpresso, juntamente com seu ligante (FasL), nas
células CD34" (KITAGAWA et al, 1998; ELGHETANY, 1998; DEEG et al, 2000), sendo
que o TNF também se encontra em niveis aumentados, tanto na MO como no soro dos
pacientes mielodisplasicos (SHETTY et al, 1996). A express@o alterada de oncoproteinas
pré-apoptdticas (c-myc, gene p53) e anti-apoptéticas (gene bel-2) nas células CD34" da MO
desses pacientes também fazem parte de um dos mecanismos envolvidos nas citopenias da
SMD.

O Ag Fas e o gene bcl-2 parecem ter um papel importante na diferenciagdo das
células hematopoéticas em medula 6ssea normal segundo TAKENAKA et al (1996).
As células mieldides maduras ou diferenciadas apresentam o primeiro mas ndo o segundo,
enquanto que nas células CD34™ ocorre o contrario. Esses resultados indicam que a
diferenciagio das células precursoras levam subsequentemente a ativagdo do processo de
suicidio celular. Entretanto, o Fas e o bcl-2 podem se expressar de maneira diferente
quando estiio em contato com fatores de crescimento, como EPO e G-CSF. Esses fatores
de crescimento parecem promover o aumento do bcl-2 enquanto os niveis de Fas nas
células CD34" da MO na SMD diminuem, podendo explicar a boa resposta dos pacientes
ndo respondedores & AMF, ao tratamento alternativo utilizando EPO e G-CSF
(TAKENAKA et al., 1996; GREENBERG, 1998).

Fatores prognésticos podem ser propostos nesta doenga relacionando o grau de
apoptose com o gene bcl-2. Os indices de apoptose nos grupos de baixo risco da SMD
(AR e ARSA) quando comparados aos de alto risco (AREB, AREB-t, LMMC) sdo maiores
enquanto que o gene bcl-2 se comporta de forma inversa (SCHIMITT-GRAEFF et al.,
2000). Esses dados sugerem a associagdo da hematopoese ineficaz com a alteragdo da
sobrevida das células precursoras para a presenga das citopenias periféricas na SMD. Além
disso, a progressio da SMD para LMA ocorre concomitantemente com o decréscimo da
apoptose e 0 aumento dos niveis de sobrevida das células neoplasicas, (alta expressdo de
bel-2), contribuindo para o acumulo e a expansdo subsequente das células precursoras
anormais (RAJAPAKSA et al, 1996; DIGIUSEPE et al, 1996; PARKER et al, 1998;
GREENBERG, 1998; YOSHIDA et al., 1999; SCHMITT-GRAEFF et al, 2000).

Entretanto, a correlacdo inversa do grau de apoptose com o nimero de blastos sugere que
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os blastos leucémicos perdem expressdo de Fas com a progressio da mielodisplasia
(KITAGAWA et al.,, 1998, RIBEIRO et al, 2001).

A citometria de fluxo € um método utilizado para analisar a expressdo de
antigenos celulares através de anticorpos monoclonais especificos de linhagem e grau
maturacional. Este método tem sido muito usado nas neoplasias hematolégicas para auxiliar
no diagnéstico das leucemias agudas e SMD de alto risco que possuem uma populagdo de
blastos em alta porcentagem. Os marcadores imunofenotipicos sio analisados pela
correlacdo do CD45 x SSC, que distinguem eficientemente a populagio de células blasticas
da linféide, eritrocitdria e das células granulares mais diferenciadas. Em nosso estudo,
utilizamos pacientes diagnosticados com SMD de baixo risco (AR e ARSA) que apresenta
< 5% de blastos no mielograma convencional de acordo com a classificagio FAB. Contudo,
analisamos os marcadores apoptdticos Fas e FasL nas células precursoras na populacdo
fortemente positiva para o0 CD34. Com isso, eliminamos as células imaturas que
permaneciam na regido de blastos pelo CD45 x SSC, mas que ja estavam em processo de
diferenciagdo avancado e ja ndo expressavam esse marcador de imaturidade. Além disso,
varios estudos (NAGAFUII et al, 1995; RAJAPAKSA et al, 1996, TAKENAKA et al,
1996, PETERS et al, 1998) utilizaram a populagio de células CD34" para analisar
marcadores apoptéticos e oncoproteinas, com resultados satisfatérios. Os blastos na medula
ossea da SMD sdo frequentemente positivos para CD34, mas podem apresentar persisténcia
de expressdo anémala desse marcador sobre células em maturagdo na medula 6ssea e no
sangue periférico. O numero de células da MO aumentado que expressam o marcador de
imaturidade pode correlacionar com pior prognéstico devido a presenga de transformacéo
leucémica (ELGHETANY, 1998). Contudo, a citometria de fluxo parece ser um método
mais sensivel na questdo de progressdo leucémica que a citologia. O caso 1 de nosso
estudo, por exemplo, apresentou aumento consideravel de células CD34" no pré tratamento

enquanto no mielograma ndo se observou aumento no nimero de blastos.

A detec¢do da hipogranulagdo (alteragdo morfolégica da série granulocitica
caracteristica na SMD) pelo CD45 x SSC, também pode ser observada pela citometria de
fluxo. Pudemos observar a recuperagdo da granulagdo, principalmente nas células

granulociticas mais maduras, comparando a MO do pré tratamento e apds 2 ciclos de AMF
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pela relagio G:E. Essa relagao obtida no citdmetro e comparada com a do mielograma
convencional foi altamente significativa em nossos pacientes para o diagnostico e apds o
segundo ciclo com AMF.

Em relagio ao tratamento das SMDs com a AMF, estudos foram feitos
baseando-se no mecanismo de agdo relacionado com 0s possiveis efeitos anti-apoptoticos.
Os primeiros estudos, primeiramente in Vitro, feito por KLIMECKI et al (1997),
demonstraram um decréscimo da apoptose em células CD34" apés exposi¢do a AMF. Um
outro estudo, mas in vivo, realizado por LIST et al (1997), apresentou uma melhora nas
proporgdes das citopenias existentes no sangue periférico dos pacientes mielodisplasicos,
além de estimular a hematopoese apds o tratamento com esse medicamento. A AMF tem
um efeito de supressdo (inibi¢do) apoptdtica nas células progenitoras hematopoéticas por
ativar o fator de transcri¢do NFgB responsavel pela inibi¢do da apoptose celular, observado
por LIST et al (1998), ROMANO et al (1999) ¢ GALANOPOULUS et al. (2001). Esse
mecanismo pode ter ocorrido naqueles casos em que O namero das c€lulas CD34
permaneceu constante (as células precursoras nio entraram mais em apoptose) ou
aumentou (as células além de nio morrerem prematuramente a AMF proporcionou a

estimulacio da hematopoese) apds o tratamento.

MORONI et al (1999) demonstraram, €m um estudo utilizando a técnica de
TUNEL, a redugdo de células apoptdticas na MO de paciente com SMD ARSA apos

tratamento com AMF. Esses autores puderam comprovar a atuagao antiapoptética do etiol.

A AMF parece atuar na MO normal como inibidor das respostas aos sinais
apoptéticos. Contudo, esse medicamento pode agir de outra forma, segundo RIBIZZT et al
(2000), promovendo citotoxicidade no clone mielodisplasico e sendo capaz de restaurar a
MO desses pacientes com células normais. Os tratamentos que utilizam quimioterapia
produzem alteragdes discretas na cinética do ciclo celular, enquanto a AMF estimula as
células a varios estagios do ciclo celular (RIBIZZI et al, 2000). Observou-se por esses
autores um aumento na porcentagem de células em fase G0/G1 e diminuic¢do na Fase S do
ciclo celular, além da presenga de populagdo hipodiploide demostrando a indugdo
apoptotica pela AMF. RIBIZZI et al. (2000) observaram in vifro 0 comportamento das
células CD34" da MO de pacientes com SMD, apés incubagdo com concentragdes
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diferentes de AMF. Os autores observaram duas populagdes na SMD: uma populagdo
monoclonal que adquiriu uma vantagem proliferativa e responsavel pela progressio para
LMA em 30% dos casos, e a normal. A presenga das células anormais induz a apoptose na
populacdo normal da MO, provavelmente devido 2 produgdo de citocinas promovida pela
primeira, como TNF-q e TGF-B (RAZA et al,, 1996). Por isso, houve casos em que as
células CD34 aumentaram em namero (c€lulas normais foram estimuladas pela AMF
devido ao desaparecimento do clone monoclonal e da influéncia das citocinas produzidas
por ele) ou apresentaram queda (células monoclonais foram induzidas a apoptose € a

populag¢do normal ficou estavel) apos o segundo ciclo de tratamento com a AMF.

Estes resultados mostram a atuacdo controversa da AMF na MO
mielodisplasica. No nosso estudo, observamos que, embora o grupo de pacientes
respondedores nio diferissem significantemente dos nio respondedores em relagdo ao grau
de citopenias e ao niimero de células CD34", o primeiro grupo apresentou menor expressio
dos antigenos Fas e FasL antes do tratamento. Ap6s o segundo ciclo da AMF, o nimero das
células precursoras se manteve estivel nos que responderam, enquanto que nos
respondedores houve uma diminuigio das mesmas.

Em relagio ao hemograma obtivemos uma correlagdo positiva entre a
percentagem de Fas e o numero absoluto de neutréfilos. Esse dado sugere a influéncia da

morte celular programada, pelo receptor Fas, nos casos de neutropenia na SMD.

Estudos clinicos (LIST et al, 1997 GROSSI, et al, 2000;
GUALANOPOULUS et al., 2001) mostraram que nos casos em que as plaquetas
apresentavam contagens inferiores a 50,0 x 10°/1 no hemograma inicial, a AMF nio tinha
uma agdo signifivativa, igualmente observado em nossos resultados. O que se percebe é que
0 aumento em nimero da populagio plaquetéria nio dependeu apenas da estimulagdo da
hematopoese, da supressdo ou da indugdo da apoptose promovida pela AMF, ja que ndo

houve aumento nem diminuigéo consideravel dessas c€lulas apds o tratamento.

Os pacientes apresentaram grandes oscilagdes nas contagens periféricas durante
0 tratamento, com diminui¢do em nimero das séries do hemograma durante o intervalo de
15 dias entre um ciclo e outro, mas com recuperagao no decorrer dos ciclos. Além disso, a
expressdo do Fas e FasL diminuiu apés o sexto ciclo em alguns casos, amenizando as

citopenias em outros, o que indica a importancia dos 6 ciclos de tratamento com AMF.
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LIST et al (1997) também observaram que o efeito positivo da AMF cessa com

a descontinuacdo da droga, sugerindo que o tratamento prolongado € mais eficaz.

Utilizamos a dose de 400 mg/m’ para que ndo houvesse maiores efeitos
colaterais constatados em doses superiores (LIST et al, 1997). O tratamento com AMF nio
provocou intercorréncias significativas em nossos pacientes, apresentando efeitos colaterais
como nauseas e vomitos tolerareis, hipocalcemia discreta e hipotensdo transitoria. Apesar
das reagdes colaterais observadas terem sido toleraveis, o alto custo da medicagdo e a

necessidade de internaggio prejudica a factibilidade do tratamento prolongado com a AMF.

Nos casos estudados, assim como na literatura (LIST et al, 1997; HOFFMAN et
al, 2000; GROSSI et al, 2000), a série granulocitica foi a primeira a responder e a que
apresentou melhor resposta em relacdo aos valores absolutos do hemograma. Entre os
nossos pacientes, para cada caso individual, a variacdo foi bastante heterogénea. No
entanto, embora houvesse uma tendéncia a queda da expressdo do Fas/FasL esta ndo foi

significativa.

Dos 17 pacientes estudados, 4 (23,5%) apresentaram transformagdo leucémica
durante ou ap6s o tratamento com AMF. Esta proporgdo € muito alta para SMD de baixo
risco. Num estudo brasileiro (MAGALHAES, 2001), a taxa de transformagdo leucémica de
SMD AR/ARSA foi de 9.5%. Poderiamos levantar 2 hipteses para esse fato: o tratamento
com AMF poderia ter facilitado esse quadro leucémico modificando o equilibrio do clone
neoplasico ou, embora os casos tratados fossem de SMD AR e ARSA, os critérios de
inclusdo usados no protocolo terapéutico poderiam ter selecionado os casos mais graves
com maior chance de transformagdo leucémica. Seriam necessarios estudos randomizados,
tendo os 2 grupos de pacientes com as mesmas caracteristicas para estabelecer com

seguranca se a AMF seria capaz de induzir o quadro leucémico ou nao.

SHIMAZAKI et al (2000) sugeriram, em seus estudos, que a inibicdo dos
mecanismos apoptoticos pode induzir a transformagio leucémica. LIST et al (1997),
utilizando a AMF para estimula¢do da hematopoese em SMD, observaram um aumento do
ntimero de blastos em casos AREB com cari6tipo anormal apos o tratamento. SANTINI &
GILES (1999) e GROSSI et al (2000), em seus estudos, também apresentaram pacientes
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mielodisplasicos com transformago leucémica apos o uso da AMF. Diante de todos esses
estudos seria necessario uma avaliagio minuciosa sobre a atuacdo da AMF em relacdo 2
alteragdo do quadro de SMD, no intuito de ndo utilizar esse medicamento em casos de

alteragdo cariotipica ou em SMD de alto risco.

Virios estudos foram feitos para tentar compreender a atua¢do da AMF em
pacientes com SMD. Os protocolos diferentes adotados por cada autor, em relagdo a doses
da droga, nimero de ciclos, tempo de tratamento, critérios de resposta e inclusdo de

pacientes com SMD de alto risco, dificultaram as correlagdes entre os estudos.

Contudo, para concluirmos a eficacia da amifostina nas citopenias periféricas,
na influéncia sobre as células normais e nos clones anormais da SMD, além da apoptose

excessiva existente nessa doenga, seria necessario estudar um maior mimero de casos.
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Nos 17 casos tratados com AMF, pudemos observar:

1) Com a dose e esquema utilizados foi possivel obter critérios de resposta em
pelo menos uma das 3 séries em 10 casos (58,8%), o que demonstra

resultados satisfatorios e semelhantes quando comparados a outros estudos;

2) A série granulocitica no sangue periférico foi a que mais respondeu ao

medicamento, como ja demonstrado em outros estudos clinicos;

3) Observamos o aumento de células CD34" e/ou blastos no mielograma de 4
casos: um deles no inicio do ciclo 2, ap6és 28 meses, em um Outro a0 finale o
quarto caso 10 meses depois. Com isso, ¢é possivel que a droga tenha

influenciado na transformagéao leucémica;

4) Numero de células CD34" antes do tratamento ndo teve carater preditivo para
resposta. Contudo, o grau da apoptose sugere que a AMF seja eficaz em
casos de SMD com menor desregulagdo da cinética celular, ja que a
expressio dos receptores Fas e FasL, no grupo dos respondedores,

apresentou-se COm MENOT eXpressio comparado aos ndo respondedores;

5) A resposta no sangue periférico apos o tratamento com a AMF esteve
associada 4 diminuicio do nimero de células CD34" , o que pode indicar

uma supressio do clone anormal da SMD.

6) Pacientes ndo respondedores apresentaram nimero de linfocitos medulares
maior, tanto no pré como no apos 2 ciclos da AMF, comparado aos
respondedores. No entanto, ¢ possivel que nos nio respondedores a
amifostina ndo conseguiu reverter a atuagdo do sistema imunologico

mediando a falha medular.
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Amifostine has been used in the treatment of myelodysplastic syndromes
(MDS) aiming to reduce apoptosis in bone marrow (BM) precursor cells that is increased in
these disorders. Patients with low risk MDS (RA and RARS by FAB criteria) were treated
with amifostine 400 mg/m® (3x/week. 3 weeks, 2 weeks interval). Expression of Fas and
FasL in CD34+ cells in BM was studied before and after treatment and correlated with
changes in peripheral blood and BM after therapy. Seventeen patients entered the study
(11 RA and 6 RARS). After 2 months, 8 patients (47%) showed a rise of neutrophil count
>50%. Hemoglobin raised in 1 patient and platelets in 2 patients. Four patients presented a
raise in bone marrow blasts during or after treatment. According to pretreatment
parameters, responders had a significant lower expression of Fas (median 53%) and FasL
(median 17%) on CD34+ cells than non-responders (median 87% and 75,5% respectively).
The percentage of BM lymphocytes was significantly lower in responders (median 14,5%
for responders and median 27,4% for non responders). In responders the number of CD34+
cells decreased but Fas and FasL did not show significant changes. There was and inverse
correlation between change in peripheral neutrophil count after treatment and the
percentage of BM lymphocytes before treatment. Response to amifostine was observed in
patients with a lower expression of Fas/FasL in CD34+ cells and a lower percentage of
BM lymphocytes. A more severe immunological reaction in BM prevented response to

amifostine.
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FICHA DE INCLUSAO DO PACIENTE NO ESTUDO
Instituigdo
Nome:
Data Nasc: Data de Diag.: Data de Inicio de Terapia:
Diagnéstico: SMD Classif. FAB: AR ( ) ARSA () RAEB ( ) RAEBt ( ) LMMC ( )
Fator Causal SMD: Primario ( ) Secundario: Qt /Rt ( ) Genotoxicos ( )NA ()

Fator de Risco (IPSS): Baixo Risco: ( ) Intl: () Int2:( ) Alto Risco ( ) NA( )

Superficie Corporal: .............. m’

Total de Hemécias (altimos 6 meses): Total de Plaquetas (ultimos 6 meses):

Exames Laboratoriais antes do inicio da terapia:

Hemograma: Hb: g/dl GB: x 10°/L Plaqg: x10°/L Ht: %

Mielograma: Neutrofilos: % BI: %
Biopsia MO: Hipocel ( ) Normocel ( ) Hipercel ( )
% Blastos % sideroblastos em anel

Fibrose: ( ) Ausente ( ) Presente Alip: Ausente ( ) Presente ( )

Cariotipo: Nio realizado ( ) Normal ( ) Alterado ( ):

CFU: Auto Proliferacdo ( ) Auséncia de Auto Proliferagdo ( ) Nao realizado ( )
Condicdo clinica (classificaggo OMS/WHO): 0( ) 1() 2() 3(C) 4()

Enviar essa ficha para inclusdo do paciente no estudo
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CRITERIOS DE EXCLUSAO DE OUTRAS DOENCAS QUE DETERMINEM
CITOPENIAS

Confirmar ou ndo se 0s €Xames abaixo foram realizados para excluir as doengas que

simulam a SMD

Positivo  Negativo

() () Avaliagdo das caréncias vitaminicas: dosagens do ferro sérico,

transferrina e ferritina, acido félico e vitamina B12;
() () Avaliagdo da func¢do tiredide: dosagens T4L e TSH;
() () Avaliagdoda funcdo renal: uréia, creatinina € clearance da creatinina;

() () Avaliagdo da fungdo hepatica: transaminases, bilirrubinas,

eletroforese de proteinas séricas e do tempo de protrombina;

() () Avaliagdo das doengas auto-imunes: células LE, fator anti-nucleo,

fator reumatéide, fator anti-DNA, Coombs direto e indireto;

() () Avaliagéo das doengas infecciosas: sorologias para toxoplasmose,

mononucleose infecciosa, hepatites B e C, HIV e citomegalovirus;

() () Investigagdo de doencas neopldsicas: raio-X torax e ultrasonografia

abdominal;

() () Investigagdoda hemoglobinuria paroxistica noturna: testes de Hame

da sacarose.

Esta ficha deve acompanhar a Ficha de Inclusdo do protocolo
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Ficha de ELEGIBILIDADE para AMIFOSTINA

Critérios de Inclusdo:

SIM/ NAO Critérios:

Termo de Consentimento Assinado

Estado clinico satisfatorio (OMS-WHO < ou igual a 2)
Pacientes com subtipos: AR e ARSA (classificagdo FAB)

Hb menor do que 10 g/dl ou anemia dependente de transfusdo de

eritrofilos
e/ou numero de neutrofilos menor do que 1,0 x 10°/ul e/ou
namero de plaquetas menor do que 50,0 x 10°/ul

Todos devem ser SIM

Critérios de Exclusdo:

SIM/ NAO Critérios:

Nio aceitacdo de participagéo no estudo

Estado clinico insatisfatério (OMS-WHO >2)

Hipotens&o arterial sistémica: pressdo diastolica < 70,0 mmHg
Gestagao

Miocardiopatias

Hepatopatias: bilirrubina total > ou igual a 1,5 mg/dl

Nefropatias: creatinina > ou igual a 1,5 mg/dl

Se tiver um SIM o paciente estara excluido do estudo.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido a ser obtida de pacientes para participacao do

projeto de estudo intitulado

“PROTOCOLO DE TRATAMENTO PARA PACIENTES COM SINDROME
MIELODISPLASICA” — Esquema com Amifostina

Nome do PRCEEIITE: ... ..ot awitariessiissss et caesisrtons 445
Idade: ............ 1 L S | < G S — HC:
55111 7 g - o 1 1O OO POPT L P

Nome do responsavel legal (se paciente incapacitado). ..o

RG: Grau de PArenESCO: ..........c.ccociviumiisiemsssmssrsssssssusveoranans

EETECO: ......oconcsinsvsissssnsisss i iasiitn seesssessds o ke isua s suss st s aai s34 aanomssnt oh onsmmnmnass s amtaios srrpsanes

Eu aceito participar do estudo proposto, no qual receberei o medicamento amifostina , que
tem como funcio o controle da minha doenca. Este medicamento serd administrado por via
endovenosa, trés vezes por semana, por trés semanas consecutivas. Poderei receber este
tratamento por duas ou seis vezes, dependendo da resposta que eu apresentar a ele. Estou
ciente que posso apresentar hipotensio arterial e diminuicio do calcio sérico durante a
infusio do medicamento. Estou ciente que deverei fornecer amostras de sangue para

realizar os exames denominados: hemograma, dosagem de calcio sérico, uréia, creatinina,

transaminases e bilirrubinas e de medula 6ssea para mielograma, citogenética, cultura de
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células e imunofenotipagem. Serei também submetido a raio X de térax e

eletrocardiograma para avaliar a fungdo do coracio. Estou ciente de que nio terei prejuizos

com a realizacdo destes exames

Sei que posso sair do estudo a qualquer momento e que isto ndo vai prejudicar o meu tratamento na
UNICAMP. Sei ainda, que meus dados pessoais serio mantidos em sigilo pelo pesquisador. Se tiver
qualquer divida sobre o estudo poderei procurar a Dra. Carmen Silvia Passos Lima no Hemocentro —
UNICAMP, a rua Carlos Chagas no 420, Campus da Cidade Universitaria; CEP: 13081-970. Tel: 788-
8740 e 788-8022; Fax: 788 8750. Se tiver reclamagdes sobre quaisquer dos procedimentos do estudo,
poderei procurar a secretaria do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP; Tel
788-7232; Fax: 788 8925.

Eu li/ouvi o contetido deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas diividas oralmente.

Assinatura do paciente

Assinatura do responsavel legal

Pesquisador legal
Dra. Carmen Silvia Passos Lima
RG: 9.675.366

Campinas / /
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TOXICIDADE (CRITERIOS: WHO)

TOXICIDADE GRAUO GRAU 1 GRAU 2 GRAU 3 GRAU 4
Hematologica (adulto)
Hemoglobina g/100ml > 110 9.5-10,9 8,0 -9.4 6,5 -7.9 <6,5
Leucocitos 1000/mm3 > 40 | 30-39 2,0 -29 1.0 -1.9 <10
Granulécitos 1000/mm3 | = 20 | 1319 L0 -1 0,5 =03 <05
Plaquetas 1000/mm3 5 100| Z.ris 30 =2 25 =49 o
Hemorragis s petéquias perda leve de gcrda significa- debilidade por
sangue tiva de sangue perda de sangue
Gastrointestinal
Bilirrubina <125xN | 1,26-25xN 26-3xN 51-10xN >10x N
TGO/ TGP <125xN | 1.26-25xN 26-5xN 51-10xN >10xN
Fosfatase Alcalina <125xN 1,526-2.5 x N 2,6-5xN 51-10xN >10x N
ORAL nenhuma | ifritagdo localleﬁtcm4 eritema.estomatite; | estomatite; necessi- impossibilidade de
pode ingerir alimen- | dade de dieta liquida se alimentar
tos solidos
) nenhuma nauseas vomitos transitorios | vomitos que reque- vomitos intrataveis
Nauseas / vomitos rem terapia
nenhuma | transitéria <2 dias | toleravel, > 2 dias intoleravel, requer desidratagdo
Diarréia terapia
Renal-Vesical
Uréia sérica <125xN| 1,26-2,5xN 26-5xN 51-10xN >10xN
Creatinina sérica <125xN| 1.26-2,5xN 2,6-5xN 51-10xN >10xN
ST nenhuma 1+ 2-3+ 4+ sindrome nefrética
FEetany <03 gdl 03-1,0gd >1,0 gdl
Hematéria nenhuma microscopica macroscopica orgéamcopwa uropatia obstrutiva
Pulmonar nenhuma sintomas leves dispnéia de esforgo dispnéia em repouso necessidade de
repouso absoluto
no leito
Febre induzida pela droga nenhuma | febre < 38°C febre 38 -40° C febre > 40° C febre com hipotensdo
Alérgica nenhuma edema Broncoespasmo Broncoespasmo
NAO precisando de Precisando de Anafilaxia
terapia parenteral terapia parenteral
Cutinea nenhuma Eritema descamagio seca, Descamagao umida, dermatite exfoliativa,
vesiculaggo, prurido Ulceragdo necrose requerendo
Cabelo nenhuma | perda minima de alopecia escamosa alopecia completa alopecia ndo rever-
cabelo moderada porém reversivel sivel
Infeccao nenhuma | infecgdo leve infecgdo moderada Infecgdo grave infecgdo grave
(especificar o local) com hipotensao
Cardiaca
Ritmo Nenhuma | taquicardia sinusal EVs unifocais, EVs multifocais Taquicardia
>110 bpm / repouso arritmia atrial Ventricular
Fungio Nenhuma | assintomética, porém | disfungdo sintomati- Disfungdo sintomatica | disfungdo sintomatica
com sinais anormais | ca transitéria, tera- que responde a refratiria 4 terapia
pia desnecessaria Terapia
. . Nenhuma | derrame assintoméd- | sintomatica, ndo ha Tamponamento cardia-| tamponamento
Pericardite tico necessidade de co, drenagem cardiaco, necessidade
drenagem necessaria de cirurgia
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Neurotoxicidade
Estado de consciéncia Atento letargia transitéria sonoléncia <50% do | sonoléncia >50% do Estado de coma
tempo que fica tempo que fica
acordado
Periférica Nenhuma parestesia e/ou redu- | parestesia severa parestesia intoleravel Paralisia
%40 dos reflexos dos | e/ou pequena redu- €/ou perda acentuada
tenddes ¢d0 motora da capacidade motora
nenhuma leve moderada distens3o abdominal distensdo ¢ vomitos

Constipagio**
Dor **=* nenhuma leve Moderada severa Intratdvel
Medula Ossea normal Discretamente | Moderadamente marcadamente

hipocelular hipocelular hipocelular Aplasia

(até 25%) (até 50%) (até 75%)

Eletrélitos
Sédio 135 - 145 146-149/ 130-134 150-155/125-129 156-164 /116-124 >165/<115
Potissio 3.5-54 5,5-59/3,1-3,4 6.0-6,4/2,6-3,0 6.5-6,9/2,1-2,5 >7,0/< 20
Célcio 85-10,5 10,6-11,2/7,8-8.4 11,3-11,9/7.0-7,7 12,0-12,9/6,1-6,9 >13,0/<6,0
Masnésio 1,5-20 1,2-1,4 0,9-1,1 05-08 <05
Peso Corpéreo Estavel perda <5 % perda de 5 a 10% perdade 10a20% perda > 20 %
Performance * * 0 =normal | 1=médiarestricio | 2 =Testrigio+intensa | 3 = cama ou cadeira 4 =total dependéncia
[ (Karnofsky) (90/100) (70 -<90) (50-<70) de rodas ( 30 - < 50) (<30)
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