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RESUMO

Os agentes antineoplasicos atingem células que estdprocesso de divisdo celular, assim, a
rapida taxa de renovacao celular e diferenciacameldula 6ssea (MO) tornam o sistema
hematopoiético um alvo suscetivel a toxicidade gsses agentes. A MO é formada por um
estroma composto de muitos tipos celulares (filagtbk, macrofagos, células endoteliais e
adipécitos) e uma matriz extracelular que juntosmfom um microambiente ideal
favorecendo a modulacdo da quiescéncia, auto-redova comprometimento de células-
tronco mesenquimais (CTMs), bem como, proliferag@aturacdo e apoptose de células
hematopoiéticas. Neste contexto, o objetivo deateatho foi avaliar os efeitos do Mesilato
de Imatinibe (MI), um farmaco inibidor de proteirmgeceptores tirosinoquinases como c-
Kit, fator de crescimento derivado de plaquetasGP)) fator de célula-tronco (SCF), c-Abl,
BCR-ABL envolvidos em diferentes vias de sinalizac&lular; sobre células progenitoras
hematopoiéticas (CFU-GM) e células do estroma da déQcamundongos saudaveis. Por
meio de ensaios clonogénicos em meio semi-solicldtara de células aderentes do estroma
da MO, avaliamos o potencial mielossupressor datkélvés de ensaio de viabilidade celular
MTT e Laranja de Acridina/ Brometo de Etidio (LA/BEitoquimica para identificacdo de
adipécitos, ciclo celular, proliferacdo celular pocorporacédo do BrdU e expressao de alfa-
actina de musculo lisoa{SMA). Quanto as células hematopoiéticas, 0s adost
demonstraram que o MI reduziu gradativamente o conesito de colonias de
granulécitos/macrofagos (CFU-GM), aslibbtida foi 26,5M e a inibi¢cdo total ocorreu em
60uM. Quanto as células do estroma, no 4° e 8° diasuttara, ndo houve diferenca
significativa no percentual de proliferacéo avadigela incorporacéo de BrdU, sendo que em
10uM houve uma tendéncia em aumentar a proliferac&ol4?® dia a proliferacdo diminuiu
gradativamente e com 78 a proliferacdo foi reduzida a aproximadamente 5%.
percentual de células viaveis por MTT foi semelbard 7° e 14° dias, aumentando atgM.0

e entdo reduzindo até atingir 0% enulb A morfologia da maioria das células ndo tratadas
e células tratadas com baixas concentracdes de&,MiIM) era tipicamente fibroblastica, e
conforme se aumentou a concentracdo de MI (priograte a partir de 10M),
predominaram as células de morfologia arredondatia, tipo macréfago, as quais
apresentaram inibicdo apenas em altas concentrg@de83uM). A fluorescéncia com
LA/BE mostrou 0os mesmos resultados vistos no MTTewelou a presenca de corpos
apoptaticos, principalmente em (20, confirmando o efeito do farmaco na viabilidade
celular. O ciclo celular das células do estromaMia no 14° dia de cultivo mostrou a
ocorréncia de blogueio das células nas fagfS:@6,3% no controle para 91,5% emulh

e diminuicdo do percentual de células nas fase&$#we Em 2,5uM, a expressao deSMA
reduziu para 45,74% e foi quase totalmente inikadpartir de 1QM. A presenca de
adipécitos corados por Oil Red s6 foi observadagngo controle. Estes resultados em
conjunto sugerem um efeito mielossupressor do Mfesa@élulas da MO saudavel, o que é
indesejado ja que a maioria dos pacientes estpasgxpor muito tempo a esse farmaco.

Palavras-chave: Medula Ossea. Estroma. Mesilatmagnibe. Mielossupressao.



ABSTRACT

The antineoplastic agents affect cells that arbénprocess of cell division, thus rapid rate of
cell renewal and differentiation of bone marrow (Bihlakes the hematopoietic system a
susceptible target toxicity by these agents. TheiBlrmed by a stroma composed of many
cell types (fibroblasts, macrophages, endothekdlscand adipocytes) and an extracellular
matrix that together form an ideal microenvironmfavoring the modulation of quiescence,
self-renewal and commitment of mesenchymal sters ¢MSCs), as well as proliferation,
maturation and apoptosis of hematopoietic cellghis context, the objective this work was
to evaluate the effects of Imatinib Mesylate (IM)drug inhibitor of tyrosine kinase proteins
and receptors as c-Kit, platelet derived growthda(PDGF), stem cell factor (SCF), c-Abl,
BCR-ABL, involved in different signaling pathway$ leematopoietic progenitor cells (CFU-
GM) and stromal cells from BM of healthy mice. Bgmogenic assays in semisolid medium
and culture of adherent stromal cells from the BMe evaluated the potential
myelosuppressive of IM through the test cell vidpiMTT and Acridine Orange/Ethidium
Bromide (AO/EB), cytochemistry to identify of adipges, cell cycle, cell proliferation by
incorporation of BrdU and expression of alpha-srhoatuscle actin -SMA). As for
hematopoietic cells, the results showed that thegidtlually reduced the growth of colonies
of granulocytes/macrophages (CFU-GM), thepl@Gbtained was 26.5uM and total inhibition
occurred at 60M. The stromal cells in 4 and 8 days of culture sigmificant difference in the
percentage of proliferation measured by BrdU inoocmpon, and in 10M there was a
tendency to increase proliferation. In 14 daysptwiferation decreased gradually and at 7.5
UM proliferation was reduced to about 5%. The patage of viable cells by MTT was
similar at 7 and 14 days, rising to M and then reducing to reach 0% atu®b The
morphology of most cells untreated and cells teeategh low concentrations of IM (2.5uM)
was typically fibroblastic, and in more elevatechcentrations of IM (mainly from 10M),

the predominant cells were rounded morphology pétgnacrophages, which were inhibited
only at high concentrations (20429). Fluorescence with AO/EB showed the same results
seen in the MTT and revealed the presence of apopbmdies, especially in 20/,
confirming the drug effect on cell viability. Theltcycle of stromal cells from the BM on
day 14 of culture indicates the occurrence of kdgek of cells in @G; phase (66.3% in
control to 91.5% in M) and decreased the percentage of cells in S plradel/M. At
2.5uM, the expression ofSMA decreased to 45.74% and was almost completéipited
from 1QuM. The presence of adipocytes stained with Oil Rexs observed only in the
control group. These results together suggest dassgpressive effect of IM on healthy cells
of the BM, which is undesirable since the majoafypatients of will be exposed for a long
time with this drug.

Keywords: Bone Marrow. Stroma. Imatinib mesylate/eldsuppression.
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1. INTRODUCAO

Quase todos os agentes antineoplasicos sédo t&xicosdula 6ssea (MO) em graus
variaveis. A mielossupressdo ou mielotoxicidade stitn-se no efeito colateral mais
importante e comum relacionado com o tratamentmigierapico. Ela € um fator limitante e
responsavel pelo aprazamento obrigatorio entre plisaedes programadas nos diversos
protocolos de tratamento (BONASSA, 2000).

Os agentes antineopladsicos intervém, ao nivel gpatiico, nas aberracbes da
reproducdo celular, freando-a, limitando-a e, algsinvezes, corrigindo-a, apesar de
continuarem ignoradas as causas das doencas (DEBL&i@I., 2004). A maioria dos agentes
neoplasicos ndo possui especificidade, ou seja,dedtréi seletiva e exclusivamente as
células tumorais. Em geral, sdo toxicos aos tedaigosapida proliferacdo caracterizados por
uma alta atividade mitética e ciclos celularesazi(BONASSA, 2000).

Devido a grande capacidade proliferativa do tebieimatopoiético, as células da MO
séo alvos frequentes da acao téxica de xenobidtivesta forma, a avaliagdo da integridade
da hematopoiese € um parametro importante pareenddmento dos mecanismos envolvidos
na alteracdo da producdo de células sanguineas@ estas mudancas coletivamente irdo
impactar o sistema imunol6gicdALADARES, 2004).

1.1 CELULAS-TRONCO (CT)

Apesar da grande diversidade de células que painreconhecidas em tecidos
adultos, todas derivam de uma unica célula-ovo ap@sundacao. Inicialmente, essa célula
totipotente (Esquema 1) divide-se formando célut#nticas, mas que vao adquirindo
caracteristicas especializadas e tendo sua capacifiaauto-renovacao restringida (ZAGO;
COVAS, 2006).

Em relacdo ao seu potencial de diferenciacdo, élslas-tronco podem ser
classificadas como (@) totipotentes, células capdeeoriginar todos os tecidos embrionarios
(um organismo inteiro, inclusive placenta e anexmbrionarios); (b) pluripotentes, células
capazes de originar todos os tipos celulares doigmbou seja, dar origem aos mais de 250
tipos diferentes de tecidos o adulto; (c) multiptés, produzem apenas algumas linhagens e
(d) unipotentes, que originam apenas um tipo celoladuro (WAGERS; WEISSMAN,
2004). Estas células sdo obtidas, respectivamemtertir do embrido em sua fase precoce, da



massa interna do blastocisto até 3 ou 4 dias deericultivadasn vitro; depois do 5° dia de
vida; de tecidos adultos ainda ndo completamentgoametidos; e de tecidos adultos, porém

ja programadas para se diferenciar em uma unibadem (LODISH et al., 2002).
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Esquema 1. Célula-tronco totipotenteapds fecundacdo vai originar células de
tecidos de origem endodérmica, mesodérmica e eotdte e células germinativas. Fonte:
adaptacao de http://www.allthingsstemcell.com/2088esenchymal-stem-cells/

Na maioria dos tecidos adultos, existem resenascé@lulas com capacidade de
multiplicar-se, diferenciando-se naquele tecidaua pertencem e ao mesmo tempo mantendo
esta propria reserva de células indiferenciadagu@sea 2). Essas células-tronco tecido
especificas sdo as responsaveis pela manutencédedadade dos tecidos adultos, pelo
reparo de tecidos lesados e pela remodelacédo ddsgee 6rgaos (ZAGO; COVAS, 2006).

As proporcoes de células que estdo em ciclo oudoraiclo, ou ainda as que passam por



divisbes simétricas ou assimétricas, variam e est@aegulacdo do organismo (LODISH et
al., 2002). As células-tronco adultas (CTA) ndo grudser separadas apenas com base na
morfologia ou moléculas de superficie, porque pagigs de CTA ndo apresentam um unico
marcador (MEIRELLES et al., 2008).
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Esquema 2. Divisdo assimétrica das células-tronc€T). A CT pode se auto-renovar ou
diferenciar em muitos tipos de células. Fonte::Httels.nas.edu/bls/stemcells/what-is-a-stem-
cell.shtml

A MO possui caracteristicas muito especiais quantocompartimentos que albergam
as CTs. Evidéncias apontam para o desenvolvimentonth hierarquia das células-tronco
residentes na MO. As células-tronco pluripotent€§R) dao origem as células-tronco
hematopoiéticas (CTH), células-tronco mesenquim@dM) e células progenitoras
endoteliais. E possivel que as CTPs possam origmaélulas-tronco tecido-comprometidas

para varios orgaos (coracao, figado, cérebro) (RKIZAK, 2008).

1.1.2 Células-tronco hematopoiéticas - CTH

Embora existam diferencas na expressao dos maesade superficie entre humanos
e murinos, o desenvolvimento de CTH tem sido caraetdo minuciosamente em
camundongos, que servem de modelo para entenagenadpoiese humana (RATAJCZAK,
2008).



Durante a embriogénese, as CTHs migram de umasititbmico para outro, iniciando
no saco vitelinico e regido PAS/AGM (para-aortalasmopleura/aorta-gdbnada-mesonefro) e
continuam através do figado fetal para finalmehegarem na MO (RATAJCZAK, 2008).

A auto-renovacdao pela divisdo de CTH permite diamglamente sustentar a producao
de células sanguineas e manutencamata de CT. O balanco de diferenciagdo e auto-
renovacdo depende de mecanismos regulatoriosnddwstimulo e inibicdo hematopoiética
(MA et al., 2007).

A diferenciacdo da CTH passa por varios estagiesmediarios, caracterizados pela
progressiva perda da capacidade de auto-renovag@&stregdo a determinada linhagem.
Acredita-se que a célula derivada da CTH ja est@pcometida com o processo de
diferenciacdo que passa a ser denominada célujermtora e ndo possa reverter ou paralisar
este processo, resultando na formacao das céladaras. As CTHs se diferenciam dando
origem a células progenitoras linféide ou mieldidpee sdo comprometidas com uma
linhagem particular (GOLDSBY et al., 2002), comdetnonstrado no Esquema 3.

Na MO, as células hematopoiéticas crescem e aeeeiurem uma malha de células
estromais, células ndo hematopoiéticas que auxihancrescimento e diferenciacdo das
células hematopoiéticas através do microambienigdan hematopoiético consistindo de uma
matriz extracelular (MEC) e fatores de crescimefigados a membrana e solaveis
(GOLDSBY et al., 2002). A hematopoiese é restritaa@mpartimento extravascular, onde as
células hematopoiéticas encontram-se associadasasooglulas estromais e separadas do

compartimento vascular pelas células endotelia?ds5@; COVAS, 2006).
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Esquema 3. Proliferacdo e diferenciacdo de céluldematopoiéticassob influéncia de
citocinas (adaptado de GOLDSBY et al., 2002). GM-CSF — Fastimulador de col6nia de
granulécitos/macrofagos; M-CSF — fator estimulader colénia de macréfagos; EPO —
Eritropoietina; IL — Interleucina.

1.1.3 Células-tronco mesenquimais - CTM

O microambiente medular é formado por célulasa¥ix— as células estromais — e
células nao-fixas — as células acessoérias (lirdéo mondcitos) que durante sua presenca
transitoria na medula podem produzir substancigsiladoras e influenciar no processo
hematopoiético. As células estromais incluem céltgticulares (adventicias e fibroblasticas),
macroéfagos, células endoteliais e adipdcitos. EBsSemque em cultura de longa duracgéo, os
fibroblastos compreendam 45-55% do numero celola,tos macrofagos correspondam a
25-35% das células aderentes e as células endoteba adipdcitos respondam por 5-20% do
contetdo celular, variando conforme as condigBesuttera empregadas (ZAGO; COVAS,
2006).



A descoberta de que a MO contém uma populacaordgistinta das CTH, capaz de
originar células do tecido conjuntivo como adipgsjtosteoblastos, condrdcitos e células do
estroma medular, foi resultado de numerosas pesjuializadas nos ultimos 40 anos
(ZAGO; COVAS, 2006).

Alexander Friedenstein (1974), Maureen Owen (1985¢us colaboradores foram os
primeiros a utilizar cultivan vitro e transplante em animais de laboratorio para eaiaat a
composicao do estroma da MO. Eles demonstrararstiagiio entre células hematopoiéticas
e osteogénicas com base em varios experimentonidQuestas células sédo plaqueadas em
baixa densidade, células do estroma da medula BBtaC, do inglésone marrow stromal
cell) formam colénias derivadas de um unico precuraoCFU-F (Unidade Formadora de
Colbnia Fibroblastica) (BIANCO et al., 2001) comseguintes caracteristicas:

- constituiam uma populacao celular rara da MO;

- ndo entravam na fase de sintese (S) do ciddeceintes de 60 horas de cultura;

-possuiam elevada capacidade replicativa;

-eram clonogénicas;

-formavam col6nias de densidade e formato irregsja

-eram capazes de formar tecido 6sseaivo mesmo apds terem sido extensivamente
cultivadasn vitro (ZAGO; COVAS, 2006).

Maureen Owen, em 1985, propds que as CFU-Fs sefidm que originariam o
estroma da MO. Estas CTs estromais, a semelhasg@Tdds, apresentariam uma hierarquia
organizacional, possuindo varios compartimentodifprativos, como o compartimento de
CT propriamente dito, o compartimento das célulasggnitoras comprometidas e o
compartimento de maturacdo onde se acumulariamélatag indiferenciadas. Estas CT
estromais originariam as células reticulares, bsofilastos, os adipocitos e 0s ostedcitos
medulares (OWEN, 1985).

Em 1991, Arnold Caplan prop6s que estas CT iseladaMO de individuos adultos
seriam as correspondentes as CTMs do embrido.

Originalmente investigadas devido ao seu papelfonmacdo do microambiente
hematopoiético, as células do estroma da medukuposa habilidade de se diferenciar em
tipos celulares fenotipicamente n&o-relacionadoscélslas do seu tecido de origem
(BIANCO et al., 2001), ilustrado no Esquema 4.

As CTMs tém sido obtidas, além da MO, de muscatpuelético (WILLIAMS et al.,
1999), tecido adiposo (ZUK et al., 2001), cordadvilical (ERICES et al., 2000), membrana
sinovial (DE BARI et al., 2001), sistema circulado(KUZNETSQV et al., 2001), polpa



dental (GRONTHOS et al., 2000), fluido amniotich’'ll ANKER et al., 2003), bem como
de figado, pulméo e sangue fetal (CAMPAGNOLI et 2001). Essas popula¢gdes ndo sao
funcionalmente equivalentes em relacdo ao poterdgaldiferenciacdo, particularmente
quando avaliadas usando testes especificaso (KUZNETSOV et al., 1997).

As CTMs tém gerado um grande interesse devidououse potencial na medicina
regenerativa e engenharia tecidual. Atualmentescallea mais comum de CTM é da MO.
Entretanto, o uso de células obtidas da MO aprasalguns problemas, incluindo um
procedimento invasivo na obtencdo da MO e idadeitres dos doadores. A facilidade de
isolamento e o grande potencial de expansaatro tornou as CTMs atrativas como um
sistema modelo para estudos de diferenciagéo cedupmtencial uso em terapia celular e
génica (PIVORIUNAS et al., 2006).

Embora nenhum marcador especifico para CTM sejhemdo, oMesenchymal and
Tissue Stem Cell Committee of the InternacionaleBodor Celular Therapyropde como
critério minimo para definir CTM humana a positaig para CD105, CD73 e CD90 e
negatividade para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CDN9&LD19, e HLA-DR. Stro-1, o
melhor marcador conhecido de CTM, néo € exclusestat células e é perdido durante a
cultura. Recentes estudos tém mostrado que SSEASEA-4 Stage-specific embryonic
antigen) sdo marcadores para células mesenquimais pramittea MO de humanos e murinos.
Experimentos usando transplante de CTMs cultivagasanimais indicam que os efeitos
terapéuticos podem ndo ser explicados pela difexgdie em células tecido-especifico
somente. As CTMs secretam fatores bioativos comprigdade angiogénicas e
antiapoptoticas, fatores antifibréticos, secretamlégulas quimioatrativas e propriedades
imunorregulatérias (MEIRELLES et al., 2008).

O termo CTM foi gradualmente sendo adotado emaslditeraturas sem, no entanto,
aplicar os critérios mais especificos para estmigéb. Assim, foi proposto o uso do termo
“células estromais mesenquimais multipotentes” pkesignar células aderentes ao plastico
isoladas da MO ou outros tecidos com capacidadediferenciacdo multipotente
(DOMINICI et al., 2006).

Devido a grande quantidade de termos empregadaefiaicbes semelhantes
(BIANCO et al., 2008), optamos por utilizar “célslado estroma da medula Ossea”,
englobando todos os tipos de células que estdergessno microambiente da MO (exceto as
células hematopoiéticas) e crescem aderidas enr&auNdo podemos chamar de CTMs nem

progenitoras mesenquimais, pois nao foram feitsteseque comprovem esta afirmativa.
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Esquema 4. Diferenciacdo de células-tronco mesenmais. Adaptado de CAO; FENG,

20009.
1.1.4 Células do estroma

As células multipotentes do estroma (CEM) aduHatio presentes em multiplos
tecidos e sdo definidas como células com habilideaie se diferenciar em multiplas
linhagens. Essas células sdo definidas seguindeegsintes critérios: (a) propriedade de
aderéncia ao plastico (b) fenétipo CDDbu CD11b CD19- ou CD78-, CD34-, CD45-,
HLA-DR-, CD73+, CD90+, CD105+ (c) capacidade paeadiferenciar em linhagens de
condrécitos, osteoblastos e adipocitos (DOMINICalet 2006), ilustrado no Esquema 5. As
CEMs possuem muitas propriedades, incluindo efeitmsnes dose-dependentes, efeitos
proliferativos e potencial osteogénico (LAZENNEORGENSEN, 2008).



Esquema 5. Células-tronco mesenquimais expandidamecultura. Estas células exibem
uma morfologia fibroblastica. Sob condicdes de gaduapropriadas, as culturas demonstram
diferenciacdo osteogénica (A), adipogénica (B) redomgénica (C). Adaptado de DEANS;
MOSELEY, 2000.

As CEMs sustentam a hematopoiese através da ss@ddthteracdo com CTHs e
secre¢do de citocinas e fatores de crescimentcss@oenecessarios para diferenciagcdo das
CTHs (RINGDEN; LE BLANC, 2005). As CEMs secretantofade célula-troncosfem cell
factor-SCF), interleucina-6 (IL-6), fator estimulador delénia de granul6citos/macréfagos
(GM-CSF), fator estimulador de colénia de granulixi(G-CSF) e fator estimulador de
colénia de macréfagos (M-CSF). Também produzemlaegues negativos da hematopoiese,
como interleucina-8 (IL-8)/CXCL8 (CXQhemokine ligand8), proteina inflamatéria de
macréfagos—1 (MIPl), fator transformador de crescimento (T@Fe citocinas que
induzem a sintese de outras citocinas pelos map®$fgprincipalmente IL-1 e fator de
necrose tumoral alfa-TNé&)} (MAJUMDAR et al., 2000).

CEMs expressam moléculas de adesédo, que sédo meiazhvolvidos na migragao e
“homing” das células da MO, além de sintetizarenolétulas de matriz extracelular, como
fibronectina, lamininas, colageno e glicosaminagiims. Essas moléculas fazem parte da
arquitetura da camada de aderéncia permitindo oramento das CTHs (LAZENNEC;
JORGENSEN, 2008).



Estas células também modulam a funcdo da maiar@odulacdo das células imunes
guando estimuladas por um sinal mitogénico e naseasiveis a lise mediada por linfocito T
citotoxico (RASMUSSON et al., 2003). Expressam alifatores proangiogénicos como
angiopoietina-1, fator de crescimento endoteliacuéar (VEGF), e fatores de crescimento
como o fator de crescimento derivado de plagu&B$E), fator de crescimento fibroblastico
(FGF-2). Todas essas moléculas agem sinergicaraentglulas endoteliais para promover a
vasculogénese e angiogénese. CEMs expressam gmas@omo IL-8 que esta envolvida no
recrutamento de progenitores endoteliais (HONCZARBENt al., 2006).

1.2 MATRIZ EXTRACELULAR — MEC

A matriz extracelular (MEC) fornece resisténci&rigsral aos tecidos, mantendo a
forma dos 6rgados (KRESSE; SCHONHERR, 2001). A ME@aoiza células em tecidos e
coordena suas fungdes, fornece um caminho paragragdes celulares, ativa os classicos
processos de transducdo celular que induzem oire#o e proliferacdo celulares e a
expressdo de genes. Estes efeitos da matriz envaiva@léculas de adesado celular (CAM)
ligadas & membrana que se ligam diretamente aoparntes da MEC e do citoesqueleto
(LODISH et al., 2002).

Existe uma complexa rede de muitas proteinas esspohrideos formando uma
elaborada malha dentro dos tecidos. Os principasponentes sdo as proteinas estruturais
(colageno, laminina, fibronectina, vitronectinal@séina), proteinas especializadas (fatores de
crescimento, pequenas proteinas matricelularesjteqglicanos (DALEY et al., 2008).

Componentes da MEC modulam a bioatividade dosdsitde crescimento e citocinas,
como TGFB, TNFa e PDGF, promovendo a ativacdo através de procgsstsoliticos
(MUNGER et al., 1997), inativando-as através dousstio de ligantes dos respectivos
receptores (NILI et al., 2003) ou ligando-se diratss receptores das citocinas, como o
receptor do fator de crescimento epidermal (EGFSRNTRA et al., 2002).

Para que as células hematopoiéticas possam paoléese diferenciar, elas devem
estar ligadas a fibronectina da MEC, sintetizadaspeélulas do estroma da MO. Acredita-se
gue um decréscimo no numero de moléculas de algimegrinas, presentes nas células
hematopoiéticas num estagio tardio de sua difemefioj permita as células maduras do
sangue destacar-se da matriz e das células dmestia MO e entrar na circulagdo (LODISH
et al., 2002).



A MEC é constituida de varias macromoléculas sadas pelas células estromais
(Esquema 6), que tém duas func¢des importantes:

(1) permitir a fixacdo das células-tronco trazigaka circulacéo periférica ao estroma
medular, por meio de seus receptores especiaied®rana (moléculas de adesao);

(2) propiciar o contato intimo entre essas célida®s fatores de crescimento
hematopoiéticos secretados pelas células estromags entram em contato com seus

respectivos receptores de membrana (LORENZI, 1999).

Célula-tronco

Matriz
extracelular

Célula
adiposa

Célula endotelial Fibroblasto

—@ Molécula de adesio )>——Ligante
—@ Fator de crescimento — WECHIN Y W Y

L crescimento

Esquema 6. Microambiente hematopoiéticolnteracdo entre matriz do estroma e célula-
tronco. (HOFFBRAND et al., 2004)

1.3 FIBROBLASTOS E MIOFIBROBLASTOS

Desde as primeiras descricbes das CTMs, chamaeéam a sua semelhanca
morfologica com fibroblastos em cultura (PITTENGERal., 1999).

Os fibroblastos, de uma forma geral, sdo célulsvaidas do mesénquima que
sintetizam colageno fibrilar intersticial que prdencia o suporte estrutural para os diversos
tecidos e orgaos (ZAGO; COVAS, 2006).

Os fibroblastos sdo heterogéneos fenotipicamembelitos expressam caracteristicas

de células musculares lisas, ou também chamadasodibroblastos (POWELL et al., 1999).



A diferente expressao de proteinas do citoesquyétetiuindo as isoformas de actina, serve
como marcador de heterogeneidade fibroblasticanuarescidos em cultura, fibroblastos
de diferentes O6rgdos modificam-se para miofibrablasmas mostram varios graus de
expressdo de alfa-actina de musculo lis@MA (HINZ et al.,, 2001). TGB1 aumenta a
proliferacédo, producdo de colageno e expressaeIMA em fibrocitos cultivados (ABE et
al., 2001).

Miofibroblastos, através de interagbes mesenquapidliais, sdo importantes
componentes da organogénese e morfogénese (craeszimealiferenciacdo de tecidos ou
orgéos), estando envolvidos na formacao e reparoaliaz extracelular, além de secretarem
fatores de crescimento e mediadores de inflamd&@UMELL et al., 1999).

A caracteristica principal dos miofibroblastosepresentada por um aparato contratil
similar aos das células musculares lisas e paatiti@nte pela expressao @d&SMA, sendo
um marcador de diferenciagdo de miofibroblastosWEQL et al., 1999). Postula-se que
miofibroblastos sejam derivados de progenitore€ds, fibroblastos residentes tissulares ou
células musculares lisas tissulares (Esquema Bsuem papel central no fechamento de
feridas teciduais através de sua capacidade deuzprodma forte forca de contracao,
possivelmente gerada em fibras de tensdo, similacgelas presentes em fibroblastos
cultivados (POWELL et al., 1999).

Vimentina, Desmina e SMA sao os trés filamentossrfraquentemente usados para
classificar miofibroblastos, variando conforme espée fatores ambientais. PDGF é o
principal fator responsavel pela proliferacéo defibroblastos (POWELL et al., 1999).

Em condi¢des normais, células fibroblasticas exipeuco ou nenhum contato célula-
célula ou célula-matriz associado a actina e pegpesducao de MEC. Apds injdria tecidual,
os fibroblastos sédo ativados e migram para o ldeaano e sintetizam MEC comandados por
citocinas locais. Em resposta a estimulos mecanam®dibroblastos apresentam fibras de
tensdo contrateis compostas primeiramente por aadtitoplasmatica. Em cultura, os
fibroblastos sdo mecanicamente ativados pelo sibsiplastico rigido, conferindo ao
miofibroblasto ativado no minimo 2 vezes mais fadgacontracdo que fibroblastasSMA
negativos (HINZ et al., 2007).



Gélula-tronco

PDGF-AA
PDGF-BB
Stem Cell Factor

=/

Fibroblasto Miofibroblasto ativado Célula de
musculo liso

Esquema 7. Esquema proposto para a origem do miofitblasto. Adaptado de POWELL
et al., 1999.

1.4 MACROFAGOS

Os macrofagos sdo extremamente heterogéneos ress&&p de seus genes e de suas
atividades celulares. Apresentam meia-vida, mogial e fenétipos variaveis. Os macréfagos
maduros, por si s6, fazem parte do microambierttereal da MO. Essas células se associam
com as células hematopoiéticas em desenvolvimeata pealizar funcbes troficas nao-
fagociticas, bem como para remover os nucleo®iEs e de células efetoras (ROITT et al.,
2003).

Macrofagos e monécitos desempenham papel impertaat imunidade inata,
inflamacé&o cronica, reparo tecidual e progressawmtal (MANTOVANI et al., 2007).
monaocitos se originam na MO a partir um precurs@igide comum aos granulocitos (GM-
CSF) e séo liberados na corrente sanguinea, ormdacn por muitos dias antes de migrar
para os tecidos onde se diferenciam em macréfaigeslares especificos (GORDON;
TAYLOR, 2005).

A maioria dos macrofagos teciduais de um adult@woésiderada derivada de
monaocitos circulantes que constitutivamente rep&enpopulacdo residente. Entretanto,
estudos sobre a origem dos macréfagos residentedivensos tecidos tém mostrado que a
proliferacé@o local tem um papel consideravel n@vagdo e manutencado de muitos tipos de



macrofagos, enquanto que o recrutamento de preesrsimculantes tem pequeno ou nenhum
papel em alguns casos (GORDON; TAYLOR, 2005).

Os receptores de superficie dos macrofagos estdcianados com a regulacdo de
funcdes em células mieldides, incluindo diferermgccrescimento, adesdo, migracao,
fagocitose, ativacdo e citotoxicidade. A habilidade reconhecimento de muitos ligantes
enddgenos e exdgenos, e respostas apropriadas, & elesencial para funcdo do macréfago
na homeostasia, bem como, na defesa do organisen@stde imunidade inata e adquirida,
autoimunidade, inflamacao e imunopatologia (TAYLE&Rl., 2005).

Macréfagos provenientes de células do sangueépenf humano cultivadas sao
imunocitoquimicamente positivos para Ki-M1p, CDZID54; negativos para CDla, CD3,
CD15, CD34 e CD62E (CLAUSEN et al., 2000). Os mdotas de diferenciacdo na
membrana plasmatica como o antigeno F4/80 mostrseaimeis na definicdo da distribuicao
dos macréfagos maduros em muitos (mas ndo em tddoslos. Em seres humanos o
antigeno CD68, um marcador vacuolar intracelulapmgplamente expresso; o homadlogo
murino (macrossialina) € um pan-marcador de mago&faambém presente em muitas
células dendriticas mieldides e em osteoclastteretite de F4/80 (ROITT et al., 2003).

Os mecanismos moleculares da distribuicdo cotigtudos macréfagos e da
migracdo induzida envolvem moléculas de adesadacehitocinas e fatores de crescimento
(ROITT et al., 2003). O fator estimulador de cotddibs macréfagos (M-CSF, ou CSF-1) é
necessario para maturacao de macrofagos, havermenas que é um importante regulador
do desenvolvimento dos macrofagos teciduais. Depetal do ambiente,
mondcitos/macrofagos podem ser convertidos em sdigdtipos funcionais, como células
dendriticas e osteoclastos (MARTINEZ et al., 20@3. macrofagos residentes na MO nao
possuem funcdes pro-inflamatérias como os macréfagmsibilizados imunologicamente,
mas participam das reacfes de tropismo para o\d@segnento de células hematopoiéticas e
endocitose (ROITT et al., 2003).

Macréfagos secretam TQGF-que promovem proliferacdo e crescimento de
fibroblastos maduros (O’'SULLIVAN et al., 2007).

1.5 ESTROMA MEDULAR E HEMATOPOIESE
A producdo das células sanguineas (hematopoiesejn éprocesso complexo

envolvendo proliferacdo celular, diferenciacdo, fog&nese, maturacdo funcional e morte

celular. As células maduras do sangue possuem taefapeida limitado e para que as



atividades metabdlicas do individuo se mantenhamstaates (homeostasia), elas necessitam
ser continuamente substituidas (VALADARES, 2004).

Como dito anteriormente, a medula 6ssea tem um#wes que permite a proliferacao
ou multiplicacdo das células pluripotentes e, asmwetempo, a diferenciacdo destas. Para
que esses fatos ocorram, ha necessidade de ungpanénde sustentacdo para tais células,
gue deve ser muito rico em sangue. Nesse paréncgNieiem vasos capilares sinusoidais
numerosos e outras células importantes, como edledulares, adipocitos, células do tecido
conjuntivo frouxo e células histiocitarias. Essajoato forma o estroma medular (Esquema
8). Existe, portanto, um verdadeiro sistema reguldd hematopoiese que é constituido pelas
células-tronco, seus receptores especificos de ma@abpelas células estromais produtoras
de fatores hematopoiéticos e pela matriz extraame(LWORENZI, 1999).

Uma vez que as ceélulas pluripotentes sejam fixadasicroambiente hematopoiético,
inicia-se 0 processo de proliferacdo e maturacdolace Existem diversos fatores da
hematopoiese e eles atuam de dois modos: estimolannibem a proliferacdo e a
diferenciacdo (maturacdo) celular. Os fatores @scimento ou CSFgdlony-stimulanting
factorg séo produzidos por células mononucleares do saflgandcitos e linfocitos), pelos
macrofagos da MO, por neutréfilos e por célulasedoroma medular; e atuam sobre as
células indiferenciadas que se distribuem na MOnédida que as células se diferenciam,
perdem a capacidade de resposta ao estimulo queoucasua proliferacdo e,
consequentemente, o aumento em numero (LORENZ8)199

A regulacdo do estado de equilibrio da hematopagerealizada de varias maneiras,
gue incluem:

- O controle dos niveis e dos tipos de citocimraslgzidas pelas células estromais da
medula;

- A producéo de citocinas com atividade hematdmaigoor outros tipos celulares, tais
como células T ativadas e macrofagos;

- A regulacéo da expressao de receptores paritoamas ativadas nas células-tronco
e células progenitoras;

- A remocéao de algumas células pela inducéo ca@ada morte celular (GOLDSBY
et al., 2002).
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Esquema 8. Diferenciacdo de células-tronco hematdpticas e estromais. Fonte:

Dsencimis
-

adaptacao de http://stemcells.nih.gov/info/basasts4.asp/

1.5.1 Métodos de avaliacdo da hematopoiese

Uma vez que a mielotoxicidade pode resultar tdotefeito direto da droga sobre os
progenitores hematopoiéticos quanto do efeito sa@srecélulas do estroma medular ou
expressdo de citocinas/receptores, diferentes qwio® de investigacdo tém sido
desenvolvidos e propostos para a avaliacdo daridéelp da hematopoies@ vitro
(PARENT-MASSIN et al., 1993; GRIBALDO et al., 1998ESSINA et al., 1998; PESSINA
et al.,, 1999; PESSINA et al., 2003). Todos eststesesdo modificacbes da técnica original
descrita por Bradley e Metcalf (1966).

Existem trés métodos mais utilizadios vitro para avaliar a hematopoiese: ensaio
clonogénico, cultura de estroma medular e culfgrsida de longa duracéo. Os dois primeiros

sdo comentados abaixo.



1.5.1.1 Ensaio Clonogénico

Os ensaios clonogénicos, simulando a hematopogs®e,sistemas de cultura de
células progenitoras hematopoiéticas, geralmente meio semi-solido, amplamente
empregado na hematologia experimental e clinicanpais de 30 anos. Na hematologia
clinica estes métodos sdo empregados para confiliagmdstico, em transplantes de MO ou
ainda para predizer o tempo de recuperacdo medokrcasos de faléncia deste 6rgéo
(DELDAR et al.,, 1988; DELDAR, STEVENS, 1993; DELDARL994). J4 na area
experimental, estes ensaios sdo aplicados pansabara hematopoiese frente as condi¢cdes
patologicas como o estresse, infeccdo bacterig@meec, bem como para avaliar o efeito de
drogas sobre a hematopoiese, como por exemplo, agentes quimioterapicos
(VALADARES et al., 1998; QUEIROZ et al., 2001; QUEDZ et al., 2004).

A utilizacdo de ensaios clonogénicos de formasdtigativa em estudos pré-clinicos
de novas substancias € mais recdnt@itro, em presenca de meio de cultura para tecidos e
de uma mistura de citocinas especificas para ¢aldaglem celular, os progenitores formam
colénias distintas fenotipicamente de células difeifadas. A estas células deu-se o nome de
unidades formadoras de colénia®lény forming unit CFU) (PARENT-MASSIN, 2001;
MALERBA et al., 2004). O tipo de hematotoxicidadaisfrequente e amplamente estudado
in vitro sdo os efeitos agudos de drogas sobre os progenitda MO da série
granulocitica/macrofagica. A quantificacdo da nimtecidade é feita a partir do nimero de
células progenitoras sobreviventes em funcdo del nde exposicdo ao xenobidtico na
presenca de concentragcdes maximas do GM-CSF (GRMAIR2002; PESSINA et al., 2003;
DIODOVICH et al., 2004).

O Centro Europeu para a Validacdo de Métodos mdteros (ECVAM) em conjunto
com uma rede de laboratorios internacionais realiaa validacdo do método vitro para
determinacdo de Unidades Formadoras de Coléni& ateulocitos/Macréfagos (CFU-GM),
apresentado em 2003, como uma importante ferrameatanvestigacdo preditiva de
neutropenia clinica durante a fase investigati¢agtinica de novas substancias. Neste ensaio,
sdo empregadas células de MO murina e/ou célulasias de corddo umbilical (ricas em
CT) (Esquema 9). Os dados obtidos podem dizer ajuidse ou nivel plasméatico da droga
sera hematotéxico, qual a menor dose que prodogetita, qual a menor dose em que mais
provavelmente ocorrera o restabelecimento celgla a maxima dose tolerada e potencial
de novas substancias produzirem neutropenia cl{RESSINA et al., 2003; DIODOVICH et
al., 2004; MALERBA et al., 2004). Em 2003, Pes®naolaboradores publicaram a validacéo



do método de CFU-GM para predizer neutropeniaadid um modelo para predicdo da
Méaxima Dose Tolerada de xenobibticos mielossupressi
Células da Medula

Ossea
Murina/Humana

Células de Cordao
Umbilical Humano

Células
Mononucleares

Células
Criopreservadas

Ensaio
Clonogénico

Adicdo de
Xenobiotico

CFU-GM

(Agar ou Metilcelulose)
SCF, GM-CSF,
Interleucina-3

Esquema 9. Ensaio clonogénico de CFU-GM em estudimxicoldgicos (VALADARES,
2004)

1.5.1.2 Cultura de Estroma — Células Aderentes

As células do estroma medular, também conhecigia® € TMs ou CFU-Fs, sdo CT
nao-hematopoiéticas que aderem a placas de c@Mk&ASON et al., 2001; HUNG et al.,
2002).

Neste ensaio, as células de MO sao inoculadas em de cultura apropriado,
suplementado com soros animais como fonte de ntdse Esta cultura consiste em um
modeloin vitro para estudo do estroma medular (GRIBALDO, 2002).

As células do estroma sao coletadas da MO dosré&nue camundongos com 0 uso
de meio de cultura apropriado e plaqueados geraéneen placas de 24 poc¢os ou garrafas de
cultura, permitindo o desenvolvimento da camadaest na base do frasco/poc¢o de cultura.
Colocando-se uma laminula dentro da placa de euftara que as células crescam sobre ela,
pode-se posteriormente analisa-las utilizando ¢tésnespecificas de identificacdo de alguns
elementos estromais (ROMANOV et al., 2003). Aswal sdo mantidas em estufa a 37° C
com 5% de CQ metade do volume do sobrenadante é removido stitslio por igual



volume de meio de cultura suplementado, isto piiéaia remocdo das células ndo-aderentes
da cultura (como as células hematopoiéticas). @Qmaas células atingem 80% de
confluéncia, em aproximadamente 15 dias, apresevdaias colonias fibroblasticas na placa
(ROMANOV et al., 2003).

1.6 CICLO CELULAR

A auto-reproducdo € uma caracteristica fundamedées células em todos os
organismos vivos. Todas as células se reproduzeidirdio-se em duas; cada célula parental
dara origem a duas células-filhas no final de ceidéo de divisdo celular (COOPER;
HAUSMAN, 2007).

O ciclo celular é dividido em duas partes basioaitose e interfase. 95% do tempo
do ciclo celular correspondem a interfase, onderommossomos estdo descondensados e
distribuidos pelo nucleo uniformemente. A interfésesubdividida em 3 etapas: em &
célula é metabolicamente ativa e continua cresgends ndo duplica seu DNA, S é a fase de
sintese, ocorrendo a replicacdo do DNA e eno Grescimento celular continua e as proteinas
séo sintetizadas em preparagdo para a mitose. Eas Gelulas sdo metabolicamente ativas,
mas nao proliferam, a menos que sejam sinalizadaa pntrar em G (COOPER;
HAUSMAN, 2007).

G, (fasegap 1) é incorporada entre a divisdo nuclear (M) eesintde DNA (S), &
(fasegap 2) ocorre entre S e M. Esses intervalos, denorosmddontos de verificacdo”
permitem o reparo de danos no DNA e erros de @iz (Esquema 10).,@ o periodo
guando muitos sinais intervém para influenciar wés#o celular. Ao final de Gas células
podem morrer, diferenciar ou auto-renovar. A fagedponto limite no ciclo celular, e antes
de uma proliferacdo celular, o ponto de verificagéo G/S avalia a presenca de lesdo de
DNA. O ponto de controle £l monitora o término da replicacdo de DNA e vedfise é
seguro para a célula iniciar a mitose e separarasatides-irmas. A demora na progressao
no ciclo celular fornece o tempo necessario par@paro do DNA; se a lesdao nao for
reparavel, as vias apoptéticas sédo ativadas (BARTEKAS, 2001).

A progressao ordenada das células através dassatvéases do ciclo celular é
comandada pelas ciclinas e pelas quinases cicipardientes (CDKs) e seus inibidores
(SHER; MCCORMICK, 2002). As CDKs conduzem ao cictular por meio da fosforilacao
de proteinas-alvo criticas para a progressao dakedara a proxima fase do ciclo celular.

Elas sé&o constitutivamente inativas durante o aelolar, sendo ativadas pela fosforilacéo



depois de se ligarem a familia de proteinas chasndel@iclinas. As ciclinas séo sintetizadas
durante fases especificas do ciclo celular, e sngdb € ativar as CDKs. Os mitdgenos
(fatores de crescimento extracelulares) induzenintese de CDKs (EKHOLM; REED,
2000).

As células recém divididas podem retornar,aeGniciar um novo ciclo proliferativo
ou entrar num periodo de laténcia (ROBERTS; SHERR3).

A atividade dos complexos ciclina-CDK ¢ estreitateeegulada pelos “inibidores de
CDK” e funcionam como supressores de tumor. O gepeessor de tumor p53 possui papel
de acompanhamento no ciclo celular, desencadeasmg@ordos de verificagdo que levam a
reduzir ou suspender a progressdo do ciclo cetidacélulas lesadas ou causar apoptose
(SHER; MCCORMICK, 2002). A parada no ciclo celutan G/S é principalmente mediada
por p53 e em &M envolve tanto mecanismos dependentes de p53 dndependentes
(BARTEK; LUKAS, 2001).

A maioria das células se retira do ciclo celular @, e entra no estadoo(ara se
diferenciar. Algumas células diferenciadas (ex.rolilastos) podem ser estimuladas a
reingressar no ciclo e se duplicar. Muitas céldigerenciadas, entretanto, nunca entram outra
vez no ciclo celular para se duplicar novamente§IlSH et al., 2002).

A progresséo de {& proliferacao celular sdo limitadas por sinalizscéxtracelulares
que mantém a homeostasia tecidual. A sinalizagdo TiggF{§ promove crescimento e
desenvolvimento durante embriogénese e em muitalagénesenquimais de adultos. Em
tecidos mais diferenciados, entretanto, muitasl@gltespondem ao TGFeom citostase ou
até apoptose (MASSAGUE, 2004).

A

Esquema 10. Ciclo celular.As setas vermelhas indicam os pontos de checagente:
http://homepage.mac.com/enognog/checkpoint.htm/
Go — estado de quiescéncia; €%, - fasegap; S — sintese; M — mitose




1.7 MESILATO DE IMATINIBE (M)

O Mesilato de imatinibe (MI) € um agente oral edicer molecularmente especifico,
racionalmente desenhado que seletivamente inib&asnproteinas tirosinoquinases centrais
na oncogénese em humanos (GUILHOT, 20M1)é metabolizado pelo sistema enzimético
citocromo P450, CYP3A hepatica é a principal enziesponsavel pelo metabolismo do MI.
CGP 74588, o principal metabolito circulante formaé uma piperazina N-desmetilada
endogena qumm vitro possui atividade comparavel ao do Ml (FRYE et200Q4).

Proteinas tirosinoquinases controlam a ativacaeia® de transducdo de sinal que
regulam processos celulares criticos, como crestoneliferenciagdo e apoptose. Elas sédo
funcionalmente desreguladas ou superexpressas @melios tipos de cancer (SAVAGE;
ANTMAN, 2002).

O MI é uma pequena molécula derivada da 2-fenilapirimidina. Tem atividade
seletiva contra pequeno numero de proteinas toqainases, incluindo o oncogene BCR-
ABL, tirosinoquinases c-Kit, c-Abl e PDGF-R. Agenco antagonista competitivo por ligar-
se com alta afinidade ao sitio de ligacdo do AT®dwminios das quinases destes alvos. Essa
acdo leva ao bloqueio da proliferacdo via BCR-ABtpresso em células leucémicas
(KANTARJIAN et al., 2002). O bloqueio do sitio deda também é o mecanismo pelo qual o
MI interrompe a sinalizacdo exacerbada em célutam mutacdo de c-Kit ocorrida em
Tumores Estromais Gastrointestinais (GISTs) (GOMESA., 2008).

Tendo sido aprovado, apés estudos de fases parl,o uso em doentes de leucemia
mieldide crénica (LMC) em fase blastica, em fasetrd@sformacdo ou em fase crbnica
resistentes ou altamente intolerantes ao interfalfan (IFN-«) (DOBBIN; GADELHA,
2002), o Ml foi a primeira droga aprovada para aBpico que bloqueia o sinal de uma
proteina especifica causadora do cancer. Até eotdias drogas conhecidas direcionadas a
alvos moleculares especificos agiam em protein@a®c@aslas, mas nao diretamente
causadoras dos mesmos (NATIONAL CANCER INSTITUTE)2).

Modelos pré-clinicos em células de GIST de humamastraram que a inibicdo do c-
Kit mutante pelo Ml promove o impedimento do cresmto e apoptose dessas células. Apds
resultados satisfatorios, em fevereiro de 200Food and Drug Administratior(FDA)
aprovou o MI para tratamento de pacientes com Gh$Stastatico ou ndo-operaveis
(resseccao cirurgica) (GIORGI; VERWEIJ, 2005).



1.7.1 Leucemia Miel6ide Cronica — LMC

Em 2008, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) pobla nova Classificacdo dos
Tumores dos Tecidos Hematopoiético e Linfoide, oadeMC é classificada como uma
neoplasia mieloproliferativa BCR-ABL positiva (TEERI et al., 2009).

Classicamente, BMC é descrita como uma doenca mieloproliferativ@nica clonal,
caracterizada por leucocitose com desvio a esquesidenomegalia e pela presenca do
cromossomd’hiladelphia(Ph) (TEFFERI et al., 2005). O diagnostico de LEIConfirmado
pela presenca do cromossomo Ph que resulta ddotagdo t(9;22) (q34;q11) entre os
cromossomos 9 e 22, na qual parte do protoncogeerésén ABL é transferida para o gene
BCR Breackpoint Cluster Regipnno cromossomo 22 e parte do cromossomo 22 €
transferida para o cromossomo 9. O cromossomo 8éreh € o Ph (HOFFBRAND et al.,
2004) (Esquema 11). O cromossomo Ph pode ser déteetn 90% dos pacientes com LMC
e, quando testes moleculares sédo realizados, rea@b% dos pacientes evidenciam essa
anormalidade (MAURO et al., 2002).

Em condi¢cbes normais, o gene BC&ifica uma proteina com funcéo relacionada a
regulacéo do processo de sinalizacao e divisddaceknquanto o gene ABtodifica uma
proteina tirosinoquinase que participa da regulai@@ciclo celular e da resposta a estresse
genotoxico (BERGANTINI et al., 2005).



g
g

D‘;;;:.’.’—_--'——F |

Cromossomo 9 g3 Cromossomo 22

0O UN0O =03

.
o)

— Cromossomo

{} Philadelphia

Cromossomo 9
Extra-longo

Esquema 11. Translocacgao t(9;22) (g34;9011)DEININGER et al., 2000).

Na translocagédo Ph, éxons 5 do BCR sé&o fundidsséxons 3’ do ABL. O gene
guimérico resultante BCR-ABL codifica uma proteitha fusdo de tamanho 210kDa, com
atividade tirosinoquinase excessiva em relacdoradupo normal de 145kDa do ABL. A
translocacdo Ph também é observada em uma minosizabos de leucemia linfoblastica
aguda e, em alguns deles, o ponto de ruptura do®ORe na mesma regido que na LMC. O
gene BCR-ABL quimérico é expresso como proteinaOpdQe, tal como a p210, tem
atividade aumentada da tirosinoquinase (HOFFBRAN&).£2004).

A célula leucémica BCR-ABL apresenta uma mieldfemcado continua resultante,
provavelmente, de trés mecanismos principais:

- Alteracdo da adesdo das células progenitoraséhgas estromais e a matriz
extracelular;

- Manutencéo de um sinal mitogénico constante;



- Resisténcia a apoptose celular (BERGANTINI gt2005).

1.7.1.1 Tratamentos para LMC

O arsénico foi a primeira terapia efetiva no treato da LMC, administrado em
1865. Em 1912, foi introduzido benzeno associadaditerapia. Em 1953, o bussulfan, um
agente alquilante, foi introduzido dando iniciora moderna da quimioterapia no tratamento
da LMC, porém, com inameros relatos de fibrose pulan. O uso do bussulfan com 6-
tioguanina resultou em melhora da sobrevida e tomtratamento padrdo durante 35 anos,
até a introducdo do IFNM-(RANDOLPH, 2005). O IFNt, um estimulante ndo-especifico do
sistema imune que regula a atividade das célulagm de aumentar a sobrevida, induziu ao
desaparecimento do cromossomo Ph e reduziu a psdgrepara crise blastica (FAUSEL,
2007). A partir de 1986, o transplante de meduse®$TMO) tornou-se o tratamento padrao
para pacientes com LMC (RANDOLPH, 2005).

Embora alguns agentes como hidroxiuréia, um adgaste S especifico, e bussulfan
possam controlar a doenca por meses até anos, atldvi§sforma-se e torna-se refrataria ao
tratamento, ja que ndo eliminam as células Ph+. @lmanativa aos pacientes de LMC
intolerantes ou ndo-responsivos as terapias coioreas comegou a ser testada em 1998, o
MI, um inibidor especifico de BCR-ABL e vem senddizado e testado até hoje (FADERL
et al., 1999).

Atualmente, pacientes portadores de LMC podenrados com hidroxiuréia, IFN-

, IFN-o associado a citarabina, MI, TMO e infusGes dedeiios dos doadores (DLI) na
recaida da doenca p6s-TMO (BERGANTINI et al., 20@)mente em uma pequena fracao
de pacientes o TMO € adequado, e somente uma [@eduatdo tem uma resposta
citogenética completa com IFN{BEUTLER et al., 2001). No Brasil, os tratamenpasa
LMC baseiam-se nos protocolos determinados petdautesNacional do Cancer (INCA) e na
Portaria n° 347, de 23 de junho de 2008, do Minsta Saude, que determina o uso de M

como tratamento de primeira linha para LMC.
1.7.1.2 A era do Mesilato de Imatinibe
O MI produz uma remissado completa aparente no sapgtiféerico e na MO, com

niveis até molecularmente indetectaveis da alteragdmossdmica, com efeitos colaterais

moderados, além de ser uma alternativa para asdideis do TMO (CHU et al., 2005).



O MI ocupa o sitio de ligacdo do ATP do componehRL tirosinoquinase da
oncoproteina BCR-ABL, inibindo a fosforilacdo de&siduos de tirosina e mantém este na
conformacdo inativa (MARIN et al., 2002) (Esquer@a 1

A inibicdo da atividade de BCR-ABL pelo MI resuita modulagéo transcricional de
varios genes envolvidos no controle do ciclo ceJukdesdo celular e organizacdo do
citoesqueleto, levando as células Ph+ a morte paptase (DEININGER et al., 2000).

O MI na LMC bloqueia diferentes vias de sinalizac&lular que estédo ativadas por
esta proteina. Parece modular diferentes proteima® pré-apoptoéticas pertencentes as vias
extrinseca (citoplasmética) e intrinseca (mitocahdda apoptose celular (BERGANTINI et
al., 2005). A via extrinseca é desencadeada ledo de ligantes especificos a um grupo de
receptores de membrana da superfamilia dos reespderfatores de necrose tumoral (rTNF),
ativando a cascata das caspases (GRIVICICH €0fl7). O aumento da expressao de FasL
nas células leucémicas parece contribuir para mgta€do do mecanismo autécrino de
ativacdo da via extrinseca da apoptose e condufluga a morte. Por outro lado, as células
efetoras citotoxicas passariam a exercer sua fungémal e contribuir para uma resposta
imune antileucémica mais efetiva (BERGANTINI et 2005). Embora muito especulado, o
mecanismo de a¢do ainda ndo é uma unanimidadeosnpesquisadores.

Em 2007, Usman e colaboradores publicaram o relsuld®@ um estudo prospectivo
observacional realizado entre 2001-2007 com 23iptes de LMC e GIST tratados com
MI. Toxicidades nao-hematoldgicas tais como hipo@gtacdo (40%), edema periorbital
(21%), nausea (16,4%), boca seca (8,7%), ganheste (10,3%), fadiga (11%), entre outras,
foram relatadas e variaram conforme a fase da doel@ desenvolvimento da
mielossupressao é significativamente mais comurbMi@ do que em pacientes com GIST
tratados com MI. A mielossupressdo em GIST é cemsith ndo dose-dependente
(GUILHOT, 2004). A mielossupressao pode ser gray@raongada em alguns pacientes
tratados com MI, sendo necesséria a diminuicdoad® @u até mesmo a interrup¢cdo do
tratamento até que a hematopoiese normal sejbetstada (GUILHOT, 2004).

1.7.1.2.1 Resisténcia ao Mesilato de Imatinibe

Alguns pacientes falham ao tratamento inicialmdgndsisténcia primaria), enquanto
outros perdem uma resposta previamente adquiedes{&ncia secundaria), sendo esta ultima
a mais comum e associada ao desenvolvimento decdestano sitio BCR-ABL
(GOLEMOVIC et al., 2005).



Enquanto o Ml é efetivo na maior parte dos pacgeabten LMC, alguns ainda em fase
cronica (FC) e uma maior proporcao em fases mangadas sao resistentes ou intolerantes
ao Ml (JABBOUR et al., 2008). A resisténcia ao Mhéomum em pacientes em FC inicial,
enquanto a incidéncia estimada de resisténcia érados € de 10%-20% em LMC-FC apos
falha ao IFNe, 40%-50% em fases acelerada (FA) e 70%-80% erm bléstica ou leucemia
linféide aguda (LLA) Ph + (BRAVE et al., 2008).

A resisténcia depende de varios mecanismos, tam @ superexpressdo do BCR-
ABL, defeitos genéticos adicionais e mutacfes aquoem atingir varias regiées da molécula
— a alga de fosfato, a alca de ativacdo, o dondaiguinase (BRANDFORD et al., 2003).
Além desses, outros mecanismos de resisténocidro ao Ml também foram identificados,
como a Resisténcia a Mdltiplas Drogas (MDR) pel&cdproteina P (Pgp) e resisténcia
causada pelo Acido Alfa-1-Glicoproteina (AGP), urpeoteina plasmaética que nio é
encontrada nas células leucémicas, mas, sim, smplae murinos (DOBBIN; GADELHA,
2002).

Os fatores relacionados a resisténcia que deverpreesar considerados séo: eficacia,
toxicidade e tolerancia da droga, controle da ambémée a possibilidade de toxicidade em
longo prazo. Por esta razdo, sdo necessarias ayig@®s terapéuticas que ja estdo em

desenvolvimento a partir de um grande nimero desgSOUZA, 2008).
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Esquema 12. Sitio de atuacdo do Mesilato de Imatbe. Adaptado de DEININGER et al.,
2000.



1.7.1.2.2 Novas opcoes terapéuticas

O dasatinibe ja foi aprovado nos EUA, na Europaeeentemente (dezembro de
2007), no Brasil; o nilotinibe, em fase avancadastados (inclusive fase Ill), o bosutinibe, o
INNO - 406 e outras drogas que atuam em alvos @sraurora-quinases ou os inibidores de
histonadeacetilases (SOUZA, 2008).

O dasatinibe foi aprovado para o tratamento det@slabm LMC em FC, FA ou crise
blastica resistentes ou intolerantes ao tratamprégio com imatinibe. Dasatinibe é um
inibidor de tirosinoquinase BCR-ABL disponivel narrha oral, sendan vitro, 300 vezes
mais ativo do que o MI. A acdo antileucémica doatiadbe ocorre sobre a conformacéo
fechada e aberta da molécula do BCR-ABL. E umaalmgltialvos, que atinge cerca de 15
alvos dentro da molécula do BCR-ABL. Atua sobreomihio da ABL quinase, mas também
inibe as quinases das familias Src e Lyn. E atadenapéutica de um grande nimero de
mutacfes, com excecdo da T315l, que aparentemeniseésivel a todas as drogas
disponiveis comercialmente, no momento. O dasatimimstrou toxicidade hematoldgica
maior que o Ml e a toxicidade ndo-hematologicabfastante semelhante, com excecdo da
efusdo pleural e edema pulmonar, que nado foi cagstacom uso de MI (HOCHHAUS,
2007).

O nilotinibe € uma nova aminopiridina, disponinel forma oral, que é um inibidor
ATP-competitivo da atividade da proteina tirosinogse do BCR-ABL, prevenindo a
ativacdo das vias mitogénico e antiapoptoética digrees do BCR-ABL, levando a morte do
fendtipo do BCR-ABL (GOLEMOVIC et al., 2005). Dadode estudos pré-clinicos
demonstram que o nilotinibe atinge concentracdeadelulares mais elevadas do que o Ml e
inibe a atividade da tirosinoquinase do BCR-ABLumnthdo a apoptose em concentragdes
mais baixas do que o MI (MANLEY et al., 2005). Qotinibe mostra perfil, poténcia e
seletividade pelo ABL entre vinte e cinquenta varasor que o MIl. Nao foram observadas
diferencas nas respostas dentre os pacientes sem enutacdes, com excecao daqueles que
apresentam a mutacdo T315l onde o nilotinibe énsigel (KANTARJIAN et al., 2006; LE
COUTRE et al., 2007). Estudo recente mostra ainga gacientes resistentes ao Ml e ao
dasatinibe podem se beneficiar com o uso do nilb&i(BRECCIA et al., 2007).

Outras drogas também estdo em desenvolvimento @dratamento de pacientes

resistentes ou intolerantes aos inibidores de mame segunda geracao, particularmente



contra a mutagdo T315l. Bosutinibe (SKI-606) € wwame ativo inibidor dual do Src e do
complexo ABL. O bosutinibe é muito mais ativo qu&lbin vitro e em algumas mutacdes
testadas (PUTTINI et al., 2006). O INNO-406, prewgte conhecido como NS-187, é ativo
contra os complexos BCR-ABL e Lyn, sendo, portatambém um inibidor dual (CARTER
et al., 2005).

1.7.2 Tumor Estromal Gastrointestinal - GIST

Os GISTs sédo neoplasias mesenquimais originadasalgien 6rgdo do trato
gastrointestinal ou do mesentério e omento (LYD@RUKER, 2004). Com o0 uso de
microscopia eletrénica e da imunohistoquimica esctaberta dos marcadores c-Kit (CD 117)
e CD34, hoje se podem diferenciar os GISTs dosmieimas e leiomiossarcomas. Foi
demonstrado que a maioria dos GISTs expressavd, e é largamente expresso em
células da linhagem hematopoiética, mastdcitosrddan nas células intersticiais de Cajal.
Os estudos usando a imunohistoquimica com marcadooéeculares demonstraram que a
origem celular desta neoplasia € provavelmentelaacéntersticial de Cajal, dita célula
“marca-passo”, pois controla a motilidade intedtid@ANG et al.,, 2000). GISTs séo
molecularmente caracterizados pela mutacdo no eneo§lT, localizado no braco longo do
cromossomo 4 (4g11-12) (GOMES et al., 2008). KlTinda proteina transmembrana que
funciona como um receptor para o SCF e como umsirtimquinase. A maioria das mutacoes
ocorre em GISTs nao tratados, no éxon 11 que cadifiparte intracelular justamembrana da
proteina, e raramente em éxons que codificam ordonguinase intracelular (JOENSUU,
2006). Atualmente, o diagnostico de GIST é paraalim dependente da superexpressao de
CD117 nas células tumorais, juntamente com pod#de para CD34 (GOMES et al., 2008).

GISTs avancados sdo nao-respondedores aos quépictess convencionais. As
frequentes mutagbes de c-Kit levam a um ganho deadfy resultando na ativacdo da
sinalizacao de c-Kit que leva a uma proliferagdalaedescontrolada e resistente a apoptose
(FRYE et al., 2004). Ml é um antagonista compatitpara o sitio de ligacdo do ATP,
bloqueando, desta forma, a capacidade do c-Kitatesferir grupos fosfato do ATP para os
residuos de tirosina das proteinas, interrompendmal de transducdo mediado por c-Kit
(KURAMATO et al., 2006; MARTIN et al., 2002).

Estudos em fase | e fase Il demonstraram grafichca da terapia com Ml em GIST,

tumores resistentes a quimioterapia convencional ramioterapia. Estudos de fase |



demonstraram que duas doses diarias de 400mg fmantoleradas e promoveram a inibi¢cao
do crescimento tumoral. Estudo de fase Il demoustpee mais da metade dos pacientes
tiveram reducdo tumoral, ndo tiveram progressdalaEnca e ndao desenvolveram novas
lesbes (GUILHOT, 2004). O MI revolucionou o tratarttedos GIST metastaticos induzindo

respostas objetivas em mais de 50% dos pacieataslds e prolongando a sobrevida média
de 18 meses (na era pré-imatinibe) para 60 mess\NBE et al., 2008).

A cirurgia é o tratamento padréo para GIST nao-stégiao, com resseccédo em bloco,
enquanto o Ml é o tratamento padrdo para GIST néies (JOENSUU, 2006). A dose
inicial recomendada é de 400 mg/dia, mas até ugo thys pacientes apresentando progressao
de doenca nessa dose podem ter a doenca contqoédolaaumento para 800 mg/dia.
Aproximadamente 65-70% dos pacientes atingem resg@scial, e outros 15-20% tém a
doenca estabilizada (DEMETRI et al., 2002).

Apesar da o6tima atividade clinica do MI, 10% dosigrates com GIST avancado
exibem resisténcia primaria ao farmaco e 20% dedesw resisténcia secundaria
(JOENSUU, 2006). A resisténcia primaria, em gexsla associada a mutacdes do KIT éxon
9 e PDGFR éxon 18, e a resisténcia secundaria esta assaiat#acdes secundarias do
KIT éxon 11 (ZALCBERG et al., 2005).

Pacientes que progridem, apesar do escalonamerdosés de MI, sdo candidatos a
terapia com outros inibidores de tirosinoquinases)o o sunitinibe. O sunitinibe é um agente
oral que inibe a fosforilagéo de diversas tirosinngses, incluindo c-Kit, PDGF-R, VEGF-R,
FIt-3 (FMSLike Tyrosine Kinase 3) e RET (abreviatura do ingl@earranged during
transfection; que foi aprovado nos Estado Unidos, em julhd@@@6, como tratamento de
segunda linha, quando néo ha resposta devido&msigtprimaria ou secundaria, ou devido a
intolerancia (CASALI et al., 2006).

Os beneficios com MI demonstrados pelos pacie®dSIS8T frequentemente ndo sao
duraveis, o grau de resposta ndo parece estalamioreado com a duragdo da terapia. A
resposta dos pacientes de GIST tratados com Mpé&ndiente ndo somente da presenga, mas
também do tipo de mutacdes encontradas (RAUT ;e2@06). Muitos estudos indicaram que
o efeito do MI nas células estromais do trato gasstinal € mais citostatico (parada do
crescimento e multiplicagédo) do que citotéxico (rearlular), o que tornaria as células mais
suscetiveis a mutacao dos seus receptores (SCIQ.T 2006).

Embora, inicialmente, se considerava que o Mlageiminimamente a hematopoiese

normal, recentes estudos demonstram que o Ml palie © crescimento de algumas células



hematopoiéticas ndo-malignas (DEWAR et al., 20B6).demonstrado que o M| pode afetar
a mobilizacdo, proliferacdo e diferenciacdo de lasluprogenitoras hematopoiéticas
resultando na mielossupressédo dos pacientes emam#ato. Os efeitos colaterais do Ml sdo
dose-dependentes, reversiveis e afetam todashagéins hematopoiéticas, embora em graus
variaveis (APPEL et al., 2006). Em adi¢do aos @deitiretos no crescimento de progenitores
hematopoiéticos, MI pode afetar o crescimento destlulas através da influéncia no
microambiente medular (HOLTZ et al., 2002). O Mintenostrado afetar severamente as
células do estroma medular vitro (MELZER et al., 2004), o que torna fundamental o
conhecimento das suas acdes sobre estas célutagpb®, 0 entendimento da interacéo das

células do estroma medular e células hematopaiética



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a mielossupressdo causada pelo Mesilato Irdatinibe sobre células

progenitoras hematopoiéticas e células do estrenmaatiula 6ssea de camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Auvaliar o efeito mielossupressor do MI sobre c&yeaogenitoras hematopoiéticas da
medula éssea de camundongosjitro, por meio do ensaio clonogénico CFU-GM;

» Verificar a viabilidade e/ou proliferacdo de cétuldo estroma da medula 0ssea de
camundongos cultivadas na presenca de Ml;

» Identificar a presenca de adipdcitos em culturaédelas do estroma da medula dssea
de camundongos na presenca de Ml

* Avaliar os efeitos do MI nas fases do ciclo celdarcélulas do estroma da medula
O0ssea de camundongos;

» Verificar a expressdo de-SMA em células do estroma da medula éssea de
camundongos cultivadas na presencga de MI.



3. MATERIAIS E METODOS !

3.1 REAGENTES:

- Albumina bovina, Anticorpo primario antiSMA, Azul de Trypan 0,5%, 4’-6-diamino-2-
fenilindol  (DAPI), Dimetilsulfoxido (DMSO), Fator dfimulador de Colbnia de
Granulocito/Macréfago  (GM-CSF), Hidrocortisona, tbgaque-1077, Iscove’s  Modified
Dulbecco’s Mediun{IMDM), Membrana de nitrocelulose para filtrac&orcporos de 0,22um de
diametro, Oil Red O, Tripsina (0,25%) - EDTA (0,02%riton X-100 e Tween 20 adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA);

- 5-bromo-2-deoxiuridinina (BrdU) adquirido da lmegen (Carlsbad, CA, EUA);

- Anticorpo priméario anti-BrdU adquirido da Calbiem (Merck; Darmstadt, Alemanha);

- Anticorpo secundario anti-lgG1 de camundongo-R@l e Anticorpo secundario anti-
IgG2a de camundongo - FITC adquiridos da Sourtheth&: (Birmingham, Alabama, EUA);

- Bicarbonato de sédio e Paraformaldeido adqaiidoMerck (Darmstadt, Alemanha);

- Dulbecco's Modified Eagle's MediylMEM) adquirido da Cultilab (SP, Brasil);

- Formaldeido 37% e Isopropanol adquiridos ddédmn¢Sao Paulo, SP, Brasil);

- Fosfato de sédio monobasico e dibasico adgseidddvetec (RJ, Brasil);

- Garrafas de Cultura e Placas de Cultura adgsidd TPP (Zollstrasse, Suica);

- Gentamicina adquirida da Schering-Plough (Keaitty, NJ, EUA);

- Laminulas circulares de 13 mm de diametro amiggida Glasscyto;

- Mesilato de Imatinibe (Glivec®) adquirido davdrtis (Basel, Suica);

- PI/RNASE Solution Kidquirido da Immunostep (Salamanca, Espanha);

- Penicilina/estreptomicina (PS) e Soro BovinoaF€SBF) adquiridos da Gibco™
(Carlsbad, CA, EUA).

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Modelo Experimental

Foram utilizados camundongos Sw({s4us muscullussadios machos, entre 1,5 e 2

meses de idade oriundos do Biotério Central da é¥sittade Federal de Santa Catarina. O

! Animais e pacientes foram estudados neste trapaltv@m, por convencdo, optou-se por adotar 0 home
“Materiais e Métodos” para este capitulo incluinaoto procedimentas vitro comoin vivo.



projeto para uso de camundongos na pesquisa coirfa Bteito pela Comissido de Etica no
uso de Animais (CEUA) sob o nimero de protocoloRU@ em 13 de agosto de 2007
(Anexo ).

Os camundongos chegaram ao Laboratério de Ciwl@djinica, Departamento de
Analises Clinicas, CCS — UFSC, e foram imediatameactrificados, ndo sendo necessaria

nenhuma estrutura adicional para acondicionamesg@dimais.

3.2.2 Obtencéo da medula 6ssea dos camundongos

Os camundongos foram mortos por deslocamentocaerfipos extracdo dos fémures
com auxilio de material cirargico estéril, a MO faitirada diretamente dos fémures em
capela de fluxo laminar. Os fémures foram limpa®s gazes e as epifises foram cortadas. A
MO foi retirada com auxilio de uma seringa com hguontendo meio de cultura especifico.
Todos os materiais foram previamente autoclavad®sélulas mononucleares da MO foram
obtidas através de separacdo por meio de gradienwensidade com Histopaque (1.077

g/mL) conforme recomendacdes do fabricante e rpesgas em meio de cultura.

3.2.3 Quantificacdo das células mononucleares viase

As células coletadas, apos passarem pelo prodesseparacdo através do gradiente
de densidade, foram quantificadas e avaliadas guantabilidade pelo método de exclusdo
do corante Azul de Trypan em hemocitbmetro, em gospensdo de células 1:1 com o
corante. As células discriminadas como viaveissgmaram-se integras, brilhantes, incolores
e redondas, enquanto que as néao viaveis mostraramr-adas em azul, muitas com perda da

definicdo de contorno.

3.2.4 Obtencéo do Mesilato de Imatinibe

Os comprimidos de Mesilato de Imatinibe 400mg\&i® - Novartis) foram obtidos
através de uma doacgdo do Centro de Pesquisas Qicesl@e Santa Catarina (CEPON/SC),
local onde o medicamento é distribuido para osrimia Esclarecemos que 0s comprimidos
doados eram devolucbes de pacientes que por algotimormnterromperam seu uso, nao

comprometendo, portanto, o estoque do medicamesptordvel para os demais pacientes.



3.2.5 Preparo do Mesilato de Imatinibe

Solucdes estoques de 10mM de MI foram preparadaarta da trituracdo de um
comprimido de 400mg do principio ativo dissolvido 68mL de solucdo de DMSO/@ de
Mili-Q (1:1), foram filtrados utilizando filtro conporos de 0,22um de diametro, aliquotados
em tubo eppendorf de 1mL e congelados para postgilzacdo. A concentragao final de
DMSO quando o Ml foi inserido em cultura ficou enédia entre 0.1% e 0.37%, portanto
nao exerceu efeito inibitorio sobre o crescimeras délulas em estudo (BARTOLOVIC,
2004). No dia do experimento, foram feitas as ddas necessarias com o meio IMDM para
se obter as diferentes concentracgoes testadas.

3.2.6 Meios de cultura

3.2.6.1 Meio de cultura IMDM

O meio de cultura utilizado foi 0 meio IMDM contenL-glutamina tamponado com
25mM de HEPES, suplementado com 10% (v/v) de SBE;1®'M de hidrocortisona e
10.000 U/mL de penicilina e 10.0Q@/mL de estreptomicina (PS), diluido em agua de-Mil
Q estéril e esterelizado por filtracdo a vacudzatiido membrana de nitrocelulose com poros
de 0,22um de didametro. O meio preparado foi estoesd freezer e as aliquotas em uso

permaneceram sob refrigeracdo por até 5 dias.

3.2.6.2 Meio de cultura IMDM 2x concentrado

O meio de cultura IMDM 2x foi preparado com a ndetao volume de agua de Mili-

Q recomendado e néo foi adicionado SBF nem hidtisona.

3.2.7 Ensaio clonogénico com células progenitorasratopoiéticas

O ensaio clonogénico foi preparado em capelaw® flaminar, com rigorosa assepsia
e esterilidade do material. Foram utilizadas pladascultura estéreis de 6 pogos. Foram
plagueadas duas camadas de 1mL cada: primeiramdbéenada Base (para sustentagéo) e

apos a Camada de Células.



3.2.7.1 Camada Base

A Camada Base € composta por 0,3mL de IMDM 2x eotmado; 0,3 mL de SBF e
0,4 mL de Agar 1,25%.

3.2.7.2 Camada de Células

Conforme o protocolo estabelecido pdioiropean Center for the Validation of
Alternative Method$PESSINA et al., 2003), a camada de células fqygmeda com 0,2 mL
de IMDM 2x concentrado adicionado de 1% de alburbioxina; 0,3 mL de SBF; 0,3mL de
Agar 1,25%; 0,1mL de suspensdo de células monamesleda MO (1x10 células
mononucleares viaveis/mL); 0,1mL de GM-CSF 5ng/mjuantidade variavel do farmaco a
ser testado (OuM (controle); 1,25uM; 2,5uM; S5uMudQ 20uM; 25uM; 30uM; 35uM;
40uM; 50uM e 60uM de MI). Todos os experimentoarorealizados em triplicata. Células

cultivadas sem a presenca do farmaco foram comsideo grupo controle do experimento.

3.2.7.3 Incubacéo e contagem de colbnias

Depois do plaqueamento das duas camadas, as fieaasincubadas durante 7 dias
em estufa a 37°C em atmosfera Umida contendo 5@0deApds esse periodo, o0 nimero de
colénias formadas foi contado atraves de microscopca.

O material incubado foi transferido para uma lamile microscopia, foi corado por
May-Griinwald e Giemsa e a morfologia das coléroaavaliada.

3.2.8 Cultura de células do estroma da medula 6ssea

A cultura de células do estroma foi preparada epela de fluxo laminar conforme
descrito por TESTA e MOLINEUX (1993). Foram utdas placas de cultura estéreis de 24
pocos ou garrafas de cultura de 75 @ meio de cultura IMDM. O volume final de meio
por poco foi de 1mL e para as garrafas foi de 30 Anguantidade de células utilizadas foi de
2x10 células mononucleares viaveis/poco e éx¥lulas mononucleares viaveis /garrafa. As
placas e garrafas foram incubadas por 4-14 diassnfa a 37°C em atmosfera Umida
contendo 5% de COA manutencao da cultura foi realizada a cadad&d, onde metade do

volume do sobrenadante foi removida juntamente aselulas que ndo aderiram ao plastico



e substituido por igual volume de meio de cultiWiDM. O farmaco foi adicionado no
primeiro dia de cultura e novamente acrescentadantiias trocas de meio em concentracéo
proporcional. Células cultivadas sem a presencdaduoaco foram consideradas o grupo
controle do experimento.

A partir destas culturas foram realizados os is¢gsl ensaios: MTT, citoquimica Oil
Red O, ciclo celular, fluorescéncia do LA/BE, imaitoquimicas para BrdU e-SMA.
Paralelamente, culturas em placas e garrafas fatdizadas para avaliacdo da morfologia

celular, sendo coradas com May-Grinwald e Giemsa.

3.2.8.1 Viabilidade celular - Método do MTT

A viabilidade celular foi realizada pelo método MO T (brometo de dimetiazol
difeniltetrazélio) (MOSMANN, 1983). O MTT é um sdé tetrazélio de coloracdo amarelada
que sofre reducdo para um derivado formazan dendada por intermédio da atividade
oxidativa das células. Esse método funciona comicador da fungcdo mitocondrial. Apenas
as células vivas metabolizam o sal, o que tornaétodo indicador da viabilidade celular.
Inicialmente, as células foram incubadas por 7 &iad4, como descrito anteriormente, com
OuM (controle), 5uM, 10uM, 15uM, 20uM e 25uM de MIApOs esse periodo, O
sobrenadante dos pocos de cultura foi removidot@eadicionado meio de cultura IMDM
contendo 10% (v/v) de uma solucédo de MTT (5 mg/miLRBS). Apds 3 horas de incubacgao
a 37°C, o sobrenadante foi removido. Os precipgafbtsmados em cada poc¢o foram
dissolvidos em solucdo &cida de isopropanol (igmorol-HCI 0,04 N) e o sobrenadante foi
transferido para uma placa de 96 poc¢os. Em seglaideealizada a leitura das absorbancias
no espectrofotdmetro Microwell Systems (Organonnilek Belgium) no comprimento de
onda 540nm. A densidade Optica do grupo contrakil@s sem tratamento) foi considerada

como 100% de células viaveis.

3.2.8.2 Viabilidade celular — Fluorescéncia de LA/B

As células apoptoticas foram visualizadas usandoabrantes fluorescentes: o laranja
de acridina (LA), que € permeavel a membrana, eramdéto de etidio (BE), que é
impermeavel (GENGt al., 1999). Nesse ensaio, as células viaveis exitgaragdo verde
(proveniente do laranja de acridina), e as apaastiexibem coloracdo alaranjada

(proveniente do brometo de etidio). Primeiramera®, células foram cultivadas sobre



laminulas circulares de 13 mm de diametro por 4 dids com OuM (controle), 5uM, 10uM,

15uM e 20uM de MI. Apos esse periodo, retirou-séjadosamente, a laminula circular e
colocou-se em uma lamina de microscopia. O reagenfmeparado na hora do ensaio que
consiste na mistura de volumes iguais do reagemtnjh de acridina (10 pg/mL) e do
brometo de etidio (10 pg/mL). A laminula com asule& e os corantes fluorescentes foi
recoberta com outra laminula e incubados durantmihQtos a temperatura ambiente (TA).
As laminas foram observadas em microscépio de iffwor@scéncia Olympus BX41 em

aumento de 80x e fotografadas.

3.2.8.3 Citoquimica para identificacédo de adipoci®

A citoquimica para identificacdo de adipdcitos qudtura foi realizada através da
coloracdo de vacuolos lipidicos nas células por Redd (PREECE, 1972), um corante
lipossoluvel. O principio da coloragdo obedecei aldeparticio cromatica de Berthelot - o
corante é dissolvido numa mistura de um solvergéroco e agua, em proporcao adequada,
de modo que o coeficiente de particdo entre a misgw COrpo graxo seja muito pequeno.
Quando as células séo colocadas em contato coraast#io, o corante se dissolverd em alta
concentracao nos lipidios (NEVES, 1977).

Apos os 14 dias de incubagdo com OuM (controlepy i, 5uM, 10uM, 15uM, 20uM
e 25uM de M, todo o meio de cultura foi retiradopmlaca. Os pocos foram cuidadosamente
lavados 2 vezes com tampao PBS 7,4. As célulasnfdixadas com 5Q0. de formalina
10%/poco e incubadas em TA por 30 minutos. Apdsyrmalina foi removida e as células
foram lavadas 2 vezes com PBS 7,4. Foram adicamna@@L de Oil Red O (solucédo de
uso) em cada poco e incubou-se por 10 minutos emREMoOveu-se 0 corante e as ceélulas
foram rapidamente lavadas com isopropanol 60%. éguida, as células foram lavadas com
agua destilada até que o excesso de corante fita®dnte removido. Apos a secagem, as

células foram avaliadas por microscopio otico Olys@X21.

3.2.8.3.1 Modo de preparo das solugdes

Formalina 10%4g de fosfato de sédio monobasico + 6,59 de fosdat@odio dibasico +

100mL de formaldeido 37% dissolvidos em 900 mL giea&destilada. Homogeneizou-se bem

com auxilio de bastao de vidro ou agitador magaétimanteve-se em TA.



Oil Red O — Solucéo estogu&3g Oil Red O dissolvido em 100mL isopropandtréu-se e

foi estocado em TA.
Oil Red O — Solucéo de us® partes de Oil Red O estoque adicionadas det@spde agua

destilada. Deixou-se em repouso em TA por 20miroequeu-se a filtracdo em papel filtro.
Estabilidade de 1-2 horas em TA.

3.2.8.4 Ciclo celular

Para avaliar os efeitos do MI nas fases do cielalar foi utilizado oPI/RNASE
Solution Kitcujo principio consiste na coloracdo dos acido$émas pelo iodeto de propideo
(PI1), apos a digestdo do RNA. O PI, dependendcada €lo ciclo celular, emite diferentes
intensidades de fluorescéncia que, por sua vez, cdptadas pelos detectores
fotomultiplicadores do citémetro de fluxo, por \des no seu conteudo de DNA, e, dessa
forma, quantifica-se a porcentagem de células eda €@se do ciclo celular (GONG et al.,
1994).

Para a realizacdo desta metodologia, as célulasnfanicialmente plaqueadas em
garrafas de cultura de 75 €mincubadas durante 14 dias com OuM (controle), 5L M,
15uM e 20uM de MI. Apés esse periodo, as célulemfadescoladas com 2mL de tripsina
(0,25%)-EDTA (0,02%) sob agitacéo por até 5 minufosripsina foi entdo inativada com a
adicdo 2 mL de IMDM contendo SBF.

O procedimento foi realizado conforme o kit doritante Immunostep. Brevemente, as
células lavadas foram fixadas com 200de etanol 70% e incubadas durante 30 minutos em
temperatura de — 4°C. Em seguida, as células ftareadas duas vezes em PBS contendo 2%
de albumina bovina e centrifugadas em 300g durEht@inutos. Posteriormente, adicionou-
se agpelletcelular 50QL de solucdo de Pl contendo RNAse e permaneceuniliasiem TA. A
andlise foi realizada no citbmetro de fluxo BD FARSbur™ (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, CA, EUA) confliawdo software BD CELLQueEf. O
controle negativo foi preparado com células setartranto com o farmaco para caracterizacdo dos
parametros a serem analisados no citdbmetro de. fldgohistogramas foram analisados pelo
programa WinMDI 2.8.



3.2.8.5 Avaliagéo da proliferagao celular por incgroragao do BrdU

A proliferacédo das células cultivadas foi avaliattavés do ensaio de incorporacdo do
BrdU que corresponde a um analogo da timidina,rpmando-se ao DNA das células que
estao proliferando (durante a fase S do ciclo aglul

Apés 4, 8 e 14 dias de cultura com OuM (controbg)M; 7,5 uM; 10uM; 15uM;
20uM e 25uM de M, as células foram incubadas gdndas em estufa de @Com 1ug/mL
de BrdU. Apds o periodo de incubacao, as célulamfdixadas com paraformaldeido 4% por
30 minutos em TA. Logo apds, as ceélulas foram lasadluas vezes com &gua destilada e
incubadas com acido cloridrico 2N durante 30 mis&ad37°C. As culturas foram lavadas

com PBS e procedeu-se a reacdo imunocitoquimicai@des seguir.

3.2.8.6 Andlise Imunocitoquimica — BrdU e&-SMA

Para realizacdo do ensaio de imunocitoquimicacelslas foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 30 minutos em TA, lavadag®fs com PBS 7,4 e as membranas
celulares foram permeabilizadas com PBS-Triton B-@025%) durante 30 minutos em TA.
Os sitios inespecificos foram bloqueados com 5%R¥e durante 40 minutos, e, em seguida
as células foram submetidas a reacdo imunocitoqaintilizando-se anticorpos primarios e
secundarios especificos. A incubacdo com os aptisgprimarios (anti-BrdU 1gG1 1:100 e
anti-aSMA IgG2a 1:800 - anti alfa actina de musculo ligo) realizada por um periodo de 1
hora a TA. A seguir, procederam-se 3 lavagens cB®-Pveen 20 (0,05%) e uma nova
incubacdo de 1 hora com os anticorpos secundamsl§G1l de camundongo conjugado a
TxRd 1:75 e anti-lgG2a de camundongo conjugadd & AL75). Apos 3 novas lavagens com
PBS-Tween, as células foram incubadas com coraitiear DAPI 50ng/mL por 15 segundos
a TA para analise do numero total ndcleos celulafss marcagfes fluorescentes foram
observadas e fotografadas em microscépio de epfigéncia Olympus BX 40.

3.2.9 Cultivo da RAW 264.7
Para analisar o efeito do farmaco somente sohtadiens macrofagicas, foram

cultivadas células de uma linhagem “macrophagé-lkenercializada pel@merican Type
Culture Collection(ATCC®) denominada RAW 264.7 proveniente de um dumurino



(leucemia). A linhagem foi obtida em colaboracédmam Instituto de Biologia Molecular do
Parana.

As culturas foram preparadas em fluxo laminalizahdo placas de cultura estéreis de
24 pocos. O meio utilizado foi DMEM suplementadaoncd,8 g/L de bicarbonato de sodio,
10% (v/v) de SBF, 0,1% (v/v) de antibiotico gentaima 40 mg/mL totalizando um volume
de 2mL/poco. A quantidade de células utilizadasléoilx18 células viaveis/poco. As placas
foram incubadas durante 72 horas em estufa a 3i#f@teosfera umida contendo 5% de
CO.. A manutencéo da cultura foi realizada 24 horas apinicio da cultura, onde metade do
volume do sobrenadante foi removido e substituidoigual volume de meio de cultura
DMEM. O farmaco foi adicionado no primeiro dia ddtara (OuM (controle); 2,5uM; 5uM;
7,5 uM; 10uM; 15uM e 20uM) e novamente acrescenthdante as trocas de meio em
concentracdo proporcional. Células cultivadas semesenca do farmaco foram consideradas
0 grupo controle do experimento.

Ao final das 72 horas, as células foram descoladas 200uL de tripsina (0,25%) -
EDTA (0,02%) sob agitacdo por até 5 minutos essitna foi entdo inativada com a adicao
200uL de meio DMEM contendo SBF. As células foramriificadas e avaliadas quanto a
viabilidade pelo método de exclusdo do corante AlaulTrypan em hemocitbmetro como

previamente descrito.

3.2.10 Anélise de prontuarios

Dados de prontuarios médicos de pacientes conndaktigo de Tumor Estromal
Gastrointestinal (GIST) foram coletados no CEPON/IS8&liante aprovacdo do Comité de
Etica na Pesquisa em Seres Humanos da UFSC (CEstShf)sle processo 202/08 em 25 de
agosto de 2008 (Anexo Il) e aprovacdo do Comit&titsa em Pesquisa (CEP) do CEPON
registrado sob o numero 004/2008 em 09 de mai®d& @Anexo llI).

3.2.10.1 Amostragem

Foram avaliados os dados de um total de 22 pasi@oim diagnéstico de GIST desde
a sua incluséo no protocolo de administracdo deOMirimeiro paciente foi incluido em 2002
e até o momento da coleta de dados (dezembro/2@m 36 pacientes inseridos neste

protocolo.



3.2.10.2 Dados

Foram coletados dados referentes aos hemograalasdes avaliando os seguintes
parametros:
- Nimero de leucdcitos totais;
- Namero de neutrofilos;
- NUmero de plaguetas;
- Nimero de eritrécitos;
- Valor de hematdcrito;
- Valor de hemoglobina.
Também foram coletados os seguintes dados dosnpesi
- Sexo;
- [dade;
- Dose do farmaco administrada.

3.2.10.3 Critérios de inclusao:

- Pacientes de ambos o0s sexos, idade acima deo&8amm diagndstico definitivo de
GIST que fizeram uso de Ml pelo periodo minimo dma.
- Pacientes que fizeram quimioterapia anterior de MI tiveram os primeiros

dados coletados a partir de 6 meses da entradatozqio.

3.2.10.4 Critérios de exclusao:

-Paciente que utilizavam concomitantemente outradicagdo sabidamente
mielossupressora.

- Pacientes que apresentaram outras patologiasmaaates ao GIST.

3.2.10.5 Recrutamento dos pacientes

Como é uma analise retrospectiva apenas de pra#udos pacientes, houve
necessidade apenas da obtencéo de uma lista cortermine dos pacientes que utilizavam o
medicamento, fornecido pelo CEPON/SC. Os prontaddmam liberados para analise apenas

apos obtencdo do Termo de Consentimento Livre daiestdo (TCLE) assinado pelos



pacientes. Os TCLEs foram obtidos no momento diedet do medicamento na Farmacia do
CEPON, quando os pacientes puderam ser esclarqmttoproprio pessoal da Farmacia ou

pelo pesquisador sobre o trabalho.
3.2.10.6 Valores de Referéncia

Os valores de referéncia utilizados para avabadados da série leucocitaria foram os
adotados por HENRY, 2008. Leucdcitos totais = 4.8001.000/mrf) neutréfilos totais =
1.800 a 7.700/mr Os valores de referéncia para hemoglobina fors@dotados pela OMS,
2001. Mulher néo gravida 12g/dL e homens 13g/dL.

3.2.11 Andlise estatistica dos resultados

Os resultados estdo apresentados como a médiare Padrdo da Média (E.P.M.) ou
1 Desvio Padréao (DP). Para analise estatisticaetngtados, usou-se o Teste “t“ Student
independente por grupos; ou Andlise de Varianciarda via (ANOVA), o testgost hoc
empregado foi o teste de Tukey. Os calculos e agréfforam realizados utilizando-se o
programa Statistica 6.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Valores d®0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.



4. RESULTADOS

4.1 Efeito mielossupressor do Mesilato de Imatinibesobre células progenitoras

hematopoiéticas CFU-GM

As células mononucleares da MO dos camundongasmfeultivadas com o farmaco
em concentracdes crescentes (1,25 — 60 uM) em segiesolido durante 7 dias. Apos esse
periodo, as células foram analisadas em microsdapestido apresentando-se em colonias
compostas por granuldcitos e/ou macréfagos. Todasolbnias presentes em cada poco
foram contadas através de microscopia O6tica. Cermidse uma col6nia quando esta
apresentou mais de 50 células, entre 10-50 céfalasonsiderado um “cluster” (TESTA;
MOLINEUX, 1993).

4.1.1 Efeito no crescimento de coldnias CFU-GM

Como demonstrado na Figura 1, o Ml interferiu oanfacdo de colénias CFU-GM
(CFU-G/CFU-M), verificado pelo crescimento de caédnem relacdo ao grupo controle
(100%).

O grupo controle (células sem tratamento) e celtriadas com 1,25 uM; 2,5 uM;
50 uM; 10 puM; 20 puM; 25 pM; 30 pM; 35uM; 40 pM; 50M e 60 puM de MI
demonstraram um crescimento de 100% * 1,8%; 77:03%%; 76,29% + 1,1%; 70,94% +
4,1%; 78,36% * 1,1%; 82,51% =+ 0,8%; 57,98% * 2,55(H68% + 6,3%; 44,31% + 4,1%;
6,99% + 1,5%; 5,86% + 2,2% e 0% (nenhum crescimergepectivamente.



100 %

) / 2] E

01

§ 80 %%%%%% d

s R

(]

e NEEEEEEEE

: PREREREEE

o

s- AREEAEEEE .
UL B
EEEEEEREN .

Figura 1. Efeito do Mesilato de Imatinibe sobre o crescimentale colénias CFU-GM
obtidos da medula 6ssea de camundongo&s células foram cultivadas durante 7 dias na
presenca do farmaco conforme descrito em materiaigtodos. A quantificacdo de colbnias
foi demonstrada em percentual de crescimento (%)edagao ao grupo controle (100% de
crescimento). Cada ponto representa a média +.MEdPtida de pelo menos 3 experimentos
independentes realizados nas mesmas condi¢Oespénata. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<
0,001 mostram diferenca estatisticamente signifi@aém relacdo ao grupo controle por
ANOVA de uma via seguida do teste Tukey. Letragigundicam que nao existe diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (50

Como observado, a concentracdo de MI que inibialn@nte o crescimento de
colonias CFU-GM foi 60 pM.

Para efeito de comparagdo com outros farmacdSscécbncentracdo que inibiu 50%
do crescimento de colbnias) foi calculada atrav®seguacdo matematica, obtendo-se um
resultado de 26,5 uM de MI.

4.1.2 Morfologia das col6nias CFU-GM

Nos ensaios clonogénicos, podemos encontrar diessdipos de colénias quando as
células séo estimuladas com GM-CSF, como pode lsmneado na Figura 2. A colénia
compacta possui um nucleo denso e um halo pedférenquanto que a colbnia

difusa/espalhada n&o apresenta um nucleo apaRIBES(NA et al., 2000).
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Figura 2. Morfologia das colénias CFU-GM encontradas ap0s 7ias de cultivo em meio
semi-solido.Em microscopio 6tico observa-se uma colénia conapant aumento de 100x
(A); uma col6nia difusa (a esquerda) e uma comp@ctiireita) em aumento de 100x (B) e
células G/M de colbnia corada pela técnica May-@ald e Giemsa em aumento de 400x
(C).

4.1.3 Alteracdo do numero e morfologia das colénias na psenca de Ml

Os efeitos apresentados no item 4.1.1 podem sanaios também visualizando
fotografias representativas (Figura 3) das culttnatadas com o MI. Observou-se que houve
uma diminuicdo gradativa no nimero e no tamanhocdéias CFU-GM conforme foi
aumentando a concentragdo de MI. Inicialmente,ahaeibnias compactas e difusas nas
mesmas proporgdes, porém, com o aumento da coacg&atdo farmaco, houve diminui¢ao

do numero de colénias com morfologia difusa.

-

Figura 3. Morfologia das colénias CFU-GM em culturas tratadascom Mesilato de Imatinibe
(MI). As colbnias inicialmente apresentam-se grandesrerasas (A — controle). Entre 1,25uM e
20uM de Ml (B), o tamanho das coldnias diminui.rer25uM e 35uM (C), 0 numero e o tamanho



das colbnias diminuem, principalmente, coloniasndefologia difusa. Finalmente, a partir de 40uM
(D), quase ndo sao encontradas colonias e cluséersvisualizados. Células foram coradas pela
técnica May-Griinwald e Giemsa e visualizadas eneatorde 40x.

4.2 Morfologia das células do estroma da medula 6ssea

As células do estroma da MO de camundongos quenidioadas durante 14 dias,
conforme descrito anteriormente, apresentam umaifis@fiva alteragdo na morfologia.
Como pode ser observado na Figura 4a, quase tedaéldas do grupo controle possuiam
caracteristicas fibroblasticas, nacleo grande plEagma abundante e alongado. Conforme as
células foram tratadas com o MI, a morfologia preoh@nte foi alterando, o nimero de
células aumentou e nas concentracdes mais elewrdddrmaco quase sO havia células
arredondadas, com nucleo pequeno ou menor que dsosuobservados inicialmente,
citoplasma menos abundante, com caracteristicassthvms de macréfagos (Figura 4b).

Observa-se uma nitida diferenca na morfologia exgrigguras 4a (A) e 4b (E).
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Figura 4a. Morfologia das células do estroma da medula 6éssea damundongos apos 14
dias de cultivo com Mesilato de Imatinibe (MI). A) Células do grupo controle coradas pela
técnica May-Grinwald e Giemsa em aumento de 2@)(Células do grupo controle sem
coloragéo.
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Figura 4b. Morfologia das células do estroma da medula 6ssea damundongos apos 14
dias de cultivo com Mesilato de Imatinibe (MI).(A-B) Células tratadas com 5uM de Ml,
(C-D) células tratadas com 10uM de M, (E) célutasadas com 10uM de MI coradas pela
técnica May-Grunwald e Giemsa em aumento de 400X eestos deélulas tratadas com
20uM de MI. A seta branca indica célula com caréstiea fibroblastéide e a seta preta
indica célula arredondada.

4.3 Viabilidade celular - Método do MTT

As células foram incubadas por 7 e 14 dias, subawtao ensaio do MTT e os
resultados estdo representados na Figura 5. Obsema 7° dia (A) que até 15 pM de Mi

houve aumento do percentual de células vidveis @@&mM o percentual decaiu até atingir



0% de células viaveis em 25 uM. No 14° dia (B) ulévo foi observado que em 5 e 10 uM
de MI houve aumento do percentual de células \sd&eem 15 uM o percentual decaiu até

atingir 0% de células viaveis em 25 uM.
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Figura 5. Efeito do Mesilato de Imatinibe sobre células do @®ma da medula éssea de
camundongos apoés 7 e 14 dias de cultivA viabilidade celular foi avaliada no 7° dia (&)

no 14° dia (B) de cultura pelo método do MTT conesailito anteriormente. A densidade
Otica do grupo controle corresponde a 100% da lidablie celular. Cada ponto representa a
média + 1 E.P.M. obtida de pelo menos 3 experinsimdependentes realizados nas mesmas
condicbes em triplicata. * p<0,05; ** p<0,01; *** <p 0,001 mostram diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grumarole por ANOVA de uma via seguida
do teste Tukey. Letras iguais indicam que n&o exdgerenca estatisticamente significativa
entre os grupos (p>0,05).



Os dados obtidos nos dias 7 e 14 foram comparatasés do teste “t” dStudent
conforme demonstrado na Figura 6. Os resultadoamfoconsiderados estatisticamente
diferentes nas culturas tratadas com 10 uM, 15 |20 @M de MI, sendo que em 15 e 20 uM
essa diferenca foi mais significativa.
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Figura 6. Efeito comparado do Mesilato de Imatinibesobre células do estroma da
medula 6ssea de camundongos apés 7 e 14 dias déwul Cada ponto representa a média
+ 1 D.P. obtida de pelo menos 3 experimentos indkpeas realizados nas mesmas
condi¢cbes em triplicata. Diferenca estatisticamergnificativa em relacado ao grupo controle
pelo teste “t* independente por grupo * p<0,05 *&pl.

4 .4Viabilidade celular - Fluorescéncia de LA/BE

Células do estroma da MO de camundongos foranivad#ts conforme descrito
anteriormente durante 7 e 14 dias na presenca deAd/células foram visualizadas em
microscopio de fluorescéncia com a utilizacdo de dorantes: o laranja de acridina (LA) e 0
brometo de etidio (BE). As células viaveis apresmam coloracdo verde fluorescente (LA) e
as células apoptaticas exibiram coloracéo lardig.(

Nas Figuras 7 e 8, as células do grupo contr@ls €uase na totalidade viaveis e de
morfologia variada. No tratamento com MI, a morgpéopredominante foi sendo modificada

e células apoptéticas foram surgindo. Em 10 uM de &8 células apresentaram-se



arredondadas, parecendo haver maior nimero deaséfie o controle e um numero
consideravel de células em processo apoptoéticani@oi é caracterizado pela coloracédo
alaranjada somente no nucleo). Quando as célufasnferatadas com MI 20 uM, havia
poucas células em geral, a minoria viavel, e mwéhglas apoptoéticas, algumas com corpos
apoptaticos evidentes. O efeito do tratamento éadas com Ml foi semelhante em 7 e 14
dias de cultivo, variando no nimero de célulasalizadas que € superior no 14° dia, periodo

quando a cultura atinge confluéncia de aproximadéenéd-80%.



Figura 7. Alteragbes citomorfologicas de células destroma da medula Ossea de
camundongos tratadas com Mesilato de Imatinibe (Mljncubadas durante 7 dias(A)
Controle; (B) Ml 5uM; (C) MI 10uM; (D) MI 15uM; (EMI 20uM. As células viaveis
apresentaram coloracdo verde fluorescente (lard@jacridina) e as células apoptoéticas
exibiram coloragdo laranja (brometo de etidio).efasbranca mostra uma célula com corpos
apoptaticos evidentes.



Figura 8. Alteracbes citomorfolégicas de células destroma da medula Ossea de
camundongos tratadas com Mesilato de Imatinibe (MIjncubadas durante 14 dias(A)
Controle; (B) MI 5uM; (C) MI 10uM; (D) MI 15uM; (EMI 20uM. As células viaveis
apresentaram coloragcdo verde fluorescente (lard@jacridina) e as células apoptoticas
exibiram coloracéo laranja (brometo de etidio). edasbranca mostra células com corpos
apoptaticos evidentes.



4.5 Citoquimica para identificacdo de adipdcitos

Apoés 14 dias de cultivo das células do estromd@ade camundongos, as culturas
foram submetidas a coloracdo usando o corante €l ® As células adiposas sao vistas
apresentando vacuolos lipidicos de coloracdo avbane de tamanhos variados no interior
do citoplasma. Como pode ser visto na Figura 9,l démonstrou 100% de efeito inibitério
sobre células adiposas em todas as concentragiega® (2,5uM, 5uM, 10uM, 15uM, 20uM
e 25uM) de MI e somente o grupo controle contindlalas com conteudo lipidico corado
pelo Oil Red O, situagao repetidamente observad@»grarimentos realizados nas mesmas
condicoes.



Figura 9. Identificacdo de adipdcitos pela coloragiicom Oil Red O.Células do estroma
da medula 6ssea de camundongos foram cultivadgzes@nca do Ml por 14 dias. Na
visualizacdo da cultura em microscopio 6tico, véasitipidicos refringentes (A-B) séo vistos
no grupo controle, sem coloracgdo. As ceélulas ceradan Oil Red O apresentam conteudo
lipidico avermelhado de tamanhos variados (C-D)emimde 40x (E) aumento de 100x (F)
aumento de 400x, encontradas somente no grupotan(t) Nenhuma célula corou com Oil
Red O quando foram cultivadas com Ml em concengsg@ 2,5-25 uM.



Eventos

4.6 Ciclo celular

Os efeitos do MI nas fases do ciclo celular delaglobtidas do estroma da MO de
camundongos foram avaliados através da colorac&oadmlos nucléicos pelo iodeto de
propideo (PI), ap6s a digestdo do RNA. As célutaanh tratadas por 14 dias com 5uM,
10puM, 15uM e 2(M, apresentando um bloqueio progressivo nas fagé€s @o ciclo celular
a partir de M, e consequente diminuicdo do percentual deashds fases Si®1. A Figura 10 é
representada pelos histogramas das células confiuorescéncia detectada (FL2-Area) e

namero de eventos; e pelas respectivas médiasdafase do ciclo.
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Média (%) de células detectadas
Go/G1(M4) S (Mz) G2/M (M 3)
Controle 66,3 25,1 8,6
MI 5uM 73,8 24,6 1,6
MI 10uM 90,1 7,8 2,1
MI 15uM 91,5 6,8 1,7
MI 20uM # # #

# O numero de células vivas que se encontravamgma das fases do ciclo celular foi insuficiente,
nao atingindo o minimo detectavel para leitura itinetro de fluxo. A maioria das células ja estava
morta e descolada das garrafas de cultura.

Figura 10. Efeito do Mesilato de Imatinibe sobre agases do ciclo celular de células do
estroma da medula 6ssea de camundongoss células do estroma da medula 6ssea de
camundongos foram incubadas por 14 dias na auséecidl (grupo controle; A) e na
presenca de Ml 5uM (B), MI 10 uM (C) e MI 15uM (). ciclo celular foi analisado pela



intensidade de coloracdo dos acidos nucléicosipa&io de propideo, conforme descrito em
materiais e métodos. MM, M3 e M, representam as fases/G,;, S, G/M, sub G/G,
respectivamente, cujas médias das células em peatdPo) em cada fase do ciclo celular
estdo dispostas abaixo dos histogramas.

M, representa células que estdo em apoptose ou delxidulas, portanto, ndo estdo no

ciclo celular. Foram realizados dois experimentoependentes nas mesmas condicdes.

4.7 Avaliagéo da proliferagao celular por incorporgao do BrdU

A proliferacdo das células do estroma da MO deucalmngos cultivadas foi avaliada
através do ensaio de incorporacédo do BrdU, queisterda incorporacao do BrdU ao DNA
das células que estédo proliferando (durante a $ade ciclo celular) e o nimero total de
células foi identificado por DAPI. Para avaliar eme dia ocorreu maior proliferagdo, o
ensaio foi realizado nos dias 4, 8 e 14 de cultura.

O percentual de proliferacdo foi obtido a partw damero meédio de células
quantificadas por campo fotografado (visto nas fagul2 e 13), representando o poco de
cultura como um todo e comparadas com o grupo @eni®s resultados estéo representados
na Figura 11. No 4° dia (A) e 8° dia (B), ndo hodiferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle em nenhuma concentracdo de MI testad&npoobservou-se uma tendéncia para
diminuicdo da proliferacdo nos grupos tratadosexem 10 uM, que houve uma tendéncia
em aumentar a proliferacdo celular. No 14° dia @)proliferacdo celular foi diminuida
significativamente em todas as concentragOes &stadncipalmente a partir de 5 pM.
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Figura 11. Avaliacdo da
proliferagao celular por
incorporagdo do BrdU em
células do estroma da medula
0ssea de camundongos tratadas
com Mesilato de Imatinibe. As
células foram cultivadas durante
4(A), 8(B) e 14(C) dias,
quantificadas guanto a
incorporacéo de BrdU no ndcleo e
comparadas com o grupo controle
(100%). * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001 mostram diferenca
estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle por
ANOVA de uma via seguida do
teste Tukey. Letras iguais indicam
que ndo existe diferenca
estatisticamente significativa
entre os grupos (p>0,05).



A Figura 11 foi obtida ap6s quantificacdo das leglicomo acima comentado.

fotos estéo representadas na Figura 12 e 13.

As



Figura 12. Analise da incorporacdo do BrdU em célak cultivadas na presenca de
Mesilato de Imatinibe (MI) por 4 e 8 dias. Fotografias representativas da
imunofluorescéncia do BrdU. Em vermelho, nucleosé@lalas que incorporaram BrdU, e em
azul, nucleos corados com DAPI. Grupo controle (feBratado com MI 10uM (C-D) no 4°
dia; Grupo controle (E-F) e tratado com MI 10uMKBno 8° dia de cultivo.




Figura 13. Analise da incorporacdo do BrdU em célak cultivadas na presenca de
Mesilato de Imatinibe (MI) por 14 dias. Fotografias representativas da imunofluorescéncia
do BrdU. Em vermelho, nucleos de células que immamam BrdU, e em azul, nucleos
corados com DAPI. Grupo controle (A-B), tratadoschll 5uM (C-D); 15uM (E-F). Nas
células tratadas com 10uM (G) e 20uM (H) nenhuroarporou BrdU.

4.8 Quantificacao de nucleos corados com DAPI

Os nucleos corados por DAPI foram contados arpdas imagens mostradas nas
Figuras 12 e 13 e refletem o nimero total de celptasentes na cultura. A quantificacdo das

células esta representada na Figura 14.
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Figura 14. Quantificacdo dos nucleos de células destroma da medula Ossea de
camundongos cultivadas na presenca de Mesilato deatinibe (MI) corados com DAPI.

As células foram cultivadas durante 4 (A), 8 (B)4e(C) dias na presenca de concentracdes
2,5 — 25uM de MI e comparadas com o grupo con{dde%). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<
0,001 mostram diferenca estatisticamente signifi@aém relacdo ao grupo controle por
ANOVA de uma via seguida do teste Tukey. Letragigundicam que nao existe diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (@50

Como visto acima, o numero de células na presdaci0 uM e 15 uM no 4° dia,
assim como com 10uM de MI no 8° e 14° dias de myltestava bastante aumentado em
relacéo ao grupo controle.

Como se pode ver na Figura 13, representativaddodia de cultura, os nucleos
corados por DAPI variaram muito em numero, e tambantamanho, o que nao foi visto no
4° e 8° dias, provavelmente, pelo menor tempo ttey@uNo grupo controle e em baixas
concentracbes de MI, os nucleos eram grandes ei@ianaorrespondia as células que
incorporaram BrdU. Em concentragBes mais elevaeddidos nicleos eram menores, porém
em maior quantidade. Esses nucleos corados com foAdPn quantificados (visto na Figura
14) e classificados em 2 categorias: DAPI P (ni&fmguenos) e DAPI G (nucleos grandes,

em média de 4 a 10 vezes maiores que DAPI P) e etéesentados na Figura 15.
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Figura 15. Quantificacdo de
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4.9 Avaliagéo da expressao de-SMA

A expressdo de-SMA foi avaliada em células cultivadas durantedied submetidas
a reacdo de imunocitoquimica. Conforme as imagemsesentadas na Figura 17, a
quantificacdo de células-SMA foi obtida através da contagem de todas adasi-SMA
positivas tratadas com MI presentes em cada pogadagda de cultivo e comparada com o
grupo controle (considerado 100%). Como foram atmradas todas as células positivas do
poco e ndo de apenas alguns campos, nao foi feitada de valores de cada concentragéo de

MI, portanto, ndo € possivel fazer analise esizdist



Os valores obtidos para culturas tratadas com , MU (45,74%); 5,0 uM (4,35%);
7,5 UM (2,51%); 10 uM (0,09%); 15 uM (0,48%); 20 |{BA%) e 25 uM (0%) sao relativos

ao grupo controle (100%) e estéao representadogyneaFl6.
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Figura 16. Quantificacdo de célulam-SMA positivas. Células do estroma da medula 6ssea
de camundongos foram cultivadas por 14 dias e stdesea reacdo imunocitoquimica para
verificacdo da expressdo deSMA. Os resultados estdo expressos em perceritb)abih

relacéo ao grupo controle (100%).



Figura 17. Imagens representativas da imunofluoregéncia para a-SMA. Em verde,
célulasa-SMA positivas; em vermelho, nucleo de células Bpliditivas e em azul, marcacgéo
de nacleo com DAPI. (A,B,C) representam o grupatrade; (D,E,F) células tratadas com 5
uM; (G,H) 10 uM e (1,J,K) 15 uM de Mesilato de lindte.

A Figura acima mostra que ocorreu uma grande diigdio na quantidade de células
que expressaram-SMA nos grupos tratados. A maioria das céluaSMA positivas
corresponderam as células BrdU positivas e cétdasnucleo grande visto pelo DAPI.




4.10 Cultivo da RAW 264.7

A partir dos resultados obtidos com as célulassimoma da MO de camundongos, foi
levantada a hipotese de que as células tratadadviiane apareceram arredondadas e em
maior nimero que o0 grupo controle seriam macrofa@ss macréfagos sdo células que
também fazem parte do estroma medular, porém, posieiner efeitos diferentes dos
causados pelo Ml em fibroblastos, ja que constitgéinlas de origem diferente, além de
possuirem receptores, funcdes e outras caractasgmbém muito diferentes. Assim, foi
realizado o cultivo de uma linhagem de macréfagosmus tratados com MI para verificar se
o efeito era semelhante ao encontrado nas culteraslulas do estroma.

As células RAW 264.7 foram cultivadas na presedgaMI| por 72 horas até
confluéncia aproximada de 70-80% do poco (semedhaicbnfluéncia atingida em 14 dias de
cultivo das células do estroma da MO). As célulasaisforamquantificadas e avaliadas pelo
método de exclusdo do corante Azul de Trypan emobidmetro e os resultados estdo
representados na Figura 18 em percentual de céliflasis em relacdo ao grupo controle
(sem MI).
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Figura 18. Quantificacdo de células RAW 264.7 tratdas com Mesilato de Imatinibe.As
células foram cultivadas com 2,5 — 20 uM de MI @&rhoras, quantificadas e avaliadas
quanto a viabilidade pelo método de exclusdo danterAzul de Trypan em hemocitébmetro.
Cada ponto representa a média £+ 1 E.P.M. obtidapele menos 3 experimentos
independentes realizados nas mesmas condi¢cfespénata. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<
0,001 mostram diferenca estatisticamente signii@aém relacdo ao grupo controle por



ANOVA de uma via seguida do teste Tukey. Letraqigundicam que nao existe diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (@50

A quantificacé@o de células RAW 264.7 viaveis tlascon?,5uM; 5,0uM; 7,5uM; 10uM,;
15uM e 20uM, conforme apresentado na Figura 1@nfade 139,56% + 3,4%; 158,88% =+
5,1%; 70,65% = 3,8%; 20,45% + 4,6%; 0% e 0% entcéeap grupo controle (100%z+ 1,1%),
respectivamente. A morfologia das culturas estéesgmtada na Figura 19.
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Figura 19. Morfologia da cultura de células RAW 2647 tratadas com Mesilato de
Imatinibe. As células foram visualizadas em microscopio 6t{éd.Controle; (B) Ml 5uM;
(C) MI 7,5uM e (D) MI 10uM em aumento de 40x. Céhkilcoradas pela técnica May-
Grinwald e Giemsa (E) e sem coloracao (F) em awntEnd00x.



4.11 Andlise de prontuarios

A fim de verificar qual o perfil hematolégico (l&acitos totais, neutrdfilos,
hemoglobina, hematdcrito, plaquetas) de pacientes patologia nao-hematoldgica que
fizeram uso do Ml , 22 prontuarios médicos de paegportadores de GIST foram avaliados,
destes, apenas 16 apresentavam hemogramas emiodopr 24 meses. A distribuicdo dos

pacientes conforme alteracdes encontradas nos hemag esta representada na Figura 20.

6 pacientes
27%

B Semnenhum hemograma

12 pacientes
H5%

[0 Semnenhum valor alterado

4 pacientes
18%

@ Valores de L e/ou Hb alterados

12 pacientes com valores
alterados em Hb:

- 3 com 1 valor alterado

- 2 com 2 valores alterados

- 7 com 3 ou mais valores

7 pacientes com valores | | alterados (2M e 5|
alterados em Leuc T:
-3 com 1 valor alterado
- 1 com 2 valores alterados
- 3 com 3 ou mais valores
alterado

Figura 20. Distribuicdo dos pacientes com Tumor Estromal Gasuintestinal (GIST) conforme
alteracdes encontradas em hemogramasHb — hemoglobina Leuc T — leucécitos totais M —
paciente do sexo masculino F- paciente do sexafemi

Os dados dos pacientes que apresentaram 3 owal@iss alterados (fora dos valores
de referéncia) de hemoglobina no periodo de 24 snapés inicio do tratamento estdo
demonstrados nas Figuras 21 (pacientes do sexoulmadce 22 (pacientes do sexo
feminino). Os dados dos pacientes que apresenta@nmmais valores alterados de leucoécitos
totais e/ou neutroéfilos estéo representados nad& @@L A linha preta indica o limite inferior
do Valor de Referéncia citado por HENRY, 2008 (p&acocitos/neutrofilos) e pela
Organizac¢do Mundial de Saude (OMS), 2001 (para gevhma).



Do total de 22 pacientes, 14 eram do sexo mascalhdo sexo feminino, com idades
gue compreendiam de 38-79 anos em ambos os sexosjade preferencial para ocorréncia
da patologia. Todos os 22 pacientes utilizaram &dd0Omg/dia.

O valor de hematocrito foi proporcional ao vala Hemoglobina em todas as
dosagens, portanto, quando ocorreu alteracdo nor \@¢ hemoglobina, o valor de
hematocrito também se alterou. Como o valor deolgéohina é o indice avaliado pela OMS
para definir anemia, optou-se por somente repraseste parametro. Nao houve alteracéo

significativa no niamero de plaquetas em nenhunepéei
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Figura 21. Valores de hemoglobina encontrados em pacientes co@IST do sexo
masculino tratados com Mesilato de ImatinibeA figura apresenta valores de hemoglobina
de 2 pacientes que apresentaram pelo menos 3 valbeeados em 24 meses em relacdo ao
limite inferior do valor de referéncia representguda linha preta. O valor de hemoglobina
anterior ao comeco do tratamento é representadtAptt ** O paciente fez uso de sulfato
ferroso do més 9 ao 11.



13,5
13,0

12,5 ‘_‘\
[12.0] .
11,5 \,/\'/—1 /

11,0

10,5
10,0
9.5
9.0

Hemoglobina {gidL)

85
8,0 *
7.5

7.0 - Paciente 1
—a— Paciente 2
6,5 -=— FPaciente 3
Paciente 8
6.0 —— Paciente 13

Ant 1 2 2 4 5 6 F 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Meses apds inicio do tratamento

Figura 22. Valores de hemoglobina encontrados em pacientes co@IST do sexo
feminino tratadas com Mesilato de Imatinibe.A figura apresenta valores de hemoglobina
de 5 pacientes que apresentaram pelo menos 3 valbeeados em 24 meses em relacéo ao
limite inferior do valor de referéncia representguda linha preta. O valor de hemoglobina
anterior ao comeco do tratamento é representadtApot. * A paciente realizou transfusédo
sanguinea no més 5 e 6.
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Figura 23. Valores de leucécitos totais e neutr6éis encontrados em pacientes com GIST
tratados com Mesilato de Imatinibe.A figura apresenta valores de leucdcitos totaisi¢Le
T) e neutréfilos (Neutr) de 3 pacientes (Pac) elacé® ao limite inferior dos respectivos
valores de referéncia (VR).



5. DISCUSSAO

Os agentes antineoplasicos mais potentes atingérnas que estdo em processo de
divisdo celular, e consequentemente, os tecidognaisr mais acometidos por estes
medicamentos sdo os que tém maiores fracdes denceedo, como a medula 6ssea (MO)
(FONSECA et al., 2000). A rapida taxa de renovagolar e diferenciacdo tornam o sistema
hematopoiético um alvo suscetivel a toxicidadexgmobioticos. A maior parte das falhas no
funcionamento da MO é caracterizada pela inadequadducdo de células sanguineas
(PARENT-MASSIN, 2001).

A MO é formada por um estroma composto de muifmsstcelulares e uma matriz
extracelular que juntos formam um microambientealidgue favorece a modulacdo da
quiescéncia, auto-renovacdo e comprometimento dé,Clhem como, proliferacéo,
maturacdo e apoptose de células hematopoiéticaet&irio, ndo é possivel correlacionar
essas fungbes com tipos particulares de células midcroambiente, que consiste
principalmente de macréfagos, células endoteligpblastos e adipocitos formando o
estroma medular (HUBIN et al., 2005). Uma vez queielotoxicidade pode resultar tanto do
efeito direto da droga sobre os progenitores hgmatticos quanto do efeito sobre as células
do estroma medular ou expressao de citocinas/mesp especificidade do antineoplasico é
muito importante (PESSINA et al., 2003).

O Mesilato de Imatinibe (MI) foi desenhado e dimtlo apds alguns compostos
terem sido identificados e testadosvitro, mostrando baixa poténcia e pouca especificidade,
inibindo serina/treonina e tirosinoquinases. Apédesenhar a estrutura e introduzir novos
radicais, o Ml foi finalmente sintetizado, apresenlo, entdo, especificidade para inibicéo de
proteinas tirosinoquinases (O'DWYER et al., 2004).

Os caminhos de sinalizac&o via receptor tirosimages tém um extenso espectro de
funcdes, incluindo a ordem da proliferacdo e dardriciagdo celular, a promocgao da
sobrevivéncia da célula e a modulacéo do metabolwtular (LODISH et al., 2002).

Informacdes sobre os efeitos do Ml em células €arddrmal é escasso e a maioria €
obtida de experimentas vitro. O melhor conhecimento dos efeitos em células a@rpode
ser de grande relevancia visto que inibidores msitioquinases estdo sendo usados como
terapia de primeira linha em pacientes de LMC eTGEa maioria estara exposta por muito
tempo a esse farmaco (SANCHEZ-GUIJO et al., 2009 )Nariacdo no tempo de exposicao
das células CD34+ ao MI mostrou um efeito maiortelesom a exposicdo prolongada
(HOLTZ et al., 2002).



Através de ensaio clonogénicos, células mononededa MO de camundongos
foram cultivadas com Ml e GM-CSF. O MI reduziu esgimento de colonias CFU-GM de
maneira concentracdo e tempo dependentes (Figueadal)G, obtida foi 26,5M. Além da
alteracdo no numero de CFU-GM, o efeito do MI tamb#®i nitido na alteracdo da
morfologia das colbnias (Figura 3). As coldniasdprainantes em concentracdes proximas a
ICso eram de morfologia difusa, compostas de menor rahe células quando comparadas
com o controle, que apresentava colonias difusaomepactas na mesma proporcado e
composta por inUmeras células. Em altas concemsa(dicima de 4M), a presenca de
clusters(colénia com menos de 50 células) era predomindeaparecendo completamente
em 60uM.

Deininger e colaboradores (1997) reportaram quehematopoiese normal €
moderadamente reduzida quando avaliada atravéss#@os clonogénicos apoOs tratamento
com MI. A reducéo na formagéo de col6nias é vistdiehagens eritréides, porém, colbnias
CFU-GM parecem néo ser afetadas em concentragéesrms a 10 uM.

Bartolovic e colaboradores (2004) obtiveram, asaso ensaio do MTT de 48 horas, a
ICs50 do MI (0,9 + 0,6uM) em células CD34+ de corddo umbilical sob estinuld citocinas e
este ndo foi significativamente diferente daspl@btida em células BCR-ABL+ nestes
experimentos, 0 que torna preocupante o seu e@mitocélulas envolvidas no processo
hematopoiético.

A observacao de um efeito antiproliferativo de é& células hematopoiéticas BCR-
ABL negativas € sustentada clinicamente por obgées em pacientes com desordens
mieloproliferativas Ph- que tiveram sucesso naina&nto com MI. Dados sugerem que o Ml
age primeiramente nos ciclos celulares mais atews compartimentos compostos por
células-tronco e progenitoras hematopoiéticas. Stmmte com esses achados, pesquisadores
reportaram uma diminuicdo concentracdo-dependeatdomrmacdo de CFUs a partir de
células CD34+ da MO com o tratamento das cultuoas ®ll, enquanto que nenhum efeito
supressor significativo na atividade da célula¢mrin vitro foi observado quanto a
capacidade de formacéo de células (area cobblesttorenadora de células) (HOLTZ et al.,
2002).

Em 2002, Holtz e colaboradores testaram o efeitdvid em células progenitoras
primitivas por Long-term culture-initiating cells (LTCIC) e células progenitoras
comprometidas pelo ensaio de CFCs (células formaadde colonias) estimuladas com
diversas citocinas (GM-CSF, G-CSF, SCF, LIF, MIPHL6) de pacientes com LMC e

doadores saudaveis. A exposicao de células progasiprimitivas de pacientes com LMC



durante 96 horas a 1uM e 5uM de MI suprimiu o d¢resicto em 43+12% e 65+12%,
respectivamente. Em células de doadores sauddesismesmas condi¢cdes houve uma
pequena supressao, 7+13% e 32+36%, respectivamArg@posicado de células progenitoras
comprometidas de pacientes com LMC durante 96 reorgsM suprimiu o crescimento em
52+5%, enquanto que em células normais ocorreusupeessao de 13+7%. A exposicdo a
5uM de Ml suprimiu 78+6% nas células leucémica3£13% em células normais, sugerindo
gue mecanismos ndo BCR-ABL-dependentes podem lbomtpara 0 aumento da supressao
do crescimento de CFC em altas concentracdes de MI.

Os resultados dos ensaios clonogénicos deste lhbaldaram semelhantes ao
encontrados por Holtz nos ensaios de CFCs, queronogue o farmaco age de forma
concentracdo-dependente. Os valores encontrad@s sugressdao do crescimento foram
diferentes, provavelmente por eles terem utilizagimgenitores mais primitivos e
superestimulados com citocinas, inclusive com S@ifiendo uma maior supressdo em
concentracdes inferiores de MI que as testadas trastalho.

O MI é um potente inibidor da atividade quinase dexseptoresi- e f- PDGF e do
receptor do SCF. Em ensaios com células, Ml indbetisamente SCF através de sinalizacao
celular, incluindo autofosforilagdo dos receptofesmacao de inositol fosfato e ativacéo e
proliferacdo de MAPK. MI apresenta efeito antidfesfitivo em precursores sanguineos
normais em resposta a IL-3 e eritropoietina (EPOEPO e G-CSF/GM-CSF visto em ensaio
de formacéo de colénias. Embora SCF ndo promovaisdr a formacao de colbniasvitro,
em sinergia com outros fatores de crescimento ektia formacéo de células progenitoras
diferenciadas e células progenitoras mais prinstiga multiinhagens (BUCHDUNGER et
al., 2000). O MI parece também regular negativamestreceptores de eritropoietina (EPO-
R), o que poderia explicar a anemia induzida p&aiméco (SANCHEZ-GUIJO et al., 2009).

Na MO, CTMs sao importantes componentes do nighdC@H. Embora as CTH
sejam as mais bem caracterizadas células-trondtagdseu nicho é escassamente entendido.
Recentes estudos mostraram a existéncia de dos dip nichos de CTH na MO, um nicho
endosteal e um nicho perivascular. Células deratka CTMs, como o0s osteoblastos e
fibroblastos, estéo principalmente envolvidas comobo endosteal, localizado no endosteo
da trabécula éssea. Junto com as células espadadizjue interagem com as CTH, as CTMs
estdo diretamente envolvidas com a regulacédo dwmepso hematopoiético (MEIRELLES et
al., 2008). A atividade imunomodulatéria das c&utbp estroma da MO, sustentada por
inimeros estudos, pode ser em parte devida a muiluéleiotropica destas células sobre

células da linhagem hematopoiéticas (BIANCO et24l08).



Recentemente, foi demonstrado que MI pode afeta@aramente as células do estroma
medularin vitro. Esse efeito parece ser parcialmente independargmalizacao viRDGF-R
e c-Kit, e parece estar relacionado com o estadlifgrativo das células (MELZER et al.,
2004). Esses dados podem ser relevantes e até limitaatasapadministracdo do Ml em
situagbes com grande aumento do “turnover” daslagtldo estroma medular, devido a
regeneracao apoés intensa quimioterapia/radiote(APIREL et al., 2006).

Demonstramos recentemente que ha correlacdosefitn®se e vascularizacdo da MO
na obtencdo da resposta citogenética em pacieateM@ (JESUS; VITURI, 2008). O MI
atua na diminuicdo da producdo de fibras reticalagm®duzidas pelas células estromais,
sugerindo uma atuacao principal em fibroblastosirAsno presente trabalho, avaliamos os
efeitos do Mlin vitro sobre células da MO de camundongos.

No 4° e 8° dias de cultura, o percentual de gmalfao avaliado pela incorporagéao de
BrdU de células do estroma da MO de camundonggsif@il1l) mantidas em cultura com Ml
ndo apresentou diferenca significativa. Todas adaséproliferaram na mesma proporcao,
sendo que em 1QM houve uma tendéncia em aumentar a proliferacdolffodia, a
proliferacdo diminuiu gradativamente, e em HM a proliferacdo foi reduzida a
aproximadamente 5%. Os resultados corroboram cbi@ratura, pois a exposi¢cao temporal
ao MI é importante para a inibicdo da proliferagd@scolha dos tempos testados (4, 8 e 14
dias) baseou-se no fato que em tempo inferior i@glde cultivo existem poucas células para
serem avaliadas, entdo se estabeleceu um intetgadodias e de 6 dias na ultima avaliagéo,
ja que, por experiéncia, ndo se detecta diferesigtie culturas de 12 e 14 dias (tempo limite
de cultivo).

Vittal e colaboradores (2007) estudaram os efedosMI na proliferacdo por
incorporacado de BrdU de fibroblastos de pulmadl fetanano tratados com Ml (1, 5, 10 e
20uM). O Ml induziu uma inibicdo concentracao-dejmrie da proliferacdo celular com
inibicdo quase completa em 20 uM, demonstrandooguié € um efetivo e potente inibidor
de proliferacéo fibroblastica.

A fim de avaliar os efeitos sobre a viabilidadeocdéulas do estroma realizou-se o
meétodo do MTT em 7 e 14 dias de cultivo (Figura@g.resultados demonstraram os efeitos
concentracdo e tempo dependentes do MI, que atolorde semelhante nos dois dias
avaliados, mas com efeitos mais pronunciados ndia4®m altas concentrac¢des (Figura 6). O
percentual de células viaveis no 7° dia aumentob el (117%) e 10 uM (157,0%), reduziu
em 15 uM (125,4%) e 20 uM (85,3%) e atingiu 0% empM de MI. No 14° dia, o

percentual de células viaveis para 5, 10, 15, 20 @M de MI foi, respectivamente, 117,96%;



173,1%; 89,6%; 42,66% e 0%. Estes dados foram stenses com o observado por
microscopia otica e se observou que a morfologi@lgminante das células aderentes foi
alterada. Em células nao tratadas e células tmit@mta baixa concentracédo de Ml (2)4) a
morfologia foi tipicamente fibroblastica, com célsl alongadas. Com 0 aumento da
concentracdo de MI, o numero de células fibroldastfoi reduzido e desapareceram com 10
uM, enquanto que as células de formas arredondadssa@am a predominar e aumentaram
em percentual, sendo reduzidas somente em altagrdoacdes (20-2bM). Na andlise da
viabilidade celular através da microscopia de #goéncia com LA/BE, este efeito na
morfologia também foi observado no 7° e 14° diauwgvo (Figuras 7 e 8). Com a avaliagdo
conjunta dos resultados de MTT e LA/BE, sugere4se @ viabilidade celular aumentou
devido o aumento no niumero de células (arredonyladdscando um efeito proliferativo do
MI neste tipo de célula, que ocorreu principalmeete 10 uM, e néo de células
fibroblasticas. Conforme os resultados observaets BrdU, a proliferagéo deve ter ocorrido
anteriormente ao 8° dia, mas nao foi possivel ifieart 0 momento exato, visto que no 4° e
no 8° dia a proliferacéo foi constante (embora besg tendéncia em aumentar justamente em
10uM) e no 7° dia o MTT ja apresentava um aumentoumoeno de células viaveis.

A fluorescéncia com LA/BE mostrou a presenca dpao apoptéticos apos 7 e 14
dias de incubacdo das células estromais com o Mhcipalmente em 20uM. As
modificacdes das células que sofrem apoptose imclue decréscimo no volume celular,
modificacdo do citoesqueleto resultando em boll@amembrana, condensacédo da cromatina
e degradacédo do DNA em pequenos fragmentos, folmnasdorpos apoptéticos (GOLDSBY
et al., 2002) que podem ser identificados com odsscorante BE. Como néo foi realizada
contagem de células nesta metodologia, ndo podafinosr se existe diferenca significativa
entre 0 numero de células apoptoticas entre osogrigstados nos dias 7 e 14, apenas
observou-se o efeito do MI concentracdo-dependentgparecimento de células em processo
apoptatico.

A avaliacdo do ciclo celular das células do es&rala MO no 14° dia de cultivo com
MI mostrou a ocorréncia de bloqueio das célulasfasss @G (66,3% no controle para
91,5% em 13uM) e consequente diminuicdo do percentual de clyl@ estavam nas fases S
e G/M. Pelos histogramas (Figura 10), pode-se verifigge o nimero de células marcadas
em M, (apoptoticas/debris) aumentou enp e 10uM, mas ndo em 15M, o que parece
controverso aos outros resultados. Isto pode splicago pelo fato que as células em
apoptose progressivamente perdem a aderéncia sticplda placa/garrafa devido alteracbes

nas propriedades das moléculas de adesdo confanmenta a concentracdo de MI, entdo



soltam e s&o removidas com o sobrenadante, ndo sesid detectadas emsMo teste com
LA/BE, algumas células apoptéticas permaneceramidaemesmo em altas concentracdes
de MI, provavelmente devido a maior adesdo dadastha laminula de vidro do que no
plastico.

A diminuicdo de células na fase S do ciclo estaatedo com o resultado apresentado
pela proliferacdo das células através da incorgorate BrdU no 14° dia. Sendo o BrdU
incorporado ao nucleo das células que estdo né&fas@rogressiva diminuicdo do percentual
de células na fase S do ciclo celular é visto tampéla progressiva diminuicdo de células
proliferando, por BrdU.

Fitter e colaboradores (2008) examinaram cultdeasélulas mesenquimais (derivadas
de pedacos 6sseos de aspirado da MO da crista piagterior) quanto a sua proliferacao
usando um corante fluorescente. O corante € digfiobigualmente entre células-filhas apos
divisdo celular. Na auséncia de MI, as célulasesafn no maximo 5 divisdes, sendo que
48,4% passaram por 4 divisdes. Células cultivades 8,0 uM de MI passaram por no
maximo 4 divisdes, sendo que 43,96% sofreram 3@dad. Fitter também examinou o efeito
do MI no ciclo celular usando PI. Diferentementes shmssos resultados, 83% das células
acumularam em (3anto na presenca como na auséncia @ 8e MI, enquanto que nossas
culturas demonstraram um acumulo egiGz significativamente maior nos grupos tratados.
Fitter também n&o encontrou diferenca no percenieiaélulas em subo&; (apoptoticas), S
ou G comparadas ao controle. A diferenca entre osteeig pode ser talvez explicada pelas
concentracdes testadas por Fitter que foram iméezias nossas.

Gioni e colaboradores (2008) demonstraram o efddoMI na proliferacdo de
fibroblastos do estroma da mama. Crescentes coacées de Ml (0,1-1QuM) foram
adicionadas a cultura e a sintese de DNA foi es@mapos 24 horas de incubacao pela
medida da incorporacdo de timidina radioativa. Mbiu a proliferacdo de fibroblastos de
modo concentragcédo-dependente, ocorrendo desdentag@es muito baixas (0gdM). A
andlise do ciclo celular destas revelou uma sigatifra diminuicdo das células na fase S e
acumulo de célula em of&; concentracdo-dependente, sem alteracdes pronuscraa
proporcao G/M.

Os genes que codificam proteinas comprometidas aomintese de DNA e
desoxirribonucleotidios sdo induzidos quando aslalpassam pela transicde-& Uma
familia pequena de fatores de transcricdo E2F @eratp para a transcricdo de alguns desses
genes e dos que codificam CDK2 e ciclinas A e EQLSH et al., 2002). Um mecanismo

pelo qual o MI reduz a proliferacdo de células da NBo-clonais pode ser pela regulagéo



negativa de genes do ciclo celular como E2F4 ou42U(tegulador da progresséo do ciclo
celular durante desenvolvimento mieléide) (SANCHERIJO et al., 2009). Neste trabalho
nao foram avaliados os mecanismos envolvidos nqukio do ciclo celular, porém, o

bloqueio em @G; pode levar a apoptose que foi vista pelo LA/BE menio de células em

My,

Hubin e colaboradores (2005) cultivaram célulasoesis MS-5 que apresentam
morfologia fibroblastica com prolongamentos. Essaalas apresentaram discretos vacuolos
lipidicos corados por Oil Red, indicando que asulegl estromais MS;5in vivg se
diferenciam em adipécitos. Eles acreditam que @$seenciacdo ocorra em células estromais
na auséncia de células hematopoiéticas, visto ¢d@ de pacientes com hipoplasia induzida
por quimioterapia pode formar células adiposas r@gpeamente, sugerindo a idéia que a
formacéo de células adiposas seja uma respostidfigia ao déficit hematoldgico. Células
reticulares da adventicia humana podem rapidanaenteular gordura e se transformar em
adipdcitos durante mielossupresg@givo (ALMOHAMAD et al., 2003).

Weffort-Santos e Bittencourt (2004) utilizando simetema de cultura tipo Dexter no
estabelecimento da hematopoiesevitro identificaram, ao final da terceira semana, um
pequeno numero de células fusiformes com acumuleede&culas que se assemelhavam a
gordura. Essas células reagiram positivamente aragglo com Oil Red, revelando seu
conteido de natureza lipidica, semelhante a retokteratura (TOUW; LOWENBERG,
1987). A presenca de células adiposas nas cultipa®exter esta associada a uma maior
sobrevida do sistema, tendo sido citadas como dinador positivo com relacdo ao sucesso
da cultura na manutencao de células primordiais{(lER; ALLEN, 1983).

Nossas culturas de células do estroma da MO aagmasentaram adipocitos corados
por Oil Red O no grupo controle (Figura 9), mostiamue o MI exerceu algum efeito na
diferenciacao das células estromais em adipé@tosalvez, induziu a apoptose de adipocitos
pré-existentes. Os mecanismos ndo foram esclasecidste trabalho. A coloragdo para
adipdcitos foi realizada somente em culturas delid4, mas a coloracdo das células em
cultura de 7 dias poderia mostrar um resultadoessante.

Os fibroblastos sdo heterogéneos fenotipicamembelitos expressam caracteristicas
de células musculares lisas, ou também chamadasofibroblastos (POWELL et al., 1999),
como revisado anteriormente. Em experimentos cbralflastos de pulmé&o fetal humano, Mi
inibe a regulacéo da expressaad®MA induzida por TGH1 (VITTAL et al., 2007). TGF-

1 € um mediador central de diferenciacédo e ativalgimiofibroblastosn vivo e in vitro
(THANNICKAL et al., 2004). TGH1 aumenta o nimero de CTM humanas que incorporam



SMA entre as fibras de tenséo. A contracdo SMA-dépete de células estromais da MO
permite a célula tensionar uma fina rede de coldggue serve de sustentacdo para a
suspensao celular contida na MO (KINNER et al., 2200

No presente estudo, a expressaa-&MA para marcacdo de (mio)fibroblastos entre
as células do estroma da MO cultivadas por 14 cbhas Ml demonstrou que este farmaco
exerceu um efeito inibitério nesta expressao (Ridf). Em 2,5M a expressao foi reduzida
para 45,74%; com 5,0 uM reduziu para 4,35%; comuMSeduziu para 2,51% e foi quase
totalmente inibida a partir de 10/.

A avaliac@o dos nucleos corados com DAPI demonstrexisténcia de dois padroes
gue diferem em tamanho, nucleos de pequeno tan{&#fl P) e nucleos 3-4 vezes maiores
(DAPI G), o que corresponde a populacbes de duesedties linhagens de células. Essas
células representadas pelos ndcleos corados seodanan diferentemente de maneira
concentracdo-dependente na presenca de Ml. O nidearélulas-DAPI G reduziu a 46,03%
com 2,5uM de MlI, atingiu 23,45% com 54M; 11,06% com 7,5%M e alcangou percentuais
inferiores a 10% em concentracdes superiores aM.(4,42% (10uM); 8,84% (15uM);
1,32% (20uM) e 0% (25uM)]. Em contraste, o numero de células-DAPI P aumeem 2,5
uM (113,48%); 5,0uM (125,86%); 7,5uM (129,64%) chegando a quadruplicar emuhd
(408, 82%), reduzindo-se posteriormente a partirl8auM [15 pM (160,42%); 20uM
(5,29%) e 25uM (1,83%)].

Os efeitos do MI na expressdo deSMA (Figura 16) observados sdo muito
semelhantes aos de células-DAPI G (Figura 15Ajp\wsie, pela sobreposicdo de imagens
observou-se que a maioria das células que expreSEanpossui 0s nucleos grandes. Além
disso, pelas imagens (Figura 17) verificou-se qoel#® dia de cultivo as células BrdU
positivas sdo justamente essas mesmas células ®bivps de ndcleos grandes, ou seja, 0s
(mio)fibroblastos estavam em processo proliferativa auséncia (ou baixissimas
concentracdes) de MI. A avaliacdo da expressadviie &n células cultivadas durante 7 dias
seria interessante, mas devido a algumas limitag@esfoi realizada neste trabalho.

O Ml inibe o aumento do numero de fibroblasto efibroblastos intersticiais e reduz
a expressdo e acumulo de colageno tipo lll, IVbeofiectina através da inibicdo de TGF-
(WANG et al., 2005). Estudos indicam que T@GBRAduz ativagdo de c-Abl regulando a
proliferacdo de fibroblastos. Os macrofagos seerel&F que promovem proliferacéo e
crescimento de fibroblastos maduros. A quinase Icpdide ser inibida pelo Ml levando a
reducdo da fibrose renal sem bloquear a infiltrag@omacréfagos no intersticio renal
(WANG et al., 2005).



A delecdo de c-Abl em camundongos induz um fendtipteopénico caracterizado
pela diferenciacdo prejudicada de osteoblastosermimfungdo normal de osteoclastos (LI et
al., 2000). O’Sullivan e colaboradores (2007) galtam células RAW 264.7 de macréfagos
murinos tratadas com M|l e RANKL (ligante do recepto ativador do fator nuclear Kappa
B) por 7 dias e avaliaram a expressao de c-AblitcRDGFRA e PDGFRB por RT-PCR e
efeito na formacédo de osteoclastos. A sinalizagadRANKL € essencial para a indugdo da
diferenciacdo dos osteoclastos, e deve ser estrit@nmregulada para manter a homeostase
O0ssea. Os resultados de RT-PCR mostraram que séRWaN 264.7 ndo expressam
receptores para PDGEFnem c-Kit, mas expressam receptores para PP@F-Abl. Dados
sugerem que Ml inibe osteoclastogénese por mecasisi@pendentes de células estromais,
alterando a producédo de citocinas (HOFBAUER et 2000), e por acfes diretas em
precursores de osteoclastos (RAW 264.7) via RANKhdependente de c-fms (receptor para
M-CSF) (O’SULLIVAN et al., 2007). Isto pode ser dido como “acumulo” de células
macrofagicas (RAW 264.7) que ndo conseguem sedif@r em osteoclastos.

O Ml inibe a proliferacdo e promove a apoptose éallas estromais e pre-
osteoblastos. O efeito antiproliferativo parece agibuido a sinalizacdo por PDGF-R. O
PDGF potencialmente aumenta a proliferacdo deagkestromais e pré-osteoblastos, e esse
efeito € interrrompido pelo Ml (O’'SULLIVAN et al2007).

Dewar e colaboradores (2005) cultivaram célulag€bisoladas da MO em IMDM
suplementado com GM-CSF, G-CSF, IL-3 e IL-6 dur&itelias na presenca de 0 — 30uM de
MI. Para concentracdo de 5uM de MlI, a quantificazggalar por citdmetro de fluxo foi 70%
menor que o grupo controle e indetectavel com 3@evMMI, porém a viabilidade celular
avaliada por azul de trypan somente apresentogdedie 80% para 60% em 30 puM.

O cultivo de mondcitos isolados mostrou que o Blisa uma inibicdo concentracéo-
dependente significativa no desenvolvimento de éfagos/mondcitosn vitro. Ml inibe a
formacao de colénias de mondcitos/macréfagos dgepitores de MO normal e diminui a
diferenciagdo de mondcitos em macréfagos analisgads morfologia e formacgédo de
pseuddpodes apds 7 dias de cultivo. A culturadaydie células CD34+ ndo demonstrou uma
inibicdo especifica na linhagem monocitica, poréprimiu o0 crescimento sem diminuir a
viabilidade celular (DEWAR et al., 2003).

Contrariamente a Dewar (2003) onde os macréfagosngdem progressivamente,
nossas culturas de células de linhagem macrofd&fd& 264.7 (Figura 18) demonstraram
gréfico de crescimento celular com perfil semelbat encontrado nas células do estroma da

MO de uma forma geral. Embora a RAW 264.7 seja limhagem conhecida de macrofagos



leucémicos, o objetivo de testa-la foi fazer unmadem” do efeito do Ml em macréfagos de
mesma origem (a MO) que estavam disponiveis nordaixio. Mesmo que as condi¢des
aplicadas (meio de cultura, tempo de cultivo) eresas culturas tenham sido diferentes, o
crescimento de células com caracteristicas de ffa@o® (cultura do estroma medular) e da
linhagem RAW 264.7 demonstrou que houve um aumeataumero de células até atingir
um pico maximo e decair alcancando 0% de crescomesitilar, ou seja, o Ml é citotoxico de
maneira concentracdo-dependente. O numero de £@ialzeis aumentou 58,88% em relacao
ao controle em mM de MI para, entéo, reduzir progressivamente mgati0% em 15uM.
Estes dados estdo de acordo com a morfologiajligade vista por MTT e LA/BE, e
ndamero de células DAPI P vistas em células do mstrda MO cultivadas com MI. A
diferenca das concentra¢cdes no ponto maximo deigresto e morte total entre os dois tipos
de cultura pode ser devida ao fato que no estrata éxistem outros tipos de células
(principalmente fibroblastos) que secretam fater@steragem com os macrofagos, tornando
a sensibilidade do macréfago ao Ml diferente dendaaultivado isoladamente.

A proliferacdo de células com caracteristicas amdddas, aqui chamadas de células
do tipo macroéfago, diminui no ensaio clonogénicaJ&8FM e parecem aumentar nas culturas
de estroma. O mecanismo pelo qual isso acontec& md@lmente claro, visto que estudos
atuais demonstraram que MI inibe c-Kit, mas nabani-fms. Entretanto, estudos sobre a
origem dos macrofagos residentes em diversos et mostrado que a proliferacao local
tem um papel consideravel na renovacdo e manutetgamuitos tipos de macréfagos,
engquanto que o recrutamento de precursores citegldam pequeno ou nenhum papel em
alguns casos (GORDON; TAYLOR, 2005). Baseado natbge de que possa haver uma
proliferacéo local de macréfagos nos tecidos, deresg que nos experimentos deste trabalho
iISso possa ter ocorrido nas culturas de estromalgamas concentracdes de MI quando se
observou o aumento de células morfologicamente Ibames a macréfagos até 10419
em detrimento das células com caracteristicas Hiésticas, justificando a diminui¢cdo do
crescimento de CFU-GM nos ensaios clonogénicogartiente do aumento de células visto
em LA/BE, MTT, DAPI.

Diante destes resultados, podemos concluir qud exigrceu efeito mielossupressor
através da inibicdo da proliferacdo de fibroblgsfmevavelmente através da ativacdo do
processo de apoptose (e talvez outros que néo festudados), aumentou a proliferacdo de
células com caracteristicas morfolégicas de mago&fatingindo um limite onde as células

comecaram a reduzir até morte total, além de exefedo inibitério em células adiposas. As



células apresentaram caracteristicas morfoldégieanatrofagos, mas algumas limitagdes nao
permitiram que fossem feitas marcacdes e técnisapagdessem identifica-los com certeza.

Estes resultados juntamente com o efeito na redagacentracdo-dependente do
crescimento de células progenitoras hematopoiéticastram a importancia da avaliacdo do
potencial mielossupressor do Mesilato de Imatingmés o farmaco talvez possa interferir na
atividade da MO saudavel de pacientes em tratameonoo reportado em diversos estudos.

O grau de toxicidade que leva a mielossupressawadado principalmente pelos
valores de neutrdfilos, plaguetas e hemoglobindoréa criticos: neutropenia — Grau 3 =
neutréfilos < 1x1HL e Grau 4 = neutréfilos <0,5x10; trombocitopenia - Grau 3 =
plaquetas < 50xf0L e Grau 4 = plaquetas <10X1I0 e anemia - Grau 3 = Hb < 8g/dL e
Grau 4= Hb <6,5g/dL (MARIN et al., 2001).

Graus 3 e 4 sdo comuns e potencialmente sériaglicagbes do tratamento com MI.
A frequéncia de mielossupressédo depende do edagimenca (DRUKER et al., 2001). A
avaliagdo de pacientes com LMC com riscos interémgdie alto segundo o escore Sokal
mostrou a ocorréncia de efeitos adversos hemataol®gie grau 3/4, melhorando quando a
dosagem foi reduzida. Neutropenia ocorreu em 2'd8%pacientes com risco intermediario e
neutropenia, trombocitopenia e anemia ocorreram @é6)2%; 23,1% e 15,4%,
respectivamente, em pacientes de alto risco (KOBBMAet al., 2009). Os efeitos colaterais
do MI sédo, portanto, dose-dependentes, reversieeisafetam todas as linhagens
hematopoiéticas, embora em graus variaveis (APREL,&006).

Um estudo realizado no Brasil com 98 pacientes t&iC avaliou a toxicidade
hematoldgica do MI de acordo com a fase da doéwgdase cronica, 4%; 25% e 24% dos
pacientes apresentaram neutropenia, trombocitogear®emia graus 1 e 2, respectivamente.
Na fase acelerada, 0%; 12% e 38% dos pacientesempaeam neutropenia, trombocitopenia
e anemia graus 1 e 2, respectivamente. Na faséchla®%, 13% e 20% dos pacientes
apresentaram neutropenia, trombocitopenia e angraies 1 e 2, respectivamente. No caso de
neutropenia, trombocitopenia e anemia graus 3&%; 11% e 0% dos pacientes em fase
cronica apresentaram tais manifestacoes, respewiva. Na fase acelerada, os valores
sobem para 51%; 17% e 22%. E finalmente na fastidda 67%, 60% e 60% dos pacientes
apresentam, respectivamente, neutropenia, tronapecita e anemia graus 3 e 4 (FUNKE et
al., 2005).

Demetri e colaboradores (2002) demonstraram quaiedotoxicidade é menos
frequente em pacientes com GIST, sugerindo queetossupressao associada com Ml em

canceres hematoldgicos deve ser relacionado taralgatofisiologia da MO leucémica, mais



especificamente, o estroma medular. Anemia lemeutropenia de leve a moderada séao as
alteracdes hematologicas mais comumente reportBdapacientes com GIST tratados com
MI por aproximadamente 9 meses, 7% desenvolveramnapenias (5% de graus 3 e 4), e 9%
desenvolveram anemia (2% de graus 3 e 4) (GUILHIDD4), sustentando a hipotese que
efeitos colaterais hematoldgicos do Ml estdo pbngate relacionados com a inibicao direta
da hematopoiese, talvez pela inibicdo das vias SKE(APPEL et al., 2006).

Para investigar se o efeito inibitorio do cresamo em células CD34+ normais pelo
MI é devido a inibicdo das vias SCF/c-Kit, expenmus usando células CD34+ de doadores
saudaveis na auséncia de SCF ou pela adicdo a®rans monoclonais anti-c-Kit foram
testadas. Em ambos os casos, 0 grau de inibicgxminsao foram similares, mas o efeito
inibitério do MI é muito mais pronunciado, susterta a hipétese de que a inibicdo de
células CD34+ normais pelo MI é causada tambénoptios fatores adicionais que nao os
sinalizados por c-Kit. O receptor para o fator gEscimento derivado de plaquetas (PDGF-R)
seria um potencial alvo para o efeito inibitorio kid. Embora ele ndo seja expresso em
células CD34+ recém coletadas, uma superregulagéeceptor foi observada apés 3 dias de
cultura. Além disso, o PDGF-R pode potencialmensmifastar este efeito na expansédo das
células-tronco hematopoiéticas por mecanismos dgécims, como por exemplo, mediados
por outras células da MO que expressam este redBRRTOLOVIC et al., 2004).

Apesar da relativa boa tolerabilidade de MI, nmiitpacientes requerem uma
diminuicdo da dosagem ou cessacdo temporaria damiato devido a graves efeitos
adversos. Efeitos adversos hematoldgicos sdo osngissocorrem devido a diminuicdo da
reserva hematopoiética (KOBAYASHI et al., 2009).

Diante de inUmeros relatos de mielossupressédo amenies de GIST, a analise de
prontuarios médicos de pacientes de GIST tratados400 mg de MI se tornou relevante.
Os resultados demonstraram que 27% do total ded22uarios médicos ndo continham nem
solicitacdo nem resultados de hemogramas posteramdnicio do tratamento, um namero
bastante elevado frente ao conhecido potencial i@éossupressdo do MIl. Em 18% dos
pacientes os hemogramas eram normais, sem nenHaomdeaHb ou L alterados. Os 55%
restantes apresentaram algum valor de hemogloldma leucécitos totais e neutrofilos
alterados em relacdo aos valores de referéncido \gise 27% ndo possuiam hemograma
nenhum, o percentual de pacientes com valores de/ddbL alterados poderia ser superior,
pois ndo se sabe se esses pacientes apresentanergramas alterados ou nao.

Em 75% (12 pacientes) dos pacientes com hemograwvelg|ados (16 pacientes)

apresentaram alguma alteragdo no valor de hemoglobin relacdo aos VR utilizados.



43,75% dos pacientes apresentaram 3 ou mais valerddb alterados em 24 meses de
tratamento. Um menor ndmero de pacientes (7 pa&serdpresentou alteracdo na série
leucocitaria, sendo que 18,75% tiveram 3 ou mdwea de leucdcitos totais e/ou neutréfilos
alterados em 24 meses de tratamento.

Os valores de Hb variaram bastante, e a maiogalddos estava muito abaixo do VR,
sendo que 2 pacientes necessitaram de transfusgoisea. Ndo havia relatos de nenhuma
outra incidéncia como perda sanguinea, emagreacinuentesequilibrio nutricional evidente,
nem problemas intrinsecos na producéo de eritqiie pudesse justificar valores tdo baixos
de Hb. Seria interessante em outro estudo avalefeito do MI em ensaios clonogénicos
estimulados com eritropoietina no crescimento delages formadoras de colonias de
eritrécitos (CFU-E) e unidades formadoraddestde eritrocitos (BFU-E).

Os valores da série leucocitaria ndo apresentaagiacoes tdo pronunciadas, porém,
valores como 2800 leucdcitos totais/hpaciente 3) e 957 neutréfilos/mrtpaciente 13)
foram observados, seguindo o limite inferior do W& 4500 leucécitos totais/nine 1800
neutréfilos totais/mrh

A série plaquetaria ndo apresentou alteracfesntdui@ tratamento e as alteracdes
encontradas nas séries leucocitarias e eritragstamdependeram da faixa etaria dos
pacientes.

Avaliando os resultados conjuntamente, podemasiirdue o Ml é um farmaco com
potencial mielossupressor sobre diversas célulaseptes na MO saudavel envolvidas na
hematopoiese. Este trabalho fornece base paraossiednecanismos envolvidos no processo
de mielossupressédo baseado nas dosagens de Mlgaagsee podera contribuir para a
estratégia de novos farmacos cada vez mais saetdministrados a um crescente nimero de

neoplasias ndo-hematolégicas.



6. CONCLUSOES

1. O Mesilato de Imatinibe exerceu efeito mielossugessobre o crescimentde
Unidades Formadoras de Col6nias de Granulécitostfegos (CFU-GM) obtidas da
medula 6ssea de camundongos a partir de 1,25usagando uma kgde 26,5uM
e inibicdo total em 60uM.

2. O Mesilato de Imatinibe demonstrou inibir a prafifgdo de células do estroma da
medula 6ssea de camundongos a partir de 2,5uM%did dle cultivo. No 4° e 8° dias
de cultivo, de forma nao justificada neste trabalboimatinibe apresentou uma
tendéncia em estimular a proliferacdo com 10uM.

3. O Mesilato de Imatinibe causou citotoxicidade com@Egdo e tempo dependentes
sobre células do estroma da medula 0ssea de cangozdcom morte total em 25uM
no 7° e 14° dias de cultivo.

4. Células do estroma da medula 6ssea de camundorajagas com Mesilato de
Imatinibe apresentaram maior percentual de céluéasis em 5uM, 10uM e 15uM
no 7° dia e, 5uM e 10uM no 14° dia de cultivo.

5. O Mesilato de Imatinibe alterou a morfologia dakiless de estroma da medula 6ssea
em cultura, possivelmente através da alteracdo iplm d¢elular predominante,
justificando o aumento do niumero de células viaegiSuM e 10uM

6. O Mesilato de Imatinibe demonstrou 100% de efeitbitorio sobre células adiposas
obtidas em cultivo de 14 dias de células do estrdanmedula 6ssea de camundongos,
efeito que poderia comprometer a manutencdo dooandoiente da MO a longo
prazo.

7. O Mesilato de Imatinibe exerceu bloqueio do ciatutar nas fases {5, de células
do estroma da medula 6ssea de camundongos cufticada 5uM, 10uM e 15uM e
consequente diminuicao da proliferacao (fase Sifirmsando o comprometimento da
proliferacéo avaliada pelo BrdU.

8. O Mesilato de Imatinibe demonstrou importante igéloi na expressdo deSMA de
maneira concentracdo-dependente e atingiu inikigé&d em 20uM apos 14 dias de
cultivo de células do estroma da medula 6ssea meirdongos, demonstrando um
efeito preferencial nos fibroblastos da MO.

O Ml atua sobre progenitores hematopoiéticos @agdo estroma da MO. O farmaco

apresenta efeito inibidor mais efetivo sobre fitmstos e adipdcitos, e parece estimular a



proliferacdo de células do tipo macréfago. O efelnonstraddn vitro provavelmente
reflete possiveis alterag6es na arquitetura dami@vo.
Diante destes resultados, levanta-se o alertat@us possiveis efeitos nas células

sanguineas e estromais com o uso prolongado do MI.
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8. ANEXOS

ANEXO A

Resultado de Solicitacao de Pratocolo
Protocolo s
PPD0127
Titulo ’
AVALIACAO DO POTENCIAL MIELOSSUPRESSOR DOS FARMACOS CITARABINA, DAUNORRUBICINA E MESILATO
DE IMATINIB.
Data de Entrada
20/06/2007

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
08/08/2007

Consideragdes
Oficio n° 105/CEUA/PRPe/2007
. Do: Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais-CEUA
Ao(a): Prof(a) Dr(a) Cidénia de Lourdes Vituri, Departaménto de Analises Clinicas - CCS

Prezado(a) Professor(a), .
Em relagdo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade o CEUA deliberou o seguinte:

- APROVADO, por 1 (hum) ano, para a utilizagéo de 408 camundongos (Mus musculus).

Por ocasifio do términe desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO
detalhado relacionando o uso de animais no Projeto desenvolvido aos resultados obtidos,
conforme formulario ON LINE CEUA.

Atenciosamente,
Prof. Dr. Carlos Rogério Tonussi
Presidente-interino/CEUA/PRPe/UFSC

Relatério Final previsto para {90 dias apés término da vigéncia.do protocolo ou no momento da
apresentagdo de um novo protocolo)

Data 13/11/2008

Data 13/08/2007



ANEXO B

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Pré- Reitoria de Pesquisa e Extensdo
Comité de Etica na Pesquisa em Seres Humanos

CERTIFICADO N° 174

O Comité de Etica na Pesquisé em Seres Humanos (CEPSH) da Pré-Reitoria
de Pesquisa e Extensdo da Universidade Federal de Santa Catarina, instituido pela
PORTARIA N.°0584/GR/99 de 04 de novembro de 1999, com base nas normas
para a constituicdo e funcionamento do CEPSH, cgﬁnsiderando o contido no
Regimento Interno do CEPSH’, CERTIFICA que os 'procedimentos que envolvem
seres humanos no projeto de pesquisa abaixo especificado estdo de acordo com os
principios éticos estabelecidos pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa -

CONEP

APROVADO

PROCESSO: 202/08 FR- 205510

TITULO: Avaliagio do potencial mielossupressor do MESILATO DE
IMATINIBE.
AUTORES: Cidénia de Lourdes Vituri e PAmela de Brum Soares

DPTO.: CCS
"FLORIANOPOLIS, 25 de agosto de 2008.

Coordenador %ERSH/UFSC - Prof.° Washington Portela de Souza




ANEXO C

ESTADO DE SANTA CATARINA
SECRETARIA DO ESTADO DA SAUDE
CENTRO DE PESQUISAS ONCOLOGICAS- CEPON
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP

Parecer n® 012/2008

Registro CEP:004/2008
Titulo do Projeto: AVALIACAO DO POTENCIAL MIELOSSUPRESSOR DO MESILATO DE
IMATINIBE
Pesquisador Responsavel: Ciddnia de Lourdes Vituri
" Instituigdo : Centro de Pesquisas Oncoldgicas: CEPON
Grupo e Area Tematica: Grupo |l

Objetivo geral: Avaliar o potencial mlelossupressor do Mesilato de Imatlmbe sobre as células
do estroma medular obtidas de camundongos sadios.

Objetivos especificos: : i

1-Avaliar o efeito mielossupressor de diferentes concentragdes de mesilato de imatinibe através
de culturas clonais de células progenitoras hematopoiéticas normais de camundongos
estimuladas por citocinas GM-CSF e Eritropoietina. : : |

2- Avaliar o efeito mielossupressor do mesilato de imatinibe através de cultura de células
normais do estroma medular de camundongos , onde serdo avaliados os seguintes parametros:
a contagem de células totais, citoquimica para células adiposas, viabilidade celular.
3-Determinar a Concentragéao Inibitdria de-50% (IC50) e Concentracéo Inibitéria de 90% (IC90)
do Mesilato de Imatinibe em células da medula éssea (estromais e hematopoiéticas).

4-Verificar a ocorréncia de neutropenia, plaquetopenia e anemia em pacientes sem doencas
hematolégicas , como os portadores de GIST, que uhhzam o mesilato de imatinibe, através da -
analise de parametros definidos no hemograma.

5- Verificar a ocorréncia de neutropenia, plaquetopenia e anemia em pacientes com
diagnostico de LMC que utilizam o mesilato de imatinibe, através da analise de parametros
definidos no hemograma.

6- Correlacionar os resultados obtidos in vitro com a clinica dos pacientes.

Sumario do Projeto: A mielosupressdo caonstitui-se no efeito colateral mais importante e
comum relacionado com o tratamento quimioterdpico. A avaliagde do potencial
mielossupressor de fammacos auxilia a melhor compreensdo dos efeitos ndo desejaveis em
pacientes que fazem uso continuo desses fdrmacos que supostamente atuam apenas para
inibir o defeito molecular da doenca. Considerando que o Mesilato de imatinibe é uma
formulagdo para o uso em pacientes com LMC e GIST, os dados .estatisticos de efeitos
adversos possibilitam compreender a necessidade de mvestlgagao dos posswels mecanismos
pelos quais eles ocorrem.

esenho do estudo: Serdo utlhzados camundongos sadios Swnss machos entre 1,5 e 2 meses
de idade ( Biotério da UFSC) aceito pelo Comité de Etica no uso de Animais (CEUA) sob o n°
356/CEUA3 23080 012139/2005-7UFSC.
O estudo experimental serd realizado no Laboratério de Citologia Chmca ‘da UFSC com a
estrutura necesséaria para o projeto proposto. :
No modelo experimental serd realizado um ensaio* clogénico onde- os ~ progenitores
‘hematopoiéticos serdo, semeados, serdo incubados conforme metodologia apropriada. Serdo
analisadas concentracdes inibitérias de proliferacéo celular segundo PARENT-MASSIN,2001;
PESSINA et al.; 2001).
A cultura de células estromais coletadas a partir de medula ossea dﬂ fémures de
camundongos, também deverao se desenvolver segundo protocolo especifico ( ROMANOV et .
al.;2003) com o objetivo de quantificar e qualificar o contetdo celular estromal. Também seré
realizado o estudo de viabilidade celular destas células pelo ensaio de MTT reconhece'\do
através de leitor Elisa células mortas deste estudo.
A analise dos prontudrios com diagndstico de GIST. e LMC serdo coletados no CEPON/SC
através de uma planilha especifica para coleta dos dados. Para o GIST serdo coletados dados



de 36 pacientes ( 2002 até 2008). Em relag&o a LMC ser@o coletados dados até 30 pacientes
que preencham os critérios de inclus@o. Dados a serem coletados: nimero de leucocitos totais,
neutrofilos, plaquetas, eritrécitos valor de hematdcrito e hemoglobina, também dados referentes
ao sexo, idade, tempo de duragio do tratamento, dosagens de imatinibe administradas e a fase
da doenga que se encontra.

Os critérios de incluséo e exclusao estdo bem esclarecidos no estudo. .

NAo havera contato com os pacientes , somente a utilizag3o de seus prontuarios. A obtengao
do TCLE ocorrera péla abordagem de um profissional no ato do fornecimento do medicamento
para pacientes ativos no tratamento com mesilato de imatinibe. -

O sujeito serd instruido sobre a pesquisa pelo TCLE, no qual esclarece o objetivo, a
participacao, e seus possiveis beneficios e riscos, garantia da privacidade de sua identidade ,
sigilo dos dados coletados, sendo ele livre para assinar ou ndo a participagdo neste projeto,
podendo desistir a qualguer momento sem nenhuma conseqiiéncia para sua pessoa.O
paciente nao terd que prestar nenhuma informagao adicional, ndo precisando também de

coleta para nenhum tipo de amostra.

A analise de dados dos prontuarios sera feita conforme a dosagem de administracéo da droga
Serio estabelecidas comparagdes entre o valor médio obtido de um mesmo paradmetro do total
de pacientes conforme as diferentes dosagens de mesilato de imatinibe administrada, tanto
para GIST e LMC.

A analise estatistica sera realizada pelo programa STATISTICA 6 O( Média,desvio padrao, e p
dos resultados). , Analise de variancia (ANOVA), teste paramétrico de Tukey com p<0,05 (
significativo).

Cronograma prevé inicio para abnl de 2008 e término dezembro de 2008.

A pesquisadora é Pamela de Brum Soares, farmacéutica, pos-graduanda do Mestrado em
Farmacia - UFSC . Possui curriculo para efetuar tal projeto ( especializagéo anterior no mesmo
tema).

Comentarios: - O estudo proposto possui relevancia cientifica.

- Os sujeitos serdo esclarecidos quanto sua vulnerabilidade e protegéo. Seus riscos €
beneficios estdo bem argumentados pelos pesqwsadores

- Os pacientes estarao corretamente instruidos pelo TCLE, estando identificados os
responsaveis pela pesquisa e pelo atendimento, € mostra ao sujeito as garantias de’
seus direitos como: informacao, pnvacndade recusa, desisténcia. Nc entanto ficou
indefinido qual profissional fara a abordagem do sujeito da pesquisa e obterd o TCLE
por ocasido do fornecimento do medicamento, entendemos que isto devera ser feito
pelo profissional farmacéutico que instruido pelo pesquisador terd condigbes de
esclarecer duvidas sobre o TCLE. Também no TCLE o contato com o CEP devera
substituir os dados da Coordenagéo de Pesquisa Cientifica

- Os critérios de exclusao e incluséo estao bem explicitados.

Recomendacdo: Apresentar. anies do_inicio da pesquisa, documento assinado pelo
profissional fammacéutico do CEPON aceitando a incumbéncia da obtencdo do TCLE -e corrigir
0 TCLE com contato do CEP.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do CEPON, de acordo com as atribuigoes
definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se pela Aprovacdo com Recomendagéo do
projeto:” AVALIACAO DO POTENCIAL MIELOSSUPRESSOR DO MESILATO DE IMATINIBE”,
nos termos em que esta proposto.

Situagao: Projeto Aprovado com Recomendagéo

Flori opohs 09 de maio de 2008

bw QC) LJ@Q
Cassia Cristofolini
CEPON

oordenadora do C

\




