Claudia Bincoletto

AUTOPROLIFERACAO CELULAR E EXPRESSAO DO PROTO-
ONCOGENE Bcl-2 EM PACIENTES COM LEUCEMIA MIELOIDE

AGUDA (LMA) E SINDROME MIELODISPLASICA (SMD)

S—
«
W oy
&
141
@
zg\; wg
] [ \
W @ .
= 3 5D
i i -
R T [
\ﬁg ERR L
@ MJ‘ o
e g ;
% ey } .% [
& .8 S 10
@ ey 5
CI Rl
Il o & ey
i H e )
=Y g Y
o
£ 2 5 1C .
vo2 & Campinas, 1998
RS e
o o >
G o
ey
B51a A
g
S
34728/BC a







Claudia Bincoletto

AUTOPROLIFERACAO CELULAR E EXPRESSAO DO PROTO-ONCOGENE
Bcl-2 EM PACIENTES COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA (LMA) E

SINDROME MIELODISPLASICA (SMD)

Tese de Doutorado ‘apresentada ao
Curso de Pés-Graduacdo do Instituto
de Biologia, da Universidade Estadual
de Campinas, para osz‘teng:éio do titulo

de Doutor em Ciéncias Bioldgicas.

Orientadora: Profa. Dra. Mary Luci de Souza Queiroz f

Campinas, 1998



BS5la

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Bincoletto, Claudia

Autoproliferagio celular e expressio do proto-oncogene Bel-2 em

pacientes com leucemia miel6ide aguda (LMA) e sindrome mielodisplasica
(SMD) / Claudia Bincoletto. -- Campinas, SP:fs.n.], 1998.
64f.: 1lus.

Orientadora: Mary Luci de Souza Queiroz

Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Campinas,
Instituto de Biologia.

L. Celulas - Cultura . 2. Proliferagiio celular, 3. Hematopoese.

L. Queiroz, Mary Luci de Souza. II.Universidade Estadual de Campinas,
Instituto de Biologia. III. Titulo.



Campinas, 09 de abril de 1998

e Profa. Dra. Sara Terezinha Olala Saad A A A [jﬁ&fﬁm ,
e Prof. Dr. Fernando Ferreira Costa (W:::\{/}' e

N M
e Prof. Dr. Radovan Burojevic Q;DM “““““““ é} :g S

‘\».

e

o | A0LARA B
e Profa. Dra. Mary Luci de Souza Queiroz i\“"‘:’“ %& O )
vy

e Profa. Dra. Eliana Saul Furquim Werneck Abdelhay % gl

s Prof Dr. Mario José Saad

e Profa. Dra. Joyce Maria Anicchino Bizzachi



AGRADECIMENTOS

Este trabalho ndo teria sido elaborado sem o auxilio de diversas
pessoas e algumas entidades, as quais deixo os meus sinceros

agradecimentos:

Primeiramente, a Profa. Dra. Mary Luci de Souza Queiroz,
orientadora deste trabalho, pelo estimulo e valiosas sugestdes
indispensaveis a realizagdo deste trabalho e do meu desenvolvimento

cientifico, assim como pela amizade dedicada.

A Profa. Dra. Sara T.O. Saad, pela constante? participa¢do na

realizagdo deste trabalho.

Aos colegas e amigos do laboratério de CFU que me
possibilitaram um ambiente saudavel a harmonioso no decorrer das
minhas atividades de doutoramento: Rita, Marlene, Marcia, Marize,

Solange, Denise e Rafael.

A Elizabeth, pela amizade e coleta do material necessario a

realizacdo deste trabalho.



Ao Luis Fernando, pelo apoio, amor e atengéio dedicados.

As profissionais do Departamento de Comunicag¢idoc Social e

Informatica do Hemocamp.

Ao Departamento de Fisiologia, que possibilitou a elaboragio

desta tese de doutoramento.

Aos professeres do Departamento de Fisiologia, pela ampliagdo de

meus conhecimento através das disciplinas ministradas.

Ao Hemocamp, pelo apoio financeiro, o qual foi imprescindivel

para a realizagdo deste trabalho.
Ao Departamento de Estatistica da FCM, pelas analises realizadas.

A Fundagdo de Amparoc a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo

(FAPESP), pelo auxilio financeiro.

A muitas outras pessoas que me auxiliaram na realizagdo deste

trabalho e ndo estdo aqui citadas.



RESHMO ..o i
1. Introdug@o..................oo i 01
11 OBFetives... ..o 09
HI. Casuistica e métodos ...ttt e 11
T CaSUISHICO. oo e, ....................... 12
2MELodos ..o PO i3

2.1. Crescimento e diferenciagdo dos precursores jhematopoiéticos da

medula ossea (CFU-C) ..o, e 13

2.2, Apoptose celular....................c.oooo e 14

2.3. Expressdo do proto-oncogene bel-2............... e 16

2.4. Andlises Estatisticas...........................o...... ST i7

IV, Resultados.............................ccccccciiiiiiiiiiiiiiiieiiil e, 18
V. Descuss(io ...................... 37



VI. Conclusdes.............. e, e, e, s, e, .44

VIE. Summary ... TR e .47

Apéndice............ e e e s s a



RESUMO




Neste trabalho estudamos o crescimento e diferenciagcio dos precursores
hematopoiéticos da medula 6ssea, na auséncia de fatores estimuladores de
colénias (autoproliferagio) em vinte e oito pacientes com Leucemia Miel6ide
Aguda (LMA), doze pacientes com Sindrome Mielodisplasica {(SMD) e dezenove

controles {individuos normais).

Os nossos resultados demonstraram que pacientes com LMA e SMD
apresentam um aumento autdcrino no nimero de colénias hematopoiéticas que é
significativamente superior ao observado em individuos normais {(p = 0.001).
Além disso, verificamos que a presenca de autoproliferaciio celular esta associada
a um mau prognostico nas leucemias agudas, pois os pacientes com
autoproliferacio celular (n = 15) apresentaram uma sobrevida menor em relagio

aos pacientes com auséncia de capacidade autoproliferativa (n = 13), (p = 0.01),

O estudo da sobrevida celular, realizado através da caracterizacdo
morfolégica por microscopia 6ptica de células apoptoticas, revelou um baixo
indice de células apoptéticas em pacientes com LMA (n = 38, p = 0.001) em
relagdo aos controles. Por outro lado, pacientes com SMD apresentaram um alto

indice de apoptose celular quando comparado aos individuos normais (n=11,

p=0.001).

Em relagio a expressio do proto-oncogene bcl-2, verificamos novamente
resultados opostos entre os pacientes com LMA e SMD, pois observamos um alto

indice de expressio do bc/-2 em células mononucleares de pacientes com LMA
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(n =28, p = 0.002) em relagdo aos controles, e um baixo indice de expressdo do
proto-oncogene bc/-2 em células mononucleares de pacientes com SMD {(n =15,
p = 0.002). Além disso, verificamos uma correlacdo linear negativa entre a
expressdo do proto-oncogene bc/-2 e apoptose celular em pacientes com LMA
(rs = - 0.664, p <0.001 ). A elevada expressio do bcl-2 verificada nos pacientes
com LMA também indica uma interferéncia deste proto-oncogene na resposta
celular a quimioterapia, pois sua expressio estava significativamente maior em

pacientes refratdrios a quimioterapia (p = 0.03).

Sendo assim, os resultados obtidos neste trabalho contribuem para uma
melhor compreensio dos mecanismos envolvidos no processo de resisténcia
celular & quimioterapia nos pacientes com LMA e também ajudam a esclarecer,
pelo menos em parte, alguns processos envolvidos na hematopoiese desordenada

nos casos de SMD,

Resumo ' if



I INTRODUCAO




Leucemia mieloide aguda (LMA) é uma doenga neoplésiﬁ;ca onde ocorre uma
transforma¢do maligna dos precursores hematopoiéticos. Des;ta forma, clones de
células leucémicas superam o crescimento de clones de%: células normais,
principalmente globulos vermelhos, neutréfilos e plaquetas, ;resultando em uma
predomindncia de células imaturas no tecido hematopoiético. Esta diminui¢do do
crescimento e diferenciagdo de células normais aparece comoicausa principal das
manifestagdes clinicas da doenga (GALE & FOON, 1986), co;ﬁo a anemia, que ¢
severa, persistente e freqilentemente requer im’lmerais transfusdes, a
granulocitopenia, a qual aumenta a suscetibilidade as - infecgdes e a
trombocitopenia, a qual aumenta o risco de sangramento de tal forma que
constitui uma ameaga & propria vida. Entretanto, anermaiidd:des morfolégicas e
funcionais de neutréfilos e plaquetas, assim como alteragdes ijﬁ‘nunoiégicas, foram
relatadas em portadores de LMA, indicando que as manife;stagﬁes da doenga
podem n#o ser causadas unicamente pela redugio do nimero ~de células normais
(HERSH et al., 1971, MASON, 1977 e HENDERSON, 1995). Sendo assim, a
sobrevida dos pacientes leucémicos sem tratamento e pacienteé nio responsivos a
quimioterapia € geralmente inferior a 2 meses e meio, com ﬁhorte resultante de
infecgdes e ou complicagdes hemorragicas (TIVEY, 1955; HE;NDERSON, 1969 e

CRIPE, 1997).

Na leucemogénese ocorrem alteragdes nos processos de crescimento,
diferenciacdo e sobrevivéncia das células progenitoras hematopoiéticas. Estudos

experimentais recentes indicam que muitos dos mecanismos que alteram este
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crescimento, levando a uma proliferagio celular autdnoma, estio relacionados
com a origem e progressio da leucemia mieloide aguda (ADKINS, LEUTZ &
GRAF, 1984; METZ, GRAF & LEUTZ, 1991; SHERR, 3996:e HUNTER et al.,
1993). Em estudos realizados em pacientes com LMA,; observou-se uma
proliferagdo auténoma e espontinea in vitro de blastos em cu:itura, resultante de
uma estimulagio autécrina (YOUNG & GRIFFIN, 1986, YOR%;}NG, WAGNER &

GRIFFIN, 1987, DELWEL et al., 1989).

O tratamento realizado em pacientes com LMA ¢ feito com agentes

quimioterapicos com o objetivo de induzir a remissio das céiulfas leucémicas {(RAI
et al, 1981; KEATING, et al., 1982). As drogas utiiizadas para induzir a
remissdo foram introduzidas na terapia das leucemias agudas e%n 1960, sendo elas
a citosina arabinosideo (ara-C), um antimetabolito analogo {éa pirimidina, e a
tioguanina (6 tioguanina - 6TG), um antimetabdlito anéiogé da purina. Estas
drogas sdo compostos quimicos artificiais, estruturalmenté semelhantes aos
compostos naturais, essenciais para a sintese de DNA. Desta férma, irdo competir
com os substratos naturais por suas enzimas, interferindo né. sintese do DNA.
Apds 1970, foi acrescentado ao tratamento com ara-C e GTG um antibidtico
natural, isolado de uma espécie de Streptomyces, o daunorr{lbicina, sendo este
regime de tratamento conhecido como DAT regimen (MANDELLI et al., 1978;
WIERNIK et al,, 1979). O tratamento quimioterapico realiza%;do com estas trés
drogas apresenta sucesso na indu¢fio de remissdo em cerca de 80% dos pacientes,

sendo que em apenas 10 a 30% ocorre uma sobrevida livre da doenga por mais do
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que 5 anos. Virios fatores contribuem para a reincidénci%a da doenga e/ou
resisténcia 4 quimioterapia (WINTROBE, 1981). Recentemen’s%:, LOWENBERG et
al. (1993) demonstraram que o insucesso no tratamento q§imioterépico pode
estar relacionado com uma prolifera¢io auténoma in vitro de b;lastos. Este autores
observaram que pacientes com alto grau de proliferagio celular apresentam um
mau prognéstico, uma vez que a probabilidade de sobrevivéncéa, assim como a de
remissdo completa apods tratamento quimioterapico é signiﬁcafivamente menor do
que em pacientes com pequeno grau de autopro}iferagﬁoé Estes resultados
sugerem que esta capacidade proliferativa autdnoma, a,dqu:irida pelas células
leucémicas, estd possivelmente associada a uma maior agre;ssividade da LMA.
Além disso, um outro aspecto que poderia contribuir para o insucesso do
tratamento, aumentando a resisténcia das células leucémicas az-quimioterapia, esta
ligado a expressdo do proto-oncogene bcl-2. O oncogene Iéclmz foi isolado no
ponto de quebra da translocagio entre os cromossomos 14 ¢ %8, encontrados em
grandes propor¢des em linfomas de células B (TSUJIMOTO et al., 1984), Bel-2
¢ um proteina da membrana mitocondrial que aparentementé inibe a apoptose
celular (HOCKENBERY et al., 1991 ¢ KORSMEYER, 1992). A sua continua
expressdo  parece exercer um  papel direto na patogéﬁese dos linfomas
foliculares t(14:18) (VAUX, 1993). O bcl/-2 também se expresga intensamente em
células mieldides ndo induzidas e tem sua expressdo re%duzida durante a
diferenciagio mieldide. Trabalhos recentes demonstram que?a expressdo deste
preto-oncogene em precursores mieldides e em células préui;B contribui para o

aumento da sobrevivéncia destas células na auséncia de proliferacio ou de fatores
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de crescimento (VAUX, CORY & ADAMS, 1988). Em camundongos transgénicos,
0 aumento da expressdo do bc/-2 resulta em acimulo de centros foliculares de
células B aumentando o tempo de vida destas células in vitro, sem interferéncia
no ciclo celular (MAcDONNELL et al, 1989 ¢ KORSMEYER, 1992). A
demonstra¢do de que precursores mieldides normalmente morrem por apoptose
(WILLIAMS et al., 1990) deixa claro que a expressdo do bc/-2, inibindo a morte
celular programada (apoptose) é um novo modelo de ac¢io dos oncogenes
(NUNEZ et al., 1990). CAMPOS et al. (1993) observaram que células leucémicas
de pacientes com uma maior expressdo do bcl-2, quando cultivadas em cultura,
apresentam um tempo de vida superior as células de pacientes com uma menor
expressido deste oncogene, sugerindo assim que a presenca deste proto-oncogene
interfere na resposta a quimioterapia através de bloqueio no processo de morte
celular programada ou apoptose. A apoptose ocorre em estagios especificos do
desenvolvimento, determinando a manutengdo, o crescimento ou a involugdo dos
tecidos, através da eliminagdo de células em excesso, pré-cancerosas ou lesadas
(BURSCH, OBERHAMMER & SCHULTE-HERMANN, 1992). Este processo se
dé através de uma série de alteragdes morfologicas que incluem condensacio
nuclear, degradagio do DNA em fragmentos oligonucleossomais e, em alguns
casos, ¢ dependente da sintese de proteinas. Células apoptoticas sdo normalmente
fagocitadas e removidas através dos neutrofilos (SAVILL et al., 1990). Este
processo € essencial em muitas condi¢des fisiologicas, como na selegio clonal do
sistema imune (WILLIAMS, 1991). A apoptose pode ocorrer em resposta a

hormdnios glicoproteicos de timocitos imaturos, 4 falta de horménios essenciais a
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sobrevivéncia da célula (DUKE & COHEN, 1986), ou & auséncia de fatores
estimuladores de crescimento dos precursores hematopoiéticos (WILLIAMS et
al., 1990). Da mesma forma, a apoptose pode ser induzida através de uma
variedade de drogas citotoxicas utilizadas na terapia do céncer (BARRY,
BEHMKE & EASTMAN, 1990). Diante do exposto, um dos objetivos deste
trabalho foi correlacionar a expressio do proto-oncogene bci-2 e a proliferagdo
celular autébnoma com a resposta i quimioterapia, em pacientes com LMA.
Realizamos também estes estudos em pacientes com sindrome mielodisplasica,
como a anemia refrataria (AR), anemia refrataria com sideroblastos em anel
(ARSA) e anemia refratiria com excesso de blastos em transformacio (AREBt)
(BENNETT et al., 1982), uma vez que 40 % dos casos de SMD evoluem para a
LMA (KIKUKAWA, AOKI e MORI, 1996) e aproximadamente 20 a 40% morrem
por infec¢des e ou complicagdes hemorrigicas. Em pacientes que apresentam
menos de 5 % de blastos na medula 6ssea (AR ou ARSA), o potencial de evolugio
para LMA ¢ menor quando comparado aos pacientes com 5 a 30 % de blastos
(AREB ou AREBt) (BENNETT et al., 1982 ¢ KOEFFLER, 1996). Entretanto, os
mecanismos moleculares envolvidoes na evolugio da SMD para a LMA

permanecem desconhecidos.

A Sindrome Mielosdisplasica (SMD) também ¢ uma doenga clonal dos
precursores hematopoiéticos da medula 6ssea (ABRAHAMSON et al., 1991 e
JOWITT, YIN & SAUNDERS, 1993). Entretanto, a hematopoiese normal parece

estar presente na maioria dos casos (ANASTASI et al, 1993). Os sinais e
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sintomas geralmente sdo diferentes dos da LMA, pois esta doenca caracteriza-se
por uma hematopoiese ineficiente, associada a alteragdes morfologicas das células
medulares, a qual resulta em uma citopenia periférica refrataria. Na SMD, duas ou
mais linhagens hematopoiéticas sdo afetadas, uma vez que as aiteragdes também
ocorrem nas células pluripotentes da medula Ossea (RAJAPAKSA et al., 1996).
Neste sentido, MERCHAV et al. (1991) observaram um auménto no nimerc de
colénias de granulécitos e macrofagos (CFU-GM), coldnias de precursores
eritréides (BFU-E) e coldnias de megacariocitos (CFU-GEMM) em pacientes com
SMD, na presenga de niveis elevados de fator de crescimento hematopoiético para
granulocitos (G-CSF). Além disso, SCHIPPERIUS et al. (1990) verificaram um
aumento no nimero ¢ tamanho de coldnias para granuldécitos € macréfagos e de
colonias de células eritréides, na presenca de uma combinagio de citocinas.
Respostas similares foram observadas na presen¢a do fator de crescimento para
células pluripotentes “stem cell factor” (SCF) (SOLIGO et al, 1994,
PIACIBELLO et al., 1994 ¢ MAZE et al., 1993). Entretantoﬁ, mesmo Com uma
medula 0ssea normal ou hipercelular, in vifro, a maioria dos ﬁacientes apresenta
uma citopenia periférica refrataria, conforme descrito anteriérmente. Trabalhos
recentes na literatura indicam que a morte celular precoce‘? seria o principal
aspecto que poderia contribuir para explicar este paradoxo. Neste sentido, RAZA
et al. (1995) observaram um alto indice de apoptose celular em células estromais
da medula 6ssea de pacientes com SMD sugerindo alteragdes de genes envolvidos
no controle da morte celular programada, como a expressio do proto-oncogene

bel-2, j& discutida nas leucemias. Entretanto, poucos trabalhos envelvendo o
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estudo da  expressio do bcl-2 na SMD foram verificados na literatura
(LEPELLEY et al., 1995 ¢ RAJAPAKSA et al., 1996), e somente LUTTON et al.,
1984 verificaram um crescimento celular auténomo de colénias de células
eritréides em 3 pacientes com anemia sideroblastica idiopética adquirida. Além
disso, nenhum trabalho envolvendo o estudo da expressio do f)rotmoncogene bel-
2, autoproliferacdo celular e apoptose em pacientes com SMD toi verificado na
literatura. Neste sentido, torna-se clara a necessidade de estudos adicionais
envolvendo a expressdo do proto-oncogene bcl-2 e a resposta hematopoiética na
SMD, uma vez que os mecanismos envolvidos na hematopoﬁese ineficiente sdo
desconhecidos até o presente momento.

Outro aspecto importante a ser considerado, ¢ que a indugio da
proliferagdo celular em varios casos de SMD tem desencadeado a diferenciagio
destas células em células leucémicas (PIETSCH et al., 1992; l\f%iAZE et al., 1993 ¢
IKEDA et al., 1993), sugerindo que as altera¢des clonais da SMD e LMA sejam
semelhantes. Além disso, a dificuldade de diagnéstico que ocox':‘re em muitos casos
de SMD (KOEFFLER, 1996 ¢ KOUIDES & BENNETT, 1996);:requer o estudo de
novos parimetros que poderiam servir como indicadores da ;SMD nos casos de

dificil caracteriza¢io desta anomalia.

Introducdo



II. OBJETIVOS




Os objetivos deste trabalho consistiram em:

1.

Avaliar a autoproliferagio celular e a expressdo do proto-oncogene
bcl-2 em pacientes com leucemia mieldide aguda (LMA) e sindrome

mielosdisplasica (SMD).

2. Realizar o estudo de correlagdes entre a autoproliferagﬁo celular e a

expressdo do proto-oncogene bcl-2 nas duas doencas.

. Correlacionar a autoprolifera¢io celular e a expressio do bcl-2 com a

sobrevida dos pacientes com LMA.
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III. CASULSTICA E METODOS
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1. Casuisticar

Neste trabalho, o estudo da autoproliferaciio celular foi realizado em vinte
e oito pacientes com LMA, doze pacientes com SMD (dez paéientes com AR, um
paciente com ARSA e um paciente com AREBt), assim como, dezenove individuos
normais, doadores de medula 0ssea para transplante no Hospital das Clinicas da
UNICAMP. A expressdo do proto-oncogene bcl-2 foi realizada em vinte e oito
pacientes com LMA, quinze pacientes com SMD, assim como, quinze individuos
normais. O estudo da apoptose celular foi realizado em dezoito pacientes com
LMA, onze pacientes com SMD e onze individuos normais. "Ifodos 0s pacientes,
ap6s informados, concordaram com a realizacio deste estudo. A avaliagdo da

sobrevida foi feita por um periodo de 180 dias.
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2. Métodos:

2.1 cultura clonal dos precursores
hematopoiéticos da medula ossea
(CFU-C):

Apés obtengdo da medula Ossea com anti-coagulante (heparina), as células

foram centrifugadas em Ficoll-Hypaque por 25 minutos a 1500 rpm, lavadas trés

vezes em meio RPMI-1640 (Sigma) e ressuspendidas a uma concentragio final de
2,5 x 10° células/ml em meio contendo: 30% de meio IMDM (Difco) 2 x

concentrado, 50 % de agar (0,6%) e 20 % de soro bovino fetal.

Para o estudo da autoproliferacdo celular, as células ressuspendidas no
meio descrito acima foram distribuidas em volumes de 2 ml em cada placa de
petri, na auséncia de estimulos exdgenos. Realizou-se este estudo em duplicata
para cada paciente. As culturas foram incubadas por 14 dias a, 37°C em presenca
de 5% de CO; no ar. Apds este periodo, contou-se o n&mefo de col6nias em
microscopio de dissec¢dc com aumento de 40 x (METCALF, 1984). O namero
de coldnias obtido foi ajustado de acordo com a celularidade da medula 6ssea de
cada paciente. Para estudo morfoldgico, as coldnias foram fixadas com

glutaraldeido 2,5 % (v\v) e coradas com Luxol Fast Blue/Hematoxilina.

. 13
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2.2 - Avaliacdo da sobrevida celular (apoptose):

2.2.1 Padronizacdo do estudo da apoptose
celular com células da medula dssea

de individuos normais:

Apos obtengdo da medula 0ssea em anti-coagulante (heparina) as células
foram centrifugadas em Ficoll-Hypaque por 25 minutos a 1500 rpm, lavadas trés
vezes em meio RPMI e ressuspendidas a uma concentragio final de 5 x 10°

células/ml em meio RPMI suplementado com 2 mM de L-glutamina e 20 % de soro

bovino fetal. A seguir, incubou-se esta suspensdo de meio mais células a 37°C em
presenca de 5% de CO; no ar, sendo o meio suplementado renovado no sétimo dia
de incubagdo com o objetivo de manter-se os nutrientes necessarios as células em
cultura. As células hematopoiéticas foram removidas da cultura liquida no oitavo,
décimo e décimo-quarto dias ap6s o inicio dos ensaios. A seguir, as células foram
lavadas trés vezes e diluidas a uma concentragio de 5 x 10° células/ml. Diluiu-se
esta suspensdo de células em tampdo TBS (10ml). Logo apés, realizou-se o
citospin com 500 ul da suspensdo celular em cada suporte citoldogico através de
centrifugacdo por 5 minutos a 800 rpm. No dia seguinte, as ldminas foram coradas
com Leishman, e determinou-se a sobrevida celular através do aspecto
morfologico das células em cultura (microscopia 6ptica, aumento de 400x).
Utilizou-se como padrio para determinagio da apoptose a condensacdo da
cromatina, fragmentagfio nuclear e formacdo de niicleos picnéticos, uma vez que

estas sdo as principais caracteristicas da apoptose celular descritas na literatura
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(WYLLIE, KERR & CURRIE, 1980; BAXTER et al., 1989, FESUS, DAVIES &
PIACENTINI, 1991, SCHWARTZMAN & CIDLOWSKI, 1993 ¢ KOSHIDA,

SAEGUSA & OKAYASU, 1997).

2.2.2 - Fragmentacdo nuclear (apopfose):

Realizou-se a extragdo do DNA das células mantidas em‘écultura liquida, da
seguinte maneira: As células foram lavadas através de cenirifugacﬁo por 10
minutos a 1500 rpm. Ressuspendeu-se o sedimento de céiulas em solucgio
contendo NaCl 5 M; EDTA 0,2 M; Tris-HCl 2 M, pH 7,5 Incubou-se esta
solucdo até o dia seguinte quando realizou-se a extragiio do DI\?A (trés extragdes)
com uma solucdo de cloroférmio/alcool isonilico (24:1). Adicionou-se 10% do
volume original de acetato de sédio 3 M e precipitou-se o DNA com alcool 70 %
(- 20° C). Secou-se ao ar por 5 minutos e ressuspendeu-se em solug¢io tampio a

4° C (MARTIN, BRADLEY & COTTER, 1990).

2.2.2 - Eletroforese em gel de agarose:

A eletroforese do DNA em gel de agarose a 1 %, 6V :_por cm de gel foi
realizada em 2 mmol/l EDTA; 89mmol/l Tris-HCl; 89 Mmoi/l_. acido bérico, pH
8,0. Apds completa eletroforese, visualizou-se o DNA em ultrd violeta. O padrio

eletroforético utilizado foi o de auséncia de bandas descrito pof; COHEN, (1994).
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2. 3 - Expressdo do proto-oncogene bcl-2:

A medula 0ssea dos pacientes com LMA e SMD, obtida por aspiragio em
heparina foi diluida em meio RPMI e a seguir realizou-se gradiente em Ficoll-
Hypaque através de centrifugagdo por 30 minutos a 1500 rpm. As células foram
lavadas trés vezes através de centrifugagio por 10 minutos a 1500 rpm. A seguir,
foram diluidas em 20 ml de tampdo TBS uma concentragdo de 5 x 10° células
(concentraglo final de 2,5 x 10° células/ml). Realizou-se o citospin colocando-se
500 ul em cada suporte de filtro citolégico centrifugando-se por 5 minutos a 800

rpm.

No dia seguinte, as ldminas foram fixadas em acetoma gelada por 10
minutos e hidratadas com tampdo TBS. As ligagdes inespecificas foram
bloqueadas pela incubagdo das l4minas com soro suino por 20 minutos. A seguir,
as laminas foram incubadas com anticorpo primario (bcl-2 - Dako) por 2 horas,
anticorpo biotinilado (Mult-link) por 45 minutos e complexo ABC (Strept
ABComplex/AP) por 45 minutos. Logo apds, realizou-se a coloragio com
substrato cromdgeno, que consiste de: fast red (10mg), levamisole (2,4mg) em
tampdo naphtol ASMX fosfato, 02 ml de N,N-dimetilformamida, 9,8 ml de
tampdo Tris HCI 0,1 M (pH 8,2). Contracorou-se com Hematoxilina de Mayer e
agua amoniacal por alguns segundos. As liminas foram montadas com coverslip
para leitura em microscopia optica. Determinou-se a percentagem de células
mononucleares com expressdo do proto-oncogene bcl-2 pela contagem de pelo

menos 300 celulas por paciente (MAUNG et al., 1994).
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2.4 - Andlises Estatisticas

Utilizou-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon para c.éomparar a resposta
autoproliferativa, expressdo do proto-oncogene bcl-2 e apoptése celular entre os
pacientes com LMA, SMD e controles. Para o estudo de céorrelac;io entre os
parametros estudados utilizou-se o teste nio paramétrico de S-bearman. Realizou-
se a curva de sobrevida (periodo de avaliagio de 180 dias) -;dos pacientes com
LMA através do método descrito por KAPLAN & MEIER, (1958) e a comparagio

entre os grupos (autoproliferagio x auséncia de autoproliferagio) foi realizada

pelo teste de Log-Rank (procedimentos ndo paramétricos) (COLLET, 1994).
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IV. RESULTADOS




I. Crescimento e ©Diferenciacdo de precursores

hematopiéticos da medula 6ssea (CFU-C):

1.1 Autoproliferacdo celular:

Estudou-se o crescimento e diferenciagdo de progenitores hematopoiéticos
da medula Ossea, na auséncia de estimulos, de vinte e oito pacientes com LMA,

doze pacientes com SMD e dezenove controles, (tabela 1, 2 e 3,

2

respectivamente).

Nossos resultados demonstraram a presenga de autoproliferagio celular em
ambas as doengas. Pacientes com LMA e SMD apresentam um nGmero de
colénias superior aos individuos normais (p = 0.001 —~ Wilcoxon, figuras 1 e 2,
respectivamente). Além disso, as analises estatisticas demonstraram que &
presen¢a de autoproliferacio celular estd relacionada a um r:iau prognostico na
LMA, pois, conforme podemos verificar na figura 3, a sobrevida dos pacientes
pertencentes ao grupo com autoproliferacio celular apresentou-se reduzida em
relagdo ao grupo com resposta hematopoiética semelhante aos controles

(p = 0.01, teste de Log-Rank, curva de KAPLAN & MEIER, 1958).

A figura 4 apresenta o aspecto de uma cultura clonal de um paciente com

SMD, fixada com glutaraldeido e corada com hematoxilina de Harry’s.
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2. Apoptose celular

Padronizou-se o estudo da apoptose celular com me;;iula Ossea de sete
individuos normais. A média de percentagem de apoptose céiular obtida nestes
individuos foi de 25,2 %, 43,1% e 75,2 %, quando as células foram removidas da
cultura liquida no oitavo, décimo e décimo quarto dia de incubacio,
respectivamente e caracterizadas microscopicamente (tabelé 4). A figura 5
apresenta o aspecto microscopico de células apoptédticas utilizado neste estudo. A
analise da fragmentagio nuclear foi realizada com o “pool” de células obtido dos
sete individuos descritos acima no décimo gquarto dia de incu;-bag:éo, A figura 6
apresenta a fragmentagdo nuclear obtida nesta padronizacio ﬁvroveniente do alto
indice de apoptose celular obtido neste dia (75,2%). Resolvemos entdo padronizar
0 décimo dia de incubagido para a realizagio da contagem das células apoptoticas
nos pacientes com LMA e SMD, uma vez que a perceé’atagem de células
apoptoticas obtida neste dia foi de 43,1%. Esta contagem foi feaiizada através de
microscopia optica, uma vez que esta metodologia nio iexige uma grande
concentracdo celular, como ¢ o caso da extra¢io do DNA. Efe*%tuou»-se este estudo
em dezoito pacientes com LMA (tabela §), onze pacientes co@ SMD (tabela 6) e
11 individuos normais, (sete destes controles sio os mesm:o apresentados na
tabela 4) (tabela 7). Além disso, realizamos a extragdo do bNA celular em 4
pacientes com LMA, nos quais obteve-se uma concentragio célular suficiente no

décimo dia de cultura liquida (figura 7). Observamos com a extracdo do DNA uma
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auséncia de fragmentag¢io nuclear proveniente do baixo indice de apoptose celular
apresentado por estes pacientes através da microscopia optica (figura 7).
Observamos neste estudo, resultados opostos entre as doengas estudadas,
ou seja, ocorreu uma maior percentagem de células apoptdticas em pacientes com
SMD em relagéo aos controles (p = 0.001 - Wilcoxon, figura 8), enquanto que o
niamero de células apoptéticas em pacientes com LMA apresentou-se reduzido em
relagdo aos individuos normais (p = 0.001 - Wilcoxon, figura 9). A figura 10
apresenta o aspecto miscroscépico de células de pacientes com SMD e LMA,
respectivamente, apos dez dias em cultura liquida. Pode-se verificar nestas figuras

o alto indice de apoptose celular nas mielodisplasias em contraste ao baixo indice

de apoptose observado nas leucemias.

3. Expressdo do proto-oncogene bcl-2

Realizou-se o estudo da expressio do proto-oncogene bcl-2 em células
mononucleares de vinte e oito pacientes com LMA (tabela 8), quinze pacientes
com SMD (tabela 9) e quinze controles (tabela 10). Observamos novamente
resultados apostos entre as doengas estudadas. Verificot—se um aumento
significativo no nimero de células mononucleares expressando o proto-oncogene
bcl-2 em pacientes com LMA em relagio aos controles (p =:0.002, Wilcoxon,
figura 11). Por outro lado, houve uma diminuigdo significativa na expressdo deste
proto-oncogene nas células mononucleares dos pacientes com SMD em relagio

aos individuos normais (p = 0.002- Wilcoxon, figura 12). A figura 13 mostra o
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aspecto microscopico de células de pacientes com LMA com elevado indice de

expressdo do proto-oncogene bcl-2.

Observamos uma correlagdo linear negativa entre a peréentagem de células
mononucleares com expressio do bc/-2 e a percentagem deé.-: apoptose celular
nos pacientes com LMA (n =18, r, = - 0.664, p < 0.002!, Spearman’s Rank
Correlation, tabela 11, figura 14). Além disso, verificou-se ta{mbém neste estudo,
um maior nimero de células com expressio do bc/-2 em p?cientes leucémicos
refratarios a quimioterapia em relagdo aos pacientes resporéisivos (p = 0,03 -

Wilcoxon, tabela 12).

Néo verificamos correlagdo linear entre os seguintes pa:_rémetros avaliados:
classificagdo FAB, idade, autoproliferacdo celular e expres?séo do bcl-2 nas
leucemias e mielodisplasias. O estudo de correlagdo entre expgressﬁo do bel-2 e a
apoptose celular ndo foi realizado nos pacientes com SMD uma vez que as
celulas destes pacientes encontravam-se em avangado estagio %ie morte celular no

décimo dia de cultura liquida, conforme apresentado na figura 10.
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Figura 1 — Numero de coldnias de precursores hematopoiéticos da medula Ossea
de pacientes com LMA (n = 28) e individuos normais (n=19) na
auséncia de estimulos exdgenos (autoprolifera¢do), (p = 0.001-

Wilcoxon).
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Figura 2 — Numero de coldnias de precursores hematopoiéticos da medula éssea
de pacientes com SMD (n= 12) e individuos normais (n = 19), na
auséncia de estimulos exogenos (autorpoliferagio), (p = 0.001 -

Wilcoxon).
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Figura 3 - Curva de sobrevida de pacientes com LMA que apresentaram

autoproliferagdo celular (1) (n= 15) ¢ pacientes com auséncia de
capacidade autoproliferativa (n= 13) (*), (Curva de Kaplan & Meier,
p = 0.01, Log-Rank Teste).
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Figura 4 — Aspecto microscOpico de uma coldnia de precursores hematopoiéticos

obtida no estudo da autoproliferagio celular em pacientes com LMA

(aumento 400 x)

26

Resultados



Figura 5 — Aspecto microscépico de células apoptoticas de individuos normais

apés 14 dias em cultura liquida. Padrio utilizado no estudo da

apoptose celular (imersfo, aumento de 1000 x)
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Figura 6 — Fragmentagio do DNA de um “pool” de células da medula ossea de

individuos normais ap6s 14 dias em cultura liquida |

Banda 1 - Fragmentag@o do DNA ( 75,2 % de células apoptc’)tica%s)
Banda 2 — Marcador '
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Figura 7 — Auséncia de fragmentagio do DNA de células da medula dssea de

pacientes com LMA apés dez dias em cultura liquida

Banda 1 — Marcador

Banda 2 — paciente com 3,9 % de células apoptoticas

Banda 3 - paciente com 11,0 % de células apoptoticas
Banda 4 - paciente com 7,1 % de células apoptéticas

Banda 5 - paciente com 5,5 % de células apoptoéticas
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Figura 8 - Percentagem de células apoptéticas obtida de pacientes com SMD e
individuos normais, no décimo dia de incubagdo em cultura liquida

(p=0.001 - Wilcoxon).
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Figura 9 - Percentagem de células apoptoticas obtida de pacientes com LMA
(n = 18) ¢ individuos normais (n = 11), no décimo dia de incubagio em

cultura liquida {p = 0.001 — Wilcoxon).
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Figura 10 — Aspecto microscopice de células apoptoticas de individuos com SMD

e LMA, respectivamente, apds dez dias em cultura liquida (aumento
400x)
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Figura Il - Percentagem de células mononucleares com expressao do proto-
oncogene bcl-2 em pacientes com LMA (n = 28) e individuos

normais (n = 15), (p = 0.002 —~ Wilcoxon).
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Figura 12 - Percentagem de células mononucleares com expressio do proto-
oncogene bcl-2 em pacientes com SMD e individuos normais

(n=15, p=0.002 - Wilcoxon).
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Figura 13 — Aspecto microscopico da expressio do proto-oncogene bcl-2 em

células mononucleares de pacientes com LMA (aumento 1000%)
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Correlagdo linear negativa entre a percentagem de células
mononucleares com expressio do proto-oncogene bc/-2 ¢ a
percentagem de células apoptoticas obtida no décimo dia de

cultura liquida, em pacientes com LMA (n= 18, r = - 0.664;

p < 0.001, Spearman’s Rank Correlation).
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A proliferagio de células leucémicas em humanos ¢ geralmente estimulada
por fatores de crescimento hematopoiéticos exogenos. Porém, em muitos casos, as
células leucémicas apresentam niveis acentuados de crescimento auténomo in
vitro. Estas células sio capazes de produzir e liberar fatores de crescimento que
lhes conferem capacidade autdcrina (YOUNG et al., 1986, COZZOLINO et al.,
1989 ¢ OSTER et al., 1989). Neste sentido, a liberaciio autdcrina destes fatores
de crescimento pode contribuir para o aumento no numero de col6nias de
precursores hematopoiéticos (CFU-C) em pacientes com LMA, mesmo na auséncia

de estimulos, conforme observado em nossos estudos. Além disso, verificamos

também que a presenca de autoproliferagio celular estd associada a um mau
prognostico nas leucemias, uma vez que a sobrevida do grupo de pacientes que
apresentou autoproliferacdo fol reduzida em relacio ao grupo com auséncia de
capacidade autoproliferativa. Um fator importante que poderia contribuir para
explicar este resultado ¢ que o aumento da expansdo clonal das células leucémicas
in vivo, pode favorecer a freqiiéncia de muta¢des adicionais, contribuindo para a
resisténcia quimioterapica (LOWENBERG et al., 1993). Este aumento anormal na
expansdo clonal pode ainda desencadear alteragdes nos processos de crescimento,
diferenciacdo e¢/ou morte celular. Neste sentido, observamos também neste estudo,
um alto indice de expressio do proto-oncogene dc/-2 em pacientes leucémicos, o

qual foi negativamente correlacionado com a percentagem de apoptose celular.

Estes resultados sugerem a participagdo de um sinal anti-apoptose derivado da
alta expressio do proto-oncogene bcl-2 resultando em uma baixa percentagem de

morte celular. Além disso, observamos um aumento significative na expressio do
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proto-oncogene bcl-2 no grupo de pacientes refratirios ao tratamento
quimioterapico em relagdc ao grupo responsivo. Estes achados corroboram os
divulgados por MAUNG et al. (1994). A baixa expressio do gene supressor de
tumores p33, observada em pacientes leucémicos, em estudos paralelos realizados
em nosso laboratério, pode contribuir para explicar a elevada expressio do proto-
oncogene bcl-2 observada nos nossos pacientes leucémicos. Dados na literatura
demonstram que o p53 apresenta uma acdo reguladora na expressdo do proto-
oncogene bcl-2 (MIYASHITA et al., 1994, HALDAR et al., 1994 ¢ LEPELLEY et
al., 1995). Alguns autores sugerem que a expressdo do proto-oncogene bcl-2 pode
também ser regulada através do fator de crescimento hematopoiético para
granulocitos e macrofagos (GM-CSF) (BRADBURY et al., 1994, 1995 ¢ 1997 e
RUSSELL et al., 1995) produzido de forma autécrina pelas células leucémicas
com capacidade autoproliferativa aumentada. De acordo com os autores citados
acima, a produg¢do autdcrina do GM-CSF pelas células leucémicas aumenta a
expressdo do proto-encogene bcl-2, o qual contribui para a resisténcia destas
células & quimioterapia. Além da a¢do do GM-CSF produzido de forma autdcrina
pela células leucémicas, alguns autores sugerem também a participagdo de outros
fatores de crescimento na presen¢a da autoproliferacio celular em pacientes com
LMA (COZZOLINO et al, 1989, TOSATO & JONES, 1990). De acorde com

estes autores, células de pacientes leucémicos com capacidade autoproliferativa

aumentada liberam também interleucina 1 (IL-1), fator de crescimento
hematopoiético para granuldcitos (G-CSF) ou interleucina 6 {1L-6), sugerindo a

participagdo de um multiplo circuito autécrino dentro de um Gnico clone maligno
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(LANG & BURGUESS, 1990). IL-1 apresenta uma ag:?te reguladora na
hematopoiese através de efeitos sinérgicos com outros fatories de crescimento,
possivelmente desencadeando um aumento na expressio de :rec&ptores para os
fatores de crescimento hematopoiético (MOCHIZUKI et al., }9%:87 ¢ BARTELMEZ
et al., 1989). Consequentemenie, um aumento na prolif’éragﬁo de células
precursoras da medula 6ssea ¢ observado. Além disso, a pro@ugﬁﬁ autocrina de
IL-1 pelas células leucémicas suporta o crescimento das mt;asmas € mantém a
sintese autdcrina de G-CSF ¢ GM-CSF, os quais possiveimenté contribuem para a

presenga de autoproliferagio celular e aumento da expressio do proto-oncogene

bei-2. 1L-1 parece apresentar um papel hierarquico em cada um destes circuitos
de produgio autécrina de fatores de crescimento. Neste sentido, RAMBALDI et
al. (1991) verificaram que o bloqueio da interacio entre aiIL~1 ¢ as células
leucémicas, através da neutralizacdo da atividade da IL-1 ou através de uma
interrupgdo na ligagdo da IL-1 aos seus receptores, resulta e?n uma interrupg¢io
destes circuitos autécrinos e consequentemente em aiteragﬁés no processo de

crescimento ¢ diferenciagdo celular.

A produgdo autocrina de fatores de crescimento e interleucinas também
pode desencadear a ativagiio de processos intracelulares especiﬁcos, tais como a
transcrigdo de genes ¢ tradugio de proteinas. De acordo c%om GOUILLEUX.-
GRUART et al. (1996), a ativagdo da familia de fatores de transcrigdo STATI,
STAT3 e STATS ocorre nas leucemias e os autores sugerem a éarticipagzﬁo destes

fatores de tranmscrigdio na processo de leucemogénese. Sendo. assim, estratégias
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para suprimir a autoproliferacio celular e expressiio do prote?oncogene becl-2 nas
leucemias podem contribuir para o desenvolvimente de névos protocolos de
tratamento. Uma delas seria o uso de um antagonista recombinante para os
receptores da IL-1, o qual iria inibir o crescimento celular auti‘)nomo e a producdo
do GM-CSF (RAMBALDI et al., 1991 ¢ ESTROV et al., 1992). Além disso, um
maior numero de estudos sobre o papel dos fatores de transéricﬁc nas leucemias
poderia contribuir para um maior entendimento dos mecaniémos envolvidos no

desenvolvimento desta doenca.

Resultados similares aos obtidos no estudo da autoproliferagio celular nas
leucemias foram observados nas mielodisplasias, onde verificamos também indices
variados de capacidade autoproliferativa. Porém no estudo da expressio do proto-
oncogene bcl-2 e da percentagem de apoptose celular, vefiﬁcamos resultados
opostos. A expressio do proto-oncogene bcl/-2 apresentou-se reduzida e a
percentagem de apoptose celular apresentou-se significativ'amente aumentada.
Este aumento na capacidade autoproliferativa nas mieEodisplésias também sugere
a liberagio de fatores de crescimento hematopoiético autétcrinos‘ Entretanto,
dados na literatura indicam que nas mielodisplasias os fatores de crescimento
hematopoidtico encontram-se em niveis normais, como é o caso da eritropoietina
(JACOBS et al., 1989), ou reduzidos, como é o caso do GM-C?SF (BRADBURY et
al., 1995 ¢ SHETTY et al., 1996), sugerindo a presen¢a de outros mecanismos
envolvidos na autoproliferagio celular nesta doenga. Neste s,{entido, SOLIGO et

al. (1996) relataram um aumento no numero de receptores para GM-CSF e para o
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fator stem cell (c-kit) nas mielodisplasias, os quais poderiam%contribuir para um
aumento na sensibilidade celular, conferindo um crescimentof anormal, in vitro,
destas células, mesmo na presenga de niveis normais ou reduiidos de fatores de
crescimento hematopoiético. Além disso, HOEFSLOOT et al.: (1997) reportaram
uma ativa¢do normal do STATS nestes pacientes, Sendo as%;im, alteragBes em
genes que controelam o processo de prolifera¢dio e ou morte;celular, tais como
c-myc oncogene (NOWAK, 1992 e RAJAPAKSA et al., 1996) ou na proteina p21
ras (SILVA et al, 1997) podem contribuir para explicar a presenga de

autoproliferagdo celular na SMD. Além disso, esta alteragio no processo de

crescimento e diferenciagdo celular pode ser desencadeada pelo alto indice de
apoptose celular observado em nossos pacientes com SMD. Estes nossos
resultados corroboram os achados divulgados por RAZA et:ai., (1995). Estes
autores demonstraram recentemente que a apoptose celular precoce ¢
possivelmente o fator responsavel pela citopenia periférica refrataria observada na
maioria dos casos de SMD em face a uma medula dssea normal ou com capacidade
proliferativa aumentada. Sendo assim, este aumento da morte celular poderia
resultar em um estimulo aumentado para a hematopoiese. Um féztor importante por
nos observado, que poderia contribuir para explicar os resui:tados de apoptose
celular, ¢ a baixa expressdo do proto-oncogene bc/-2, uma vez que este proto-

oncogene inibe o processo de apoptose celular (KROEMER, 1997). Além disso, a

alta expressdo do gene supressor de tumor p53, verificada em estudos paralelos
realizados em nosso laboratério (dados ndo publicados) contribui para explicar a

reducdo da expressio do proto-oncogene bcl/-2 nas mielodispiasias. A elevada
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expressdo do p-53 pode estar associada com a redugdo no RNA mensageiro da
proteina bcl-2, provavelmente devido a uma regiio nio traduzida 5’ do gene
bcl-2, a qual contém um elemento de resposta negativa, através do qual p53 pode
direta ou indiretamente diminuir a expressio do proto-oncogene bel-2
(MIYASHITA et al, 1994, HALDAR et al., 1994 ¢ LEPELLEY et al., 1995).
Sendo assim, p33 estimularia a expressio do bax, um gene que codifica um
dominio inibidor da proteina bc/-2. Além disso, estudos na literatura indicam que
alteragGes nos niveis de GM-CSF, podem também contribuir para explicar parte

de nossos resultados. Neste sentido, como ja relatamos anteriormente, o0 GM-CSF

parece apresentar uma ac¢do reguladora sobre a expressio do proto-oncogene
bcl-2, contribuindo assim para o aumento da apoptose celular e indiretamente
para um aumento compensatério na hematopoiese. E importante ainda salientar,
que este aumento da expansdo clonal in vitro nas mielodisplasias, também pode
proporcionar um aumento de muta¢des adicionais conforme sugerido nas
leucemias agudas, contribuindo para a evolugdo desta doenga para LMA, como é
observado na maioria dos casos de SMD. Finalmente, a presenca de
autoproliferagio celular nas mielodisplasias pode servir como um bom marcador

no diagnostico da SMD.
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VI. CONCLUSOES




O presente trabalho sobre o estudo do crescimento e diferencia¢do dos

precursores hematopoiéticos da medula 6ssea de pacientes com LMA e SMD na

auséncia de estimulos exégenos (autoproliferagio) e da expressio do proto-

oncogene bcl-2, permite concluir:

1.

O numero de colénias de precursores hematopoiéticos apresentou-se
aumentado tanto nos pacientes com LMA, assim como, nos pacientes com
SMD. Na LMA, esta capacidade proliferativa aumentada estd associada a um

menor tempo de sobrevida dos pacientes.

O bcl-2 expressa-se intensamente em células mononucleares de pacientes com
LMA e sua elevada expressio interfere na resposia & quimioterapia nos

pacientes refratarios.

Os pacientes com SMD apresentam uma baixa expressio do hc/-2 quando

comparados aos individuos normais.

A percentagem de células apoptoticas apresenta-se aumentada na SMD e

diminuida na LMA no décimo dia de incubagdo em cultura liquida.

O nimero elevado de células mononucleares com expressio do bel-2

correlaciona-se negativamente com a apoptose celular nos pacientes com

LMA.
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6. Nido observa-se correlagdio entre a percentagem de células mononucleares
com elevada expressdo do bc/-2, capacidade autoproliferativa, idade e sub-

tipo morfoldgico na LMA e SMD.

7. Ndo observa-se correlagdo linear entre a percentagem de células
mononucleares expressando o bc/-2 e a percentagem de apoptose celular na
SMD, uma vez que as células destes pacientes apresentavam-se em elevado

estagio de morte celular no décimo dia de cultura liquida.
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VII. SUMMARY




In this work we studied the growth and differentiation of early bone
marrow progenitor cells in the absence of exogenous growth factors
(autonomous proliferation), the bcl-2 expression and the ndmber of apoptotic
cells in mononuclear bone marrow cells from patients with confirmed diagnosis
of Acute Myeloid Leukaemia (AML) and Myelodysplastic ;Syndrome (MDS).
Bone marrow cells from normal individuals were used as conirols. We observed
an increased percentage of bc/-2 expression on mononuclear :bone marrow cells
from AML patients in relation to controls (p = 0.002). Accordingly, the

number of  apoptotic cells was reduced (p = 0.001) and there was a

negative correlation between bc/-2 expression and the number of apoptotic
cells (r= - 0.664, p < 0.001) in these patients. In addition., bel-2 expression
was significantly increased in the chemotherapy resistant group in relation to
the responsive group (p = 0.03). Survival in the group of AML patients with
autonomous proliferation was reduced (p = 0.01). These results suggest that a
high be/-2 expression and the presence of autonomous proliferation are related

with a poor prognosis in AML.

In the MDS patients, the autonomous proliferation and the percentage of
apoptotic cells were also significantly greater when compared to controls (p =
0.001). However, bc/-2 expression was significantly lower on mononuclear

bone marrow cells from MDS patients in relation to normal individuals

(p = 0.002 - Wilcoxon). These results suggest that the autonomous proliferation
observed in these patients is counteracted by the high range of cell death which
is probably related to the lower bcl-2 expression.
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Tabela I - Numero de colénias obtidas através da avaliacio do crescimento e
diferenciagdo dos precursores hematopoiéticos (CFU-C) da medula éssea

de pacientes com LMA, na auséncia de estimulos exogenos (n = 28).
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Tabela 2 - Namero de colénias obtidas através da avaliagio do crescimento e
diferenciagdo dos precursores hematopoiéticos (CFU-C) da medula
Ossea de pacientes com SMD, na auséncia de estimulos exodgenos (n =

12).

O.F.S. 52 AR
B.M.D. 57 AR
HEFS. 80 AR
B.F.D. 146 ARSA
Y.X.S. 9 AR
JM.J. 558 AR
W.B. 540 AR
L.C.C. 62 AR
AM.S. 0 AR
EF.S. 300 AR
D.G.B. 70 AR
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Tabela 3 - Numero de colbnias obtidas através da avaliacio do crescimento e
diferenciagdo dos precursores hematopoiéticos (CFU-C) da medula éssea

de individuos normais, na auséncia de estimulos.

0
2 0
3 0
4 0
5 11
6 0
7 0
8 0
9 0
10 12
11 6
12 0
13 15
14 9
15 0
16 0
17 10
18 0
19 16
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Tabela 4 - Percentagem de células apoptéticas em individuos normais, obtida antes
de iniciarmos os ensaios de cultura liquida e a partir do oitavo, décimo e

décimo-quarto dias.

DOADORES[ % DE CELULAS APOPTOTICAS
” | amtes d._é_’;é"s--a.i.‘.’s: .'_:::879* dia 102 dia;.i 142 dia
de':'cxi-f.t_“r.a[' .  ;'” |
2 0 26.7 46,4 69,4
3 0 28,5 443 67.8
4 0 20,2 47,3 70,3
5 0 17,5 30,8 67.2
6 0 28.5 42,2 82.4
7 0 31,2 40,1 89,9
média 0 25.2 43,1 75.2
desvio padrio 0 4,57 5,9 8,1
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Tabela 5 - Percentagem de células apoptoticas de individuos com leucemia mieldide

aguda (LMA), obtida no décimo dia de cultura liquida ( n = 18).

~ APOPTOSE %

9,1

*

7,1

2

8,3
6.6
17,4
5,5
10,3
43,5
47,7
9,1
9.4
45,7
3,2
11,0
18,2
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Tabela 6 - Percentagem de células apoptéticas em individuos com Sindrome

Mielodispldsica (SMD), obtida no décimo dia de cultura liquida (n = 11)

| AP

H.F.S. 89,4
BMYV, 85,1
Y.X.S. 92,6
JM.T 96,0
W.B. 92,5
AM.S. 64,2

H.S. 90,2
L.C.C. 82.8
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Tabela 7 - Percentagem de células apoptéticas de individuos doadores de medula ossea
para transplante do Hospital das Clinicas da UNICAMP, obtida no décimo

dia de cultura liquida (n = 11).

- DOADORES " APOPTOSE (%)
- o
2 46,4
3 44,3
4 47,3
5 30,8
6 42,2
7 40,1
8 47,8
9 61,3
10 53,9
11 59,7
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Tabela 8 - Percentagem de expressio do proto-oncogene b&cl-2 em células

mononucleares de pacientes com leucemia mieldide aguda (LMA) (n =

28).

... | EXPRESSAO DO PROTO-
PACIENTES | ONCOGENE BCL-2 (%)

W.P. 63,0
5.V.S. 78,3
B .AC. 66,0
F.PA. 71,4
D.P.L. 82,6
A AM, 32,2
AF.C 78,8
A A AA. 71,6
P.F.A. 18,2
V.S8.§8. 80,9
G.M.S. 40,6
R.L.C. 48,3
AM.S. 61,2
L.P.S. 72,2
P.S.S. 76,8
LCMV. 68,0
M.GN 74,0
M.H.P. 20,5
M.E.S. 53,0
A.D 47,9
E.G.S. 68,2
S.A.L.O. 31,7
L.M.C. 66,3
G.S. 33,8
PPM. 60,2
E.B.J. 43.0
HPA. 56,0
P.C.B 66,0
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Tabela 9 - Percentagem de expressio do proto-oncogene bcl-2 em células
mononucleares de pacientes com Sindrome Mielodisplasica (SMD)

(n=15),

| EXPRE SSAODO

~ [PROTO-ONCOGENE| CLASSIFICACAO.

OF. | 26,7 T AREBt
LC.C. 222 AR
HS. 26.0 AR

B.F.D. 18,2 ARSA
IM.J. 27,0 AR
Y.XS. 19,2 AR
W.B. 12,0 AR
B M.V, 18,5 AR
O.F.S. 22,2 AR
J.G. 27,4 AR
CL.T. 26,0 AR
D.GB. 39,4 AR
B.X. 22,0 AR
EF.S. 14,0 AR
FR. 32,0 AR
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Tabela 10 - Percentagem de expressio do proto-oncogene bel-2 em células

mononucleares de doadores de medula oOssea para transplante do

Hospital das Clinicas da UNICAMP (n = 15)

- DOADORES | EXPRESSAO DO PROTO-
ON‘C()(,‘rEl\TEBCI"2 (%)

1 . S L 51---,0 -- . :

5 43,5

3 30,0

3 15,0

5 393

6 36,6

7 32,8

3 27,0

9 38,7

10 49.6

11 22,0

17 42.7

13 43.9

14 28.0

T 20,0
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Tabela 11 - Resultados utilizados na analise de correlagio entre a percentagem de
apoptose celular e a expressio do proto-oncogene bcl-2 em células

mononucleares de pacientes com leucemia miledide aguda (LMA) (n =

18).
~PACIENTE |EXPRESSAO BCL-|  APOPTOSE
5 ...... 2 - CEL{ILAR |
s e
AAM. 82,2 39
AF.C. 78,8 71
G.M.S| 40,6 3.9
A.D. 47,9 17,4
LPS. 72,2 5.4
L.CM.V. 98,0 103
P.S.S. 76,8 5
V.S.S. 50,9 %
M.G.N. 74.0 %
E.G.S. 68,2 8.2
EB.J. 430 1170
PP M. 60,2 51
L.M.C. 66,3 72
P.C.B. 66,0 51
S.AL.O. 31,7 477
MES, 53,0 457
PFA. 18,2 3.5
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Tabela 12 — Percentagem de células mononucleares com expressic do proto-
oncogene bc/-2 em pacientes responsivos e refratarios 2

quimioterapia

Bel-2 (percentagem de expressio)

Pacientes refratarios Pacientes responsivos
66,0 48,3
66,0 82,6
96,0 40,6
71,5 31,7
71,6 66,3
98,0 21,0

p = 0.03, Wilcoxon



