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RESUMO

Menos de 45% dos portadores de leucemias agudas (LAS) sobrevivem
cinco anos apos o diagndstico. O insucesso no tratamento relaciona-se,
principalmente, a resisténcia a quimioterapia. O mecanismo mais
comumente implicado na resisténcia a multiplos farmacos (MDR) é a
expressao de proteinas de membrana capazes de transportar para fora da
célula moléculas citotoxicas, mantendo as concentragdes intracelulares
de quimioterapicos abaixo das desejadas. O objetivo deste trabalho foi
investigar a expressdo de abcbl/ABCB1, abccl/ABCC1 e Irp/LRP
como marcadores moleculares de diagndstico diferencial, estratificacéo
de prognostico e detec¢do de doencga residual minima em portadores de
LA atendidos pelo Servico de Oncohematologia do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC).
Para tanto, foram coletadas amostras de 75 portadores de LA. A analise
da transcricdo dos genes mdr foi verificada por RT-PCR
semiquantitativo e a expressdo das proteinas MDR foi avaliada por
citometria de fluxo. Os resultados mostram que nos casos de LA, a
expressdo de ABCB1 e a atividade da LDH correlacionaram-se
positivamente (P=0,001), a presenca do marcador CD34 associou-se
com a maior transcri¢cdo de abccl (P=0,006), e a maior transcricdo de
Irp associou-se com a auséncia do marcador CD56 (P=0,029) e com a
auséncia de transcricdo de survivina (P=0,029). Nos portadores de
leucemia mieloide aguda (LMA), a transcrigdo de abccl e a idade dos
pacientes correlacionaram-se positivamente (P=0,029), a auséncia da
transcricdo de survivina associou-se com a maior transcricdo de Irp
(P=0,040), e a maior expressdo de LRP associou-se com o diagnostico
de LMA (P=0,025). Nos portadores leucemia promielocitica aguda
(LPA), as expressdes de abccl e de LRP correlacionaram-se
positivamente com o percentual de blastos leucémicos ao diagnostico
(P=0,019 e P=0,001, respectivamente), e a expressao de ABCCl
correlacionou-se positivamente com a atividade da LDH (P=0,019). Nos
casos de leucemia linfoide aguda (LLA) B, as expressdes de ABCB1 e
de abccl correlacionaram-se positivamente com a atividade da LDH
(P=0,007 e P= 0,017, respectivamente), a expressdéo de ABCCl
correlacionou-se negativamente com a contagem de leucécitos ao
diagndstico (P=0,006), e a expressao de LRP correlacionou-se
positivamente com o ndmero de leucdcitos ao diagndstico (P=0,001) e
associou-se com a presenca da t(9;22)(q34;911.2) (P=0,012). Nos casos
de LLA-T, a transcricdo de abchl e a contagem de leucdcitos
correlacionaram-se  positivamente  (P=0,007). Os pacientes com



diagndstico de LA que ndo entraram em remissdo ap0s a terapia de
inducdo expressaram mais abcbl do que aqueles que apresentaram
remissdo completa (P=0,004). Os portadores de LMA que néo
responderam a terapia de inducdo expressaram mais abcbl e ABCC1 do
gue ©0s que apresentaram remissdo (P=0,005 e P=0,017,
respectivamente). Além disso, os casos de LMA expressaram menos
abccl apo6s inducdo (P=0,016) e os de LPA expressaram mais LRP ap0s
a indugéo (P=0,025). Os resultados mostram que a analise de transcricao
dos genes mdr fornece informagdes de progndstico diferentes da anélise
das proteinas MDR. Diante disso, 0 presente estudo recomenda que no
momento do diagndstico dos portadores de LA seja realizada a avaliagdo
simultanea da expressdo dos genes abcbl, abccl e Irp e das proteinas
ABCBL1, ABCCL1 e LRP de resisténcia a quimioterapia.

Palavras-chave: Resisténcia a maltiplos farmacos; Leucemia aguda;
ABCB1; ABCCL1; LRP.



ABSTRACT

Less than 45% of patients with acute leukemia (ALS) survive five years
after diagnosis. The failure in treatments relate primarily to
chemotherapy resistance. The mechanism most commonly implicated in
the multidrug resistance (MDR) is the expression of membrane proteins
capable of carrying cytotoxic molecules out of the cell, which keeps
intracellular concentrations of the chemotherapics below those desired.
The aim of this study was to investigate the expression of
abch1/ABCB1, abccl/ABCC1 and Irp/LRP as molecular markers for
differential diagnosis, prognostic stratification and minimal residual
disease detection in patients with AL treated by Oncohematology
Service do Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa
Catarina (HU-UFSC). For this purpose, samples were collected from 75
patients with AL. Analysis of mdr genes transcription was assessed by
semi-quantitative RT-PCR and MDR proteins expression was evaluated
by flow cytometry. The results showed that in AL cases, ABCB1
expression and LDH activity were positively correlated (P=0.001), the
presence of CD34 marker was associated with increased abccl
transcription (P=0.006), and higher LRP expression was associated with
the absence of CD56 marker (P=0.029) and with the absence of survivin
transcription (P=0.029). In patients with acute myeloid leukemia
(AML), the abccl transcription and the patients age were positively
correlated (P=0.029), the absence of survivin transcription was
associated with a bigger Irp transcription (P=0.040), and bigger LRP
expression was associated with AML diagnosis (P=0.025). In patients
with acute promyelocytic leukemia (APL), abccl and LRP expressions
were positively correlated with the percentage of blasts at diagnosis
(P=0.019 and P=0.001, respectively), and ABCC1 expression was
positively correlated with LDH activity (P = 0.019). In B acute
lymphoid leukemia (ALL) cases, ABCB1 and abccl expressions were
positively correlated with LDH activity (P=0.007 and P=0.017,
respectively), ABCC1 expression was negatively correlated with the
white blood cell count at diagnosis (P=0.006), and LRP expression was
positively correlated with the white blood cell count at diagnosis
(P=0.001) and with the presence of t(9; 22)(q34; q11.2) (P=0.012). In T-
ALL cases, ABCB1 expression and the white blood cell count at
diagnosis were positively correlated (P = 0.007). Patients diagnosed
with AL who had achieved remission after induction therapy expressed
more ABCB1 than those who had had complete remission (P=0.004).
The AML patients who have not responded to induction therapy



expressed more abcbl and ABCC1 than those who had achieved
remission (P=0.005 and P=0.017, respectively). Additionally, AML
cases expressed less abccl after induction therapy (P=0.016) and APL
cases expressed more LRP after induction (P=0.025). The results
showed that mdr genes expression analysis and MDR proteins analysis
provide different prognostic informations. Thus, the present study
recommends that at the moment of AL patients diagnosis a simultaneous
evaluation of mdr genes abcbl, abccl and Irp and MDR proteins
expression ABCB1, ABCC1 and LRP should be held.

Keywords: Multidrug Resistance; Acute Leukemia; ABCB1; ABCCL;
LRP.
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1 INTRODUCAO

A modulacdo da homeostase nos organismos multicelulares
requer a combinacdo de diferentes sistemas regulatdrios altamente
eficientes para controlar os mais diversos processos fisioldgicos,
incluindo a proliferacdo e a diferenciacdo celular. A existéncia de
processos de controle e sinalizacdo é fundamental para manter a
identidade e a integridade do organismo. Quando esses mecanismos de
controle sdo subvertidos, ocorre o cancer (HANAHAN; WEINBERG,
2011).

Atualmente, mais de 12 milhGes de pessoas por ano Ssdo
diagnosticadas com cancer no mundo (FERLAY et al., 2010). No Brasil,
sdo esperados para 2013, aproximadamente, 518 mil casos novos de
cancer (INCA, 2011). As neoplasias malignas estdo entre as principais
causas de mortalidade no mundo, sendo responsavel pela morte de 7,6
milhGes de pessoas no ano de 2008, 0 que representa, aproximadamente,
13% dos 6bitos mundiais (FERLAY et al., 2010). Estima-se que em
2030 o cancer sera responsavel pela morte de 17 milhdes de pessoas
(INCA, 2011). Em 2007, o Sistema de Informacdes sobre Mortalidade
notificou que desde 2003, as neoplasias malignas constituem a segunda
causa mais frequente de morte na populagdo, 0 que representa quase
17% dos dbitos de causa conhecida no Brasil (INCA, 2007).

As leucemias constituem um grupo de neoplasias malignas
caracterizado pela proliferacdo descontrolada, sobrevivéncia e
diferenciagdo anormal de células hematopoiéticas na medula G6ssea
(MO) (SWERDLOW et al., 2008; CORNELL; PALMER, 2012). Para o
ano de 2008, foi estimado cerca de 350 mil novos casos e 257 mil ébitos
por leucemia no mundo (FERLAY et al., 2010). Para o Brasil, as
estimativas para 2013 sdo de 8.510 novos casos de leucemia, o que
corresponde a um risco estimado de 5 casos novos a cada 100 mil
homens e 4 a cada 100 mil mulheres. Para o estado de Santa Catarina,
sdo esperados 300 novos casos de leucemia, sendo 20 novos casos SO
para a cidade de Floriandpolis (INCA, 2011).

Os custos financeiros para o diagndstico e o tratamento das
neoplasias sdo cada vez mais elevados, e, considerando que no Brasil,
cerca de 80% do sistema de saude, inclusive a assisténcia oncoldgica, é
financiado por recursos publicos, o céncer consolida-se como um
importante problema de salde publica (KLIGERMAN, 2002; BRASIL,
2005). Sendo assim, 0 aumento da eficacia dos tratamentos com 0 uso
de protocolos terapéuticos individualizados e especificos pode resultar
na diminuicdo do tempo de internagdo hospitalar, diminui¢do de custos
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para 0 Sistema Unico de Sadde (SUS) e melhora na qualidade de vida
desses pacientes.

O tratamento das leucemias envolve radioterapia, quimioterapia,
imunoterapia, transplante de medula éssea ou uma combinacdo dessas
(BASSAN et al., 2004; JURCIC; SOIGNET; MASLAK, 2007; KRUG
et al., 2011; BURNETT, 2012; CORNELL; PALMER, 2012). Por ser
um grupo heterogéneo de doengas, as LAs se diferem quanto a resposta
ao tratamento. Os indices de remissdo e sobrevida livre de doenca
dependem de varios fatores, incluindo idade, leucemotria,
superexpressdao de proteinas antiapoptdticas, como a survivina, e
alteragBes citogenéticas e submicroscopicas, como a presenga das
mutacfes nos genes que codificam a proteina tirosina-cinase 3
semelhante a FMS (FLT3) e a proteina janus cinase 2 (JAK2).

Atualmente, os protocolos de tratamento permitem a remissao
hematoldgia completa ap6s a terapia de indugdo em mais de 50% dos
pacientes com diagnostico de leucemia aguda (LA). No entanto, a
grande maioria dos pacientes apresenta recidiva e morre alguns anos
apos o diagnéstico (SHIPLEY; BUTERA, 2009; PULTE; GONDOS;
BRENNER, 2010; HARRISON, 2011; ROBOZ, 2011; CORNELL;
PALMER, 2012; NARAYANAN; SHAMI, 2012). De fato, apesar dos
avancos no tratamento das LAs, projeces mostram que apenas 21,4% e
27,5% dos pacientes adultos diagnosticados com leucemia mieloblastica
aguda (LMA) e leucemia linfoblastica aguda (LLA), respectivamente,
irdo sobreviver por cinco ou mais anos apés o diagnostico (PULTE;
GONDOS; BRENNER, 2010; TOFT et al., 2012).

Grande parte do insucesso do tratamento das LAs se deve a
refratariedade & quimioterapia, que resulta muitas vezes da
superexpressdao de uma classe de proteinas transportadoras de
membrana, as quais levam a diminuicdo da concentracdo intracelular de
farmacos e ocasionam o fendmeno denominado de resisténcia a
multiplos farmacos (MDR) (ABUTALIB; WETZLER; STOCK, 2009;
FORAN, 2010). Varios trabalhos demonstraram que a expressdo dessas
proteinas de resisténcia correlaciona-se com fatores de mau prognéstico,
com a resposta ao tratamento e com a ocorréncia de recidiva em
portadores de LA (SAMDANI et al., 1996; VAN DEN HEUVEL-
EIBRINK et al., 2007; SHMAN et al., 2008; EL-SHARNOUBY et al.,
2010; PALLIS et al.,, 2011; CHAUHAN et al.,, 2012). No entanto,
muitos estudos ndo encontram associagdo entre a expressdo dessas
proteinas MDR e o progndstico ou desfecho do paciente portador de LA
(LEITH et al., 1999; MICHIELI et al., 1999; CORTEZ et al., 2009;
ROCKOVA et al., 2011; MAHJOUBI; AKBARI, 2012). Muitos desses
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resultados discordantes tém sido atribuidos a variagBes étnicas,
demogréficas e metodoldgicas (VALERA et al., 2004).

Diante desse cendrio, neste estudo avaliou-se a expressdo de trés
proteinas MDR, a proteina de resisténcia a mdltiplos farmacos 1
(ABCB1/Pgp/MDR1), a proteina associada a resisténcia a mdaltiplos
farmacos 1 (ABCCL/MRP1) e a proteina associada a resisténcia
pulmonar (LRP), por duas metodologias diferentes em uma populagéo
de portadores de LA e analisou-se a sua associacdo com fatores de
prognostico estabelecidos pela literatura e com a resposta a
quimioterapia de inducdo, com o intuito de investigar o papel dessas
proteinas MDR no diagndstico, no progndstico e na resposta a terapia
desses pacientes.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Investigar a expressdo dos genes e proteinas de resisténcia a
multiplos farmacos (abcbhl/ABCB1, abccl/ABCC1 e Irp/LRP) como
marcadores moleculares de diagnoéstico diferencial, estratificacdo de
progndstico e deteccdo de doenga residual minima em pacientes
portadores de leucemias agudas (LAs) atendidos pelo Servigo de
Oncohematologia do Hospital Universitario da Universidade Federal de
Santa Catarina (HU-UFSC).

1.1.2 Objetivos Especificos

e Estabelecer o perfil laboratorial dos pacientes com LA atendidos
pelo Servigo de Oncohematologia do HU-UFSC no momento do
diagndstico, usando como pardmetros a leucometria, o percentual
de blastos, a presenca dos marcadores CD34 e CD56, a atividade
de lactato desidrogenase (LDH) e as anormalidades citogenéticas e
genéticas submicroscépicas);

e Investigar, por transcricdo reversa — reagdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) semiquantitativa, o perfil de transcri¢do dos
genes de resisténcia a multiplos farmacos (abcbl, abccl e Irp) nas
células mononucleares de pacientes com diagnostico de LA antes
da primeira terapia e durante o tratamento quimioterapico;

e Investigar, por citometria de fluxo, o perfil de expressdo das
proteinas de resisténcia a maltiplos farmacos (ABCB1, ABCC1 e
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LRP) nos blastos leucémicos dos pacientes com diagndstico de LA
antes da primeira terapia e durante o tratamento quimioterapico;
Investigar, por reagdo em cadeia da polimerase (PCR), a frequéncia
das mutaces FLT3-DIT, FLT3-D835 e JAK2V617F no momento
do diagndstico nos pacientes portadores de LA;

Investigar o perfil de transcrigdo do gene survivina nos pacientes
portadores de LA,

Determinar a mediana de sobrevida dos pacientes com diagndstico
de LA atendidos pelo servi¢o de oncohematologia do HU-UFSC;
Correlacionar a intensidade de expressdo dos genes e das proteinas
de resisténcia a maltiplos farmacos com os fatores de prognostico
(idade, leucometria, percentual de blastos, LDH, expressdo de
CD34, de CD56 e de survivina, presenga das mutacdes FLT3-DIT e
FLT3-D835, e das translocacBes 1(8;21)(g22;022) e
1(9;22)(q34;q11.2));

Analisar a expressdo dos genes e das proteinas de resisténcia a
multiplos farmacos como ferramenta de diagnostico diferencial
entre os subtipos de LA,

Verificar a associagdo entre a expressdo dos genes e das proteinas
de resisténcia a mdltiplos farmacos e a resposta clinica dos
pacientes com diagndstico de LA,

Analisar a expressdo dos genes e das proteinas de resisténcia a
multiplos farmacos como instrumento para deteccdo de doenca
residual minima nos pacientes com diagndstico de LA.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 LEUCEMIAS AGUDAS

As leucemias constituem um grupo de neoplasias malignas
caracterizado pela proliferacdo descontrolada, sobrevivéncia e
diferenciacdo anormal de células hematopoiéticas na medula dssea
(MO), que, posteriormente, atingem a circulacdo periférica e podem se
infiltrar em outros sistemas organicos (SWERDLOW et al., 2008;
CORNELL; PALMER, 2012).

A tumorigénese € um processo de multiplos passos, em que cada
passo reflete uma alteracdo genética que acomete a célula. Cada
mudanca genética sucessiva confere a célula um ou outro tipo de
vantagem de proliferacdo em relagdo as células normais, o que a permite
ignorar os circuitos regulatorios da proliferacdo celular normal e da
homeostasia. Com isso, ocorre a conversdo progressiva de uma célula
normal em uma célula neoplasica (HANAHAN; WEINBERG, 2000;
BITTERMAN; POLUNOVSKY, 2012; DANG, 2012; DAWSON;
KOUZARIDES, 2012).

Acredita-se que os diversos genoétipos das células leucémicas
representam a manifestacdo de quatro alteragGes essenciais na fisiologia
celular que, coletivamente, ditam a proliferacdo maligna. Esses fatores
sdo: i) autossuficiéncia dos sinais de crescimento; ii) insensibilidade aos
sinais inibidores do crescimento; iii) evasdo da morte celular
programada (apoptose); e iv) potencial de replicacdo ilimitado
(HANAHAN; WEINBERG, 2000). Recentemente, sugeriu-se que dois
fatores adicionais também estdo envolvidos na patogénese do cancer: a
reprogramacéo do metabolismo energético e a evasdo da destruigdo pelo
sistema imunoldgico, principalmente a mediada por linfécitos T e B,
macréfagos e células natural killer (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A transformacdo leucémica origina-se a partir de uma mutagéo
somatica em uma célula primordial (stem cell) e pode ocorrer em
diferentes fases da diferenciacdo de precursores linfoides ou mieloides,
0 que a caracteriza como uma doenca heterogénea sob o aspecto
biolégico e morfolégico (SHIPLEY; BUTERA, 2009; CORNELL;
PALMER, 2012; NARAYANAN; SHAMI, 2012). Dessa forma, as
leucemias podem ser divididas em linfoides e mieloides; e em agudas e
cronicas (SWERDLOW et al., 2008; CORNELL; PALMER, 2012).

As LAs se caracterizam pelo acumulo de células imaturas
(blastos) incapazes de se diferenciar devido a um bloqueio de maturacéo
(WANG; CHEN, 2000; CORNELL; PALMER, 2012). Quando esse
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blogueio maturativo ocorre na linhagem mieloide d& origem as
leucemias mieloides agudas (LMAs) e, quando afeta a linhagem
linfoide, origina as leucemias linfoides agudas (LLAs). Em alguns casos
raros, podem coexistir duas populagBes de blastos de diferentes
linhagens, ou os blastos existentes podem apresentar marcadores
especificos de mais de uma linhagem. Historicamente, ha uma
dificuldade de como definir este tipo de leucemia aguda de fenétipo
misto (LAFM), mas, atualmente, se aceita a denominagdo de Leucemia
Aguda Bilineal para o primeiro caso e Leucemia Bifenotipica Aguda
(LBA) para a segunda situacdo (SWERDLOW et al., 2008; BENE;
PORWIT, 2012).

Durante os Gltimos 20 anos, o diagnostico das LAs deixou de se
basear apenas no uso de andlises citomorfologicas das células
neoplésicas para abranger diferentes métodos e critérios de diagnostico
(HAFERLACH et al., 2005). O diagndstico das LAs é dado pela
avaliagdo conjunta das caracteristicas clinicas e laboratoriais
apresentadas pelo individuo no momento do diagndéstico (KEBRIAEI,
ANASTASI; LARSON, 2003; SWERDLOW et al., 2008).

As manifestacBes clinicas das LAs sdo varidveis e a
sintomatologia geralmente esta associada aos 6rgaos envolvidos e a ndo
funcionalidade das células leucémicas (CORNELL; PALMER, 2012). A
proliferagdo descontrolada de células leucémicas e a infiltracdo da MO
resultam na inibicdo da producédo das células hematopoiéticas normais,
como os leucécitos, os eritrocitos e as plaguetas. Como consequéncia, 0s
individuos portadores de LA frequentemente apresentam sintomas
como: fadiga, astenia e palidez, em virtude da anemia; sangramento
gengival e outras manifestacbes hemorragicas, resultantes da
plaquetopenia; dispneia e dores musculares, devido a leucocitose; e
febre, devido a complicaces infecciosas associadas a neutropenia ou a
liberacdo de citocinas secretadas pelas células leucémicas (BASSAN et
al., 2004; CORNELL; PALMER, 2012; NARAYANAN; SHAMI,
2012). Em alguns casos, pode-se também observar linfadenopatia
generalizada, esplenomegalia e hepatomegalia, devido a infiltracdo das
células leucémicas nos diferentes tecidos do organismo (PEJOVIC;
SCHWARTZ, 2002; NARAYANAN; SHAMI, 2012).

Para o diagndstico laboratorial das LAs, foi estabelecido um
algoritmo que combina andlises citomorfoldgicas e imunofenotipicas,
com métodos citogenéticos e moleculares (HAFERLACH et al., 2005).
O diagnostico laboratorial das LAs inicia-se com a observacdo de 20%
ou mais de blastos neopléasicos no exame morfologico de extensdo de
sangue periférico (SP) e/ou MO (SWERDLOW et al., 2008;
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CORNELL; PALMER, 2012). No entanto, a diferenciagdo entre
linfoblastos e mieloblastos pela microscopia Optica € dificil e pouco
precisa. Desta forma, apds a avaliacdo citomorfolGgica, € mandatdria a
realizacdo da imunofenotipagem e da andlise citogenética das células
leucémicas (SWERDLOW et al., 2008). Além disso, também podem ser
realizadas andlises pelas técnicas de hibridizacdo in situ com
fluorescéncia (FISH), PCR ou qualquer outro método de rastreio de
marcadores moleculares especificos do clone leucémico (HAFERLACH
et al., 2005). Todas essas analises laboratoriais sdo necessarias para
diferenciar e caracterizar a célula neoplasica encontrada, o que
possibilita a correta classificacdo das LAs e permite uma melhor
determinacdo do prognostico do paciente e conduta terapéutica a ser
seguida (JURCIC; SOIGNET; MASLAK, 2007; SWERDLOW et al.,
2008; ESTEY, 2012; MCGREGOR; MCNEER; GURBUXANI, 2012).

Durante muitos anos, a classificagdo para leucemias proposta pelo
grupo FAB (French-American-British Coooperative Group), em 1976
(BENNETT et al., 1976) e modificada em 1982 e 1991 (BENNETT et
al., 1982; BENNETT et al., 1991), foi utilizada. Nessa classifica¢do,
baseada no aspecto morfolégico e nas caracteristicas citoquimicas dos
blastos leucémicos, as LMAs foram divididas em oito subtipos (M0 a
M7) e as LLAs em trés subtipos (L1 a L3). Com a finalidade de superar
as limitagdes da classificagdo FAB, em 2001, a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) publicou uma classificacdo para as neoplasias do sistema
hematopoiético e linfoide, levando em consideracdo ndo sé as
caracteristicas morfoldgicas e citoquimicas dos blastos, mas também as
suas caracteristicas imunofenotipicas e genético-moleculares (JAFFE et
al., 2001). Em 2008, a classificacdo das neoplasias hematoldgicas foi
revisada pela OMS e novas subcategorias de LA foram estabelecidas.
Para as LMAs, sete subcategorias foram criadas: i) LMA associada a
anormalidades genéticas recorrentes; ii) LMA com alteracOes
relacionadas com mielodisplasia; iii) neoplasias mieloides associadas ao
tratamento; iv) LMA ndo categorizada nos itens anteriores; v) sarcoma
mieloide; vi) proliferacdo mieloide relacionada com sindrome de Down;
e vii) neoplasia de células blasticas dendriticas plasmocitdides. As LLAs
foram subdivididas em trés subcategorias: i) leucemia/linfoma
linfoblastico B com anormalidades genéticas recorrentes; i)
leucemia/linfoma linfoblastico B ndo categorizada nos itens anteriores;
iii) e leucemia/linfoma linfoblastico T (SWERDLOW et al., 2008).

Por constituirem um grupo heterogéneo de doencas, as LMAs e
as LLAs diferem quanto ao prognoéstico e resposta ao tratamento. Os
indices de remissdo e sobrevida livre dessas doengas dependem de
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varios fatores, incluindo a idade dos pacientes, leucometria ao
diagndstico, alteracBes citogenéticas, outras alteracfes moleculares
relacionadas ao clone leucémico, desordens prévias na MO e
comorbidades associadas. Dentre esses fatores, as anormalidades
citogenéticas sdo consideradas o parametro individual de prognéstico
mais importante e a sua identificacdo permite a estratificagdo dos
pacientes em trés grandes grupos de risco: risco favoravel, intermediario
e desfavoravel (Quadro 1) (HARRISON, 2011; KRUG et al., 2011,
MARCHESI et al., 2011; CORNELL; PALMER, 2012).

Quadro 1 — Estratificacdo de risco para as Leucemias mieloides agudas e
Leucemias linfoides agudas baseada nas anormalidades citogenéticas.

Risco Favoravel Risco - Risco Desfavoravel
Intermediario
t(15;17)(922;g12-21)  Carittipo normal  Caridtipo complexo
1(8;21)(922;922) 1(9;11)(p22;923) inv(3)(g21g26)/
inv(16)(p13g22)/ del(7q) t(3;3)(g21;026)
t(16;16)(p13;922) del(9q) t(9;22)(g34;q11)
del(11q) t(8;16)(p11;p13)/
L del(20q) inv(8)(p11;p13)
M +8 t(6;9)(p23;934)
A +11 t(6;11)(927;923)
+13 t(10 ;11)(p13;923)
+21 t(11;19)(923;p13.1)
del(5q)
-5
-7
-17
del(12p) Caridtipo normal  t(9;22)BCR/ABL
t(12;21)ETV6/RUNX1 Outras alteracdes Rearranjos no gene MLL
L | Alta hiperploidia ndo  favoraveis/ Translocagdo do gene
L | del(9p) desfavoraveis IGH
A | 1(10;14) Caridtipo complexo
t(14911-gq13) Baixa hipoploidia

LMA - Leucemia mieloide aguda; LLA — Leucemia linfoide aguda; del —
Delecéo; t — Translocagdo; inv — Inverséo; (-) — perda; (+) — adicdo. Adaptado de:
HARRISON, 2011; KRUG et al., 2011; MARCHESI et al., 2011; CORNELL;
PALMER, 2012.

Atualmente, a conduta médica para os grupos de risco favoravel e
desfavoravel estd bem estabelecida. No entanto, a heterogeneidade do
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grupo de risco intermediario faz com que os protocolos de tratamento
para esse grupo permanecam incertos (DALAL et al.,, 2012; NCCN,
2012a; NCCN, 2012b). Entre 40% e 50% dos casos de LMA e 25% dos
de LLA apresentam cari6tipo normal, o que faz com que uma
significativa parcela dos pacientes encontre-se nessa regido de risco
intermediario ou “indeterminado”. Esse fato incentivou a busca de
novos marcadores moleculares de progndstico que auxiliassem no
refinamento dos grupos prognosticos, especialmente nos casos de
cariotipo normal (MARCHESI et al., 2011; CORNELL; PALMER,
2012; DALAL et al., 2012).

Nesse contexto, a implementacdo de técnicas moleculares que
permitam a identificacdo de véarias anormalidades genéticas
submicroscépicas de significado progndéstico tem sido recomendada pela
OMS (SWERDLOW et al.,, 2008; DALAL et al., 2012). Dentre as
anomalias genéticas recentemente descobertas, trés mutacdes tém
recebido especial atengdo devido a sua capacidade de auxiliar na
estratificacdo dos pacientes com LMA e cariétipo normal, as quais ja
sdo amplamente aceitas na rotina de pratica clinica. Estas sdo as
mutacBes nos genes que codificam as proteinas tirosina-cinase 3
semelhante a FMS (FLT3), nucleofosmina 1 (NPML1) e proteina ligante
ao amplificador CCAAT isoforma alfa (CEBPA) (FORAN, 2010;
ABDEL-WAHAB; PATEL; LEVINE, 2011). Por essas serem mutacdes
de alta frequéncia, com importante significado prognostico e importante
associacdo com certas caracteristicas morfoldgicas e clinicas, a OMS
sugeriu que elas pudessem identificar um novo conjunto de subtipos de
LMA e criou duas novas entidades ainda provisorias, a LMA com
mutacdo no NPM1 e a LMA com mutagcdo no CEBPA. Por estarem
associadas a mais de uma subcategoria de LMA e a mais de um tipo de
anomalia citogenética e molecular, as mutacdes no gene FLT3 ndo
receberam um subtipo especial de LMA. No entanto, isso ndo diminui a
sua importancia clinica. De fato, a OMS recomenda a sua pesquisa para
todos os casos de LMA (SWERDLOW et al., 2008; ABDEL-WAHAB,;
PATEL; LEVINE, 2011).

O gene FLT3, localizado no cromossomo 13qgl12, codifica um
receptor tirosina-cinase de classe Ill, que é composto por um dominio
extracelular (DE), um dominio justamembranar (JM) e um dominio
tirosina-cinase altamente conservado (LICINIO; SANTOS-SILVA,
2010; TAKAHASHI, 2011). Esse receptor estd envolvido na
diferenciacdo e na proliferacdo celular e € normalmente expresso nas
células tronco hematopoiéticas (Figura 1) (SMALL, 2008;
SWERDLOW et al., 2008; DALAL et al., 2012). No entanto, ap6s a
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diferenciacdo do progenitor, o FLT3 é rapidamente suprimido e por isso,
ele ndo €& normalmente expresso em células hematopoiéticas
diferenciadas (SWERDLOW et al., 2008; DALAL et al., 2012).

Figura 1 — Vias de transducéo de sinal do receptor FLT3.
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A ligacéo do ligante de FLT3 ao receptor FLT3 causa a autofosforilagdo deste e
sua consequente ativacdo. Uma vez ativado, o receptor FLT3 ativa numerosas
vias, incluindo as vias das Transdutoras de Sinal e Ativadoras de Transcricdo
(STATs), das Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgeno (MAPKs) e da
Fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K)/Proteina Cinase B (Akt). A ativacdo destas
vias induz a proliferacdo celular e interrompe os processos de apoptose e
diferenciagdo celular. As mutagdes FLT3-DIT e FLT3-D835 conferem uma
atividade cinase constitutiva ao receptor FLT3, independente da presenca do
ligante. Adaptado de: SMALL, 2008.

Atualmente, ja foram identificadas duas classes distintas de
mutagdo no FLT3, a duplicacdo interna em tandem (FLT3-DIT) e a
alteracdo no codon 835 da proteina (FLT3-D835). Nas LMAs, as
mutacgBes ativas no receptor tirosina-cinase FLT3 é o evento genético
mais comumente encontrado, estando presentes em 20% a 40% dos
casos de LMA. A sua forma mais comum é a FLT3-DIT,
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compreendendo 75% a 80% dos casos de mutagcdo no FLT3. Ja a
mutacdo FLT3-D835, que se origina de uma mutacdo pontual no éxon
20 do gene, representa os outros 25 a 30% das mutagdes no FLT3 nas
LMAs (GILLILAND; GRIFFIN, 2002; SWERDLOW et al., 2008;
LICINIO; SANTOS-SILVA, 2010).

As mutacbes no FLT3 modificam a estrutura do receptor, 0 que
faz com que este fique constantemente ativo, independentemente da
presenca do ligante. Os receptores ativos, por sua vez, iniciam diversas
vias de sinalizacdo que estdo envolvidas na proliferacdo, diferenciacéo e
sobrevivéncia celular, como a da JAK2, a da transdutora de sinal e
ativadora de transcricdo 5 (STAT5) e a da proteina cinase ativada por
mitégeno (MAPK) (LICINIO; SANTOS-SILVA, 2010; DALAL et al.,
2012).

Como regra geral, a presenca do FLT3-DIT em adultos com LMA
apresenta pouco ou nenhum impacto na capacidade do paciente de
atingir remissdo completa, mas estd amplamente associada a alta
leucocitose ao diagnostico, aumento do risco de recidiva e diminuicdo
da sobrevida livre de doenca e da sobrevida global (KIYOI et al., 1999;
KOTTARIDIS et al., 2001; FROHLING et al., 2002; BIENZ et al.,
2005). O significado prognéstico da FLT3-D835 é controverso, mas,
aparentemente, essa mutacdo piora a sobrevida livre de doencga e a
sobrevida global do paciente (YAMAMOTO et al., 2001; FROHLING
etal., 2002).

A ativacdo constitutiva de receptores tirosina-cinase tem sido
observada em diversas neoplasias hematopoiéticas, como as LAs,
policitemia vera (PV), a trombocitemia essencial (TE) e a mielofibrose
primaria (MFP) (COOLS et al., 2003; BENCH; ERBER; SCOTT, 2005;
BOISSEL et al., 2006; SCHLENK et al., 2008; ABUTALIB;
WETZLER; STOCK, 2009; AKAGI et al., 2009; WANG et al., 2010;
YAGHMAIE et al., 2012). No ano de 2005, foi identificada uma nova
mutacdo somatica recorrente em neoplasias hematoldgicas que ocasiona
a ativacdo constitutiva de outra tirosina-cinase, a JAK2. Essa mutacdo é
denominada JAK2V617F por se tratar de uma mutacdo no éxon 14 do
gene JAK2, localizado no cromossomo 9p24, que causa uma
substituicdo de uma valina por uma fenilalanina no cédon 617 do
dominio pseudocinase da proteina JAK2 (BAXTER et al., 2005;
JAMES et al., 2005; KRALOVICS et al., 2005; LEVINE et al., 2005b;
ZHAO et al., 2005). A proteina JAK2 é uma enzima capaz de catalisar a
transferéncia de um fosfato de uma molécula de ATP para residuos de
tirosina  presentes no seu proprio  dominio  citoplasmatico
(autofosforilagdo) e para residuos de tirosina de outras proteinas
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citoplasmaticas que sdo componentes vitais em vias de sinalizagao
relacionadas a diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular.
Dentre as vias ativadas pela JAK2, pode-se citar a dos fatores de
transcricdo STAT, a das MAPKs e a via Fosfatidilinositol-3-cinase
(PI3K)/Proteina Cinase B (Akt) (Figura 2) (LEVINE et al., 2007;
BARCELOS; SANTOS-SILVA, 2011).

Figura 2 — Vias de sinalizacéo ativadas pela JAK2 e JAK2V617F.
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A proteina JAK2 catalisa a transferéncia de um fosfato para residuos de tirosina
de proteinas envolvidas nas vias de sinalizacdo relacionadas a diferenciagéo,
proliferagdo e sobrevivéncia celular, como as vias das Transdutoras de Sinal e
Ativadoras de Transcricdo (STATS), das Proteinas Cinases Ativadas por
Mitégeno (MAPKSs) e da Fosfatidilinositol-3-cinase (PI13K)/Proteina Cinase B
(Akt). A mutacdo JAK2V617F confere uma atividade cinase constitutiva a sua
proteina homénima, o que leva & proliferacdo descontrolada de células
hematopoiéticas, independente da presenca de ligantes. Adaptado de: LEVINE
etal., 2007.

A mutacdo JAK2V617F confere uma atividade cinase constitutiva
a sua proteina homénima, o que leva a proliferacdo descontrolada de
células hematopoiéticas, independente da presenca de ligantes (JAMES
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et al., 2005; LEVINE et al., 2005b). A JAK2V617F é encontrada em
mais de 90% dos casos de PV e em aproximadamente 50% dos casos de
TE ¢ MFP (SWERDLOW et al., 2008). Nas LAs, a frequéncia da
mutacdo é bem inferior. Em um estudo com 222 pacientes com
diagnostico de LMA, Levine et al. (2005a) identificaram quatro casos
positivos para JAK2V617F, sendo que desses, trés tratavam-se de LMA
secundaria a neoplasia mieloproliferativa (NPM). Em outros estudos,
Eghtedar et al. (2012) verificaram a presenca da JAK2V617F em sete
casos de LMA secundaria a NMP (N=18) e trés casos de LMA de novo
(N=10); Frohling et al. (2006) encontraram cinco casos de LMA
secundaria @ NMP (N=7) e apenas um caso de LMA de novo (N=152)
positivos para a mutacdo; e Jelinek et al. (2005) identificaram apenas 2
casos de LMA positivos para a mutacdo (N=39). Nenhum desses
estudos encontrou a JAK2V617F em casos de LLA (JELINEK et al.,
2005; LEVINE et al., 2005a; FROHLING et al., 2006; EGHTEDAR et
al., 2012). O papel da mutacdo JAK2V617F nas LAs ainda nao esta
definido e mais estudos séo necessérios. No entanto, um estudo recente
com 34 pacientes sugeriu que a presenca da JAK2V617F nas NMPs
parece estar associada com uma aceleracdo para a transformacdo
leucémica (RINALDI et al., 2010).

As alteraches citogenéticas e moleculares também apresentam
grande relagcdo com a idade do paciente. Nas LMAs, a incidéncia de
anormalidades citogenéticas desvaforaveis, como a delecdo do
cromossomo 5 ou 7, em pacientes com mais de 60 anos € de 23%,
enquanto nos individuos com menos de 60 anos, esta incidéncia cai para
15% (LEITH et al., 1997; GRIMWADE et al., 2010). Dessa forma,
dentro de cada grupo de risco citogenético, o prognéstico piora com 0
aumento da idade. Contudo, é importante ressaltar que a idade também é
considerada um fator prognostico independente e que, de forma geral,
individuos com idade superior a 60 anos apresentam pior prognostico
(SHIPLEY; BUTERA, 2009; CORNELL; PALMER, 2012). Entretanto,
sabe-se que a idade influencia na sobrevida na forma de uma variavel
continua e, portanto, independente do ponto de corte, considera-se que
guanto mais idoso o paciente, pior o prognéstico (LEITH et al., 1997;
LEVI et al.,, 2000; FERRARA; PALMIERI; LEONI, 2008; ESTEY,
2012).

Outro fator progndstico de importancia clinica é a leucometria ao
diagndstico (SWERDLOW et al., 2008). O uso da leucometria ao invés
da contagem absoluta de blastos baseia-se no fato de que a
discriminagdo morfoldgica entre os verdadeiros blastos leucémicos e as
células mononucleares atipicas ndo leucémicas é muito dificil, o que
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implica em uma alta probabilidade de erro na contagem de blastos.
Assim como a idade, os pontos de corte para a leucometria ndo estdo
firmemente definidos e considera-se quanto maior o nudmero de
leucocitos ao diagndstico, pior o progndstico do paciente, uma vez que
uma elevada leucometria reflete uma elevada massa tumoral (BASSAN
et al., 2004; SHIPLEY; BUTERA, 2009). No entanto, foram
estabelecidos pontos de cortes para facilitar o estadiamento dos
pacientes no momento do diagnostico. De forma geral, sdo considerados
de pior prognéstico leucometria superior a 30.000 leucécitos/mm® em
individuos com LMA e LLA-B, e superior a 100.000 leucécitos/mm® em
individuos com LLA-T (BASSAN et al., 2004; CORNELL; PALMER,
2012).

Outro fator de prognéstico utilizado por também refletir a massa
tumoral nas neoplasias hematoldgicas € a atividade da LDH. A LDH ¢
uma enzima intracelular cuja atividade estd associada ao metabolismo
celular, o que a torna um marcador de proliferacdo celular. Dessa forma,
0 aumento sérico da LDH reflete a grande capacidade proliferativa das
células neoplasicas dos portadores de LA e é considerado como um fator
de mau prognostico (VARMA; VARMA, 2008).

A expressdo de imunofendtipos aberrantes também esta
relacionada ao prognostico das LAs e deve ser considerado no momento
da determinacdo da conduta terapéutica. Fendtipos aberrantes séo
aqueles em que uma célula de uma determinada linhagem expressa
antigenos caracteristicos de outra linhagem, ou seja, antigenos que em
circunstancias normais ndo seriam encontrados naquele tipo celular. Um
fendtipo aberrante frequentemente encontrado em alguns subtipos de
LMA, e que esta associado a um pior progndstico e uma menor chance
de cura, é a expressdo de CD56, um marcador tipico dos linfdcitos
natural killer (SWERDLOW et al., 2008). Nas LLAs, a expressao de
antigenos mieloides, como o CD13 e o CD33, parece conferir um pior
progndstico (BASSAN et al., 2004).

A continua expressdo de alguns antigenos também pode ser
utilizada como marcador de progndstico, como exemplo, pode-se citar a
expressao sustentada de CD34. Esse marcador é normalmente
encontrado em blastos e sua expressdo é rapidamente suprimida a
medida que essas células maturam. Dessa forma, 0 CD34 é normalmente
encontrado em células menos diferenciadas e, portanto, menos
responsivas ao tratamento quimioterapico. Com isso, a presenga de
CD34 esta relacionada com neoplasias mais agressivas € com menor
taxa de remissdo nas LMAs (PLESA et al., 2008; SWERDLOW et al.,
2008; DALAL et al., 2012).
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Em alguns casos, determinados antigenos nao sdo considerados
como marcadores de progndstico per si, mas tornam-se indicadores por
estarem associados a outros fatores de prognostico. Por exemplo, nas
LMAs, os antigenos linfoides CD19 e CD79a sdo frequentemente
encontrados na presenca da t(8;21)(g22;922), que é uma alteracdo
cromossdmica de risco favoravel nessa doenca (SWERDLOW et al.,
2008). O CD34 é um indicativo de mau progndstico nas LLAS por estar
comumente associado a t(9;22)(g34;911), uma alteracdo citogenética de
prognostico desfavoravel (BASSAN et al.,, 2004). Nas LMAs, a
presenca de CD34 também esta relacionada com a presenca da mutagdo
FLT3-DIT (DALAL et al., 2012) e com a expressdo de survivina
(DUFFY et al., 2007; FUKUDA et al., 2009; AHMED et al., 2012;
CARTER et al., 2012).

A survivina é uma proteina multifuncional que inibe a apoptose,
regula a divisdo celular e aumenta a angiogénese (Figura 3). Apesar de
ser raramente expressa em células e tecidos diferenciados, a
superexpressao dessa proteina é encontrada na maioria dos canceres
(VELCULESCU et al., 1999; DUFFY et al., 2007; MITA et al., 2008).
Nos tumores solidos, varios estudos correlacionaram a expressdo de
survivina com um curso clinicamente desfavoravel da doenca,
resisténcia a farmacos, pior progndstico e menor sobrevida do paciente
(ISLAM et al., 2000; SHINOHARA et al., 2005; CHURCH; TALBOT,
2012). O valor prognostico da survivina nas neoplasias hematologicas
ndo foi tdo amplamente estudado e os dados existentes sdo limitados.
Um estudo demonstrou que, nas LMAs, a alta expressdo de survivina
estd associada a uma menor sobrevida global e livre de eventos
(CARTER et al., 2012). Em outro estudo com pacientes pediatricos com
diagndstico de LLA, a expressdo de survivina foi significativamente
maior no grupo de alto risco, e 0s pacientes que recidivaram
apresentaram maiores niveis basais de survivina do que 0s que
permaneciam em remisséo apos o tratamento (ESH et al., 2011).
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Figura 3 — Funges da survivina na mitose e apoptose.
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Painel A - A survivina medeia a segregacdo adequada das proteinas do
complexo de passageiros cromossdémicos para 0s cinetocoros e estabiliza os
microtdbulos, o que contribui para a formag&o do fuso bipolar. Painel B — Ap6s
a ativacdo da sinalizacdo celular pré-apoptética, a survivina é liberada da
mitocOndria para o citosol e inibe a ativagdo e a atividade da caspase 9.
Adaptado de: MITA et al. 2008.

Apesar dos fatores clinicos e laboratoriais acima citados
possuirem grande influéncia no resultado do tratamento, uma das
determinantes primarias para a sobrevida do paciente é a sensibilidade
da doenca a quimio-radioterapia. Por isso, a resposta do paciente a
primeira etapa do tratamento também é considerada um fator
progndstico importante e a pesquisa de doenca residual minima (DRM)
é de realizacdo obrigatoria (DWORZAK et al., 2002; SWERDLOW et
al., 2008; NCCN, 2012b; NCCN, 2012a). De maneira geral, pacientes
com LMA ou LLA que atingem remissdo completa ap6s o primeiro
ciclo de guimioterapia ou ap6s quatro a cinco semanas de tratamento,
respectivamente, sdo considerados responsivos ao tratamento e,
portanto, sdo classificados como de melhor prognéstico (BASSAN et
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al., 2004; ABUTALIB; WETZLER; STOCK, 2009; SHIPLEY;
BUTERA, 2009; CORNELL; PALMER, 2012).

A correta andlise dos diversos fatores prognosticos existentes
(Quadro 2), juntamente com a exata classificacdo do subtipo de LA
permitiram a instituicdo de terapias mais individualizadas e efetivas
(KRUG et al., 2011; NARAYANAN; SHAMI, 2012). Apesar da
individualizacdo do tratamento, a maioria das terapias antineoplasicas
objetiva atingir a remissdo completa, ou seja, destruir as células
leucémicas, causando o menor dano possivel aos tecidos normais.
Existem diferentes tipos de tratamentos antileucémicos, no entanto, a
guimioterapia € o mais utilizado (BURNETT, 2012; CORNELL,;
PALMER, 2012; NARAYANAN; SHAMI, 2012). Ela consiste na
utilizacdo de uma variedade de farmacos citotoxicos que objetivam
promover a morte celular por apoptose ou modificar processos
intracelulares que convergem a ela. Portanto, a apoptose induzida por
quimioterapicos tem a finalidade de danificar o DNA, os componentes
lipidicos de membranas celulares e as proteinas celulares, causando um
desbalanco na homeostase celular (HERR; DEBATIN, 2001).

Quadro 2 — Fatores de progndstico em individuos com diagnéstico de leucemia
aguda.

Fator de prognostico Impacto no progndstico
Idade de 60 anos ou mais ao diagnoéstico  Desfavoravel
Leucemotria  superior a  30.000
leucocitos/mm?>*
Aumento da atividade da LDH Desfavoravel
Presenca dos marcadores CD34 e CD56  Desfavoravel nas LMAs
Translocages t1(15;17)(q22;912-21);
t(8;21)(022;922); e t(16;16)(p13;022)

Desfavoravel

Favoravel nas LMAs

Translocacdo t(9;22)(q34;q11) Desfavoravel nas LMAs
e LLAs

Mutacdo FLT3-DIT (13g12) Desfavoravel nas LMAs

Mutagbes FLT3-D835 (13gql2) e Em investigacio

JAK2V617F (9p24) gac

Superexpressdo de survivina Em investigacao

LMA — Leucemia mieloide aguda; LLA — Leucemia linfoide aguda. *Superior
a 100.000 leucécitos/mm3 em individuos com diagnoéstico de LLA-T; LDH —
Lactato desidrogenase. Adaptado de: KOTTARIDIS et al.; 2001; FROHLING
et al., 2002; BIENZ et al.,, 2005; SWERDLOW et al., 2008; VARMA;
VARMA, 2008; RINALDI et al., 2010; CORNELL; PALMER, 2012.
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O tratamento das LMAs é constituido de duas fases: a
quimioterapia de inducdo e a terapia de pds-remissdo. Nas LLAS, 0
tratamento em geral é dividido em: fase de inducdo, terapia de
consolidagdo e de manutengdo, profilaxia e/ou tratamento do sistema
nervoso central (SNC) e transplante de células tronco (CORNELL;
PALMER, 2012; NCCN, 2012a; NCCN, 2012b). A fase de indugédo
consiste em wuma terapia intensa que visa alcancar remissao
hematol6gica completa, ou seja, fazer com que a MO apresente menos
de 5% de blastos, que a hematopoiese normal se reestabeleca e que
nenhuma doenca extramedular seja detectada (CORNELL; PALMER,
2012; NARAYANAN; SHAMI, 2012). A terapia de pds-remissdo ou
consolidagdo é utilizada assim que a remissdo completa é alcancada e
objetiva evitar recidiva da doenca, diminuindo a quantidade de células
leucémicas ndo detectadas laboratorialmente. A fase de manutencéo
pode durar de um a dois anos e tem como objetivo prevenir que o
paciente tenha recidiva apds a realizacdo das terapias de inducdo e
consolidagdo. A profilaxia e/ou tratamento do SNC realizada nos casos
de LLA objetiva eliminar as células leucémicas de locais que ndo séo
facilmente alcangados pelos quimioterapicos de uso sistémico devido a
presenca da barreira hematoencefalica (NCCN, 2012a). O transplante de
MO é utilizado apenas em alguns casos selecionados de LLA, como em
pacientes com alteragdes citogenéticas de risco desfavoravel, e visa
aumentar a sobrevida a longo prazo e as chances de cura do paciente.
Idealmente, o doador de MO deve ser um parente consanguinio que
apresente compatibilidade com os antigenos leucocitarios humanos
(HLA) expressos pelo receptor. Contudo, na auséncia de um doador
conseguineo, doadores compativeis ndo aparentados também podem ser
considerados (CORNELL; PALMER, 2012).

Apesar do desenvolvimento de novos farmacos e da constante
atualizacdo dos protocolos, o tratamento das LAs ainda permanece um
desafio (ROBOZ, 2011; NARAYANAN; SHAMI, 2012). Atualmente,
entre 70% e 80% dos pacientes com menos de 60 anos que apresentam
diagndstico de LMA atingem remissdo completa ap6s o tratamento. No
entanto, a maioria dos pacientes tem recidiva e apenas 40% a 45% deles
sobrevive ap6s cinco anos. Para os individuos com mais de 60 anos, 0s
indices de remissdo sdo ainda piores, pois somente 40% a 50% dos
individuos em condigdes de receber tratamento no momento do
diagndstico atinge a remissdo; a taxa de cura é inferior a 10% e a
mediana de sobrevida é de menos de um ano (PULTE; GONDOS;
BRENNER, 2010; ROBOZ, 2011; CORNELL; PALMER, 2012). Em
relagdo as LLAS, os atuais protocolos de tratamento conseguem taxas de
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remissdo de 80% a 90% em pacientes adultos. Contudo, o tempo de
remisséo é curto, menos de 40% dos individuos com 60 anos ou menos
atingem a cura e, entre os pacientes com mais de 60 anos, menos de
15% consegue alcancar a cura (HARRISON, 2011; CORNELL;
PALMER, 2012; NARAYANAN; SHAMI, 2012).

O insucesso no tratamento das LAs relaciona-se, principalmente,
a elevada proporcdo de pacientes resistentes a quimioterapia e que,
portanto, ndo atingem a remissdo completa ou apresentam recidiva apos
uma resposta inicial favoravel (EL-SHARNOUBY et al., 2010;
SHAFFER et al., 2012). Em geral, a resisténcia clinica a farmacos €
conferida por dois diferentes mecanismos: resisténcia celular a farmacos
e recrudescimento leucémico (DEN BOER et al., 1998; KRUH, 2003;
ABUTALIB; WETZLER; STOCK, 2009). A resisténcia celular a
multiplos fa&rmacos (MDR) denota uma condigdo na qual as células séo
resistentes & agéo toxica de uma variedade de fA&rmacos ndo relacionados
estrutural e funcionalmente. A MDR pode ser conferida por um ou mais
mecanismos de resisténcia, sendo que dois dos mais importantes sdo a
ativacdo de mecanismos antiapoptdticos, como a ativagao da survivina,
e a superexpressdo de genes mdr, como o abcbl, o abccl e o Irp, o0s
quais codificam proteinas que funcionam como bombas de efluxo de
farmacos. Além disso, esses mecanismos de resisténcia podem estar
presentes desde o inicio da doenga ou ser induzidos pelo tratamento
(NORGAARD; OLESEN; HOKLAND, 2004; VAN DEN HEUVEL-
EIBRINK et al., 2007; CHAUHAN et al., 2012).

2.2 BOMBAS DE EFLUXO DE FARMACOS

Provavelmente, uma das formas mais significantes e estudadas de
resisténcia a mdaltiplos farmacos antineoplasicos é pela acdo de um
grupo de proteinas de membrana que funcionam como bombas de efluxo
de farmacos. Essas proteinas podem localizar-se na membrana
citoplasmatica, na membrana nuclear ou na membrana de
compartimentos intracelulares, e sdo capazes de transportar para fora da
célula, ou afastar do seu alvo celular, moléculas toxicas, mantendo as
concentragbes  citoplasméaticas de quimioterapicos abaixo das
concentracbes desejadas (Figura 4) (NORGAARD; OLESEN;
HOKLAND, 2004; LUQMANI, 2005; DE JONGE-PEETERS et al.,
2007). Duas familias de proteinas sdo as principais implicadas no
fendmeno de MDR: a superfamilia das transportadoras ABC (ATP-
binding cassette) e a familia das proteinas do grupo Vault (KOURTI et
al., 2007; VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 2007; EL-



46

SHARNOUBY et al., 2010; CHAUHAN et al., 2012; SCHEINER et al.,
2012).

Figura 4 — Localizagao celular das bombas de efluxo de farmacos.

As proteinas de resisténcia a multiplos farmacos (MDR) podem localizar-se na
membrana citoplasmatica, na membrana nuclear ou na membrana de
compartimentos intracelulares. Elas sdo capazes de transportar para fora da
célula, ou afastar do seu alvo celular, moléculas citotoxicas, mantendo as
concentragBes citoplasmaticas de quimioterapicos abaixo das concentragdes

citotéxicas desejadas @ — ABCB1, ' — ABCC1; n_ LRP; & — Direcéo do
efluxo de farmacos. Adaptado de: NORGAARD; OLESEN; HOKLAND, 2004;
DE JONGE-PEETERS et al., 2007.

Os membros da superfamilia dos transportadores ABC sé&o
bombas de efluxo de farmacos dependentes de ATP envolvidas nos
processos de absorcdo, distribuicdo e excrecdo de varios compostos
farmacoldgicos e endégenos (DEAN; FOJO; BATES, 2005;
LUQMANI, 2005; DE JONGE-PEETERS et al., 2007). Baseado na
organizacdo gendmica, na ordem dos dominios e na homologia das
sequéncias, essa superfamilia foi dividida em sete subclasses, que foram
denominadas, em ordem alfabética, de ABCA a ABCG (LEONARD;
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FOJO; BATES, 2003; LUQMANI, 2005; DE JONGE-PEETERS et al.,
2007). Dentre os diversos membros dessa superfamilia, a ABCB1 e a
ABCC1 sdo as mais bem estudadas e estdo amplamente relacionadas
com um progndstico desfavoravel em varias neoplasias hematoldgicas
(Quadro 3) (LEITH et al., 1999; TSIMBERIDOU et al., 2002;
VALERA et al., 2004; SCHAICH et al., 2005; VAN DEN HEUVEL-
EIBRINK et al., 2007; LOURENCO et al., 2008; CORTEZ et al., 2009;
EL-SHARNOUBY et al., 2010; CHAUHAN et al., 2012; SCHEINER et
al., 2012).

O grupo Vault é formado por organelas localizadas
principalmente em vesiculas citoplasméticas, mas uma pequena fracdo
também pode ser encontrada na membrana nuclear e nos complexos de
poros nucleares (ROME; KEDERSHA; CHUGANI, 1991; SCHEFFER
et al.,, 1995; IZQUIERDO et al., 1998; SWERTS et al., 2006; EL-
SHARNOUBY et al., 2010). A funcdo exata das proteinas que
compdem esse grupo é desconhecida, mas a sua localizacdo sugere que
elas sejam responsaveis por um transporte bidirecional de uma
variedade de substratos entre o ndcleo e o citoplasma (ROME;
KEDERSHA; CHUGANI, 1991; IZQUIERDO et al., 1998; HUH et al.,
2006; EL-SHARNOUBY et al., 2010; LARA et al., 2011). Dentre os
membros dessa familia, a LRP é a mais frequentemente relacionada ao
fendmeno de MDR (SCHEPER et al., 1993; SCHEFFER et al., 1995;
VALERA et al., 2004; BERGER et al., 2009; LARA et al., 2011).



48

‘[ea1 odwia) W YOd-1Y —

¥Dd-14b ‘asea

0d ep el1aped Wa opdeay-esianal ogdliosuel |

— "0d- 1Y ‘0XNn|d 8p BLIBWOND — 49 ‘Bo1winbolsiyounwiiH — dwboisiyounuuj ‘sejn|gd — °[99 ‘0A0U 8p — up ‘epnbe apiojul| e1WsINaT — 17 ‘epnbe aplojaiw elwaona — WIA ‘epnbe elwsonaT — v

‘oednpui ap eidels) e elsodsal eu 0joedwi nojuasalde oeu TOY ap oessaldxe v (60T=U) VAT

‘oednpul ap eidess) e e1s0sal Joid

W09 8S-N0120SSE Sy Seu TODFVY 3p 3 SWIAT SeuU T9DgV ap 0Bssaldxa epeas|3 (Sp=) wYINT13 (ov=u) V11

"edusop ap alAl|

ep1Aa1qos Joid 8 0a1soubold Jo1d wod 8s-N0120SSe 4y 8 TOOGV 9p 0essaIdxs v
‘epeansoubeIp 81UsWLIUIBI 8 0AOU 3P epnBe elwsons| wod seyuaioed sou 1909V (9T=U) up VINT 8 (£5=U)
eujaloid ep 8 Tgage auah op oessaidxa e aJjua eAIedIIUBIS BIUBIBHP 8ANOY 0BN  VIAIT (2r=u) up V11 ‘(59=U) | V11
‘0onsoufioud o sjusweAnefsu norouaN|ul ogu ‘sopelope

S}J0 12 SO SOPO} W ‘0313soubeIp 0B 4y 8 TODGV ‘Ta09V ap 0essaldxs v

(ve=u) v1

(22=u) IL.-v 11

Jenpisal e3usop B Wod Blalip 0ede|al 8A8) 0BU 4T 8 TODgV 9p omwmmaxwxq (67=u) g-91d v17

‘sepejuawine ogjuny a oessaldxa

nojussaide 4y seuade ‘dyT 8 TOOGY ‘TAOGY Seusioid sep oedeljene e a5jug (17=u) seanpew 139 3p V17

(ez=u) up
VINT 8 (E€T=U) YINT (#0T=U)
up w11 “(228=U) V11

“Up 177 9P SOSED SOU BIQURAS|SI WOD
os1anpe 0o1souBold Jorey noyuadwasep 4y 8 TOD9V ‘T9D9V ap oessaldxe v

‘dy7 @ TOOGV 8S-0puBdeISap ‘v Wod sajusioed W BIOUAIABIQOS 3p

Bxe) e 3 ©19|dwod 0pssiwal e nouanjul 4419 1009V ‘T909V ap oessaidxa v (6e=U) VI @ (ze=U) V1T

‘0onsouboud o syusweAlrebau

norouan|yul 4y seuade ‘dy @ 129V ‘T909V Seulsioid sep oedeljeAe e anug
‘0913sgubo.d
0 a)uaweAlrehau NoldUaN|yUI 0BU 4y anb oluenbus ‘ojuswelely sode eduaop ep
e19]dwod oessiwal e sjuaeAlzefsu notousnijul TOOFY @ T9D9YV op oessaldxe v

(0g=u) V11

(Tee=u) up VN1

‘0onsouBoud o syuaweAnreBau notousn|yul ogu TEOgY eujeloid ep ogssaidxe v (TZT=U) VINT @ (20T=U) V11

'up /171 8p sosed sou sjuswiediound
‘oansoubold o ayusweAnefau norouaniul TgOGY eujalold ep oessaidxa v

(ge=u)
up V118 (20T=u) V11

40
Y0od-1db
HOd- 1Y

¥0d-14 940

Y0od-14b 842
Y0od-14b

Hod-14b 8 40

40

d0d-1d
d0d-1d
d0d-1d

40

owboisiyounw|

2102 “Ie 18 ¥3NIFHOS

2102 “le 18 NYHNVHO

0T0Z “Ie 319 ANONYVHS-13

6002 1€ 313 IMSAONYINS

800z “[e19 13LOYD
8002 “[e 18 WMNISVYAI

2002 “1e 318 INVNNSVA

L00T “[e18 IMSNAZOALS

9002 “Ie 38 HNH

7002 “[e 18 VHITVA

G002 “Ie 18 HOIVHOS

0002 “[e 18 ¥IHOLNM

666T “[e 3 ID00HA

$9QsSN|du0D/sopelnsay elisowy

OpOIIN

101Ny

"] 8p saiopeniod sop 0onsoubold ou dyT1/d4) 8 TODGV/TI9qe ‘TgD9V/Taoqe ap ogssaidxa ep erouenoduwi e weseljeAr anb sopmss ap ogdesedwo) — g 01pend




49

2.2.1 Proteina de Resisttncia a Mudltiplos Farmacos 1
(ABCB1/Glicoproteina-P/Pgp/MDR1)

A proteina ABCBL1 foi inicialmente descrita por Juliano e Ling
(1976) que, ao investigarem perfis de MDR em linhagens celulares de
ovario de hamster chinés, identificaram uma glicoproteina de 170 kDa,
denominada de glicoproteina-P (Pgp), que estava envolvida na alteragéo
de permeabilidade aos farmacos (JULIANO; LING, 1976). Em 1985,
Fojo et al. caracterizaram a presenca de uma sequéncia de DNA
comumente amplificada em células com fenétipo MDR e que era
responsavel pela codificagdo de um peptideo de 170 kDa. Essa
sequéncia foi, entdo, denominada de sequéncia de resisténcia a multiplos
farmacos 1 (mdrl) (FOJO et al., 1985). No ano seguinte, Chen et al.
(1986) sequenciaram o gene mdrl e demonstraram que ele codificava
uma proteina de 1.280 aminoacidos consistente com a estimativa do
tamanho da Pgp, comprovando que o gene mdrl era o responsavel pela
sua codificacdo (CHEN et al., 1986). Posteriormente, a Pgp foi
caracterizada como pertencente a subfamilia B dos transportadores
ABC. Diante disso, tanto o gene mdrl, quanto a proteina Pgp foram
renomeados como abcbl e ABCB1, respectivamente (DEAN;
ALLIKMETS, 2001).

O gene abcbl localiza-se no cromossoma 7qg21.12 (DEAN;
ALLIKMETS, 2001) e codifica uma proteina glicosilada composta por
duas metades homologas e simétricas, uma composta por uma regiao
transmembranar constituida por um dominio N-terminal e outra por um
dominio citosélico C-terminal, e ambas contendo um sitio de ligacdo
para ATP (Figura 5). Os dominios transmembrana s&o compostos por
seis segmentos abrangentes capazes de reconhecer e ligar-se a
substancias hidrofébicas neutras ou fracamente positivas e transporta-las
para fora do compartimento intracelular a custa da energia proveniente
da hidrdlise do ATP (CHEN et al., 1986; GOTTESMAN; FOJO;
BATES, 2002; VAN DER DEEN et al., 2005; DE JONGE-PEETERS et
al., 2007; HEMBRUFF et al., 2008; SHIPLEY; BUTERA, 2009).
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Figura 5 — Estrutura da proteina de resisténcia a multiplos farmacos 1
(ABCB1/Glicoproteina-P/Pgp/MDRL).
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A ABCB1 é composta por duas metades homologas e simétricas, uma
composta por uma regido transmembranar constituida por um dominio N-
terminal e outra por um dominio citosolico C-terminal, e ambas contendo um
sitio de ligagdo para ATP. Adaptado de: CHEN et al., 1986.

Fisiologicamente, a ABCB1 possui papel na defesa da célula
contra estimulos externos. Devido a sua funcéo, essa proteina encontra-
se em células de tecidos normais envolvidos em processos fisioldgicos
de absorcéo e excre¢do de compostos, como o figado e o intestino; e em
células de 6rgdos com funcdo de barreira sanguinea, como a barreira
hematoencefalica, o endotélio capilar e a placenta (DUHEM; RIES;
DICATO, 1996; GOTTESMAN; FOJO; BATES, 2002; VAN DER
DEEN et al., 2005). A ABCB1 também ¢é detectada nos precursores
hematopoiéticos e linfocitos, e apresenta papel fundamental na
regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo dessas células (DUHEM;
RIES; DICATO, 1996; MARZOLINI et al., 2004; VAN DER DEEN et
al., 2005). Essa proteina também parece exercer papel no transporte de
fosfolipidios pela membrana celular e atuar como molécula
antiapoptotica por meio da inibicdo da ativagdo das caspases 8 e 3
(JOHNSTONE; CRETNEY; SMYTH, 1999; SCOTTO; JOHNSON,
2001; BUDA et al.,, 2008). Além disso, alguns polimorfismos de
ABCBL estdo relacionados com a resposta imune que envolve processos
inflamatérios e atuam na liberagdo de diversas citocinas, como as
interleucinas-2 e 4, o interferon-y e o fator de necrose tumoral o (TNF-
o) (PARK et al.,, 2003; BUDA et al., 2008; BALCERCZAK et al.,
2010). Interessantemente, devido a suas diversas fungdes, a intensidade
de expressdao de ABCBL1 ¢ altamente varidvel entre os diferentes tecidos
e individuos e ¢é dependente tanto de caracteristicas genotipicas, quanto
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de condicBes gerais de metabolismo e meio ambiente, o que inclui
exposicdo a choques térmicos, irradiacdo, estresse genotoxico e
estimulos antiinflamatérios (SCOTTO; JOHNSON, 2001; LUQMANI,
2005).

Dentre os tipos de substrato que a ABCBL1 é capaz de transportar
para exercer sua funcdo de protecgdo, incluem-se diversas moléculas de
farmacos (Quadro 4) (KOURTI et al., 2007; HEMBRUFF et al., 2008;
SHIPLEY; BUTERA, 2009). Assim, a expressdo de ABCB1 tem sido
amplamente relacionada com a resisténcia a quimioterapia (KOURTI et
al., 2007; CHAUHAN et al., 2012; SCHEINER et al., 2012; TONG et
al., 2012).

Quadro 4 — Lista de farmacos que séo transportados pela ABCBL.

Antineoplasicos Inibidores de Proteases do HIV

Doxorubicina Amprenavir
Daunorubicina Indinavir
Vinblastina Nelfinavir
Vincristina Ritonavir
Actinomicina D Saquinavir
Paclitaxel Farmacos Cardiacos
Teniposide Digoxina
Etoposideo Quinidina
Imunossupressores Anti-Eméticos
Ciclosporina A Ondansetrona
FK506 Antibidticos
Esteroides Eritromicina
Aldosterona Anti-Helminticos
Hidrocortisona Ivermectina
Cortisol
Corticoesterona
Dexametasona

Adaptados de: LUQMANI, 2005; DE JONGE-PEETERS et al., 2007.
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A funcdo em nivel celular da ABCB1 em células neoplasicas tem
sido extensivamente investigada (LEGRAND; ZITTOUN; MARIE,
1999; MAHJOUBI et al., 2008; HIROSE, 2009; CHAUHAN et al.,
2012). A alteracdo da atividade e da expressdo da ABCB1 podem
representar um fator de risco independente na falha do tratamento
quimioterapico (TSIMBERIDOU et al., 2002; MAHADEVAN; LIST,
2004; LOURENCO et al., 2008; SHIPLEY; BUTERA, 2009; HIRSCH
et al., 2012) e um aumento da sua atividade ou expressdo tém sido
associada a menores taxas de remissdao completa, maiores chances de
recidiva e menor sobrevida livre de doenca em pacientes tratados com
regimes terapéuticos padrdo (LEITH et al., 1997; LEITH et al., 1999;
KOURTI et al., 2007; CRIPE et al., 2010; DAMIANI et al., 2010;
PALLIS et al., 2011; CHAUHAN et al., 2012; HIRSCH et al., 2012).
Um estudo demonstrou que 56% dos pacientes adultos com LMA que
nao expressavam ABCB1 atingiram remissdo completa apds a terapia de
inducdo, enquanto apenas 31% dos portadores de LMA que
expressavam ABCB1 atingiram remissdo completa (SCHAICH et al.,
2005). Outro trabalho demonstrou que, nos casos de LLA, as taxas de
remissdo dos pacientes que expressavam e dos que ndo expressavam
ABCB1 no momento do diagnéstico eram similares. No entanto, esse
mesmo trabalho relatou que os portadores de LLA que expressavam
ABCB1 ao diagnostico apresentavam maior frequéncia de recidiva
(45%) apds seis meses do que 0s que ndo expressavam (16%)
(DAMIANI et al., 2002). A intensidade de expressdo de ABCBL1
também parece estar correlacionada com variaveis prognosticas clinicas
e bioldgicas, como a idade (PALLIS et al., 2011; CHAUHAN et al.,
2012), o imunofendtipo (SAMDANI et al., 1996), a contagem de
leucécitos ao diagndstico (VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 2007;
PALLIS et al., 2011), a expressdao de CD34 (SAMDANI et al., 1996;
VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 2007; CHAUHAN et al., 2012;
HIRSCH et al., 2012) e a resposta a terapia de indugdo (LIST et al.,
1996; PALLIS et al., 2011). No entanto, esses estudos sdo controversos
e, apesar de estudos relatarem que a ABCBL1 possui significado
progndstico em certos tipos de neoplasias (VAN DEN HEUVEL-
EIBRINK; SONNEVELD; PIETERS, 2000; WUCHTER et al., 2000;
PENSON et al., 2004; CHAUHAN et al., 2012; HIRSCH et al., 2012),
outros falham em demonstrar correlacdo com a resposta clinica do
paciente (LEONESSA; CLARKE, 2003; ELSAYED; ISMAIL;
MONEER, 2011; ROCKOVA et al., 2011).

Apesar dos dados contraditérios, a OMS considera a expressao de
ABCB1 como um fator progndstico importante nas LMAs
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(SWERDLOW et al., 2008) e muitos centros a utilizam como um
indicador da necessidade para um protocolo de tratamento mais
agressivo, com quimioterapicos de segunda ou terceira linha (DUHEM,;
RIES; DICATO, 1996). Outra adaptacdo de protocolo sugerida pela
presenca de ABCBL1 é a adicdo de inibidores de proteinas MDR ao
tratamento. No entanto, a utilizacdo desses farmacos ainda ndo esta
estabelecida, uma vez que muitos estudos falharam em demonstrar 0s
beneficios dos moduladores de ABCB1 (CRIPE et al., 2010; KOLITZ et
al., 2010; SHAFFER et al., 2012).

2.2.2 Proteina Associada a Resisténcia a Maultiplos Farmacos 1
(ABCC1/MRP1)

A descoberta, caracterizagdo e identificacdo da proteina ABCCl e
do gene responsavel pela sua codificacdo, seguiu caminhos semelhantes
aos da proteina ABCBL. Inicialmente, varios estudos mostravam que
algumas linhagens de células tumorais apresentavam fendtipo MDR sem
expressar a proteina ABCB1, o que reforgava a hip6tese da existéncia de
outra proteina envolvida no efluxo de xenobidticos (MCGRATH;
CENTER, 1987; MIRSKI; GERLACH; COLE, 1987). Alguns anos
depois, Cole et al. (1992) identificaram a sequéncia génica responsavel
pelo fen6tipo MDR em linhagens de células tumorais ABCB1 negativa.
Nesse mesmo estudo, verificou-se que essa sequéncia codificava um
membro da superfamilia de transportadores ABC, que foi denominado
de Proteina Associada a Resisténcia a Multiplos Farmacos 1 (MRP1)
(COLE et al., 1992). Em 1994, a proteina MRP1 foi caracterizada como
uma proteina integral de membrana, glicosilada e com peso molecular
em torno de 190 kDa (GRANT et al., 1994). Apds a descoberta da
MRP1, outras onze proteinas homoélogas (MRP2-MRP12) foram
caracterizadas e consideradas membros da mesma familia. No entanto,
apenas oito (MRP2-MRP9) delas parecem estar relacionadas com o
fendétipo MDR. Posteriormente, esta familia passou a ser chamada de
subfamilia ABCC de transportadores ABC e a proteina MRP1 e o gene
mrpl passaram a serem denominados de proteina ABCC1 e gene abccl,
respectivamente (BORST et al., 2000; DE JONGE-PEETERS et al.,
2007; EL-SHARNOUBY et al., 2010; DA GRACA ROCHA et al,,
2012).

O gene abccl localiza-se no cromossoma 16p13.12 (COLE et al.,
1992). Estruturalmente, a ABCCL1 possui trés dominios abrangentes de
membrana (MSD). Os dois primeiros (MSD1 e MSD2) contém seis
hélices transmembranares cada, enquanto o terceiro (MSDO0), com
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aproximadamente 200 aminoacidos, é formado por apenas cinco hélices
transmembranares e por uma regido amino (NH,) terminal (Figura 6)
(KAST; GROS, 1997). Acredita-se que a ligacdo da proteina aos seus
substratos ocorra pela interacdo entre estas hélices transmembranares
(ZHANG; COLE; DEELEY, 2001; HAIMEUR et al., 2004). Na porcdo
citoplasmatica da proteina, ha dois sitios de ligacdo de nucleotideos
(NBDs) (KAST; GROS, 1997; COLE; DEELEY, 2006). Estes sitios ndo
sdo funcionalmente equivalentes, de forma que o NBD1 possui uma
maior afinidade de ligacdo para ATP do que o NBD2; no entanto, o
NBD?2 possui maior capacidade de hidrolisar o ATP (COLE; DEELEY,
2006).

Figura 6 — Estrutura da proteina associada a resisténcia a maltiplos farmacos 1
(ABCC1/MRP1).
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A ABCC1 possui trés dominios abrangentes de membrana (MSD). Os dois
primeiros (MSD1 e MSD2) contém seis hélices transmembranares cada,
enquanto o terceiro (MSD0) é formado por apenas cinco hélices
transmembranares e por uma regido amino (NH2) terminal. Adaptado de:
KAST; GROS, 1997.

Da mesma forma que a ABCB1, a expressio de ABCC1 é
varidvel entre os diferentes tecidos e individuos. Ela é altamente
expressa nos pulmdes, cérebro, testiculos, rins, esqueleto, musculo
cardiaco e esquelético, placenta, intestinos, figado e células sanguineas
(BORST et al., 2000; DEAN; HAMON; CHIMINI, 2001; LESLIE;
DEELEY; COLE, 2005; VAN DER DEEN et al., 2005; COLE;
DEELEY, 2006; DEELEY; WESTLAKE; COLE, 2006). A intensidade
e o local de expressdo da ABCCL1 estdo amplamente relacionados com a
sua funcédo de transportar substratos fisiolégicos neutros ou hidrofébicos
anionicos, como o leucotrieno C, e a glutationa reduzida, pela
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membrana celular (MAO; DEELEY; COLE, 2000; GOTTESMAN;
FOJO; BATES, 2002). Além disso, a ABCC1 atua no sentido de
proteger as células, exercendo sua agdo na extrusdo de metabdlitos
toxicos de xenobidticos, com o intuito de impedir o acimulo dos
mesmos (LOE; DEELEY; COLE, 1996; DEAN; HAMON; CHIMINI,
2001; LESLIE; DEELEY; COLE, 2005; VAN DER DEEN et al., 2005).
O mecanismo pelo qual a ABCC1 transporta seus substratos pela
membrana celular é complexo e ainda ndo estd completamente
compreendido. No entanto, sabe-se que a ABCCL1 ¢é capaz de transportar
conjugados de glutationa reduzida (GSH) e que o transporte dos seus
substratos é dependente da interacdo da ABCC1 com o GSH (LOE;
DEELEY; COLE, 1996; WONG et al., 2009). A GSH parece interagir
com a ABCC1 por meio de, pelo menos, quatro diferentes mecanismos
(Figura 7): i) a GSH per si € substrato de baixa afinidade para a ABCC1,
ii) a GSH é requerida para o cotransporte de alguns substratos da
ABCC1; iii) a GSH estimula o transporte de alguns compostos através
da ABCC1, mas ela ndo é cotransportada; iv) o transporte da GSH pode
ser intensificado por certos compostos, 0s quais ndo sao substratos da
ABCC1 (BALLATORI et al.,, 2005). O mecanismo mais aceito para
explicar a resisténcia conferida pela ABCC1 é o de que a GSH forme
complexos com 0s agentes quimioterapicos, o0 que possibilita a ABCC1
extrui-los para fora da célula (ZAMAN et al., 1995; COLE; DEELEY,
2006; WONG et al., 2009). Essa hipotese é corroborada por estudos que
demonstraram que ha uma correlacdo direta entre 0 aumento da
expressao de ABCC1 e de GSH em células tumorais (ISHIKAWA et al.,
1996; KUO et al., 1998; BALLATORI et al., 2005). Além disso, outros
trabalhos demonstraram que a reducdo da concentracdo de GSH diminui
a resisténcia a alcaloides da vinca e antraciclinas mediada pela ABCC1
(ISHIKAWA et al., 1996; KUO et al., 1998; BORST et al., 2000).
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Figura 7 — Possiveis mecanismos de interagdo entre ABCC1 e GSH.
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(A) A glutationa reduzida (GSH) como substrato para ABCC1; (B) A GSH
como cotransportador de alguns substratos para ABCC1; (C) GSH como
estimulador do transporte de certos compostos pela ABCC1, porém, a GSH néo
é cotransportada; (D) O transporte da GSH ¢ acelerado por certos compostos,
mas estes ndo sdo transportados pela ABCC1. GSH — Glutationa reduzida; ATP
— Adenosina trifosfato, ADP — Adenosina difosfato. Adaptado de:
BALLATORI et al., 2005.

Da mesma forma que a ABCBI, devido a sua capacidade de
transportar substratos, a ABCC1 tem sido relacionada a resisténcia a
quimioterapia (EL-SHARNOUBY et al., 2010; CHAUHAN et al., 2012;
GREAVES et al., 2012). No entanto, apesar das similaridades entre os
perfis de resisténcia in vitro de ambas as proteinas, algumas diferencas
importantes ainda existem (LAUTIER et al., 1996; LOCKHART;
TIRONA; KIM, 2003; HEMBRUFF et al., 2008), como, por exemplo, 0
transporte de paclitaxel e colchicina. Enquanto a proteina ABCB1
possui avidez por ambos quimioterdpicos, o que fornece grande
resisténcia a esses compostos, a ABCC1 ndo tem uma boa capacidade de
extrusdo dos mesmos, o que faz com que a expressdo de ABCC1 confira
apenas uma pequena resisténcia ao paclitaxel e a colchicina (LOE;
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DEELEY; COLE, 1996). Atualmente, sabe-se que a expressdo da
ABCC1 confere resisténcia as antraciclinas, aos alcaloides da vinca, aos
etoposideos, ao metotrexato, a mitoxantrona, € a camptotecina (BORST
et al., 2000; KRUH, 2003; COUTURE; NASH; TURGEON, 2006; DE
JONGE-PEETERS et al., 2007).

A literatura traz dados discordantes acerca do papel da ABCC1
nas LAs, por isso a sua importancia no progndstico ainda ndo estd bem
estabelecida. Enquanto estudos relatam que a alta expressdo de ABCC1
¢ um fator de prognostico desfavoravel em diferentes neoplasias
hematoldgicas ndo tratadas e refratarias a quimioterapia, incluindo as
LMAs e LLAs (SCHNEIDER et al., 1995; PLASSCHAERT et al.,
2005; SCHAICH et al.,, 2005; EL-SHARNOUBY et al., 2010;
CHAUHAN et al., 2012; GREAVES et al., 2012), outros autores nao
encontram correlagdo entre os niveis de expressdo de ABCCl e o
desfecho do paciente (DEN BOER et al., 1998; LEITH et al., 1999;
TSIMBERIDOU et al., 2002; ADVANI et al., 2010; HAMPRAS et al.,
2010; MAHJOUBI; AKBARI, 2012; SERTEL et al., 2012). Autores
creditam isso ao fato de que todas as linhagens de células
hematopoiéticas normais possuem expressao constitutiva dessa proteina,
0 que complica a avaliacdo da sua expressdo nas células neoplasicas
(DEELEY; WESTLAKE; COLE, 2006; HIROSE, 2009). Outro desafio
na interpretacdo do valor progndstico da ABCCL1 é que, muitas vezes, as
células leucémicas expressam multiplos transportadores de membrana
capazes de conferir um fendtipo MDR ao paciente (DEELEY;
WESTLAKE; COLE, 2006). Por exemplo, estudos demonstraram que a
coexpressdo de ABCB1 e ABCC1l em células leucémicas tem um
impacto negativo na resposta ao tratamento e na sobrevida dos pacientes
(LEGRAND; ZITTOUN; MARIE, 1999; SONNEVELD; LIST, 2001).
No entanto, essa resisténcia preditiva ndo é encontrada quando as
proteinas sdo consideradas separadamente (LEGRAND; ZITTOUN;
MARIE, 1999).

O insucesso em estabelecer o real papel da ABCC1 no fenétipo
MDR nas LAs faz com que a andlise da expressdo dessa proteina ao
diagndstico ainda ndo seja indicada (STEINBACH; LEGRAND, 2007).
Da mesma forma, os protocolos de tratamento ndo recomendam
modificacBes no coquetel quimioterapico de pacientes que expressem
ABCC1 (NCCN, 2012b; NCCN, 2012a). Assim como a ABCBI, a
investigagdo de moduladores da ABCCL1 tem sido extensiva e, apesar de
alguns inibidores ja terem sido descritos, como o Oxido nitrico, 0
probenicide e 0 CBT-1®, os estudos limitam-se a testes in vitro (ROBEY
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et al., 2008; KWEON; SONG; KIM, 2010; YE et al., 2011; CURTA et
al., 2012; DA GRACA ROCHA et al., 2012).

2.2.3 Proteina Associada a Resisténcia Pulmonar (LRP)

A proteina LRP foi inicialmente identificada em células de
linhagem de céncer de pulmdo resistentes a antraciclinas que ndo
apresentavam aumento de expressdo de ABCB1 (SCHEPER et al.,,
1993). Posteriormente, a andlise da sequéncia de aminoacidos da LRP
revelou que esta era, na verdade, a principal proteina do grupo Vault
(MVP) (SCHEFFER et al., 1995). As Vaults sdo organelas de 110 kDa
encontradas em todos 0s eucariotos superiores. Essa organela é
composta por quatro estruturas: a MVP propriamente dita, a adenosina
difosfato ribose (ADP-ribose), a proteina associada a telomerase e o
RNA pequeno ndo traduzido (Figura 8) (SWERTS et al.,, 2006;
TANAKA et al.,, 2009). Diferentemente das proteinas ABCB1 e
ABCC1, essa proteina ndo possui fragmentos transmembrana ou sitios
de ligagdo de ATP, ndo sendo, portanto, considerada um membro da
superfamilia de transportadores ABC (IZQUIERDO et al., 1998;
MOSSINK et al., 2003; SWERTS et al., 2006).

Figura 8 — Estrutura geral da Vault.

~67 nm

[

~40 nm

A esquerda esta representada a vista lateral e, & direita, a vista transversal Em
castanho estd destacada uma molécula de MVP, enquanto as demais estdo
coloridas em azul. Adaptado de: TANAKA et al., 2009.
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O gene Irp, que codifica a proteina LRP, esta localizado na regido
cromossomal 16p11.2, préximo ao gene abccl (IZQUIERDO et al.,
1998; SWERTS, 2006). As Vaults apresentam estrutura e composi¢do
complexas. Elas sdo altamente conservadas entre distintas espécies
filogenéticas e estdo presentes em distintos tipos celulares. Desta forma,
a LRP é expressa em uma variedade de tecidos humanos normais e seus
niveis de expressao sdo variaveis entre os diferentes tecidos e individuos
(SWERTS et al., 2006). Ha registros de expressdo da proteina LRP no
epitélio dos bronquios e trato digestivo, nos queratindcitos, no cortex da
adrenal, em macrdfagos, nos tlbulos proximais dos rins, no urotélio, no
ducto pancreatico, em células germinativas, em fibroblastos, nas células
de Purkinje e no endotélio de diferentes localiza¢des (IZQUIERDO et
al., 1996a; LU; SHERVINGTON, 2008; KUO, 2009).

Sugere-se que as Vaults desempenhem funcfes basicas em todas
as celulas, principalmente nos mecanismos que envolvem a prote¢éo do
nucleo celular contra compostos toxicos e no transporte intracelular de
ribossomas e receptores esteroidais, incluindo os relativos a
progesterona, ao estrogénio e aos glicocorticoides (LARSEN;
ESCARGUEIL; SKLADANOWSKI, 2000; SWERTS et al., 2006).
Avaliagdes imunohistoquimicas reforcaram a correlagdo entre a
expressao de LRP e a resisténcia a farmacos em culturas celulares, a
agressividade de tumores e 0 mau prognostico da terapia anticancer
(IZQUIERDO et al., 1996b). No entanto, o mecanismo molecular
envolvido na MDR mediada por LRP ainda ndo foi completamente
determinado, mas, devido a sua similaridade estrutural e encaixe com 0s
poros nucleares, sugere-se que a proteina atue no transporte de
moléculas do nicleo para o citoplasma. Além do transporte de
substancias toxicas, acredita-se que o complexo protéico das Vaults
sequestre as moléculas em vesiculas, para posteriormente leva-las para
fora da célula por exocitose (IZQUIERDO et al., 1996a; MOSSINK et
al., 2003; KOLLI et al., 2004; KOZLOV et al., 2006; SWERTS et al.,
2006). Essa hipotese do seqiestro dos farmacos vem sendo esclarecida
por investigacdes envolvendo mecanismos de sinalizacdo celular e
espectroscopia de ressonédncia magnéetica nuclear (NMR) (KOLLI et al.,
2004; KOZLOV et al., 2006).

Além do papel no efluxo de farmacos, foi proposto que as Vaults
atuem como proteinas estruturadas nas vias de sinalizacdo do fator de
crescimento epidérmico (EGF). As Vaults participam de multiplas
interacdes proteina-proteina, que resultam no aumento da eficiéncia dos
mecanismos de sinalizagdo intracelular. Dessa forma, esse modelo
sugere que o papel desempenhado pela LRP envolva o estimulo das vias
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de ativagdo de moléculas associadas a mecanismos de proliferacdo
celular (KOLLI et al., 2004; KOZLOV et al., 2006).

Por fim, o papel da expressao da LRP em células de LAs ainda é
controverso, mas acredita-se que esta confira resisténcia intrinseca a
varios agentes quimioterapicos, como a doxorrubicina, a vincristina, a
mitoxantrona, o etoposideo e 0s compostos de platina, e que esteja
relacionada a menor sobrevida dos pacientes (SCHEPER et al., 1993;
SCHEFFER et al., 1995; VALERA et al., 2004; HUH et al., 2006). No
entanto, outros trabalhos afirmam que a expresséo de LRP ao
diagndstico ndo confere resisténcia ao tratamento e tem pouco ou
nenhum impacto negativo na resposta clinica do paciente (DEN BOER
et al, 1998, KAKIHARA et al, 1999; SIVA et al, 2001,
SONNEVELD; LIST, 2001; VAN ZON et al., 2004). Essas
contradi¢des sugerem a necessidade de novas investigacdes acerca da
relacdo entre LRP e MDR (SWERTS et al., 2006).
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3 CASUISTICA E METODOS
3.1 CASUISTICA

Para o0 estudo, foram coletadas amostras consecutivas de SP ou
MO com EDTA de pacientes de ambos 0s géneros, com idade superior a
15 anos, com suspeita de LA e que tivessem sido atendidos pelo Servico
de Oncohematologia HU-UFSC, no periodo de janeiro de 2008 a
dezembro de 2012. Antes da coleta das amostras, foi recolhida a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
conforme o Comité de Etica de Pesquisa em Seres humanos da UFSC
(Anexos A e B).

No total, foram coletadas amostras consecutivas de 92 pacientes
com suspeita de LA. No entanto, foram incluidos no estudo apenas
pacientes com diagndstico final de LA, sem histérico de tratamento
prévio de LA e que tivessem o prontudrio a disposi¢do para consulta.
Dessa forma, foram excluidas do estudo nove pacientes que nao tiveram
diagnostico de LA, trés pacientes em recidiva de LA e cinco pacientes
gue ndo tiveram seus prontuarios pesquisados, pois 0S mesmos nao
estavam disponiveis. Diante disso, foram incluidas no estudo 75
amostras pacientes com diagndstico de LA, sendo destas 37 de SP e 38
de MO (Apéndice A). O diagndstico de LA foi baseado na avaliacéo
morfol6gica, imunofenatipica, citogenética e molecular das células
leucémicas. A subclassificacdo foi realizada de acordo com os critérios
de Classificacdo da Organizacdo Mundial da Salde para Tumores
Hematopoiéticos e de Tecidos Linfoides (SWERDLOW et al., 2008).

Para verificar o papel do perfil mdr/MDR como ferramenta de
detecgdo da doenca residual minima, foram coletas de amostras de MO
dos pacientes incluidos no presente estudo apds o término do primeiro
ciclo de quimioterapia de inducdo (Anexos C e D). Ao todo, foi possivel
avaliar os niveis de expressdo dos genes e proteinas MDR em 32
amostras de MO (Apéndice B).

Apos a coleta, as amostras foram divididas em trés partes (Figura
9). Uma parte foi utilizada para a extracdo de RNA, para a sintese do
DNA complementar (cDNA) e para 0s ensaios de RT-PCR
semiquantitativa. Nos casos em que havia indicacdo no momento do
diagndstico de um subtipo especifico de LA com alteracOes
citogenéticas, o0 cDNA sintetizado nessa etapa também foi utilizado para
realizar a pesquisa das seguintes translocacdes: t(8;21)(922;022),
1(9;22)(g34;911), t(15;17)(922;921) e inv(16)(p13;022). A segunda parte
da amostra foi utilizada para realizar os ensaios de expressao de proteina
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por citometria de fluxo e a terceira parte para a extracdo de DNA e a
realizacdo de ensaios para identificar a presenca das mutacdes no gene
FLT3 e no gene JAK2.

Figura 9 — Fluxograma do processamento das amostras de SP ou MO.

| Citometria Fluxo I
| Extracédo DNA |
l Extragcao RNAI
. oONA |
Translocagées' | mdrIMDR l | JAK2V617F |

| Survivina | FLT3-DIT
FLT3-D835

|

Analise de prontuarios

Apo6s a coleta, uma parte da amostra foi utilizada para a extracdo de RNA, a
sintese do DNA complementar (cDNA), o0s ensaios de RT-PCR
semiquantitativa e, quando havia indicagdo, a pesquisa das translocacBes
1(8;21)(922;922), t(9;22)(q34;911), t(15;17)(q22;921) e inv(16)(p13;g22). Uma
segunda parte da amostra foi utilizada para os ensaios de citometria de fluxo e
outra parte para a extracdo de DNA e a realizacdo da pesquisa da presenca das
mutacBes no gene FLT3 e no gene JAK2. TCLE — Termo de consentimento livre
e esclarecido.

Além dos ensaios de hiologia molecular e citometria de fluxo, foi
realizada uma pesquisa em prontudrios para obtengéo dos dados clinicos
e demais dados laboratoriais dos pacientes. Os seguintes dados foram
coletados nos prontudrios: idade, leucometria e niveis de LDH ao
diagnostico, género, imunofenotipo, caridtipo, diagndéstico final,
ocorréncia de 6bitos e presenca ou auséncia de DRM ap0s a terapia de
inducdo (Apéndice A). Considerou-se auséncia de DRM a ocorréncia de
remissdo hematoldgica completa, ou seja, presenca de 5% ou menos de
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blastos na MO, reestabelecimento da hematopoiese normal (retorno aos
valores normais de hemoglobina, de leucometria, de contagem
diferencial de leucécitos e de plaquetometria) e auséncia de doenca
extramedular, apds a terapia de indugéo.

3.2 REAGENTES

Todos os reagentes para a cultura de células, para os ensaios de
biologia molecular e para a extragdo de DNA foram adquiridos da
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). O kit de extracdo de RNA foi
adquirido da QIAGEN (Austin, Texas, USA) e o Ficoll-Hypaque
(densidade 1.077 g/m3) da Sigma-Aldritch (St. Louis, USA). Os
anticorpos monoclonais anti-CD34 e anti-CD45 foram adquiridos da
Becton Dickinson (San Jose, CA, USA); o anti-ABCB1 e o anti-
ABCC1, da Becton Dickinson Pharmingen (San Jose, CA, USA); o anti-
LRP, da Millipore (Molsheim, France); e o Alexa Fluor 488, da
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). O kit de fixacdo e permeabilizacdo foi
adquirido da Caltag (Viena, Austria).

3.3 CONTROLES DOS ENSAIOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Linhagens de células humanas de LA foram cultivadas e
utilizadas como controles positivos para os ensaios de RT-PCR. Como
controle positivo de expressdo de abchl/ABCB1 foi utilizada a
linhagem de LMA de origem humana K562-Lucena (RUMJANEK et
al., 2000). A linhagem de LLA de origem humana Jurkat foi utilizada
como controle positivo de expressdo de abccl/ABCCL e Irp/LRP
(HAMMOND et al., 2007). Como controle de transcri¢do de survivina e
da presenca da t(9;22)(q34;q11) foi utilizada a linhagem de LMA de
origem humana K562 (VAN DONGEN et al., 1999; LIU et al., 2005).
J4 para as translocagbes 1(8;21)(022;922), t(15;17)(g22;921) e
inv(16)(p13;q22), foi utilizada como controle positivo a linhagem de
LMA de origem humana Kasumil, NB4 e ME-1, respectivamente
(VAN DONGEN et al., 1999).

As células foram mantidas em garrafas apropriadas para cultura
celular contendo meio DMEM (Meio de Eagle modificado por
Dulbecco) ou RPMI1640 (Meio de cultura Roswell Park Memorial
Institute 1640) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL
de penicilina, 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina e 10 mM de
tamp&o HEPES (Acido 4-(2-hidroxietil)1-piperazinil-etanosulfonico) em
pH 7.4. As células foram mantidas em estufa com atmosfera imida a 37
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°C contendo 5% de CO,, Para a realizacdo dos experimentos, 0 nimero
de células viaveis foi avaliado pelo método de exclusdo do corante Azul
de Trypan (0,5%) e foram utiliza apenas amostras com viabilidade
superior a 80%.

Nas reacfes de PCR para a detec¢do das mutagdes no gene FLT3
e JAK2, foram utilizados como controle positivo amostras de pacientes
previamente identificados como portadores dessas mutagdes.

3.4 EXTRAGCAO DE RNA

O RNA total foi extraido das células mononucleares dos
pacientes com diagnostico de LA utilizando-se o QlAamp RNA Blood
Mini Kit conforme instrug6es do fabricante.

Sucintamente, as células mononucleares foram obtidas por
diferenca de gradiente de densidade a partir de SP ou MO. Para tanto, as
amostras foram diluidas em tampéo fosfato (PBS) em uma proporcéao de
2:1 (1 mL de amostra para 0,5 mL de PBS). Apo6s a diluicdo, a amostra
foi colocada sobre 4 mL de Ficoll-Hypaque (densidade 1.077 g/m°®) e
centrifugada a 300 g por 30 minutos. A interfase com as células
mononucleadas foi transferida para um tubo conico, suspendida em 10
mL de tampdo PBS e centrifugada a 200 g por 10 minutos. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células foram
novamente lavadas com PBS. Ao fim das lavagens, as células foram
suspendidas em 3 mL de tampao de lise de eritrécitos, fornecido pelo
kit, e incubadas em gelo por 15 minutos. Ap6s incubacdo, as células
foram submetidas a centrifugacdo de 400 g por 10 minutos a 4 °C. Os
leucocitos mononucleare®s foram lisados utilizando-se 600 pL de
tampdo de lise, fornecido pelo kit, e B-mercaptoetanol 0,1%. O lisado de
leucocitos foi transferido para a coluna QIlAshredder e centrifugado a
10.000 g por 2 minutos. A coluna foi descartada e ao filtrado foram
adicionados 600 pL de etanol 70%. Todo o lisado foi transferido para
uma coluna QIAamp e submetido a uma nova centrifugacdo de 10.000 g
por 15 segundos. A coluna QlAamp foi lavada duas vezes com tampédo
de lavagem, fornecido pelo kit. Apds a lavagem, foram adicionados a
coluna 50 pL de &gua livre de RNases (fornecida pelo kit) e esta foi
submetida a uma ultima centrifugacdo a 10.000 g por 1 minuto. O
filtrado contento o RNA total foi armazenado a -80 °C para ser
posteriormente utilizado para a sintese de cDNA.
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3.5 SINTESE DE DNA COMPLEMENTAR

A guantificacdo do RNA foi realizada por fluorimetria utilizando-
se 0 Qubit™ Quantitation Platform (Invitrogen) e a sua qualidade foi
avaliada pela visualizacdo das bandas de RNA ribossomal (RNAr) em
eletroforese em gel de agarose 2%. Foram consideradas amostras de boa
qualidade aquelas que ndo apresentavam rastro abaixo das bandas de
RNAr e cuja a banda referente ao RNAr 28S apresentava o dobro da
intensidade da banda do rRNA 18S.

Para a sintese do cDNA, de 1 pg a 5 ug de RNA total foram
adicionados em microtubos de 0,2 mL. O possivel DNA contaminante
nas amostras foi eliminado por digestio com DNase. Para tanto,
adicionou-se a0 RNA total 1 pL de DNase (1 U/uL), 1 pL de tampéo de
reacdo e agua tratada com dietil pirocarbonato (4gua-DEPC) até o
volume para 10 pL. Apos digestdo de 15 minutos a temperatura
ambiente, a DNase foi inativada por 1 pL de EDTA (25 mM) e
incubagdo de 10 minutos a 65 °C.

Apos a inativagdo da DNase, as amostras foram submetidas a
uma incubacdo de 5 minutos a 70 °C, seguida de uma incubacdo em gelo
por 5 minutos. Apo6s a incubacdo em gelo, a cada tubo de amostra foram
adicionados 15 pL de solugdo mix contendo: 5 uL de tampdo 5x first
strand (250 mM Tris-HCI, pH 8,3; 375 mM KCI; 15 mM MgCl,), 2 uL
de DTT (0,1M), 2 uL de random hexamers (100 ng/uL), 0,4 pL de
dNTP mix (100 mM cada), 0,5 uL. de RNAse (40 U/uL), 0,5 pL de
transcriptase reversa (200 U/uL) e a4gua-DPEC q.s.p. para 15 pL. As
amostras foram entdo levadas ao termociclador (Mastercycler Personal,
Eppendorf) e submetidas & seguinte programacgéo: 25 °C por 5 minutos,
37 °C por 60 minutos e 90 °C por 5 minutos. Ao fim da programacéo, as
amostras foram incubadas em gelo por 5 minutos. As amostras de
cDNAs foram dosados por fluorimetria utilizando-se 0 Qubit™
Quantitation Platform (Invitrogen) e armazenados em freezer a menos
20 °C para serem posteriormente utilizados nos ensaios de detec¢do da
transcricdo dos genes de resisténcia e na pesquisa da presenca de
translocagdes cromossémicas.
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3.6 DETECCAO DA TRANSCRICAO GENICA DE abcbl, abccl, Irp
E survivina POR TRANSCRICAO REVERSA - REACAO EM
CADEIA DA POLIMERASE SEMIQUANTITATIVA (RT-PCR
SEMIQUANTITATIVA)

A avaliacdo de transcri¢do génica das proteinas de resisténcia foi
realizada utilizando-se a técnica de RT-PCR semiquantitativa.

Os pares de oligonucleotideos iniciadores ou primers (Quadro 5)
utilizados para avaliar a transcricdo de abcbl, abccl, Irp e survivina
foram previamente descritos por Valera et al. (2004) e por Liu et al.
(2005) e a transcricdo de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gapdh)
foi utilizada para a normalizacdo das bandas.

Quadro 5 — Sequéncia dos primers para a deteccdo de abcbl, abccl, Irp e
survivina.

Tamanho

Gene Sequéncia do produto

sense 5’ -CCCATCATTGCAATAGCAGG-3’
abcbl . 157 pb
antisense 5’ ~GTTCAAACTTCTGCTCCTGAG-3'

sense 5’ ~TGGGACTGGAATGTCACG-3’
abccl . 260 pb
antisense 5’ ~AGGAATATGCCCCGACTTC-3'

sense 5’ -GTCTTCGGGCCTGAGCTGGTGTCG-3’

Irp . 240 pb
antisense 5’ —-CTTGGCCGTCTCTTGGGGGTCCTT-3"
survivina sense 5’ —~CTTTCTCAAGGACCACCGCATC-3’ 393 pb
antisense 5’ ~CAATCCATGGCAGCCAGCTGC-3’ P
sense 5’ —~CGTCTTCACCACCATGGAGAA-3’
gapdh 330 pb

antisense 5’ ~GAGGCAGGGATGATGTTCTG-3"

pb — Pares de base. Adaptado de: VALERA et al., 2004; LIU et al., 2005.

Todas as reacdes foram preparadas com um volume final de 50
puL. As reagdes de PCR com os primers para abchl e Irp, foram
realizadas nas seguintes condigdes: 1 ug de cDNA, 5 uL de tamp&o 10X
concentrado para Taq DNA polimerase (20 mM Tris-HCI, pH 8.4; 50
mM KCl), 0,75 uL de MgCl, (50 mM), 0,4 puL. de ANTP mix (100 mM
de cada), 1 pL de primer sense e antisense (10 UM cada), 0,4 pL de Taq
DNA polimerase (5 U/ul) e 4agua ultra-pura q.s.p para S50uL. As
condicdes das reagBes com os primers para abccl, survivina e gapdh
foram iguais as dos outros primers com excecdo da quantidade de
MgCl,, que foi de 1,5 pL (50 mM).

As amostras foram inicialmente desnaturadas a 94 °C por 5
minutos e, depois, submetidas as condi¢cdes de reacdo ideal para cada
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par de primers, conforme Quadro 6. Ao fim dos ciclos da PCR, foi
realizada uma extensdo final 72 °C por 10 minutos. As condices ideais
de reagdo e o numero de ciclos utilizados foram estabelecidos em
ensaios prévios realizados no Laboratdrio de Oncologia Experimental e
Hemopatias (LOEH) de forma que a PCR terminasse na fase
exponencial da amplificacéo.

Quadro 6 — CondicOes de reacdo para a deteccdo de abchl, abccl, Irp e
survivina.

Primer  Desnaturacdo  Pareamento Extenséo Ciclos
abchl 94°C/1 min. 53°C/1 min. 72°C/1 min. 25
abecl 94°C/1 min. 60°C/1 min. 72°C/1 min. 30
Irp 94°C/1 min. 64°C/1 min. 72°C/1 min. 30
survivina  94°C/Lmin.  61°C/Lmin.  72°C/1min. 40
gapdh 94°C/30 seg. 60°C/30 seg. 72°C/30 seg. 25

Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2% a 100 volts por 30 minutos e corados com brometo de
etidio. As bandas foram visualizadas em transiluminador (HOEFER-
MacroVue UV-20) sob luz UV de 320 nm (Figura 10) e fotografadas
com o sistema de foto-documentacdo de géis (DOC-PRINT®,
Biosystems). O tamanho dos fragmentos foi estimado, por comparac&o,
com o marcador de tamanho molecular 50 pb.
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Figura 10 — Gel de agarose 2% representativo dos controles positivos da reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) para a deteccdo de abcbl (K562-LUCENA),
abccl(Jurkat), Irp (Jurkat) e survivina (K562).
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Linha 1 — Marcador de tamanho molecular 50 pb; Linha 2 — Produto da PCR
com os primers para gapdh (330 pb); Linha 3 — Produto da PCR com os primers
para abcbl (157 pb); Linha 4 — Produto da PCR com os primers para abccl
(260 pb); Linha 5 — Produto da PCR com os primers para Irp (240 pb); Linha 6
— Produto da PCR com os primers para survivina (393 pb); Linha 7 — Controle
negativo com agua.

A intensidade média de cada banda foi avaliada pelo programa
de andlise digital (NIH ImageJ1.40 software, National Institute of
Health website). A intensidade das bandas dos genes abcbl, abccl, Irp
e survivina foi dividida pela intensidade do gene normalizador gapdh.
Os resultados foram relatados na forma de transcricéo relativa.

3.7 PESQUISA DAS TRANSLOCACOES 1(8;21)(q22;q22),
1(9;22)(g34;911), t(15;17)(922;921) E inv(16)(p13;922)

A pesquisa das translocacbes cromossdmicas foi realizada
utilizando-se a técnica de RT-PCR seguida por uma nested PCR.
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Os primers (Quadro 7) e as condi¢bes da PCR utilizadas para a
pesquisa das translocacdes cromossémicas foram as descritas pelo
programa BIOMED-1 (VAN DONGEN et al., 1999).

Quadro 7 — Sequéncia dos primers para a pesquisa das translocacdes
cromossoémicas.
Translocacao Primer Sequéncia

AML1-A 5’ ~CTACCGCAGCCATGAAGAACC-3”’
ETO-B 5’ ~AGAGGAAGGCCCATTGCTGAA-3'
t(8;21)(022;922) AML1-C 5’ —ATGACCTCAGGTTTGTCGGTCG-3’
ETO-D 5’ -TGAACTGGTTCTTGGAGCTCCT-3"
AML1-E5> 5’ -TGGCTGGCAATGATGAAAACTACT-3’
BCR-e1-A 5’ -GACTGCAGCTCCAATGAGAAC-3’
ABL-a3-B 5’ -GTTTGGGCTTCACACCATTCC-3’
t(9;22)(934;gq11) p190  BCR-e1-C 5’ -CAGAACTCGCAACAGTCCTTC-3’
ABL-a3-D 5’ -TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA-3’
ABL-a3-E3° 5’ -TGACTGGCGTGATGTAGTTGCTT-3’
BCR-bl-A 5’ -GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC-3'
ABL-a3-B 5’ -GTTTGGGCTTCACACCATTCC-3’
t(9;22)(934;011) p210  BCR-b2-C 5’ ~CAGATGCTGACCAACTCGTGT-3’
ABL-a3-D 5’ -TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA-3’
ABL-a3-E3> 5’ -TGACTGGCGTGATGTAGTTGCTT-3’
PML-A1l 5’ ~CAGTGTACGCCTTCTCCATCA-3’
PML-A2 5’ —-CTGCTGGAGGCTGTGGAC-3’
RARA-B 5/ —-GCTTGTAGATGCGGGGTAGA-3’
t(15;17)(022;921) PML-C1 5’ -TCAAGATGGAGTCTGAGGAGG-3'
PML-C2 5’ - AGCGCGACTACGAGGAGAT-3’
RARA-D 5’ -CTGCTGCTCTGGGTCTCAAT -3’
RARA-E3> 5’/ -GCCCACTTCAAAGCACTTCT-3'
CBFB-A 5’ ~GCAGGCAAGGTATATTTGAAGG-3"
MYH11-B1 5’ -TGAAGCAACTCCTGGGTGTC-3’
MYH11-B2 5’ -TCCTCTTCTCCTCATTCTGCTC-3’
inv(16)(p13;922) CBFB-C 5’ ~GGGCTGTCTGGAGTTTGATG-3’
MYH11-D1 5’ -TCCCTGTGACGCTCTCAACT-3’
MYH11-D2 5’ -CTTGAGCGCCTGCATGTT-3’
CBFB-E5° 5’ —~CAGGGAGAACAGCGACAAACA-3’

Adaptado de: VAN DONGEN et al., 1999.
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Para as primeiras PCRs de todas as transloca¢fes cromossdémicas,
foram utilizados os primers codificados como A (sense) e B (antisense).
Para evitar a liberagdo de resultados falso positivos, paralelamente a
primeira PCR, foi realizada uma PCR confirmatéria com os primers C
(sense) e E3’ (antisense), com excecdo da t(8;21)(922;022) e da
inv(16)(p13;022) em que os primers confirmatdrios utilizados foram os
codificados como E5’ (sense) e D (antisense). As nested PCRs foram
realizadas utilizando-se os primers codificados com C (sense) e D
(antisense).

As reacdes foram preparadas com um volume final de 50 uL. A
solucdo mée da PCR foi preparada da seguinte forma: 2 pL. de cDNA, 5
uL de tampéo 10X concentrado para Tag DNA polimerase (20 mM Tris-
HCI, pH 8.4; 50 mM KCl), 1,5 puL de MgCl, (50 Mm), 0,4 pL de ANTP
mix (100 mM de cada), 1 pL de primer sense e antisense (10 uM cada),
0,4 uL de Taq DNA polimerase (5 U/uL) e agua ultra-pura g.s.p para 50
puL. As rea¢des de nested PCR foram realizadas sob as mesmas
condicdes, exceto que, ao invés de DNA gendmico, foi utilizado como
molde 1 pL do produto de amplificagdo dos primers A e B da primeira
PCR.

As condicbes de reacdo foram: desnaturacdo inicial a 95 °C por
30 segundos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 30
segundos, pareamento a 65 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 1
minuto. O produto das PCRs foi submetido a eletroforese em gel de
agarose a 2% a 100 volts por 30 minutos e corado com brometo de
etidio. As bandas foram visualizadas em transiluminador sob luz UV de
320 nm. O tamanho dos fragmentos foi estimado, por comparacdo, com
0 marcador de tamanho molecular 50 pb (Quadro 8).
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Quadro 8 — Tamanho esperado dos produtos de PCR para a pesquisa das
translocagdes cromossdmicas, segundo o par de primers utilizado.

(8;21)(q22;922)
Par de primers e Tamanho do Produto de PCR (pb)
AoB CoD AeB + CoD E5’&D
395 260 260 338
1(9;22)(q34;q11) p190
Ponto de Par de primers e Tamanho do Produto de PCR (pb)
quebra AoB CoD AoB +CoD CoE3’
p190el-a2 521 381 381 445
p190e1-a3* 347 207 207 271
1(9;22)(q34;911) p210
Ponto de Par de primers e Tamanho do Produto de PCR (pb)
quebra A-B CoD AoB + CoD CoE3’
p210b3-a2 417 360 360 424
p210b2-a2 342 285 285 349
p210b3-a3 243 186 186 250
p210b2-a3 168 111 111 175
1(15;17)(q22;021)
Ponto de Par de primers e Tamanho i(i Pg)(iutoﬁ; PBC? (pb)
<> 4 N >
quebra  AleB A20B CleD  C2oD "0 'S, CLeEY  C20E3
berl 381 NA 214 NA 214 NA 470 NA
bcr2 345* NA 178* NA 178* NA 434* NA
ber3 NA 376 NA 289 NA 289 NA 545
inv(16)(p13;922)
Par de primers e Tamanho do Produto de PCR (pb)
Ponto de AcsBl+ | AoB2+
> > s >
quebra  AoBl AoB2 CoDl  CoD2 CoDL  Cospy  ESeDL ESeD2
Tipo A NA 418 NA 271 NA 271 NA 417
Tipo B NA 630 NA 483 NA 483 NA 679
Tipo C NA 811 NA 664 NA 664 NA 810
Tipo D 338 NA 155 NA 155 NA 301 NA
Tipo E 545 NA 362 NA 362 NA 508 NA
Tipo F NA 322 NA 175 NA 175 NA 321
Tipo G 242 NA 59 NA 59 NA 205 NA
Tipo H 344 NA 161 NA 161 NA 307 NA
Tipo | NA NA NA NA NA NA NA NA
TipoJ NA 1033 NA 886 NA 886 NA 1032

pb — Pares de base; NA — ndo aplicavel. *O tamanho do produto é variavel
devido a variabilidade dos pontos de quebra do éxon 6 no gene PML.
Adaptado de: VAN DONGEN et al., 1999.
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3.8 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando-se uma solugéo de
isotiocianato de guanidina 5 M (LIPPKE et al., 1987). Para tanto, 200
puL de SP ou MO foram transferidos para um microtubo contendo 1 mL
de solucdo de isotiocianato de guanidina 5 M e submetido a
homogeneizacdo com vértex. A amostra foi entdo mantida em agitacéo
continua a temperatura ambiente por 12 horas over night. Apds
incubacdo, foram adicionados ao microtubo 50 pL de solugdo de didxido
de silica acidificada e a amostra foi homogeneizada por inversdo durante
5 minutos. Apds, a amostra foi centrifugada a 1.000 g por 1 minuto a
temperatura ambiente e o sobrenadante foi descartado. O sedimento de
silica contendo DNA foi entdo lavado duas vezes com 500 pL de
solucdo de lavagem de isotiocianato de guanidina 5 M, duas vezes com
500 uL de etanol 70% e uma vez com 500 pL de acetona ultra pura.
Entre cada lavagem, o sobrenadante foi retirado apds a amostra ser
centrifugada a 1.000 g por 1 minuto a temperatura ambiente. Ao fim da
Gltima lavagem, os residuos de acetona foram removidos por evaporacéo
em termobloco (Thermomixer compact, Eppendorf) a 56 °C por 10
minutos. A amostra foi rehidratada com 25 pl. de Tampao Tris-EDTA
(10 mM Tris.HCI, pH 6,4; 1 mM EDTA, pH 8,0) e novamente incubada
em termobloco a 56 °C por 10 minutos sob agitagdo. Ap6s, a amostra foi
centrifugada a 2.600 g por 5 minutos e o sobrenadante contendo o0 DNA
gendmico foi transferido para um novo microtubo com capacidade para
0,6 mL e congelado a menos 20 °C para posterior utilizagdo nos ensaios
de pesquisa das mutacGes nos genes FLT3 e JAK2.

3.9 PESQUISA DE MUTACOES NO GENE FLT3
3.9.1 Deteccao da Mutacéo no Gene FLT3 do Tipo DIT

Para a deteccdo do FLT3-DIT foi realizada a amplificacdo dos
éxons 14 e 15 do gene FLT3 (MESHINCHI et al., 2001).

As reacdes foram preparadas com um volume final de 50 pL. A
solucdo mix da PCR foi preparada da seguinte forma: 100 ng a 1 ug de
DNA gendmico, 5 pL de tampdo 10X concentrado para Tag DNA
polimerase (20 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCl), 1,5 uL de MgCl,
(50 Mm), 0,4 uLL de ANTP mix (100 mM de cada), 2 pL de primer sense
(5’-GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’) e antisense  (5’-
CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-3’) (10 UM cada), 0,25 pL de
Taq DNA polimerase (5 U/uL) e 4gua ultra-pura q.s.p para 50 pL.
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As condicOes de reacdo foram: desnaturacéo inicial a 94 °C por 3
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos,
pareamento a 61 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2 minutos,
com uma extensdo final de 72 °C por 8 minutos. O produto das PCRs
foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% a 80 volts
por 90 minutos e corado com brometo de etidio. As bandas foram
visualizadas em transiluminador sob luz UV de 320 nm. O tamanho dos
fragmentos foi estimado, por compara¢do, com o marcador de tamanho
molecular 100 pb.

A deteccdo de apenas uma banda com 329 pb correspondeu ao
gene selvagem e foi correlacionada com a auséncia da mutacdo FLT3-
DIT. A presenca de uma segunda banda de tamanho maior (até 400 pb)
ou a auséncia da banda com 329 pb com a presenca de uma ou duas
bandas maiores foi relacionada como a presenca da mutagdo FLT3-DIT
na sua forma homozigota e heterozigota, respectivamente (Figura 11).

Figura 11 — Gel de poliacrilamida 12% representativo dos produtos da reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) para a deteccdo da mutacdo FLT3-DIT.
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Linha 1 — Marcador de tamanho molecular de 100 pb; Linha 2 — Amostra de
paciente homozigoto com banda compativel com a mutagdo FLT3-DIT; Linha 3
— Amostra de paciente sem banda compativel com a mutagdo FLT3-DIT; Linha
4 — Controle positivo (Amostra de paciente heterozigoto conhecidamente
positivo para a mutagcdo FLT3-DIT); Linha 5 — Controle negativo com DNA
(Amostra de paciente conhecidamente negativo para a mutacdo FLT3-DIT);
Linha 6 — Controle negativo com agua.
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3.9.2 Deteccdo da Mutacédo no Gene FLT3 do Tipo D835

Para a deteccdo da mutacdo do FLT3-D835 foi realizada a
amplificacdo do éxon 20 do gene FLT3 seguida por uma digestdo
enzimatica com EcoRV (LIANG et al., 2003).

As reacgdes foram preparadas com um volume final de 50 ulL. A
solugdo mix da PCR foi preparada da seguinte forma: 100 ng a 1 pg de
DNA gendmico, 5 pL de tampdo 10X concentrado para Tag DNA
polimerase (20 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCl), 2,25 uL de MgCl,
(50 mM), 0,6 uL de NTP mix (100 mM de cada), 2 uL de primer sense
(5’-CCGCCAGGAACGTGCTTG-3%) e antisense (5°-
GCAGCCTCACATTGCCCC-3’) (10 uM cada), 0,25 uL de Taq DNA
polimerase (5 U/uL) e 4gua ultra-pura q.s.p para 50 pL.

As condi¢des de reacdo foram: desnaturacdo inicial a 94 °C por 3
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 30 segundos,
pareamento a 66 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2 minutos, com
uma extensdo final de 72 °C por 8 minutos. Antes da digestdo
enzimatica, o sucesso da amplificagdo foi verificado realizando-se uma
eletroforese em gel de agarose 2,5% a 100 V por 30 minutos. O gel foi
corado com brometo de etidio e as bandas foram visualizadas em
transiluminador sob luz UV de 320 nm. O tamanho dos fragmentos foi
estimado, por comparacdo, com o marcador de tamanho molecular 50
pb. As amostras que apresentavam uma Unica banda com 114 pb foram
submetidas a digestdo com EcoRV.

A digestdo enzimatica foi preparada com um volume final de 15
uL e foi realizada na seguinte condi¢do: 10 uL de produto de PCR, 1,5
pL de tampdo H 10X concentrado (500 mM Tris-HCI, pH 7.5; 100 mM
MgCl; 10 mM DTT; 1 M NaCl), 0,5 uL de EcoRV (10 U/uL) e 4gua
ultra-pura q.s.p para 15 pL. A reagéo foi incubada por 1 hora a 37 °C e
0s produtos da digestdo foram observados em gel de poliacrilamida 20%
a 70 V por 90 minutos. O gel foi corado com brometo de etidio e as
bandas foram visualizadas em transiluminador sob luz UV de 320 nm. O
tamanho dos fragmentos foi estimado, por compara¢do, com o marcador
de tamanho molecular 50 pb.

As amostras sem a mutagdo FLT3-D835 foram totalmente
digeridas e apresentaram duas bandas (68 pb/46 pb). As amostras
homozigotas ou heterozigotas para a mutacdo FLT3-D835 ndo foram
digeridas ou foram parcialmente digeridas, respectivamente. Dessa
forma, as amostras homozigotas apresentaram uma Unica banda ndo
digerida (114 pb) e nas heterozigotas observou-se trés bandas resultantes
da digestéo parcial (114 pb/68 pb/46 pb) (Figura 12).
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Figura 12 — Gel de poliacrilamida 20% representativo dos produtos da reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) para a detec¢do da mutagdo FLT3-D835.
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Linha 1 — Marcador de tamanho molecular de 50 pb; Linha 2 — Amostra de
paciente com bandas compativeis com a mutagdo FLT3-D835 antes da digestéo
com EcoRV; Linha 3 — Amostra de paciente heterozigoto com bandas
compativeis com a mutagdo FLT3-D835 apds digestdo com EcoRV; Linha 4 —
Amostra de paciente sem bandas compativeis com a mutagdo FLT3-D835 antes
da digestdio com EcoRV; Linha 5 — Amostra de paciente sem bandas
compativeis com a mutagdo FLT3-D835 apds digestdo com EcoRV; Linha 6 —
Controle negativo com agua.

3.10 DETECGAO DA MUTAGAO JAK2V617F

A presenga da mutacdo JAK2V617F foi investigada por PCR-
alelo especifico, utilizando-se primers especificos para 0 gene JAK2
“selvagem” e mutado (CAMPBELL et al., 2006).

As reacdes foram preparadas com um volume final de 50 uL. A
solucdo mix da PCR foi preparada da seguinte forma: 100 ng a 1 g de
DNA gendmico, 5 pL de tampdo 10X concentrado para Tag DNA
polimerase (20 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCl), 4,0 uL de MgCl,
(50 Mm), 0,6 puL. de ANTP mix (100 mM de cada), 1,5 pL. de primer
sense/JAK2V617F (5’-AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATAT
T-37 - 10 mM), 3,0 pL de primer sense/JAK2 (5’-ATCTATAGTCATG
CTGAAAGTAGGAGAAAG-3’ - 10 mM), 5,0 pL de primer antisense
(5’-CTGAATAGTCCTACAGTGTTTTCAGTTTCA-3’ - 10 mM), 0,6
uL de Taqg DNA polimerase (5 U/ulL) e agua ultra-pura q.s.p para 50 pL.

As condigdes de reacdo foram: desnaturacgdo inicial a 94 °C por 5
minutos, seguida de 36 ciclos de deshaturacdo a 94 °C por 30 segundos,
pareamento a 54 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30
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segundos, com uma extensdo final de 72 °C por 6 minutos. O produto da
PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2,5% a 80 volts
por 40 minutos e corado com brometo de etidio. As bandas foram
visualizadas em transiluminador sob luz UV de 320 nm e o tamanho dos
fragmentos foi estimado, por comparacdo, com o marcador de tamanho
molecular 100 pb.

As amostras que apresentaram uma Unica banda de 364 pb foram
consideradas negativas para a mutacdo JAK2V617F, enquanto a
presenga de uma segunda banda de 203 pb foi relacionada a um
resultado positivo para a presenca da mutacdo (Figura 13).

Figura 13 — Gel de agarose 2,5% representativo dos produtos da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para a deteccdo da mutacdo JAK2V617F.
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Linha 1 — Controle negativo com DNA (Amostra de paciente conhecidamente
negativo para a mutagdo JAK2V617F); Linha 2 — Controle positivo (Amostra de
paciente conhecidamente positivo para a mutacdo JAK2V617F); Linha 3 —
Amostra positiva para a mutagdo JAK2V617F; Linha 4 — Amostra positiva para
a mutacdo JAK2V617F; Linha 5 — Amostra negativa para a mutacéo
JAK2V617F; Linha 6 — Amostra negativa para a mutagdo JAK2V617F; Linha 7
— Amostra negativa para a mutacdo JAK2V617F; Linha 8 — Controle negativo
com &gua; Linha 9 — Marcador de tamanho molecular de 100 pb.

311 AVALIAGAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS DE
RESISTENCIA

A expressdo da ABCBL1, da ABCC1 e da LRP foi analisada por
citometria de fluxo, utilizando-se as seguintes combinacbes de
anticorpos monoclonais (FITC/PE/PerCP/APC): --/--/CD45/CD34;
ABCB1/--/CD45/CD34; ABCC1/--/CD45/CD34; 1gG-camundongo/--
/CD45/CD34; e LRP/--/CD45/CD34. Todas as amostras foram
analisadas no citdmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, USA) utilizando os lasers azul (488 nm,
air-cooled, 20 mW solid state) e vermelho (633 nm, 17 mW HeNe), e o
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software FACSDiva versdo 6.1.2 (Becton Dickinson, USA). Em cada
tubo foram analisados 10.000 eventos.

Antes da marcagdo com 0s anticorpos monoclonais, as amostras
de MO foram previamente lavadas com PBS para a retirada do excesso
de gordura. Tanto as amostras de SP, quanto as de MO, foram diluidas
com PBS e ajustadas para que ficassem em uma concentracdo final de
10.000 células/uL.

Para a deteccdo de ABCB1 e ABCC1 foi utilizada a técnica de
marcacdo direta. Em cada tubo, 100 pL de amostra foram incubadas
com 3 pL e 5 pL dos anticorpos monoclonais anti-CD34 (clone 8G12) e
anti-CD45 (clone 2D1), respectivamente, por 10 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Apos a incubacéo, as células foram fixadas
e permealizadas utilizando-se o FIX & PERM® fixation and
permeabilization kit. Para tanto, foram adicionados 100 pL do reagente
de fixagdo em cada tubo e, apds homogeneizacéo em voértex, as amostras
foram incubadas no escuro em temperatura ambiente por 15 minutos.
Logo apds, foram adicionados 2 mL de PBS e as amostra foram
centrifugadas a 200 g por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e o
sedimento suspendido em 100 pyL do reagente de permeabilizacdo B.
Foram adicionados 10 puL de anti-ABCBL1 (clone 17F9) ou anti-ABCC1
(clone QCRL-3) e as amostras foram incubadas no escuro por 10
minutos. Apds incubacdo, foram adicionados 2 mL de PBS em cada
tubo, os quais foram submetidos a uma centrifugacdo de 200 g por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento de células foi
suspendido em 500 pL de PBS e analisado por citometria de fluxo.
Paralelo ao processo de marcacdo das proteinas ABCB1 e ABCC1, foi
realizada a marcagdo de um tubo controle de autofluorescéncia em
FITC, em que foram adicionados apenas 0s anticorpos monoclonais
anti-CD34 e anti-CD45.

A deteccdo de LRP foi realizada pela marcacdo indireta
utilizando-se um anticorpo secundario conjugado ao Alexa Fluor 488.
Para tanto, a amostra, foram adicionados 100 pL do reagente de fixacdo
“A”, e esta foi incubada no escuro em temperatura ambiente por 15
minutos. Apo6s a fixacdo, foram adicionados 2 mL de PBS e os tubos
foram centrifugados a 200 g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as amostras foram incubadas ao abrigo da luz por 15
minutos com 100 pL do reagente de permeabilizacdo “B” e 5 pL de
anti-LRP (clone LRP-56). Apds a permeabilizagdo, as amostras foram
lavadas com 2 mL de PBS e centrifugadas a 200 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 100 pL do anticorpo
secundario anti-lgG-camundogo-Alexa Fluor 488 (1:500). Incubou-se
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por 15 minutos ao abrigo da luz e o excesso de anticorpo foi retirado
com 2 mL de PBS e uma centrifugacdo a 200 g por 5 minutos. Apos a
lavagem das células, essas foram suspendidas em 100 pL de PBS e
marcadas com 3 pL de anti-CD34 e 5 pL de anti-CD45. Apds a
marcagdo, as amostras foram mais uma vez lavadas com 2 mL de PBS e,
apos a centrifugacdo, elas foram suspendidas em 400 uL de PBS e
analisadas por citometria de fluxo. Como controle de marcacdo
inespecifica do anticorpo secundario, foi realizada a marcacdo de um
tubo contendo apenas o anticorpo secundario na auséncia do anti-LRP.

Os dados adquiridos pelo citdbmetro de fluxo foram analisados
utilizando-se o software Infinicyt versdo 1.6.0 (Cytognos S.L.,
Salamanca, Espanha) e as células blasticas foram reconhecidas por meio
das propriedades de forward e side scatter (FSC e SSC,
respectivamente), bem como pelas suas caracteristicas de expressdo com
0 anti-CD34 e o anti-CD45 (Figura 14). Os dados foram descritos em
intensidade de fluorescéncia relativa (IFR). Para tanto, a intensidade de
fluorescéncia média (IFM) das células marcadas com anti-ABCB1 e
anti-ABCC1 foi dividida pela IFM das células controle, marcadas
apenas com anti-CD34 e anti-CD45. Para a deteccdo de LRP, a IFM das
células marcadas com anti-LRP foi dividida pela IFM das células
tratadas apenas com o anti-lgG mouse-Alexa Fluor 488.
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Figura 14 — Dot-plots e histogramas representativos da analise da expressdo das
proteinas ABCB1, ABCCL1 e LRP por citometria de fluxo.
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Painel A — Estratégia de reconhecimento das células neoplasicas por meio das
propriedades de forward scatter, side scatter e a expressdo de CD34 e CD45.
Painel B — Histograma demonstrando a intensidade de autofluorescéncia em
FITC, de expressdo de ABCB1, de ABCC1 e de expressdo de LRP. XX —
auséncia de anticorpo monoclonal; G1 — Gate 1; G2 — Gate 2; G3 — Gate 3.
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3.12 ANALISE ESTATISTICA

A confeccdo do banco de dados e a andlise estatistica foram
realizadas com o auxilio dos softwares SPSS verséo 17.0° e MedCalc®
versdo 12.3.0.0.

Os dados demograficos foram sumarizados como ndmeros
absolutos e percentuais no caso de varidveis nominais; e mediana de
valores maximo e minimo no caso de variaveis numéricas.

A expressdo de proteinas de resisténcia a mdaltiplos farmacos
(ABCB1, ABCC1 e LRP) foram sumarizadas de forma numérica através
de mediana e valores maximos e minimos (limites).

A presenca das mutagdes FLT3-DIT, FLT3-D835 e JAK2V617F,
bem como das translocacbes e a transcricdo de survivina foram
sumarizadas de forma dicotdmica (presente ou ausente).

Para a avaliagdo da distribuicdo das amostras foram utilizados os
testes de Shapiro-Wilk ou Kolmogorov-Smirnov. As variaveis
numeéricas independentes foram comparadas entre 0s grupos através do
teste de Mann-Whitney U ou do teste de Kruskal-Wallis. A comparagéo
de duas variaveis numéricas dependentes entre os grupos foi realizada
utilizando-se o teste de Wilcoxon. A correlacdo entre duas variaveis
numeéricas foi feita através da correlagéo de Pearson e a associacdo entre
duas ou mais variaveis nominais foi verificada pelo teste qui-quadrado
ou exato de Fisher. A curva de sobrevida foi construida pelo método de
Kaplan-Meier. Foi considerado um nivel de significincia de 5%
(P<0,05).
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Neste estudo, foram avaliados 75 pacientes com diagndstico de
LA. Destes, 40 (53,3%) eram do género masculino e 35 (46,7%) do
feminino (Figura 15) e a mediana de idade foi de 41 anos (15-87 anos;
Tabela 1).

Figura 15 — Distribuicdo dos pacientes com diagndstico de leucemia aguda
segundo o género.

B Masculino ® Feminino

Em relagdo ao subtipo de LA, foram diagnosticados 47 (62,6%)
casos de LMA, 26 (34,6%) de LLA e dois (2,8%) de LAFM (Figura 16).
A distribuicdo dos subtipos de LA segundo os critérios da OMS foi a
seguinte: LMA (um caso; 1,3%), LMA com minima diferenciacdo (um
caso; 1,3%), LMA sem maturagdo (cinco casos; 6,7%), LMA com
maturagcdo (seis casos; 8,0%), LMA com maturagdo com
t(8;21)(922;922) (trés casos; 4,0%), leucemia mielomonocitica aguda
(trés casos; 4,0%), leucemia monobléstica aguda (dois casos; 2,7%),
leucemia monocitica aguda (dois casos; 2,7%), leucemia eritroblastica
aguda (um caso; 1,3%), leucemia megacarioblastica aguda (um caso;
1,3%), leucemia promielocitica aguda com t(15;17)(922;q12) (19 casos;
25,4%; LPA), LMA secundaria & NMP (um caso; 1,3%), LMA
secundéria & SMD (dois casos; 2,7%), LLA-B tipo pr6-B (um caso;
1,3%), LLA-B tipo comum (nove casos; 12,0%), LLA-B com
t(9;22)(g34;911.2) (cinco casos; 6,7%), LLA-B tipo pré-B (quatro casos;
5,3%), LLA-T (sete casos; 9,3%) e LBA (dois casos; 2,8%).
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Figura 16 — Distribuicdo dos pacientes com diagndstico de leucemia aguda
segundo o subtipo de leucemia aguda.

Leucemia Bifenotipica Aguda (n=2)

LMA (n=1)

LMA com minima diferenciagao (n=1)

LLA-B tipo pr6-B (n=1) LMA sem maturagéo (n=5)

LMA com maturagao (n=6)

LMA com t(8;21)(922;922) (n=3)
Leucemia mielomonocitica aguda (n=3)
Leucemia monoblastica aguda (n=2)

LLA-B tipo comum (n=9)

34,6%
LLA-B com
1(9;22)(q34;911.2) (n=5) Leucemia monocitica aguda (n=2)
Leucemia eritroblastica aguda (n=1)
Leucemia megacarioblastica aguda (n=1)
LPA com t(15;17)(922;912) (n=19)
LMA secundaria a NMP (n=1)

LMA secundaria a SMD (n=2)

62,6%

LLA-B tipo pré-B (n=4)

LLA-T (n=7)

ELMA mLLA = LAFM

LMA — Leucemia mieloide aguda; LLA — Leucemia linfoide aguda; LAFM —
Leucemia aguda de fenétipo misto; LPA — Leucemia promielocitica aguda;
NMP — Neoplasia mieloproliferativa; SMD — Sindrome mielodisplésica.

Como pode ser observado na Tabela 1, a qual apresenta as
caracteristicas clinicas e laboratoriais no momento do diagndstico dos
pacientes incluidos no estudo, os pacientes que ndo entraram em
remissdo foram aqueles que apresentaram mediana de idade
significativamente superior (54 anos) aos que entraram em remisséo (35
anos) (P<0,001). As medianas de leucometria, de percentual de blastos e
de LDH ao diagnostico foram semelhantes entre os dois grupos de
pacientes. Além disso, também ndo houve associagéo entre o género e a
resposta ao tratamento.
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Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com diagndstico
de leucemia aguda no momento do diagndéstico, conforme resposta ao primeiro
ciclo da terapia de inducéo.

DRM Negativa DRM Positiva Total
Parémetros (n=56) (n=19) (n=75)
N° % N° % N° %
Idade (anos)
Mediana 35 54* 41
Limites 15-76 29-87 15-87
Leucometria (x10%pL)
Mediana 39 10,7 5,7
Limites 0,3-177,2 0,6-288,7 0,3-288,7
Blastos (%0)
Mediana 58,4 51,8 55,4
Limites 6,0-98,8 5,4-96,0 5,4-98,8
LDH (U/L)
Mediana 308,5 297,0 308,5
Limites 0,0-3060,0 131,0-3197,0 0,0-3197,0
Subtipo de LA
LMA 18 32,1 10 52,6 28 37,3
LPA 17 30,4 2 10,5 19 25,3
LLA-B 14 25,0 5 26,3 19 25,3
LLA-T 6 10,7 1 53 7 9,3
LBA 1 1,8 1 53 2 2,8
Género
Masculino 32 57,1 8 421 40 53,3
Feminino 24 42,9 11 57,9 35 46,7
FLT3-DIT
Negativos 39 69,6 10 52,6 49 65,3
Positivos 2 3,6 1 53 3 40

Nao realizado 15 26,8 8 42,1 23 30,7
FLT3-D835

Negativos 34 60,7 11 57,9 45 60,0

Positivos 4 7,1 0 0,0 4 5,3

Na&o realizado 18 32,2 8 42,1 26 34,7
Survivina

Negativos 44 78,6 14 73,7 58 77,3

Positivos 5 8,9 1 5,3 6 8,0

Na&o realizado 7 12,5 4 21,0 11 14,7
DRM - Doenca residual minima; LA — Leucemia Aguda; LMA — Leucemia
Mieloide Aguda; LPA — Leucemia Promielocitica Aguda com

t(15;17)(922;q12); LLA-B — Leucemia Linfoide Aguda do tipo B; LLA-T —
Leucemia Linfoide Aguda do tipo T; LBA — Leucemia Bifenotipica Aguda;
LDH — Lactato Desidrogenase. Teste de Mann-Whitney U, Teste Qui-quadrado
ou Teste Exato de Fisher. *Significancia estatistica quando comparado com o
grupo DRM negativa, P<0,05.
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Dos 75 pacientes incluidos neste estudo, néo foi possivel analisar
a presenca da mutagdo FLT3-DIT em 23 casos e da mutacdo FLT3-D835
em 26 casos devido a quantidade insuficiente de amostra ou a auséncia
de amplificagdo do gene selvagem.

Do total de pacientes analisados (n=75), somente trés
apresentaram a mutacdo FLT3-DIT (Tabela 1). Um foi diagnosticado
como portador de LPA, outro como de LMA sem maturagéo e o terceiro
como de LLA-B do tipo comum. Os pacientes portadores de LPA e de
LMA sem maturagdo obtiveram remisséo apds o tratamento. No entanto,
0 paciente com diagnostico de LLA-B do tipo comum foi a 6bito sem
entrar em remissdo. Os quatro pacientes que foram positivos para a
mutagdo FLT3-D835 entraram em remissdo apds o tratamento e
encontravam-se vivos até o momento do término do presente trabalho.
Dois deles foram diagnosticados como LMA com maturagdo com
t(8;21)(922;922), um como LPA e outro como LMA mielomonocitica.
Nao foi observada associacgao entre a resposta ao tratamento e a presenca
das mutacdes no FLT3. Além disso, nenhum paciente apresentou a
mutagdo JAK2V617F.

Em relacdio a pesquisa das translocacles, trés pacientes
apresentaram 1(8;21)(gq22;922), 19 a t(15;17)(g22;912) e cinco a
1(9;22)(q34;911.2), recebendo o diagnostico de LMA com maturacao
com 1(8;21)(g22;g22), LPA com t(15;17)(q22;q12) e LLA-B com
1(9;22)(g34;911.2), respectivamente. Nenhum paciente apresentou a
inv(16)(p13;q22).

Além dessas alteracBes genéticas, também foi investigada a
transcricdo de survivina, uma proteina antiapoptética, nas células
leucémicas desses pacientes. Devido a quantidade insuficiente de
amostra ou a auséncia de amplificacdo do gene constitutivo (gapdh), ndo
foi possivel avaliar a intensidade de transcricdo de survivina em 11
casos. Como pode ser observado na Tabela 1, seis pacientes
expressaram survivina no momento do diagndstico. Desses, um era
portador de LMA com maturacdo, um de leucemia monaoblastica aguda,
dois de LLA-B tipo comum e dois de LLA-T. Os pacientes com
diagndstico de LMA com maturacédo, de leucemia monoblastica aguda e
de LLA-T foram a 6bito. Ndo houve associacdo entre a presenca de
DRM e a transcricdo de survivina.

Do total de pacientes (n=75), 38 (50,7%) foram a 6bito (Figura
17). Apenas um obito ndo foi relacionado a doenca hematoldgica de
base ou a complicacdes associadas ao tratamento. Dos pacientes que
foram a 6bito, 19 (50%) estavam em remissdo no momento do 6bito e
19 (50%) morreram sem entrar em remissao.
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Figura 17 — Distribuicdo dos pacientes com diagndstico de leucemia aguda
segundo obito.

m Obito m Vivo

Apesar de a LPA ser um subtipo de LMA, essa leucemia possui
patofisiologia, progndstico e tratamento diferenciados das demais
LMAs. Devido a isso, para a constru¢do da curva de sobrevida e
determinacdo da mediana de sobrevida dos pacientes, optou-se por
separar os casos de LPA dos demais casos de LMA. Por apresentarem
prognosticos diferenciados entre si, 0s pacientes com diagndstico de
LLA-B e LLA-T também foram divididos em dois grupos
(SWERDLOW et al., 2008).

A mediana de sobrevida dos pacientes com LMA foi de trés
meses, daqueles com diagnostico de LLA-B de 25 meses e daqueles
com diagnostico de LLA-T de cinco meses (Figura 18). A mediana de
sobrevida dos pacientes com LPA ndo pdde ser calculada, pois poucos
pacientes com diagndstico de LPA foram a o6bito durante o periodo
desse estudo. Dos pacientes com diagnéstico de LBA, um foi a 6bito
nove dias apds o diagnostico e outro se encontrava vivo até 0 momento
do término desse trabalho.
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Figura 18 — Curva de sobrevida dos pacientes com diagnostico de leucemia
aguda.
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LMA - Leucemia mieloide aguda; LPA — Leucemia promielocitica aguda
com t(15;17)(gq22;q12); LLA-B — Leucemia linfoide aguda do tipo B; LLA-T
— Leucemia linfoide aguda do tipo T; LBA — Leucemia bifenotipica aguda.
Método de Kaplan-Meier.

4.2 TRANSCRICAO DOS GENES mdr

Dos 75 pacientes incluidos neste estudo, 10 ndo apresentaram
amplificacdo do gene constitutivo (gapdh) e por isso suas amostras
foram excluidos dos ensaios de deteccdo da transcricdo génica. Assim
sendo, a avaliacdo da transcricdo de abcbl, abccl e Irp foi realizada em
65 pacientes. Para as analises da transcrigdo dos genes mdr, 0s pacientes
foram divididos em cinco grupos: LMA (n=24), LPA (n=17), LLA-B
(n=17), LLA-T (n=5) e LBA (n=2). Mais uma vez, optou-se por essa
divisdo em grupos devido as diferencas de prognostico entre os subtipos
de LA (SWERDLOW et al., 2008).

Como pode ser observado na Tabela 2, as medianas (limites) de
transcri¢do de abcbl, abccl e Irp no total de pacientes foi de 0,00 (0,00-
1,32), 0,78 (0,00-7,35) e 0,00 (0,00-1,38), respectivamente. No
momento do diagnostico, ndo houve correlagdo entre a intensidade de
transcri¢do dos diferentes genes mdr.
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Tabela 2 — Mediana da transcrigdo de abcbl, abccl e Irp nas amostras de
pacientes portadores de leucemia aguda no momento do diagndstico, conforme
resposta ao primeiro ciclo de terapia de indugdo e/ou ao diagnéstico diferencial.

Gene DRM Negativa DRM Positiva Total
(n=49) (n=16) (n=65)
T abchl
(@] Mediana 0,00 0,00* 0,00
T Limites 0,00-1,10 0,00-1,32 0,00-1,32
A abccl
L Mediana 0,79 0,74 0,78
de Limites 0,00-7,35 0,00-1,08 0,00-7,35
L Irp
A Mediana 0,00 0,68 0,00
(n=65) Limites 0,00-1,38 0,00-1,01 0,00-1,38
abchl
Mediana 0,00 0,60* 0,00
L Limites 0,00-0,84 0,00-1,32 0,00-1,32
M abccl
A Mediana 0,85 0,74 0,84
Limites 0,00-7,37 0,00-1,08 0,00-7,35
(n=24) Irp
Mediana 0,00 0,00 0,00
Limites 0,00-1,01 0,00-1,01 0,00-1,01
abch1
Mediana 0,00 0,00 0,00
L Limites 0,00-1,08 - 0,00-1,08
P abccl
A Mediana 0,68 0,89 0,68
Limites 0,00-0,95 - 0,00-0,95
(n=17) Irp
Mediana 0,00 0,76 0,00
Limites 0,00-1,12 - 0,00-1,12

Continua...
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Gene DRM Negativa DRM Positiva Total
(n=49) (n=16) (n=65)
abcbl
L Mediana 0,00 0,00 0,00
L Limites 0,00-1,10 0,00-1,09 0,00-1,10
A abccl
Mediana 0,87 0,78 0,83
B Limites 0,00-1,13 0,62-0,92 0,00-1,13
Irp
(n=17) Mediana 0,69 0,86 0,74
Limites 0,00-1,38 0,62-0,91 0,00-1,38
abcbhl
L Mediana 0,00 0,00 0,00
L Limites 0,00-0,57 - 0,00-0,57
A abccl
Mediana 0,39 0,00 0,00
T Limites 0,00-1,01 - 0,00-1,01
Irp
(n=5) Mediana 0,26 0,00 0,00
Limites 0,00-0,73 - 0,00-0,73
abcbl
Mediana 0,00 0,00 0,00
L Limites - - 0,00-0,00
B abccl
A Mediana 0,00 0,75 0,38
Limites - - 0,00-0,75
(n=2) Irp
Mediana 0,00 0,67 0,22
Limites - - 0,00-0,67

DRM - Doenca residual minima; LMA — leucemia mieloide aguda; LLA —
leucemia linfoide aguda; LBA — Leucemia bifenotipica aguda; n — nimero de
pacientes. Teste de Mann-Whitney U. *Significancia estatistica quando

comparado com o grupo DRM negativa, P<0,05.

Além disso, analisou-se se havia associacdo entre os niveis de
transcri¢do dos genes mdr e a resposta ao tratamento (Tabela 2) e pode-
se constatar que ha associacdo entre a maior transcricdo de abcbl e a
presenca de DRM, tanto no total de pacientes (P=0,004), quanto no
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grupo de pacientes com diagndstico de LMA (P=0,005). Essa mesma
associagdo ndo foi encontrada nos demais grupos de pacientes.

As expressdes de abccl e de Irp ndo apresentaram relacdo com a
resposta ao tratamento em nenhum subtipo de LA.

Posteriormente, avaliou-se se havia associagdo entre a intensidade
de transcricdo dos genes mdr e o diagndstico diferencial dos pacientes
(LMA, LPA, LLA-B, LLA-T ou LBA). Porém, nao foi encontrada
qualquer associacdo entre a transcricdo dos genes e o diagnostico
diferencial, mesmo quando os pacientes foram separados segundo a
resposta ao tratamento (DRM negativa e DRM positiva).

Outro dado que foi avaliado é se existia associacdo entre a
transcricdo dos genes mdr e alguns fatores de progndstico como: idade,
leucometria e percentual de blastos ao diagnéstico, LDH, expressao de
CD34, de CD56 e de survivina, presenca das mutagbes FLT3-DIT,
FLT3-D835 e da translocagdo t(8;21)(g22;922) nos casos de LMA e da
1(9;22)(934;911.2) nos casos de LLA-B (Tabela 3, 4 e 5). Devido ao
pequeno nimero de pacientes no grupo LBA, ndo foi possivel verificar a
existéncia de relacdo entre a transcricdo de abcbl, abccl e Irp e 0s
fatores de prognostico nesse grupo. Como pode ser observada na Tabela
3, a transcricdo de abcbl correlacionou-se positivamente com a
contagem de leucécitos nos casos de LLAs-T (P=0,007; R?*=0,967). Essa
correlagdo manteve-se no gru?o de pacientes com diagndstico de LLA-T
e DRM negativa (P=0,030; R"=0,970).
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Tabela 3 — Associagdo entre a transcri¢do de abcbl e os fatores de prognéstico
nas amostras de pacientes portadores de leucemia aguda no momento do
diagnostico, conforme resposta ao primeiro ciclo de terapia de indugdo e/ou ao
diagndstico diferencial.

Fatores de DRM Negativa DRM Positiva  Total

Progndstico (n=49) (n=16) (n=65)

Idade (anos) 0,130 0,715 0,534

T Leuco (x10*/uL) 0,316 0,261 0,975

o Blastos (%) 0,640 0,384 0,698

T LDH (U/L) 0,323 0,191 0,167

ﬁ Expressao de CD34 1,000 1,000 0,516

de Expresséo de CD56 1,000 0,524 0,324

L Survivina 1,000 1,000 0,593

A FLT3-DIT 1,000 1,000 1,000

FLT3-D835 0,225 - 0,185

(n=65) (8;21)(922;922) 0,200 - 0,881

1(9;22)(934;911.2) 1,000 1,000 0,559

Idade (anos) 0,100 0,746 0,921

Leuco (x10%/uL) 0,765 0,513 0,811

Blastos (%0) 0,074 0,952 0,294

L LDH (U/L) 0,379 0,705 0,249

M Expressdo de CD34 0,295 0,857 0,726

A Expressédo de CD56 1,000 0,400 0,961

Survivina 0,133 0,889 0,101

(n=24) FLT3-DIT 1,000 = 1,000

FLT3-D835 0,273 - 0,200

1(8;21)(922;922) 0,200 - 0,881
1(9;22)(934;911.2) - - -

Idade (anos) 0,906 - 0,976

Leuco (x10*/uL) 0,517 - 0,529

Blastos (%0) 0,481 - 0,546

L LDH (U/L) 0,861 - 0,828

P Expressdo de CD34 1,000 - 1,000

A Expressao de CD56 0,273 - 0,276
Survivina = = =

(n=17)  FLT3-DIT 1,000 - 1,000

FLT3-D835 1,000 - 1,000

1(8;21)(922;922)
1(9;22)(g34;911.2)

Continua...
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Fatores de DRM Negativa DRM Positiva  Total

Progndstico (n=49) (n=16) (n=65)

Idade (anos) 0,356 0,335 0,756

Leuco (x10*/uL) 0,498 0,457 0,651

L Blastos (%) 0,695 0,567 0,686

L LDH (U/L) 0,726 0,288 0,387

A Expressdo de CD34 1,000 - 1,000
Expressdo de CD56 = = -

B Survivina 1,000 - 1,000

FLT3-DIT - 1,000 1,000

(n=17) FLT3-D835 - . _
1(8;21)(q22;G22) = - =
t(9;22)(g34;q11.2) 1,000 1,000 0,559

Idade (anos) 0,113 - 0,089
Leuco (x10%/uL) 0,030* - 0,007*
L Blastos (%) 0,490 - 0,510
L LDH (U/L) 0,757 - 0,827
A Expressdo de CD34 0,250 - 0,400
Expressdo de CD56 - - -
T Survivina 1,000 - 1,000
FLT3-DIT - - -

(n=5)  FLT3-D835 - - -
1(8;21)(922;022) - - -
1(9;22)(q34;q11.2) - - -

DRM - Doenga residual minima; LA — Leucemia aguda; LMA — Leucemia
mieloide aguda; LPA — Leucemia promielocitica aguda com t(15;17)(q22;912);
LLA-B — Leucemia linfoide aguda do tipo B; LLA-T — Leucemia linfoide aguda
do tipo T; LDH — Lactato desidrogenase; Leuco - Leucometria. Teste de Mann-
Whitney U ou correlagao de Pearson. *Significancia estatistica.

Em relacdo a transcricdo de abccl (Tabela 4), nos portadores de
LA, foi observada uma associacgao entre a maior transcricdo de abccl e a
presenca do marcador CD34 nos blastos leucémicos (P=0,006). Essa
associacdo manteve-se para o grupo de pacientes com diagnostico de LA
e com DRM negativa (P=0,007), mas ndo para 0 grupo com DRM
positiva (P=0,333). No grupo de pacientes portadores de LMA e que
apresentavam DRM ap0s a terapia de inducédo, houve correlagdo positiva
entre a idade e a transcricdo de abccl (P=0,029; R2=0,718). Nos
pacientes com diagnostico de LPA e que néo apresentaram DRM apéds a
terapia de indugdo, houve correlagdo diretamente proporcional entre a
transcricdo de abccl e o percentual de promieldcitos neoplasicos
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(P=0,019; R?*=0,639). Em relacéo as LLAs, os portadores de LLA-B que
entraram em remissdo apOs 0 tratamento apresentaram correlacdo
positiva entre a transcricdo de abccl e a atividade de LDH (P=0,017;
R?=0,983).

Tabela 4 — Associagdo entre a transcrigdo de abccl e os fatores de progndstico
nas amostras de pacientes portadores de leucemia aguda no momento do
diagnostico, conforme resposta ao primeiro ciclo de terapia de indugdo e/ou ao
diagnéstico diferencial.

Fatores de

DRM Negativa

DRM Positiva  Total

Prognostico (n=49) (n=16) (n=65)

Idade (anos) 0,877 0,070 0,929

T Leuco (x10%/uL) 0,513 0,362 0,759
o Blastos (%0) 0,094 0,944 0,101
T LDH (U/L) 0,692 0,263 0,576
’ﬁ Expressdo de CD34 0,007* 0,333 0,006*
de Expressao de CD56 0,115 0,563 0,075
L Survivina 0,567 0,667 0,689
A FLT3-DIT 0,428 0,778 0,549
FLT3-D835 0,490 - 0,459

(n=65) 1(8;21)(922;q922) 0,998 - 0,794
1(9;22)(g34;911.2) 0,737 0,500 0,898

Idade (anos) 0,570 0,029* 0,587

Leuco (x10*/uL) 0,523 0,279 0,678

Blastos (%0) 0,216 0,919 0,226

L LDH (U/L) 0,802 0,633 0,974
M Expressao de CD34 0,179 0,429 0,060
A Expressao de CD56 0,268 0,714 0,209
Survivina 0,533 0,889 0,362

(n=24) FLT3-DIT 0,769 - 0,647
FLT3-D835 0,158 - 0,246
1(8;21)(922;922) 0,998 - 0,794

1(9;22)(q34;911.2)

Continua...
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Fatores de DRM Negativa DRM Positiva  Total

Progndstico (n=49) (n=16) (n=65)

Idade (anos) 0,245 - 0,487

Leuco (x10*/uL) 0,519 - 0,575

Blastos (%) 0,019* - 0,058

L LDH (U/L) 0,261 - 0,219

P Expressédo de CD34 0,055 - 0,055

A Expressdo de CD56 0,667 - 0,667
Survivina - - -

(n=17)  FLT3-DIT 0,727 - 0,727

FLT3-D835 0,800 - 0,800
t(8;21)(922;922) - - -
1(9;22)(g34;q11.2) - - -

Idade (anos) 0,909 0,463 0,795

Leuco (x10*/uL) 0,272 0,766 0,856

L Blastos (%) 0,259 0,649 0,313

L LDH (U/L) 0,453 0,017* 0,471

A Expressdo de CD34 0,179 - 0,167
Expressdo de CD56 - - -

B Survivina 0,872 - 0,912

FLT3-DIT = 0,667 0,727
(n=17)  FLT3-D835 - - -
1(8;21)(922;022) - - -

1(9;22)(934;911.2) 0,737 0,500 0,898

Idade (anos) 0,525 = 0,902

Leuco (x10*/uL) 0,566 - 0,589

L Blastos (%) 0,702 - 0,825

L LDH (U/L) 0,896 - 0,940

A Expressdo de CD34 0,750 - 0,400
Expressédo de CD56 - - -

T Survivina 0,333 - 0,333
FLT3-DIT - - -
(n=5)  FLT3-D835 - - 5

1(8;21)(922;922)
1(9;22)(q34;q11.2)

DRM - Doenga residual minima; LA — Leucemia aguda;

LMA — Leucemia

mieloide aguda; LPA — Leucemia promielocitica aguda com t(15;17)(q22;912);
LLA-B — Leucemia linfoide aguda do tipo B; LLA-T — Leucemia linfoide aguda
do tipo T; LDH — Lactato desidrogenase; Leuco - Leucometria. Teste de Mann-
Whitney U ou correlagdo de Pearson. *Significancia estatistica.
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Na Tabela 5, pode-se observar que, nos casos de LA, a maior
transcricdo de Irp associou-se com a auséncia de transcricdo de
survivina e a auséncia de expressdo de CD56 nas células neoplésicas
(P=0,029 e P=0,029, respectivamente). Nos pacientes com diagnéstico
de LA que responderam ao tratamento, houve associacdo entre a
auséncia do marcador CD56 e a maior transcri¢do de Irp (P=0,043). Nos
casos de LMA, pode-se observar a presenca de associacdo entre a
auséncia de transcricdo de survivina e a maior transcricdo de Irp
(P=0,040).

Tabela 5 — Associagdo entre a transcricdo de Irp e os fatores de progndstico nas
amostras de pacientes portadores de leucemia aguda no momento do
diagndstico, conforme resposta ao primeiro ciclo de terapia de inducéo e/ou ao
diagndstico diferencial.

Fatores de DRM Negativa DRM Positiva ~ Total
Prognostico (n=49) (n=16) (n=65)

Idade (anos) 0,310 0,548 0,988

T Leuco (x10°/uL) 0,982 0,415 0,400
o Blastos (%) 0,413 0,853 0,420
T LDHUL) 0,717 0,119 0,139
'ﬁ‘ Expressédo de CD34 0,431 0,308 0,184
de Expresséo de CD56 0,043* 0,405 0,029*
L Survivina 0,071 0,067 0,029*
A FLT3-DIT 0,676 0,222 0,092
FLT3-D835 0,203 - 0,160

(n=65) 1(8;21)(922;922) 0,664 - 0,630
1(9;22)(934;q11.2) 0,069 0,500 0,135

Idade (anos) 0,910 0,250 0,371

Leuco (x103/uL) 0,186 0,969 0,332
Blastos (%0) 0,502 0,624 0,891

L LDH (U/L) 0,947 0,461 0,780
M Expressao de CD34 0,795 0,464 0,687
A Expressédo de CD56 0,061 0,714 0,069
Survivina 0,267 0,111 0,040*

(n=24) FLT3-DIT 0,231 = 0,235
FLT3-D835 0,491 - 0,516
1(8;21)(922;922) 0,664 - 0,630

1(9;22)(q34;911.2) ] ) >

Continua...
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Fatores de DRM Negativa DRM Positiva  Total

Progndstico (n=49) (n=16) (n=65)

Idade (anos) 0,254 - 0,587

Leuco (x10*/uL) 0,943 - 0,967

Blastos (%) 0,378 - 0,606

L LDH (U/L) 0,588 - 0,689

P Expressdo de CD34 0,257 - 0,257

A Expressdo de CD56 0,448 - 0,448
Survivina - - -

(n=17)  FLT3-DIT 1,000 - 1,000

FLT3-D835 1,000 - 1,000
t(8;21)(922;922) - - -
1(9;22)(g34;q11.2) - - -

Idade (anos) 0,747 0,399 0,963

Leuco (x10*/uL) 0,315 0,357 0,590

L Blastos (%) 0,937 0,507 0,598

L LDH (U/L) 0,511 0,408 0,304

A Expressédo de CD34 0,803 - 0,850
Expressdo de CD56 - - -

B Survivina 0,497 - 0,735

FLT3-DIT = 0,667 0,182
(n=17)  FLT3-D835 - - -
1(8;21)(922;022) - - -

1(9;22)(934;911.2) 0,069 1,000 0,135

Idade (anos) 0,344 - 0,738

Leuco (x10*/uL) 0,480 - 0,495

L Blastos (%) 0,578 - 0,687

L LDH (U/L) 0,709 - 0,520

A Expressdo de CD34 0,750 - 0,400
Expressédo de CD56 - - -

T Survivina 0,333 - 0,333
FLT3-DIT - - -
(n=5)  FLT3-D835 - - 5

1(8;21)(q22;922)
1(9;22)(q34;q11.2)

DRM - Doenga residual minima; LA — Leucemia aguda;

LMA — Leucemia

mieloide aguda; LPA — Leucemia promielocitica aguda com t(15;17)(q22;q12);
LLA-B — Leucemia linfoide aguda do tipo B; LLA-T — Leucemia linfoide aguda
do tipo T; LDH — Lactato desidrogenase; Leuco - Leucometria. Teste de Mann-
Whitney U ou correlagdo de Pearson. *Significancia estatistica.
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Analisou-se também se havia associacdo entre a ocorréncia do
Obito e a intensidade de transcricdo dos genes mdr. No entanto, ndo foi
encontrada qualquer associacgao entre a transcrigdo de abcbl, abccl e Irp
e a ocorréncia do 6bito (P=0,103; P=0,730 e P=0,184, respectivamente).

Dos 65 pacientes que tiveram a transcricdo dos genes mdr
avaliada no momento do diagnostico, foi possivel verificar a transcricao
desses genes apds o primeiro ciclo de terapia de indugdo em 29 casos
(LMA=7; LPA=15; LLA-B=7; Tabela 6). Nao foi possivel avaliar a
transcricdo dos genes mdr apos a terapia de inducdo em nenhum caso de
LLA-T ou LBA. A analise dos dados mostrou diminuicdo significativa
na transcricdo de abccl ap6s o tratamento nos pacientes com LMA
(P=0,016).
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Tabela 6 — Mediana da transcricdo de abcbl, abccl e Irp nas amostras de
pacientes portadores de leucemia aguda antes e depois do primeiro ciclo de
terapia de inducdo.

DRM Negativa DRM Positiva Total
Gene (n=20) (n=9) (n=29)
1° 2° 1° 2° 1° 2°
T abcbl
o Mediana 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T Limites  0,00-1,10 0,00-1,01 0,00-1,09 0,00-1,18 0,00-1,10 0,00-1,18
A abccl
L Mediana 0,78 0,69 0,86 0,79 0,84 0,73
de Limites 0,00-1,17 0,00-1,23 0,00-0,92 0,00-0,94 0,00-1,17 0,00-1,23
L Irp
A Mediana 0,00 0,61 0,62 0,79 0,00 0,62
(n=29) Limites  0,00-1,12 0,00-1,20 0,00-0,91 0,00-1,11 0,00-1,12 0,00-1,20
abcbl
Mediana 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L Limites  0,00-0,00 0,00-0,00 0,00-0,00 0,00-0,00 0,00-0,00 0,00-0,00
M abccl
A Mediana 0,96 0,00 0,87 0,42 0,89 0,00*
Limites  0,74-1,17 0,00-0,73 0,84-0,90 0,00-0,88 0,74-1,17 0,00-0,88
(n=7) Irp
Mediana 0,00 0,98 0,46 0,48 0,00 0,96
Limites  0,00-0,82 0,60-1,10 0,00-0,91 0,00-1,11 0,00-0,91 0,00-1,11
abcbl
Mediana 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L Limites  0,00-1,08 0,00-1,01 - - 0,00-1,08 0,00-1,01
P abccl
A Mediana 0,67 0,79 0,88 0,92 0,68 0,74
Limites  0,00-0,94 0,00-1,23 - - 0,00-0,94 0,00-1,23
(n=15) Irp
Mediana 0,00 0,00 0,76 0,00 0,00 0,00
Limites  0,00-1,12 0,00-1,20 - - 0,00-1,12  0,00-1,20
abcbl
L Mediana 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L Limites  0,00-1,10 0,00-0,91 0,00-1,09 0,00-1,18 0,00-1,10 0,00-1,18
A abccl
Mediana 0,93 0,78 0,62 0,67 0,87 0,75
B Limites  0,83-1,09 0,00-0,95 0,00-0,92 0,00-0,79 0,00-1,09 0,00-0,95
Irp
(n=7) Mediana 0,72 0,90 0,62 0,79 0,69 0,84

Limites  0,66-0,86 0,62-1,02 0,00-0,86 0,00-1,11 0,00-0,86 0,00-1,11
DRM - Doenca residual minima; LA — Leucemia aguda; LMA — Leucemia
mieloide aguda; LPA — Leucemia promielocitica aguda com t(15;17)(q22;q12);
LLA-B — Leucemia linfoide aguda do tipo B; LLA-T — Leucemia linfoide
aguda do tipo T; 1° - Amostra coletada no momento do diagndstico; 2° —
Amostra coletada ap6s o primeiro ciclo de terapia de indugdo. Teste de
Wilcoxon. *Significancia estatistica quando comparado com os valores
observados no momento do diagnéstico, P<0,05.
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4.3 EXPRESSAO DAS PROTEINAS MDR

Dos 75 pacientes incluidos neste estudo, 46 tiveram a expressdo
das proteinas MDR avaliadas no momento do diagnéstico. Os demais
pacientes ndo puderam ser analisados devido a quantidade insuficiente
de amostra. Assim como realizado para a avaliacdo da transcricdo
génica, os pacientes foram divididos em cinco grupos: LMA (n=18),
LPA (n=14), LLA-B (n=9), LLA-T (n=4) e LBA (n=1). Como
anteriormente mencionado, essa divisdo deve-se as diferencas de
progndstico que esses subtipos de LA apresentam (SWERDLOW et al.,
2008).

Como pode ser observado na Tabela 7, as medianas (limites) de
expressao das proteinas ABCB1, ABCCL1 e LRP foram de 2,21 (0,00-
116,15), 1,14 (0,00-7,54) e 0,59 (0,00-39,93), respectivamente. Nao
houve correlagdio entre a intensidade de expressdo das diferentes
proteinas MDR.
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Tabela 7 — Mediana da expressdo de ABCB1, ABCC1 e LRP nas amostras de
pacientes portadores de leucemia aguda no momento do diagndstico, conforme
resposta ao primeiro ciclo de terapia de indugdo e ao diagnéstico diferencial.

Proteina DRM Negativa  DRM Positiva Total
(n=31) (n=15) (n=46)
T ABCB1
O Mediana 2,09 2,74 2,21
T Limites 0,00-116,15 0,87-83,70 0,00-116,15
A ABCC1
L Mediana 1,12 1,37 1,14
de Limites 0,00-7,54 0,75-3,02 0,00-7,54
L LRP
A Mediana 0,80 0,13 0,59
(n=46) Limites 0,00-39,93 0,00-11,40 0,00-39,93
ABCB1
Mediana 1,86 15,90 3,13
L Limites 0,00-10,77 1,48-83,70 0,00-83,70
M ABCC1
A Mediana 1,07 2,02* 1,14
Limites 0,00-1,57 1,00-2,02 0,00-3,02
(n=18) LRP
Mediana 8,51 0,13 6,00
Limites 0,00-39,93 0,00-11,40 0,00-39,93
ABCB1
Mediana 2,64 3,54 2,64
L Limites 1,42-29,46 0,87-6,20 0,87-29,46
P ABCC1
A Mediana 1,15 0,99 1,15
Limites 0,61-5,64 0,75-1,23 0,61-5,64
(n=14) LRP
Mediana 0,21 1,40 0,32
Limites 0,00-2,48 0,00-2,79 0,00-2,79
ABCB1
L Mediana 3,04 1,78 1,78
L Limites 1,21-116,15 1,51-14,51 1,21-116,15
A ABCC1
Mediana 1,18 1,37 1,32
B Limites 0,88-7,54 0,91-1,40 0,88-7,54
LRP
(n=9) Mediana 0,50 1,30 0,50
Limites 0,00-6,74 0,00-2,61 0,00-6,74

Continua...
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Proteina DRM Negativa  DRM Positiva Total
(n=31) (n=15) (n=46)
ABCB1
L Mediana 1,51 2,02 1,76
L Limites 1,19-4,99 - 1,19-4,99
A ABCC1
Mediana 1,05 1,24 1,14
T Limites 0,65-1,74 - 0,65-1,74
LRP
(n=4) Mediana 0,00 0,00 0,26
Limites 0,00-1,17 - 0,00-1,17
ABCB1
Mediana - 2,12 2,12
L Limites - - -
B ABCC1
A Mediana - 1,08 1,08
Limites - - -
(n=1) LRP
Mediana - 0,00 0,00
Limites - - -

DRM - Doenca residual minima; LA — Leucemia aguda; LMA — Leucemia
mieloide aguda; LPA — Leucemia promielocitica aguda com t(15;17)(q22;912);
LLA-B — Leucemia linfoide aguda do tipo B; LLA-T — Leucemia linfoide
aguda do tipo T. Teste de Mann-Whitney U. *Significancia estatistica quando
comparado com o grupo DRM negativa, P<0,05.

A seguir, foi avaliado se havia associacdo entre a expressdo das
proteinas MDR e a resposta ao tratamento (Tabela 7). Nos pacientes
portadores de LMA, houve associagcdo entre a maior expressdo de
ABCC1 e a presenca de DRM (P=0,017). Quando foi avaliado se havia
associacdo entre o diagnéstico diferencial e a expressdo das proteinas,
observou-se que a maior expressao de LRP apresentou associagdo com o
diagndstico de LMA (P=0,025). Essa associacdo também se manteve
significativa para o grupo de pacientes com diagnostico de LMA que
entrou em remissdo (P=0,008).

Assim como foi realizado para a expressdo de RNAm, verificou-
se se havia associacdo entre a expressdo das proteinas MDR e alguns
fatores de prognostico como: idade, leucometria e percentual de blastos
ao diagndstico, LDH, expressdo de CD34, de CD56 e de survivina,
presenca das mutacdes FLT3-DIT, FLT3-D835 e da translocacédo
1(8;21)(922;922) nos casos de LMA e da t(9;22)(g34;911.2) nos casos
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de LLA-B (Tabelas 8, 9 e 10). Devido ao pequeno nimero de pacientes
no grupo LBA, ndo foi possivel verificar a existéncia de relacdo entre a
expressao de ABCB1, ABCC1 e LRP e os fatores de progndstico nesse
grupo.

Como pode ser observado na Tabela 8, o grupo dos pacientes que
entraram em remissao apos a terapia de inducao apresentaram correlacéo
positiva entre a expressdo de ABCB1 e a LDH (P=0,001; R?=0,577). Em
relagdo ao grupo de pacientes com diagnéstico de LLA-B, p6de-se
observar que os pacientes que nao apresentaram DRM apds a terapia de
inducdo apresentaram correlacdo diretamente proporcional entre a
expressdo de ABCB1 e a LDH (P=0,007; R?=0,929).

Tabela 8 — Associagdo entre a expressdo de ABCBL e os fatores de progndstico
nas amostras de pacientes portadores de leucemia aguda no momento do
diagndstico, conforme resposta ao primeiro ciclo de terapia de indugdo e/ou ao
diagndstico diferencial.

Fatores de DRM Negativa DRM Positiva  Total
Prognéstico (n=31) (n=15) (n=46)
Idade (anos) 0,487 0,528 0,802
T Leuco (x10*/uL) 0,650 0,210 0,292
o Blastos (%) 0,629 0,870 0,945
T LDH (U/L) 0,001* 0,194 0,557
'ﬁ‘ Expressdo de CD34 0,229 0,692 0,376
de Expressédo de CD56 0,383 0,886 0,452
L Survivina 0,464 1,000 0,347
A FLT3-DIT 0,696 - 0,625
FLT3-D835 0,417 = 0,364
(n=46) t(8;21)(922;922) 0,389 - 0,749
1(9;22)(g34;911.2) 1,000 1,000 1,000
Idade (anos) 0,548 0,479 0,873
Leuco (x103/uL) 0,564 0,311 0,301
Blastos (%) 0,853 0,327 0,905
L LDH (U/L) 0,161 0,143 0,453
M Expressédo de CD34 1,000 1,000 0,233
A Expressdo de CD56 0,629 1,000 0,268
Survivina 0,857 0,800 0,659

(n=18)  FLT3-DIT - - -
FLT3-D835 - - 0,545
1(8;21)(922;922) 0,889 - 0,732

1(9;22)(q34;q11.2) - - -

Continua...
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Fatores de DRM Negativa DRM Positiva ~ Total

Progndstico (n=31) (n=15) (n=46)

Idade (anos) 0,291 - 0,866

Leuco (x10*/uL) 0,442 - 0,405

Blastos (%) 0,964 - 0,782

L LDH (U/L) 0,999 - 0,996

P Expressao de CD34 0,381 - 0,267

A Expressao de CD56 0,500 - 0,667
Survivina - - -

(n=14) FLT3-DIT 0,800 - 0,727
FLT3-D835 - - =
(8;21)(922;922) - - -
1(9;22)(g34;911.2) - - -

Idade (anos) 0,692 0,892 0,508

Leuco (x10*/uL) 0,834 0,649 0,658

L Blastos (%0) 0,702 0,311 0,758

L LDH (U/L) 0,007* 0,258 0,683

A Expressdo de CD34 0,333 - 0,222
Expressao de CD56 - - -

B Survivina 0,400 - 0,286
FLT3-DIT = = =
(n=9)  FLT3-D835 - - -
1(8;21)(922;922) - - -

£(9;22)(g34;911.2) 1,000 1,000 1,000

Idade (anos) 0,503 - 0,434

Leuco (x10*/uL) 0,471 - 0,981

L Blastos (%0) 1,000 - 0,541

L LDH (U/L) 0,401 - 0,187

A Expressao de CD34 1,000 - 0,667
Expresséo de CD56 - - -
T Survivina - - -
FLT3-DIT - - -
(n=4)  FLT3-D835 - - 5

t(8;21)(922;922)
1(9;22)(g34;911.2)

DRM - Doenga residual minima; LA — Leucemia aguda;

LMA — Leucemia

mieloide aguda; LPA — Leucemia promielocitica aguda com t(15;17)(q22;912);
LLA-B — Leucemia linfoide aguda do tipo B; LLA-T — Leucemia linfoide aguda
do tipo T; LDH — Lactato desidrogenase; Leuco - Leucometria. Teste de Mann-
Whitney U ou correlagdo de Pearson. * Significancia estatistica.
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Em relacdo a proteina ABCC1, pOde-se observar que houve
correlacdo entre a expresséo da proteina e a LDH nos portadores de LPA
(Tabela 9; P=0,019; R*=0,664). Essa mesma correlagdo manteve-se
significativa no grupo de pacientes com diagnéstico de LPA que
entraram em remisséo (P=0,018; R?*=0,695). O grupo de pacientes com
diagndstico de LLA-B que apresentaram DRM ap0s a terapia de indugéo
tiveram uma correlacéo inversamente proporcional entre a expressao de
ABCC1 e a leucometria ao diagndstico (P=0,006; R*=-1,000).

Tabela 9 — Associagdo entre a expressdo de ABCCL1 e os fatores de progndstico
nas amostras de pacientes portadores de leucemia aguda no momento do
diagnostico, conforme resposta ao primeiro ciclo de terapia de indugdo e/ou ao
diagndstico diferencial.

Fatores de DRM Negativa DRM Positiva  Total
Prognostico (n=31) (n=15) (n=46)
Idade (anos) 0,625 0,893 0,702
T Leuco (x10*/uL) 0,999 0,646 0,868
O Blastos (%) 0,749 0,585 0,966
T LDH(UL) 0,452 0,127 0,879
’ﬁ Expressdo de CD34 0,749 0,573 0,693
de Expressédo de CD56 0,317 0,686 0,427
L Survivina 0,507 0,545 0,728
A FLT3-DIT 0,174 - 0,125
FLT3-D835 0,625 - 0,636
(n=46) t(8;21)(922;922) 0,689 - 0,860
1(9;22)(g34;911.2) 0,600 0,667 0,940
Idade (anos) 0,529 0,467 0,426
Leuco (x10°/uL) 0,327 0,676 0,543
Blastos (%) 0,513 0,541 0,878
L LDH (U/L) 0,345 0,141 0,740
M Expressédo de CD34 1,000 0,800 0,352
A Expressdo de CD56 0,629 1,000 0,755
Survivina 0,857 0,400 0,286

(n=18) FLT3-DIT - - -
FLT3-D835 - - 0,636
1(8;21)(922;922) 0,689 - 0,752

1(9;22)(q34;q11.2) - - -

Continua...
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Fatores de DRM Negativa DRM Positiva ~ Total

Progndstico (n=31) (n=15) (n=46)

Idade (anos) 0,798 - 0,524

Leuco (x10*/uL) 0,913 - 0,972

Blastos (%) 0,598 - 0,436

L LDH (U/L) 0,018* - 0,019*

P Expressao de CD34 0,714 - 0,833

A Expressao de CD56 0,500 - 0,444
Survivina - - -

(n=14) FLT3-DIT 0,200 - 0,182
FLT3-D835 - - =
(8;21)(922;922) - - -
1(9;22)(g34;911.2) - - -

Idade (anos) 0,544 0,464 0,666

Leuco (x10*/uL) 0,784 0,006* 0,610

L Blastos (%0) 0,638 0,332 0,646

L LDH (U/L) 0,778 0,386 0,534

A Expressdo de CD34 0,333 - 0,222
Expressao de CD56 - - -

B Survivina 0,600 - 0,714
FLT3-DIT = = =
(n=9)  FLT3-D835 - - -
1(8;21)(922;922) - - -

£(9;22)(g34;911.2) 0,600 0,667 0,940

Idade (anos) 0,788 - 0,870

Leuco (x10*/uL) 0,186 - 0,677

L Blastos (%0) 1,000 - 0,502

L LDH (U/L) 0,686 - 0,554

A Expressao de CD34 1,000 - 0,667
Expresséo de CD56 - - -
T Survivina - - -
FLT3-DIT - - -
(n=4)  FLT3-D835 - - 5

t(8;21)(922;922)
1(9;22)(g34;911.2)

DRM - Doenga residual minima; LA — Leucemia aguda; LMA — Leucemia
mieloide aguda; LPA — Leucemia promielocitica aguda com t(15;17)(q22;912);
LLA-B — Leucemia linfoide aguda do tipo B; LLA-T — Leucemia linfoide aguda
do tipo T; LDH — Lactato desidrogenase; Leuco - Leucometria. Teste de Mann-
Whitney U ou correlagdo de Pearson. * Significancia estatistica.
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Como pode ser observado na Tabela 10, os pacientes com
diagndstico de LPA apresentaram correlacdo inversamente proporcional
entre a expressdo de LRP e o percentual de Promielécitos neoplasicos no
momento do diagnostico (P=0,001; R“=-0,924). Essa correlagdo
manteve-se significativa para o grupo de pacientes portadores de LPA
que entraram em remissdo (P=0,009; R?=-0,880). Em relacdo aos
pacientes com diagndstico de LLA-B, houve associacdo entre a maior
expressdo de LRP e a presenca da t(9;22)(q34;q11.2) (P=0,012). Tanto
0s pacientes com diagnostico de LLA-B que entraram em remissao,
quanto 0s que ndo entraram apresentaram correlagdo entre a expressdo
de LRP e a leucometria ao diagnéstico (P=0,001; R?*=0,970; P=0,029;
R?=0,999, respectivamente).
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Tabela 10 — Associagdo entre a expressdo de LRP e os fatores de progndstico
nas amostras de pacientes portadores de leucemia aguda no momento do
diagnostico, conforme resposta ao primeiro ciclo de terapia de indugdo e/ou ao
diagndstico diferencial.

Fatores de DRM Negativa DRM Positiva ~ Total
Progndstico (n=31) (n=15) (n=46)
Idade (anos) 0,095 0,428 0,215
T Leuco (x10*/uL) 0,766 0,636 0,854
o Blastos (%) 0,495 0,665 0,661
T LDH (U/L) 0,456 0,645 0,775
ﬁ Expressao de CD34 0,125 0,333 0,433
de Expresséo de CD56 0,195 0,333 0,751
L Survivina 0,190 0,200 0,120
A FLT3-DIT 1,000 - 1,000
FLT3-D835 0,095 - 0,071
(n=46) (8;21)(922;922) 0,857 - 0,511
1(9;22)(934;911.2) 0,333 1,000 0,100
Idade (anos) 0,498 0,407 0,402
Leuco (x10%/uL) 0,671 0,579 0,604
Blastos (%) 0,866 1,000 0,654
L LDH (U/L) 0,796 0,240 0,684
M Expressdo de CD34 0,429 1,000 0,750
A Expressédo de CD56 1,000 1,000 0,952
Survivina 0,429 0,200 0,750
(n=18) FLT3-DIT - - -
FLT3-D835 - - 0,444
t(8;21)(q22;022) 0,607 - 0,511
1(9;22)(934;911.2) - - -
Idade (anos) 0,702 - 0,129
Leuco (x10*/uL) 0,527 - 0,695
Blastos (%0) 0,009* - 0,001*
L LDH (U/L) 0,608 - 0,608
P Expressdo de CD34 1,000 - 0,857
A Expressao de CD56 0,714 - 0,625
Survivina - - -
(n=14) FLT3-DIT 0,600 - 0,727
FLT3-D835 = = =

1(8;21)(922;922)
1(9;22)(g34;911.2)

Continua...
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Fatores de DRM Negativa DRM Positiva  Total

Progndstico (n=31) (n=15) (n=46)

Idade (anos) 0,599 0,429 0,481

Leuco (x10*/uL) 0,001* 0,029* 0,283

L Blastos (%) 0,424 0,367 0,280

L LDH (U/L) 0,657 0,420 0,886

A Expressdo de CD34 1,000 - 0,833
Expressdo de CD56 = = -

B Survivina 1,000 - 0,857
FLT3-DIT - - -

(n=9)  FLT3-D835 - - -
t(8;21)(q22;q22) - - -
t(9:22)(q34:q11.2) 0,067 0,333 0,012*

Idade (anos) 0,115 - 0,658
Leuco (x10°/uL) 0,911 - 0,707
L Blastos (%) 1,000 - 1,000
L LDH (U/L) 0,217 - 0,182
A Expressédo de CD34 1,000 = 0,333
Expressdo de CD56 - - -
T Survivina = = =
FLT3-DIT - - -

(n=4)  FLT3-D835 - - -
1(8;21)(922;022) - - -
1(9;22)(q34;q11.2) - - -

DRM - Doenga residual minima; LA — Leucemia aguda; LMA — Leucemia
mieloide aguda; LPA — Leucemia promielocitica aguda com t(15;17)(q22;912);
LLA-B — Leucemia linfoide aguda do tipo B; LLA-T — Leucemia linfoide aguda
do tipo T; LDH — Lactato desidrogenase; Leuco - Leucometria. Teste de Mann-
Whitney U ou correlagéo de Pearson. * Significancia estatistica.

Também se analisou se existia associacdo entre a ocorréncia de
oObito e a intensidade de expressdo das proteinas MDR e verificou-se que
ndo houve associacdo entre a expressao de ABCB1, ABCCle LRP e a
ocorréncia do 6bito (P=0,987; P=0,259 e P=0,192, respectivamente).

Dos 46 pacientes que tiveram a expressdo das proteinas MDR no
momento diagndstico, foi possivel analisar a expressdo de ABCBI,
ABCC1 e LRP apds o primeiro ciclo da terapia de inducdo em 19
pacientes (LMA=4, LPA=12 e LLA-B=3; Tabela 11). Néao foi possivel
avaliar a expressdo das proteinas MDR apdés a terapia de indugdo em
nenhum caso de LLA-T ou LBA. A andlise dos dados mostrou um
aumento significativo na expressdo de LRP ap6s o tratamento nos
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pacientes com LPA (P=0,012). Essa mesma associacdo foi encontrada
com pacientes com diagnostico de LPA que entraram em remissdo apos
o tratamento (P=0,012).

Tabela 11 — Mediana da expressdo de ABCB1, ABCC1 e LRP nas amostras de
pacientes portadores de leucemia aguda antes e depois do primeiro ciclo de
terapia de inducdo.

DRM Negativa DRM Positiva Total
Proteina (n=13) (n=6) (n=19)
1° 2° 1° 2° 1° 2°
T ABCB1
o Mediana 4,06 1,72 5,46 1,93 4,71 1,78
T Limites  1,42-116,15  0,58-57,60 0,00-14,51 1,36-43,64 0,00-116,15 0,58-57,60
A
L ABCC1
de Mediana 1,16 1,07 1,08 1,09 1,16 1,07
L Limites 0,00-2,00 0,33-4,42 0,00-7,54 0,95-1,82 0,00-7,54 0,33-4,42
A LRP
Mediana 0,32 2,53 0,59 7,88 0,36 6,63
(n=19)  Limites 0,00-39,93 0,00-12,97 0,00-8,51 0,00-10,92 0,00-39,93 0,00-12,97
ABCB1
Mediana 10,77 3,51 0,00 1,78 10,08 2,64
L Limites 9,40-26,77 0,58-14,13 - - 0,00-26,77 0,58-14,13
M ABCC1
A Mediana 1,32 0,83 0,00 0,95 0,66 0,89
Limites 0,00-1,59 0,79-2,96 - - 0,00-1,59 0,79-2,96
(n=4) LRP
Mediana 17,60 0,68 8,51 6,36 13,06 3,52
Limites 0,13-39,93 0,00-12,97 - - 0,13-39,93 0,00-12,97
ABCB1
Mediana 2,20 1,47 6,20 43,64 2,64 1,60
L Limites 1,42-29,46 1,15-32,93 - - 1,42-29,46 1,15-43,64
P ABCC1
A Mediana 1,14 1,07 0,75 1,82 1,13 1,08
Limites 0,61-5,64 0,33-4,42 - - 0,61-5,64 0,33-4,42
(n=12) LRP
Mediana 0,21 7,39* 0,00 0,00 0,10 6,90*
Limites 0,00-2,48 0,00-12,14 - - 0,00-2,48 0,00-12,14
ABCB1
L Mediana 116,15 57,60 14,12 13,62 14,51 25,16
L Limites - - 13,74-14,51 2,08-25,16 13,74-116,15 2,08-57,60
A ABCC1
Mediana 1,32 3,21 18,85 1,34 1,40 1,27
B Limites - 1,40-7,54 1,01-1,66 1,32-7,54 1,01-3,21
LRP
(n=3) Mediana 0,00 0,00 0,50 7,34 0,00 3,76
Limites - - 0,00-1,00 3,76-10,92 0,00-1,00 0,00-10,92

DRM - Doenga residual minima; LA — Leucemia aguda; LMA — Leucemia
mieloide aguda; LPA — Leucemia promielocitica aguda com t(15;17)(922;q12);
LLA-B — Leucemia linfoide aguda do tipo B; LLA-T — Leucemia linfoide aguda
do tipo T; 1° - Amostra coletada no momento do diagnostico; 2° — Amostra
coletada apdés o primeiro ciclo de terapia de inducdo. Teste de Wilcoxon.
*Significancia estatistica quando comparado com os valores observados no
momento do diagnostico, P<0,05.
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5 DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E LABORATORIAIS DOS
PACIENTES

As LAs constituem um grupo heterogéneo de neoplasias malignas
gue acometem individuos em todas as faixas etarias e é ligeiramente
mais frequente em homens (BASSAN et al., 2004; JEMAL et al., 2010;
NORONHA et al., 2011; CHAUHAN et al., 2012). Como esperado, 0
grupo de pacientes incluidos no presente trabalho apresentou
predominio do género masculino (n=40; Feminino=35; Figura 15) e uma
ampla faixa etéria (15-87 anos; Tabela 1). Além disso, a mediana de
idade dos pacientes com diagnostico de LMA foi de 54 anos (18-87
anos), enquanto a dos com diagnostico de LLA foi de 30 anos (15-60
anos).

Mundialmente, a mediana de idade ao diagnéstico dos pacientes
adultos portadores de LMA e de LLA é de 63 a 72 anos (JULIUSSON et
al., 2009; SILLA et al., 2010; PULTE et al., 2013) e de 25 a 45 anos,
respectivamente (GLEISSNER et al., 2002; CANDONI et al., 2006;
CHAUHAN et al., 2012; PULTE et al., 2013; STOCK et al., 2013). No
Brasil, um estudo realizado no Rio Grande do Sul com portadores de
LMA encontrou uma mediana de idade ao diagndstico de 43 anos
(n=69) (BITTENCOURT et al., 2008). Estudos realizados no Rio de
Janeiro, S&o Paulo, Maranhdo e Piaui relataram medianas de idade ao
diagnostico nas LMAs de 34 anos (n=109), 67 anos (n=97), 35 anos
(n=17) e 34 anos (n=115), respectivamente (REGO et al., 2003;
NORONHA et al., 2011; CALLERA et al., 2012; SCHEINER et al.,
2012). Em relacéo as LLAs, um estudo na Bahia e outro no Rio Grande
do Sul relataram medianas de idade ao diagndstico de 49 anos (n=70) e
26 anos (n=42), respectivamente (FOGLIATTO et al, 2002;
BITTENCOURT et al., 2007). Como pode ser observado, com excegéo
do estudo paulista (SCHEINER et al., 2012), os pacientes com
diagndstico de LMA aqui avaliados apresentaram mediana de idade um
pouco superior & encontrada nos demais trabalhos brasileiros (REGO et
al., 2003; BITTENCOURT et al., 2008; NORONHA et al., 2011;
CALLERA et al., 2012), mas ainda inferior a relatada em estudos
internacionais (JULIUSSON et al., 2009; SILLA et al., 2010; PULTE et
al., 2013). Por outro lado, a mediana de idade dos pacientes com
diagnostico de LLA incluidos no presente estudo foi semelhante as
relatadas em trabalhos nacionais e internacionais (FOGLIATTO et al.,
2002; GLEISSNER et al, 2002; CANDONI et al, 2006;
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BITTENCOURT et al., 2007; CHAUHAN et al., 2012; PULTE et al.,
2013; STOCK et al., 2013).

Diferentemente dos outros subtipos de LA, as LPAs ndo
apresentam distribuicdo em picos de idade. Sua incidéncia aumenta
progressivamente durante a adolescéncia, atinge um patamar durante o
inicio da vida adulta e permanece constante até decrescer por volta dos
60 anos (RIBEIRO; REGO, 2006). Desta forma, a maioria dos
diagndsticos de LPA ocorre entre os 20 e 50 anos (RIBEIRO; REGO,
2006; YAMAMOTO; GOODMAN, 2008; LO-COCO et al., 2010;
SANZ et al., 2010). Diante disso, a mediana de idade (26 anos) e a faixa
etaria (15-87 anos) dos pacientes com diagnostico de LPA incluidos no
presente estudo estdo de acordo com o esperado para esse subtipo de
LMA (RIBEIRO; REGO, 2006; YAMAMOTO; GOODMAN, 2008;
LO-COCO etal., 2010; SANZ et al., 2010).

Ainda em relagdo a idade dos pacientes incluidos neste trabalho,
verificou-se que os individuos que ndo entraram em remissao apos a
terapia de indugdo apresentaram mediana de idade significativamente
superior (54 anos) a dos pacientes que entraram em remissao (35 anos;
P<0,001; Tabela 1). Como ja mencionado, a “idade avancada” é
considerada um fator de mau progndstico independente das LAs (LEVI
et al., 2000; FERRARA; PALMIERI; LEONI, 2008; SHIPLEY;
BUTERA, 2009; CORNELL; PALMER, 2012). Além disso, pacientes
com mais idade geralmente apresentam maior ocorréncia de outros
fatores de mau prognostico, como anormalidades citogenéticas
desfavoraveis, maior susceptibilidade aos efeitos tdxicos da
quimioterapia, superexpressdo de genes associados a MDR e presenca
de contra-indicagfes a terapia intensiva, o que explica porque esses
pacientes normalmente ndo respondem tdo bem & quimioterapia
(BUCHNER et al., 2009; ESTEY, 2009; KRUG et al., 2011; RIBERA,
2013). Por isso, ja era esperado que no presente trabalho os pacientes
com DRM positiva apresentassem uma mediana da idade superior a dos
gue entraram em remissdo completa apds a terapia de inducdo (LEVI et
al., 2000; FERRARA; PALMIERI; LEONI, 2008).

A leucometria ao diagndstico foi outro fator de progndstico
avaliado neste estudo. Os pacientes com diagndstico de LA podem
apresentar leucometria elevada, normal ou diminuida no momento do
diagnéstico e, em geral, contagens superiores a 30.000 leucécitos/mm?
sdo consideradas de mau prognostico (BASSAN et al., 2004; SHIPLEY;
BUTERA, 2009; CORNELL; PALMER, 2012). No presente trabalho, o
grupo de pacientes que entrou em remissdo e o0 que apresentou DRM
apos a terapia de indugdo tiveram medianas de contagem de leucdcitos
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semelhantes, de 3.900 leucécitos/mm® e de 10.700 leucécitos/mm®,
respectivamente (P>0,05; Tabela 1). Um estudo brasileiro realizado no
Piaui por Rego et al. (2003) relatou uma mediana de leucdcitos um
pouco superior (12.600 leucécitos/mm®; n=115) & encontrada neste
trabalho. No entanto, um trabalho realizado no Rio Grande do Sul, um
estado muito parecido ao de Santa Catarina em relacdo as caracteristicas
étnicas e sdcio-econdmicas, relatou que 51% dos pacientes avaliados
apresentavam  contagens de leucdcitos inferiores a 10.000
leucécitos/mm® (n=39), a qual é muito semelhante as leucometrias
encontradas no presente trabalho (BITTENCOURT et al., 2008). Além
disso, um fato interessante observado é que tanto o grupo de bom
prognostico (DRM negativa), quanto o de mau prognéstico (DRM
positiva) apresentaram medianas de leucometria consideradas como de
bom prognostico (BASSAN et al., 2004; SHIPLEY; BUTERA, 2009;
CORNELL; PALMER, 2012) e dentro dos valores de referéncia
estipulados pelo Servico de Analises Clinicas do HU-UFSC (3.800 a
11.000 leucécitos/mm®) (LEE et al., 1999). No entanto, é importante
ressaltar que dos 19 pacientes que ndo entraram em remissdo apds a
terapia de inducdo, sete (36,8%) apresentaram leucometria superior a
30.000 leucéeitos/mm?, enquanto que no grupo com DRM negativa,
apenas dez pacientes (17,8%) de um total de 56 tiveram leucometria
acima de 30.000 leucécitos/mm?. Dessa forma, fica evidente que, apesar
das medianas de leucometria dos dois grupos estarem dentro dos
parametros de bom progndstico, o grupo com DRM positiva apresentou,
como esperado, maior frequéncia de pacientes com contagens de
leucécitos superiores a 30.000 leucécitos/mm® (BASSAN et al., 2004;
SHIPLEY; BUTERA, 2009; CORNELL; PALMER, 2012).

Outro fato a ser ressaltado é que, apesar de a mediana da
leucometria dos pacientes que entraram em remissdo (3.900
leucocitos/mm?®; Tabela 1) estar dentro dos limites de referéncia, ela esta
muito préxima ao limite inferior de normalidade adotado para esse
parametro pelo Servico de Analises Clinicas do HU-UFSC (3.800
leucécitos/mm?®) (LEE et al., 1999). Provavelmente, a baixa contagem
de leucécitos se deve ao elevado nimero de casos de LPA no grupo
DRM negativa (n=17). Esse subtipo de LMA é, normalmente, de
prognostico favoravel e se caracteriza por frequentemente apresentar
pancitopenia ao diagnéstico (SWERDLOW et al., 2008; CORNELL;
PALMER, 2012).

Da mesma forma que a contagem de leucdcitos, a mediana do
percentual de blastos ao diagndstico foi semelhante entre os dois grupos
de pacientes (DRM negativa — 58,4% e DRM positiva — 51,8%; P>0,05;
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Tabela 1). Como mencionado anteriormente, a discriminagao
morfoldgica entre os blastos leucémicos e as células mononucleares
atipicas ndo leucémicas é dificil, o que implica na utilizacdo da
contagem absoluta de leucécitos e ndo de blastos como fator de
progndstico (BASSAN et al., 2004; SHIPLEY; BUTERA, 2009). Neste
estudo, o percentual de blastos ao diagndstico foi obtido a partir dos
resultados da imunofenotipagem, o que eliminou a possibilidade de
confusdo entre as células mononucleares atipicas e os blastos. No
entanto, a imunofenotipagem realizada para o diagnéstico das LAs neste
estudo foi qualitativa e ndo quantitativa. Os métodos qualitativos
fornecem apenas contagens celulares relativas, o que impossibilita o
célculo do nimero absoluto de blastos na amostra e, portanto, diferente
da contagem absoluta de leucdcitos, ndo fornece uma verdadeira nocao
da massa tumoral. Com isso, a utilidade do percentual de blastos ao
diagnostico como parametro de prognostico fica bastante limitada.
Dessa forma, é esperado que neste estudo ndo tenha sido possivel
estabelecer uma associagdo entre o percentual de blastos e a resposta ao
tratamento.

A LDH é uma enzima intracelular cuja atividade esta associada
ao metabolismo celular, 0 que a torna um marcador de proliferacdo
celular e de lesdo celular. Assim, o aumento sérico da LDH é o reflexo
da grande capacidade proliferativa das células neoplasicas dos
portadores de LA e é considerado como um fator de mau prognoéstico
(VARMA; VARMA, 2008). O presente estudo ndo encontrou diferenga
entre as medianas de LDH dos pacientes com DRM negativa e positiva
(308,5 U/L e 297,0 U/L, respectivamente; P>0,05; Tabela 1). Quando
comparados separadamente, os casos de LMA com DRM negativa e
positiva (275,0 U/L e 268,0 U/L, respectivamente; P=0,876) e os de
LLA com DRM negativa e positiva (3345 U/L e 610,0 UL,
respectivamente; P=0,247) também ndo apresentaram diferencas
significativas entre si. Alguns estudos relatam que a elevacéo da LDH
parece estar relacionada com pior sobrevida global, menor taxa de
remissdo completa, e maior probabilidade de morte prematura e de
resisténcia ao tratamento nos casos de LMAs (KRUG et al., 2010;
COLOVIC et al., 2012; DJUNIC et al., 2012b). No entanto, assim como
0 presente estudo, outros trabalhos também néo encontraram associacao
entre a LDH e o prognéstico dos pacientes com diagnéstico de LMA
(DUFOUR et al., 2010; SCHELLONGOWSKI et al., 2011). De fato, a
relacdo da LDH com o progndstico das LMAs ndo esta totalmente
estabelecida, e os protocolos de diagndstico e tratamento destas ainda
ndo incluem a LDH como fator de prognostico (INCA/MS, 2002b;
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SWERDLOW et al., 2008; NCCN, 2012b). Em contrapartida, nas LLAS
de modo geral, a elevacdo da LDH ndo parece estar relacionada com as
taxas de remissdo completa (DAMIANI et al., 2002; PLASSCHAERT
et al., 2005; RIBERA et al., 2008), mas sim com o risco de infiltracdo
do SNC (BASSAN et al., 2004; NCCN, 2012a) e, mais especificamente
nos casos de LLA-T, com a pior sobrevida global (SWERDLOW et al.,
2008; BELTRAN et al., 2011). Dessa forma, os resultados encontrados
no presente estudo estdo de acordo com os estudos que reportam que a
LDH néo influencia na resposta a terapia de indugdo dos portadores de
LMA e LLA (DAMIANI et al., 2002; BASSAN et al., 2004;
PLASSCHAERT et al., 2005; RIBERA et al., 2008; DUFOUR et al.,
2010; BELTRAN et al., 2011; SCHELLONGOWSKI et al., 2011). No
entanto, deve ser ressaltado é que a LDH é um marcador inespecifico de
lesdo tecidual e pode apresentar-se alterada em diversas situa¢fes, como
infeccbes, pancreatite aguda e anemias hemoliticas (VARMA,;
VARMA, 2008). Muitos dos pacientes incluidos no presente estudo
apresentavam doencas concomitantes que poderiam afetar os niveis de
LDH, o que pode ter influenciado na analise do impacto da LDH no
progndstico dos pacientes incluidos no presente estudo.

Em relacdo a presenca da FLT3-DIT, dos 52 pacientes avaliados
guanto & presenga desta mutacdo, somente trés (5,8%) apresentaram-na,
sendo que, destes, dois (3,9%) receberam o diagnostico de LMA (um
caso de LPA e outro de LMA sem maturagdo) e um (1,9%) de LLA
(LLA-B do tipo comum). A frequéncia de pacientes com diagnostico de
LLA e portadores de mutacdo FLT3-DIT encontrada no presente estudo
esta de acordo com o esperado para 0s casos de LLA, que é de 0% a
10% (KOTTARIDIS et al., 2001; WANG et al., 2010; CHAUHAN et
al., 2012). No entanto, interessantemente, a frequéncia de FLT3-DIT nos
casos de LMA ¢é inferior a encontrada em estudos internacionais e
nacionais, que relatam uma incidéncia de FLT3-DIT de 12% a 32% nas
LMAs (KOTTARIDIS et al., 2001; FROHLING et al., 2002; BENCH,;
ERBER; SCOTT, 2005; KRUM; YAMAMOTO; CHAUFFAILLE
MDE, 2009; CARTER et al., 2012; CHAUHAN et al., 2012). Além
disso, a FLT3-DIT é comumente associada a t(15;17)(q22;912) e esta
presente em aproximadamente 35% dos casos de LPA (FROHLING et
al., 2002; THIEDE et al., 2002; BENCH; ERBER; SCOTT, 2005). Isso
faz com que essa baixa frequéncia torne-se ainda mais inusitada, uma
vez que das 52 amostras analisadas, 13 eram de pacientes que
apresentavam a t(15;17)(q22;912). Essa baixa incidéncia de FLT3-DIT
nos casos de LMA pode estar relacionada a caracteristicas intrinsecas da
populagdo estudada. No entanto, existe a possibilidade de que a
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incidéncia reportada por outros trabalhos esteja superestimada (BAO et
al., 2006). Essa superestimacdo decorre do fato de que muitos desses
estudos sdo retrospectivos e utilizam amostras armazenadas. As
amostras armazenadas geralmente pertencem a pacientes que
apresentavam leucocitose no momento do diagnostico e, por isso,
possuiam células em quantidade excedente que puderam ser
armazenadas. Sabe-se que contagens elevadas de leuc6citos no
momento do diagndstico estdo associadas com a presenca das mutagdes
no gene FLT3. Dessa forma, a utilizacdo dessas amostras armazenadas
pelos estudos retrospectivos pode ter levado a superestimacdo das
incidéncias reportadas (KOTTARIDIS et al., 2001; AU et al., 2004;
BAO et al., 2006; WANG et al., 2010).

Dos trés casos que apresentaram a mutagdo FLT3-DIT (n=3), o
paciente com diagnéstico de LLA-B do tipo comum (51 anos) abriu o
quadro com importante leucocitose (288.680 leucécitos/mm?) e foi a
obito um més apds o diagndstico sem nunca entrar em remissdo. O
paciente com diagnostico de LMA sem maturacdo (57 anos) também
abriu o quadro de LA com contagem de leucdcitos elevada (19.310
leucécitos/mm?), mas entrou em remissdo apos a terapia de indugdo e foi
submetido a um transplante alogénico de MO. No entanto, um ano apds
a seu diagnostico ele teve recidiva e foi a 6bito. O terceiro caso que
apresentou FLT3-DIT foi o de um paciente portador de LPA (23 anos)
gue apresentava no momento do diagndstico leucocitose (44.600
leucécitos/mm?), marcadores imunofenotipicos de mau progndstico
(CD34"" e CD2™) e, na pesquisa da t(15;17)(q22;q12), a isoforma
curta (bcr3 — sitio de ponto de quebra 3) da translocacdo. Esse paciente
entrou em remissdo apos a terapia de inducdo, mas teve uma recidiva
cerca de dois anos apds o seu diagnostico inicial. Ele foi submetido a um
novo tratamento quimioterapico e a um transplante autélogo de MO e,
até o0 momento, encontra-se em remissao.

O pequeno nimero de pacientes com FLT3-DIT encontrado no
presente estudo impossibilita uma adequada avaliacdo estatistica da
relacdo desta mutacdo com o progndstico dos pacientes. Nao obstante, a
historia clinica destes trés pacientes condiz com o que é esperado para
0s casos com presenca da FLT3-DIT. Trabalhos relatam que a presenga
da FLT3-DIT apresenta pouco impacto na capacidade de atingir
remissdo completa (KOTTARIDIS et al.,, 2001; FROHLING et al.,
2002; BIENZ et al., 2005), no entanto, sua presenca aumenta o risco de
recidiva e diminui a sobrevida global dos pacientes (KOTTARIDIS et
al., 2001; FROHLING et al., 2002; BIENZ et al., 2005). Além disso, a
presenga da FLT3-DIT nos blastos leucémicos dos portadores de LA
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também se associa com a presenca de leucocitose ao diagndstico
(KOTTARIDIS et al., 2001; THIEDE et al., 2002; PENG et al., 2008;
WANG et al.,, 2010). Nos casos de LPA, essa mutacdo parece
relacionar-se com a positividade para os marcadores CD2 e CD34
(ALBANO et al., 2006; TAKENOKUCHI et al., 2012), a presenca da
isoforma bcr3 (SHIH et al., 2003; CALLENS et al., 2005), a
minimizacdo do prognoéstico favoravel conferido pela presenca de
t(15;17)(q22;912) e a menor sobrevida (SCHNITTGER et al., 2002;
SHIH et al., 2003; CALLENS et al., 2005; PASCHKA et al., 2006).

Em relacdo a mutacdo FLT3-D835, dos 49 pacientes avaliados
guanto & presenca desta, somente quatro (8,2%) apresentaram-na, sendo
gue todos receberam o diagndstico de LMA (dois casos de LMA com
maturacdo com (8;21)(q22;g22), um caso de LPA e outro de leucemia
mielomonocitica aguda). Essa frequéncia esta de acordo com o
mencionado em outros estudos, que relatam a presenga da FLT3-D835
como rara na populacdo brasileira (LUCENA-ARAUJO et al., 2010) e
pouco comum mundialmente, 3% a 10% dos casos de LMA
(KOTTARIDIS et al., 2001; BENCH; ERBER; SCOTT, 2005;
GRIMWADE; HILLS, 2009; WANG et al., 2010; CARTER et al.,
2012) e 0% a 3% dos de LLA (WANG et al., 2010; CHAUHAN et al.,
2012). Além disso, a FLT3-D835 apresenta frequéncia maior nos casos
de LPA, em torno de 26% (AKAGI et al., 2009; YAGHMAIE et al.,
2012), e é infrequentemente associada a outras anormalidades
citogenéticas que ndo a t(15;17)(g22;q12) (CARE et al., 2003; BAO et
al., 2006; BOISSEL et al., 2006). Bao et al. (2006) avaliaram 20
pacientes portadores de LMA com t(8;21)(q22;922) e ndo encontraram
pacientes com a mutagdo FLT3-D835. Em estudos semelhantes, Boissel
et al. (2006) e Care et al. (2003) relataram uma frequéncia da FLT3-
D835 em LMAs com t(8;21)(q22;q22) de 7,2% (n=56) e 2,1% (n=47),
respectivamente. No presente trabalho, a frequéncia de FLT3-D835 nos
casos de LPA foi inferior (8,4%; n=1/12) a esperada (26%) (AKAGI et
al., 2009; YAGHMAIE et al., 2012). No entanto, a frequéncia nos casos
de LMA com maturacdo com t(8;21)(g22;922) foi muito superior
(66,7%; n=2/3) a relatada por outros trabalhos (CARE et al., 2003; BAO
et al., 2006; BOISSEL et al., 2006).

Todos os quatro pacientes que apresentaram a mutacdo FLT3-
D835 entraram em remisséo apos a terapia de indugéo e, até 0 momento
do término deste estudo, apresentavam-se em remissdo completa. Dos
dois casos de LMA com maturacdo com t(8;21)(922;922), um
apresentava significativa leucocitose ao diagndstico (18 anos; 25.680
leucocitos/mm?), enquanto o outro apresentava apenas leve aumento do
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nmero de leucécitos (39 anos; 12.950 leucécitos/mm?®). O paciente com
diagndstico de leucemia mielomonocitica aguda (76 anos) também
apresentou leucocitose ao diagnéstico (35.500 leucécitos/mm®),
enquanto o com diagnostico de LPA (41 anos) apresentou leucopenia
(2.200 leucécitos/mm®), auséncia dos marcadores de mau progndstico
CD34 e CD2 e a pesquisa da t(15;17)(q22;g12) evidenciou a presenca
da isoforma longa (bcrl — sitio de ponto de quebra 1) da translocagéo.

Assim como para a analise do FLT3-DIT, o pequeno nimero de
pacientes com FLT3-D835 encontrado no presente estudo impossibilita
uma adequada avaliacdo estatistica da relacdo desta mutacdo com o
prognostico dos pacientes. De fato, a baixa frequéncia da FLT3-D835
tem dificultado a correta avaliagdo do impacto desta mutagdo na
progressao clinica dos pacientes com diagnostico de LA (YAMAMOTO
et al., 2001; THIEDE et al.,, 2002; KOTTARIDIS; GALE; LINCH,
2003; WANG et al., 2010). Alguns estudos demonstraram que a FLT3-
D835 influencia negativamente na taxa de remissdo, na sobrevida livre
de doenca e na sobrevida global dos pacientes (FROHLING et al., 2002;
MORENO et al., 2003; MEAD et al., 2007; WHITMAN et al., 2008).
Outros trabalhos relatam apenas uma tendéncia de que 0s pacientes
portadores de FLT3-D835 apresentem taxas de sobrevida livre de
doenca e sobrevida global menores (YAMAMOTO et al., 2001;
THIEDE et al., 2002). Todavia, os dados do presente estudo parecem
estar de acordo com alguns outros trabalhos que ndo conseguiram
encontrar relacdo entre a presenca da mutacdo e a progressdo dos
pacientes (SHEIKHHA et al., 2003; AU et al., 2004; SANTOS et al.,
2011; YAGHMAIE et al., 2012). Outro achado que parece estar de
acordo com estudos prévios é a presencga de leucocitose ao diagnostico
em todos os casos de FLT3-D835, com excegdo do paciente com
diagndstico de LPA. Trabalhos demonstraram que a presenca de FLT3-
D835 esta associada a presenca de leucocitose ao diagnostico em todas
as LMAs, exceto nas LPAs, em que a presenca da FLT3-D835 nao
parece estar associada a qualquer caracteristica do paciente no momento
do diagndstico (THIEDE et al., 2002; SHIH et al., 2003; AU et al.,
2004; BAO et al., 2006; YAGHMAIE et al., 2012).

Outra varidvel avaliada foi a transcricdo de survivina. Dos 64
pacientes avaliados, seis (9,4%) expressavam survivina no momento do
diagndstico. Destes, dois (3,1%) receberam o diagnéstico de LMA (um
caso de LMA com maturagdo e um caso de leucemia monoblastica
aguda) e quatro (6,3%) de LLA (dois casos de LLA-B tipo comum e
dois casos de LLA-T). Os dois casos de LMA e um de LLA-T morreram
em menos de um més apds o diagndstico. Os demais pacientes
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encontram-se, até o momento do término deste trabalho, em remisséo
completa. A elevada transcricdo de survivina tem sido relatada em
varios subtipos de LA, principalmente as LLAs (ADIDA et al., 2000;
KAMIHIRA et al., 2001; CARTER et al., 2003; CHE et al., 2006;
GUENOVA et al.,, 2010; ESH et al., 2011; AHMED et al., 2012;
CHAUHAN et al., 2012). No entanto, no presente estudo, apenas um
pequeno percentual de pacientes (9,4%) possuia blastos que
expressavam survivina no momento do diagndstico. Possivelmente, o
pequeno ndmero de pacientes com blastos survivina positiva encontrado
no presente trabalho deva-se a menor sensibilidade da metodologia
empregada, uma vez que a maioria dos outros estudos utilizou a PCR
em tempo real (qPCR) para avaliar a transcricdo de survivina.
Entretanto, outro fator que pode ter colaborado para a menor frequéncia
de pacientes com blastos que expressavam survivina € a procedéncia da
amostra analisada. Carter et al. (2012) relataram que a survivina é
expressa mais intensamente nos blastos da MO do que nos circulantes
em SP. De forma geral, o diagnostico de LA pode ser realizado tanto em
amostras de SP, quanto de MO. Dessa forma, a escolha da amostra a ser
utilizada ¢é realizada pelo médico hematologista e depende,
principalmente, do percentual de blastos no SP e das condi¢des clinicas
do paciente no momento do diagnostico (SWERDLOW et al., 2008). No
presente trabalho, das 64 amostras analisadas para a transcricdo de
survivina, 31 (48,4%) eram amostras de SP e 33 (51,6%) de MO.
Portanto, essa grande quantidade de amostras de SP pode também ter
contribuido para a baixa frequéncia de transcri¢do de survivina.

A presenca da survivina nas células neoplasicas contribui para o
desenvolvimento tumoral (ALLEN et al., 2003; SMALL et al., 2010) e a
sua elevada transcricdo tem sido reportada como um preditor de
progndstico desfavoravel em varias neoplasias hematoldgicas (ADIDA
et al., 2000; SCHLETTE et al., 2004; GUENOVA et al., 2010; ESH et
al., 2011; AHMED et al., 2012). Contudo, apesar de estar
frequentemente presente nas LAs (ADIDA et al., 2000; KAMIHIRA et
al., 2001; CARTER et al., 2003; CHE et al., 2006; GUENOVA et al.,
2010; ESH et al., 2011; AHMED et al., 2012; CHAUHAN et al., 2012),
0 impacto da transcrigdo de survivina neste tipo de neoplasia
hematoldgica continua indefinido. Alguns estudos relatam que a
survivina prediz um desfecho clinico desfavoravel nas LAs (ADIDA et
al., 2000; ESH et al., 2011; AHMED et al., 2012), enquanto outros ndo
(CARTER et al., 2003; SUGAHARA et al., 2004; CHAUHAN et al.,
2012). No presente estudo, apesar do pequeno nimero de pacientes
avaliados, a transcricdo de survivina ao diagnéstico ndo pareceu
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relacionar-se a pior resposta ao tratamento ou ao pior prognoéstico. Isso
porque, dos seis pacientes que expressaram survivina, trés encontram-se
em remissdo completa e, dos trés que foram a 6bito, dois ja eram
considerados de prognostico desfavoravel independentemente da
transcri¢do de survivina, um devido a idade avancada e a presenca de
leucocitose no momento do diagnéstico (leucemia monobléastica aguda -
70 anos - 39.550 leucocitos/mm®) e o outro por ser um caso de LLA-T, o
qual é um subtipo de LA de dificil tratamento e baixas taxas de remissao
e cura (SWERDLOW et al., 2008).

Como ja mencionado, a ativacdo constitutiva de receptores
tirosina-cinase devido a mutagbes como a JAK2V617F tem sido
observada em diversas neoplasias hematolégicas e estudos vém
avaliando o uso da sua deteccdo como uma possivel ferramenta de
diagnostico e progndstico em portadores de LA (FURITSU et al., 1993;
NAKAO et al., 1996; COOLS et al., 2003). Neste trabalho, nenhum
paciente apresentou a mutacdo JAK2V617F, o que impossibilitou fazer
qualquer tipo de avaliacdo sobre a importancia dessa mutacdo no
prognostico dos pacientes. Como ja ressaltado anteriormente, a
JAK2V617F ndo é encontrada em casos de LLA, é infrequente nas
LMAs de novo, sendo mais comum nas LMAs secundarias @ NMP
(LEVINE et al., 2005a; FROHLING et al., 2006; EGHTEDAR et al.,
2012). Como no presente trabalho apenas um paciente foi diagnosticado
com LMA secundaria a NMP, a inexisténcia de amostras positivas para
JAK2V617F na populagdo estudada é esperada.

Como mencionado anteriormente, as LAs sdo doencas
clinicamente heterogdneas, com diferencas marcantes de sobrevida ap6s
a quimioterapia intensiva (SWERDLOW et al., 2008; ABUTALIB;
WETZLER; STOCK, 2009; FORAN, 2010). A escolha da terapia é
baseada, principalmente, em fatores de prognéstico como a idade, a
leucometria e as anormalidades citogenéticas (INCA/MS, 2002b;
INCA/MS, 2002a; SWERDLOW et al., 2008; NCCN, 2012b; NCCN,
2012a). Quando analisados conjuntamente, os pacientes deste estudo
apresentaram-se como um grupo de bom prognéstico, com mediana de
idade inferior a 60 anos (41 anos), leucometria inferior a 30.000
leucécitos/mm? (5.700 leucdcitos/mm?), presenca de muitos casos com
citogenética de risco favoravel, como a t(15;17)(g22;912) (19 casos) e a
t(8;21)(922;922) (trés casos), e baixa frequéncia de mutagdes genéticas
de mau progndstico, como as mutacdes no FLT3 (INCA/MS, 2002b;
INCA/MS, 2002a; SWERDLOW et al., 2008; NCCN, 2012b; NCCN,
2012a). Contudo, as chances de cura dos pacientes com LA €
dependente, ndo s6 desses fatores de progndéstico, mas também das
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condicdes estruturais do servico oncohematoldgico responsavel pelo
diagndstico e tratamento do individuo. Além disso, outro fator que
interfere na probabilidade de cura dos portadores de LA é a demora dos
pacientes em buscar auxilio médico. Essa demora muitas vezes faz com
gue no momento que o paciente chegue ao servico de oncohematologia
para ser corretamente diagnosticado e tratado, a doenca ja se encontre
em estagios mais avangados e com menor probabilidade de sucesso no
tratamento. Dessa forma, a sobrevida dos pacientes com LA pode ser
bastante varidvel entre os diferentes centros de tratamento.

Estudos internacionais com pacientes adultos com diagndstico de
LMA relatam medianas de sobrevida de 8,3 a 13,0 meses (BIENZ et al.,
2005; CRIPE et al., 2010; CARTER et al., 2012; EGHTEDAR et al.,
2012), enquanto estudos brasileiros citam sobrevidas de 2,9 a 27,0
meses (PAGNANO et al., 2000; REGO et al., 2003; BITTENCOURT et
al., 2008; SANDES et al., 2011; SOUTO FILHO et al., 2011). A
mediana de sobrevida dos casos de LMA incluidos no presente trabalho
(trés meses; Figura 18) é inferior a relatada por outros trabalhos
(PAGNANO et al., 2000; REGO et al., 2003; BIENZ et al., 2005;
BITTENCOURT et al., 2008; CRIPE et al., 2010; SOUTO FILHO et
al., 2011; CARTER et al., 2012; EGHTEDAR et al., 2012), e
comparavel a sobrevida reportada por Pagnano et al. (2000), que foi de
2,9 meses.

Com relacdo as LLAs em adultos, a sobrevida relatada em
trabalhos internacionais € de 4,7 a 13,0 meses (CANDONI et al., 2006;
KANTARIJIAN et al., 2010; FADERL et al., 2011; LIEW et al., 2012),
enquanto um trabalho brasileiro relatou uma mediana de sobrevida de
aproximadamente 25 meses (FOGLIATTO et al., 2002). Contudo, esses
trabalhos calcularam as suas medianas de sobrevida sem levar em conta
0 subtipo de LLA (LLA-B ou LLA-T). De modo geral, as LLAs-T sdo
menos responsivas a quimioterapia do que as LLAs-B, o que faz com
gue a sobrevida dos pacientes com diagnostico de LLA-T seja menor do
que a dos com LLA-B (SWERDLOW et al., 2008), a juncéo de todos 0s
casos de LLA em um Unico grupo pode ter causado uma subestimacédo
da sobrevida dos casos de LLA-B e a uma superestimacao da dos casos
de LLA-T (CANDONI et al.,, 2006; KANTARJIAN et al., 2010;
FADERL et al., 2011; LIEW et al., 2012). De fato, estudos que
avaliaram a mediana de sobrevida dos portadores de LLA-B e LLA-T
separadamente reportam sobrevidas superiores a 10 meses nos casos de
LLA-B (LUDWIG et al., 1998; CIMINO et al., 2003; GLEISSNER et
al., 2005; INTERMESOLI et al., 2011) e inferiores a 12 meses nos de
LLA-T (BITTENCOURT et al., 2007; BELTRAN et al, 2011,
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GOLDBERG et al., 2013). O presente estudo encontrou medianas de
sobrevida semelhantes a essas (LUDWIG et al., 1998; CIMINO et al.,
2003; GLEISSNER et al., 2005; BITTENCOURT et al., 2007;
BELTRAN et al., 2011; INTERMESOLI et al., 2011; GOLDBERG et
al., 2013), 25 meses para os casos de LLA-B e cinco meses para os de
LLA-T (Figura 18).

Como ja mencionado, as chances de cura dos pacientes com
diagndstico de LA ¢é influenciada por vérios fatores, dentre eles a
resisténcia a quimioterapia conferida pela expressdo de genes e
proteinas MDR (ABUTALIB; WETZLER; STOCK, 2009; SHAFFER
et al., 2012). No presente trabalho, foi analisada a expressdo dos genes
abcb1 (0,00; 0,00-1,32), abccl (0,78; 0,00-7,35) e Irp (0,00; 0,00-1,38)
e das proteinas ABCBL1 (2,21; 0,00-116,15), ABCC1 (1,14; 0,00-7,54) e
LRP (0,59; 0,00-39,93) em amostras de individuos com diagndéstico de
LA. Como pode ser observado nas Tabelas 2 e 7, houve uma grande
variabilidade na intensidade de expressdo dos genes e proteinas MDR,
sugerindo que os pacientes com diagnéstico de LA nédo apresentam um
perfil mdr/MDR padrdo (FEDASENKA et al., 2008; CORTEZ et al.,
2009; SVIRNOVSKI et al., 2009; EL-SHARNOUBY et al., 2010;
CHAUHAN et al., 2012; SCHEINER et al., 2012).

5.2 RELACAO DO PERFIL mdr/MDR COM OS FATORES DE
PROGNOSTICO

5.2.1 Relacdo do Perfil de Expressdo de abchl/ABCB1 com os
Fatores de Progndstico

A analise da associagdo entre a expressdo abchl/ABCBL e o0s
fatores de prognéstico mostrou que os pacientes com diagnéstico de LA
e DRM negativa ap6s a fase de inducdo da quimioterapia apresentaram
apenas uma correlagdo moderada entre a expressao da proteina ABCB1
e a atividade da LDH (P=0,001; R%=0,577; Tabela 8), enguanto que os
individuos com diagndstico de LLA-B com DRM negativa apresentaram
forte correlacdo entre esses dois parametros (P=0,007; R?=0,929; Tabela
8). Esse achado permite sugerir que a correlagdo encontrada no grupo de
pacientes com diagnéstico de LA e DRM negativa é o reflexo da
presenca dos casos de LLA-B nesse grupo.

Diferente do observado no presente estudo, Damiani et al. (2002)
ndo encontraram associacdo entre a expressdo de ABCB1 e a LDH em
individuos adultos com diagnostico de LLA (n=95). Uma possivel
explicacdo para a divergéncia entre os resultados de Damiani et al.



121

(2002) e os do presente trabalho é que, em sua analise, Damiani et al.
(2002) optaram por expressar os resultados de ABCB1 e LDH de forma
dicotdmica (positivo/negativo e baixo/elevado, respectivamente), o que
implica na utilizacdo de métodos estatisticos diferentes dos empregados
neste estudo. Além disso, Rao et al. (2010) demonstraram que
determinados polimorfismos do gene abcbl estdo associados com
concentragBes mais elevadas de LDH (RAO et al., 2010). Desta forma,
outra possivel explicacdo para o desacordo entre os resultados de
Damiani et al. (2002) e os do presente trabalho seria a diferenga na
frequéncia de determinados polimorfismos nas duas populagdes
estudadas.

Ainda em relagdo & expressdo de abchl/ABCBL1 e sua relagédo
com os fatores de progndstico, verificou-se que houve forte correlacéo
entre a transcrigdo de abchl e a maior contagem de leucécitos nas
LLAs-T (P=0,007; R?*=0,967; Tabela 9) e que essa correlagio também
foi significativa nos pacientes que ndo apresentavam DRM apds a
terapia de inducdo (P=0,030; R’=0,970; Tabela 9). Essa mesma
associacdo ndo foi encontrada para a expressdo da proteina ABCB1
(P>0,05; Tabela 8). De forma semelhante ao presente estudo, dois outros
trabalhos que avaliaram a expressdo fenotipica de ABCB1 em
portadores adultos de LLA néo encontraram associagao entre esses dois
pardmetros (TAFURI et al., 2002; ELSAYED; ISMAIL; MONEER,
2011). Contudo, Damiani et al. (2002) encontraram resultados
diferentes. Em seu estudo, eles relataram a presenca de uma associagao
diretamente proporcional entre a expressdo de ABCB1 e a leucometria
em individuos adultos com diagnoéstico de LLA (n=95) (DAMIANI et
al.,, 2002). Chauhan et al. (2012) reportaram resultados diferentes do
presente trabalho. Em seu estudo, eles verificaram que pacientes adultos
com diagnéstico de LLA (n=30) apresentavam associacdo inversamente
proporcional entre a leucometria e a transcricdo da abcbl (CHAUHAN
et al., 2012). Entretanto, é importante ressaltar que tanto Damiani et al.
(2002) quanto Chauhan et al. (2012) consideraram 0s pacientes com
diagndstico de LLA-B e de LLA-T como um (nico grupo, o que pode
ter propiciado a diferenga entre o resultado encontrado por eles e pelo
presente trabalho. Infelizmente, ndo foram encontrados trabalhos que
avaliassem a correlacdo entre a expressdao de abcbl/ABCB1 e a
leucometria exclusivamente em casos de LLA-T. Além disso, é
importante ressaltar que o presente estudo analisou as amostras de
apenas cinco pacientes com diagnostico de LLA-T. Essa pequena
amostragem pode ser considerado um fator limitante e ter influenciado
na confiabilidade da analise estatistica.
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5.2.2 Relacdo do Perfil de Expressdo de abccl/ABCC1l com o0s
Fatores de Prognostico

A andlise da expressdo de abccl/ABCCL1 revelou varias
associacdes entre a expressdo desses e os fatores de prognéstico
(Tabelas 4 e 9). Nos individuos com diagnéstico de LA, a maior
transcri¢do de abccl associou-se com a presenca do marcador CD34 nos
blastos leucémicos (P=0,006). Essa mesma associacdo foi encontrada
para 0 grupo LA com DRM negativa (P=0,007). Quando os pacientes
foram divididos segundo o diagndstico diferencial, nenhum grupo
apresentou associagdo significativa entre a transcricdo de abccl e a
presenga do marcador CD34. No entanto, 0s pacientes com diagnéstico
de LPA apresentaram uma tendéncia de associacdo entre esses dois
pardmetros (P=0,055). Esse achado sugere que a associacao significativa
encontrada para o grupo LA deve-se, em parte, a presenga dos casos de
LPA no grupo. De fato, estudos que analisaram a transcrigdo de abccl
em pacientes adultos com diagndstico de LMA ou LLA também ndo
encontraram relagdo entre a transcricdo desse gene e a presenca do
marcador CD34 (KAKIHARA et al., 1999; VAN DEN HEUVEL-
EIBRINK et al., 2007; CHAUHAN et al, 2012; MAHJOUBI;
AKBARI, 2012). Infelizmente, ndo foram encontrados outros estudos
gue tenham avaliado especificamente a transcricdo génica de abccl em
pacientes com diagnostico de LPA. Portanto, para confirmar se essa
tendéncia de associacdo entre abccl e presenca do marcador CD34 nos
portadores de LPA vai se tornar significativa ou ndo, sdo necessarios
estudos com um nlmero maior de pacientes.

Ao avaliar-se a expressdo de abccl/ABCC1 nos portadores de
LMA, encontrou-se uma correlacdo diretamente proporcional entre a
transcricdo do gene e a idade no grupo que ndo entrou em remissao apos
a terapia de inducdo (P=0,029; R?=0,718; Tabela 4). Como ja
mencionado, pacientes idosos comumente superexpressam genes e
proteinas de resisténcia (BORG et al., 1998; LEITH et al., 1999;
FERRARA; PALMIERI; LEONI, 2008; KUENDGEN; GERMING,
2009). No entanto, estudos que avaliaram especificamente a transcri¢éo
de abccl ndo conseguiram encontrar relagdo entre a sua transcricéo e a
idade dos pacientes, o que sugere que a transcricdo de abccl ndo
influenciaria na pior resposta a quimioterapia de inducdo nos pacientes
idosos (LEITH et al., 1999; SCHAICH et al., 2005; MAHJOUBI et al.,
2008; CHAUHAN et al., 2012). De fato, como serd posteriormente
comentado, o presente estudo também ndo encontrou relagdo entre a
transcricdo de abccl e a resposta a terapia de indugdo nos portadores de
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LMA (Tabela 2). Contudo, é importante ressaltar que 0s pacientes
idosos sdo mais susceptiveis aos efeitos toxicos da quimioterapia, o que
muitas vezes impossibilita aos clinicos indicarem doses intensivas de
quimioterapicos, 0 que, consequentemente, aumenta o risco de
surgimento de resisténcia ao tratamento devido a inducdo da
superexpressao de genes de resisténcia (LEITH et al., 1999; BUCHNER
et al., 2009; ESTEY, 2009; KRUG et al.,, 2011). Dessa forma, 0s
resultados encontrados no presente trabalho sugerem que os pacientes
mais idosos estdo mais susceptiveis a desenvolver a resisténcia induzida
pela quimioterapia, pois, desde 0 momento do diagnéstico, ja expressam
mais abccl.

Em relacdo ao grupo de pacientes com diagndstico de LPA,
aqueles que entraram em remissdo apés a terapia de inducédo
apresentaram correlacdo entre a transcri¢do de abccl e o percentual de
promielécitos neoplasicos ao diagnéstico (P=0,019; R*=0,639; Tabela
4), e entre a expressdo da proteina ABCC1 e a LDH (P=0,018;
R?=0,695; Tabela 9). N&o foram encontrados trabalhos que tenham
avaliado a transcricdo de abccl exclusivamente em pacientes com LPA.
Além disso, foram achados apenas trés estudos que tenham avaliado a
expressdo fenotipica de ABCC1 nas LPAs (MICHIELI et al., 2000;
CANDONI et al., 2003; DAMIANI et al., 2004). Ainda, nenhum desses
estudos analisou a relagcdo da ABCC1 com o percentual de blastos ou a
atividade da LDH (MICHIELI et al., 2000; CANDONI et al., 2003;
DAMIANI et al., 2004). Dessa forma, ndo foi possivel realizar uma
comparacao de resultados.

A avaliacdo da expressdo de abccl/ABCCL em portadores de
LLA-B demonstrou forte correlacdo entre a transcri¢cdo de abccl e a
atividade da LDH nos pacientes que apresentaram DRM ap06s a terapia
de inducéo (P=0,017; R?=0,983; Tabela 4). Além disso, também ocorreu
uma correlagdo inversamente proporcional entre a expressdo da proteina
ABCCL e a leucometria no momento do diagndstico nos pacientes que
ndo entraram em remissdo (P=0,006; R?=-1,000; Tabela 9). Ao contréario
do que foi observado pelo presente trabalho, outros estudos nao
encontraram relagdo significativa entre a expressdo abccl/ABCC1 e a
LDH (PALL et al., 1997; DAMIANI et al., 2002; PLASSCHAERT et
al., 2005; EL-SHARNOUBY et al., 2010) ou a leucometria (PALL et
al., 1997; DAMIANI et al., 2002; PLASSCHAERT et al., 2005;
MAHJOUBI et al., 2008; CORTEZ et al., 2009; EL-SHARNOUBY et
al., 2010; CHAUHAN et al., 2012). No entanto, todos esses estudos
avaliaram pacientes com diagnéstico de LLA-B e LLA-T
conjuntamente, o que pode ter contribuido para a diferenca entre os
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resultados observados por eles e pelo presente trabalho (PALL et al.,
1997; DAMIANI et al., 2002; PLASSCHAERT et al., 2005;
MAHJOUBI et al., 2008; CORTEZ et al., 2009; EL-SHARNOUBY et
al., 2010; CHAUHAN et al., 2012). Interessantemente, Plasschaert et
al. (2005) relataram uma correlacdo inversamente proporcional entre a
leucometria e a transcri¢do de abcc3, abcc4 e abcc6, mas ndo a de abccl
(n=189). No entanto, assim como no presente estudo, Plasschaert et al.
(2005) também ndo encontraram explicacdo para essa correlacdo
inversa.

5.2.3 Relacéo do Perfil de Expressédo de Irp/LRP com os Fatores de
Prognéstico

A andlise da relacdo entre a expressdo de Irp/LRP e os fatores de
prognostico revelou que os portadores de LA apresentam uma
associacdo entre a maior transcricdo de Irp e a auséncia do marcador
CD56 nas células neoplasicas (P=0,029; Tabela 5). Essa mesma
associacdo ndo foi encontrada com a expressdao da proteina LRP
(P>0,05; Tabela 10). O antigeno CD56 é uma molécula de adesdo de
células neurais. Ele foi inicialmente descrito como um marcador de
linfdcitos natural killer, mas, subsequentemente, verificou-se que ele era
expresso em varias neoplasias hematopoiéticas. Atualmente, estudos
tém relatado que a presenca do CD56 em células leucémicas influencia
negativamente na duracdo de remissdo completa e na sobrevida dos
pacientes com LA (RASPADORI et al., 2001; SUVANNASANKHA et
al., 2004; TIFTIK et al, 2004; SWERDLOW et al., 2008;
MONTESINOS et al.,, 2011; DJUNIC et al., 2012a). Nao foram
encontrados trabalhos que avaliassem especificamente a associagao
entre a transcri¢do de Irp e a presenca do marcador CD56. Encontrou-se
um estudo que avaliou a relagdo entre a expressao da proteina LRP e a
presenca do marcador CD56 em portadores de LMA. Nesse trabalho,
assim como no presente estudo, ndo foi observada associacdo entre a
transcricdo de LRP e o marcador CD56 (SUVANNASANKHA et al.,
2004). Outro fato interessante é que, no presente estudo, a associa¢éo
entre a transcricdo de Irp e a auséncia do marcador CD56 também foi
encontrada no grupo de pacientes com diagnostico de LA que ndo
apresentou DRM (P=0,043; Tabela 5). Esses dados sugerem que nos
pacientes com diagnoéstico de LA, a auséncia do antigeno CD56 como
um fator de bom prognostico é mais importante do que a elevada
transcricdo de Irp é como um fator de mau progndstico.
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A maior transcri¢do de Irp também esta associada com a auséncia
de transcricdo de survivina no grupo de pacientes com diagnostico de
LA e de LMA (P=0,029 e P=0,040, respectivamente; Tabela 5).
Chauhan et al. (2012) avaliaram a relacdo entre a transcricdo de Irp e de
survivina em pacientes com diagndstico de LA e ndo encontraram
relagdo entre essas duas variaveis tanto nos pacientes com diagnostico
de LMA (n=30), quanto nos com diagnostico de LLA (n=30). Uma
possivel razdo para essa divergéncia de resultado é que Chauhan et al.
(2012) apresentaram a transcricdo de survivina como uma variavel
continua e ndo uma qualitativa (positivo/negativo) como foi o caso do
presente trabalho. Além disso, é importante ressaltar que, apesar dos
resultados de Chauhan et al. (2012) ndo terem sido significativos, as
correlagbes calculadas por eles apresentaram sinais negativos,
demonstrando que, no estudo deles, também houve uma maior
transcricdo de Irp nos individuos que menos expressavam survivina,
resultado semelhante ao observado neste trabalho.

Em relacdo a expressdo da proteina LRP, foi observada
correlagdo inversamente proporcional entre a expressao dessa proteina e
0 percentual de promielécitos leucémicos nos pacientes com diagndstico
de LPA (P=0,001; R?=-0,924; Tabela 10). Essa mesma correlacéo foi
constatada para os pacientes com diagndstico de LPA e que néo
apresentaram  DRM  (P=0,009; R’=-0,880; Tabela 10). Como
mencionado anteriormente, ndo foram encontrados estudos que
correlacionassem a expressdao de Irp/LRP com outros fatores de
prognostico em pacientes com diagnéstico de LPA (MICHIELI et al.,
2000; CANDONI et al., 2003; DAMIANI et al., 2004), o que
impossibilitou que os resultados encontrados no presente estudo fossem
comparados com outros trabalhos. No entanto, é interessante observar
que a presenca da maior expressdo de LRP ndo suprimiu a influéncia
favoravel de um fator de bom prognoéstico, que no caso, foi o baixo
percentual de promieldcitos (SWERDLOW et al., 2008) na resposta a
terapia de inducéo.

Nos individuos com diagnostico de LLA-B, foi observada uma
associacdo entre a maior expressao de LRP e a presenca da
1(9;22)(q34:;q11.2) (P=0,012; Tabela 10). Ramakers-Van Woerden et al.
(2002) também verificaram se existia relacdo entre a presenca da
1(9;22)(q34;911.2) e a expressdo das proteinas ABCB1, ABCC1 e LRP;
e, assim como neste trabalho, eles observaram associacdo significativa
apenas entre a presenca da translocacdo e a expressao de LRP. Esses
achados sugerem que a maior expressdo de LRP seja responsavel, em
parte, pela pior resposta ao tratamento apresentada pelos pacientes
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portadores de LLA-B com t(9;22)(q34;911.2) (RAMAKERS-VAN
WOERDEN et al., 2002). Além disso, 0s pacientes portadores de LLA-
B também apresentaram uma correlacdo positiva entre a expressdo de
LRP e a leucometria, tanto nos pacientes que entraram em remissao
(P=0,001; R?*=0,970), quanto nos que n&o entraram (P=0,029; R*=0,999;
Tabela 10). Essa mesma correlagdo ndo foi observada para a transcricdo
do gene Irp. Outros estudos que avaliaram a relacdo entre o nivel de
transcricdo de Irp e a leucometria também ndo encontraram correlagéo
entre esses dois parametros em portadores de LLA (KOURTI et al.,
2007; CORTEZ et al, 2009; EL-SHARNOUBY et al., 2010;
CHAUHAN et al., 2012). Nao foram encontrados estudos que tivessem
relacionado especificamente a expressdao da proteina LRP com a
leucometria.

5.3 RELACAO DO PERFIL mdr/MDR COM O DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL DOS PACIENTES

Foi observada associacdo entre a maior expressdo de LRP e o
diagndstico de LMA (P=0,025). lIzquierdo et al. (1996b) avaliaram a
expressdo de LRP em 61 linhagens de tumor humano e constataram que
a LRP é pouco expressa nas células de linhagem de LA humana. No
entanto, das cinco linhagens de LAs humana avaliadas, apenas a HL-60
(linhagem de LPA de origem humana) expressou fracamente LRP. As
demais linhagens de LA analisadas, uma de leucemia mieloide crénica
agudizada (K562) e trés de LLA-T (CEM, MOLT-4 e SR), ndo
expressaram LRP em qualquer intensidade (IZQUIERDO et al., 1996b).
Em um estudo em criangas com diagnostico de LA (n=168), den Boer et
al. (1998) verificaram que as criangas com diagndstico de LMA
expressavam, aproximadamente, duas vezes mais LRP do que as com
diagndstico de LLA. Além disso, outros trabalhos verificaram que,
dentre os subtipos de LMA, a leucemia mielomonocitica aguda, a
leucemia monoblastica aguda e a leucemia monocitica aguda séo as que
mais expressam LRP (LEITH et al., 1999; SUNNARAM et al., 2003),
enquanto a LMA promielocitica com t(15;17)(q22;912) é a que menos
expressa (LEITH et al., 1999). Dessa forma, a associacdo entre a
expressdo de LRP e o diagnostico de LMA encontrada no presente
estudo pode ter sido propiciada pelo elevado percentual de pacientes
com diagnostico de leucemia mielomonocitica aguda, de leucemia
monoblastica aguda ou de leucemia monocitica aguda (38,9%; n=7/18)
presentes na amostragem.
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Além disso, é importante ressaltar que a relacdo encontrada entre
o diagndstico de LMA e a expressao da proteina LRP ndo foi observada
para a transcri¢do do gene Irp. Chauhan et al. (2012) também avaliaram
a transcricdo génica da Irp em portadores de LMA e LLA e nédo
encontraram diferencas de transcricdo entre esses dois grupos de
pacientes (n=30 em ambos 0s grupos).

5.4 RELAGCAO DO PERFIL mdr/MDR COM A RESPOSTA A
TERAPIA DE INDUCAO

5.4.1 Relagdo do Perfil de Expressdo de abchl/ABCB1 com a
Resposta a Terapia de Inducéo

O presente trabalho encontrou associacdo entre a maior
transcricdo de abchl e a auséncia de resposta completa a terapia de
inducdo nos pacientes com diagnostico de LA (P=0,004; Tabela 2). Essa
associacdo provavelmente decorre da presenca das LMAS neste grupo.
De fato, o Unico grupo de pacientes com DRM postiva que apresentou
uma mediana de transcricdo de abcbl no momento do diagndstico
diferente de zero foi o dos pacientes com diagnostico de LMA
(abcbh1=0,60; Tabela 2). Outro achado interessante, e que pode parecer
incongruente, é a existéncia de uma diferenca significativa entre os
grupos DRM negativa e positiva nas LAs, uma vez que ambos
apresentam medianas de transcricdo de abcbl iguais a zero. Contudo, é
importante ressaltar que os dados deste trabalho ndo sdo paramétricos e,
por isso, o teste estatistico aplicado (Mann-Whitney U) também nao €
paramétrico. Os testes ndo paramétricos, diferentemente dos
paramétricos, se baseiam na comparacdo da soma dos postos e ndo na
comparacdo das médias. Dessa forma, apesar dos dois grupos terem em
50% ou mais dos casos a transcricdo de abcbl de 0,00 (mediana),
guando este gene € expresso, ele é mais trnascrito no grupo DRM
positiva, fazendo com que esse grupo tenha uma soma de postos maior
e, portanto, significativamente diferente da soma dos postos do grupo
negativo para DRM.

Ainda em relagdo a analise da transcricdo de abcbl, observou-se
que os individuos com diagnéstico de LMA que entraram em remissao
apresentaram, no momento do diagnéstico, uma transcricdo de abchl
significativamente menor do que os que ndo responderam a terapia de
inducdo (P=0,005; Tabela 2). Curiosamente, ndo foi observada essa
mesma associagdo entre a expressao da proteina ABCBL e a resposta a
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terapia de inducdo (Tabela 7). Também ndo houve diferenca
significativa na expressdo de abchl/ABCB1 entre os grupos DRM
negativa e positiva com diagnéstico de LLA (P>0,05; Tabelas 2 e 7).
Resultados semelhantes foram descritos em outros trabalhos
(WUCHTER et al., 2000; VITALE et al., 2006; CHAUHAN et al.,
2012; SCHEINER et al., 2012). Chauhan et al. (2012) relataram que 0s
portadores de LMA (n=30) que ndo respondiam a terapia de inducédo
apresentavam uma transcri¢do de abcb1 significativamente maior do que
aqueles que entravam em remissdo completa apds a indugdo. Além
disso, esse mesmo estudo verificou que, nos casos de LLA (n=30), ndo
havia diferenga de transcricdo entre os pacientes que entraram em
remissdo e os que ndo entraram apds a terapia de indugdo (CHAUHAN
et al., 2012). Wuchter et al. (2000) e Scheiner et al. (2012) avaliaram a
expressao da proteina ABCB1 em 121 e em 109 pacientes adultos com
diagnostico de LMA, respectivamente, e, como no presente trabalho,
ndo encontraram relagdo entre a expressdo de ABCBL e a remisséo
completa. Do mesmo modo, estudos que avaliaram a expressdo da
proteina ABCB1 em portadores de LLA ndo encontraram correlacdo
entre a sua expressao e a remissdao completa (DAMIANI et al., 2002;
VITALE et al., 2006).

O valor progndstico da expressdo de abcbl/ABCB1 nas LMAs
esta muito bem definido (CORNELL; PALMER, 2012; SHAFFER et
al., 2012) e a andlise da sua expressdo nessas neoplasias é recomendada
pela OMS e pelo Instituto Nacional de Céancer (INCA) (INCA/MS,
2002b; SWERDLOW et al., 2008; CORNELL; PALMER, 2012).
Contudo, essa mesma recomendacdo ndo é estendida para os casos de
LLA (INCA/MS, 2002a; SWERDLOW et al., 2008; CORNELL,;
PALMER, 2012). Como pode ser observado, os dados encontrados neste
trabalho corroboram as recomendagdes propostas por essas duas
instituicdes (INCA/MS, 2002b; INCA/MS, 2002a; SWERDLOW et al.,
2008). Nao obstante, um fato relevante é que essas mesmas institui¢des
ndo sugerem qual metodologia deve ser utilizada, ou seja, ndo existe um
concenso se deve ser realizada a avaliacdo da transcricdo génica ou da
expressdo fenotipica de ABCB1 (WUCHTER et al., 2000; INCA/MS,
2002b; VALERA et al., 2004; SWERDLOW et al., 2008; CHAUHAN
et al., 2012; DE MORAES et al., 2012; SCHEINER et al., 2012; DE
MORAES et al., 2013). No que se refere a influéncia da abchl/ABCB1
na resposta a quimioterapia de inducdo, os resultados obtidos neste
estudo indicam que a analise da transcricdo génica da abchl forneceria
uma informacdo de progndéstico melhor do que a expressdo fenotipica.
No entanto, é importante ressaltar que estudos ja demosntraram que ndo
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sO a transcricdo de abcbl, mas também a atividade da proteina, esta
relacionada com o prognostico dos portadores de LA (TSIMBERIDOU
et al., 2002; MAHADEVAN; LIST, 2004; LOURENCO et al., 2008;
SHIPLEY; BUTERA, 2009; HIRSCH et al., 2012). Dessa forma, seria
interessante a realizacdo de estudos que avaliassem concomitantemente
a transcricdo de abcbl e a sua atividade, a fim de avaliar qual desses
dois parametros teria maior impacto no progndstico dos portadores de
LA.

5.4.2 Relacdo do Perfil de Expressdo de abccl/ABCCl1l com a
Resposta a Terapia de Indugéo

Em relacdo a expressdo da abccl/ABCCL, o presente trabalho
verificou que houve uma maior expressao da proteina ABCC1 no grupo
de pacientes com diagnéstico de LMA que ndo entrou em remissao
(P=0,017; Tabela 7) e que essa mesma associacdo ndo foi obsservada
para a transcri¢do de abccl (Tabela 2). Estudos que avaliaram o impacto
da expressdo de abccl/ABCC1l no progndstico dos pacientes com
diagndstico de LMA apresentaram resultados controversos (BORG et
al., 1998; LEGRAND et al., 1998; LEITH et al., 1999; VAN DER
KOLK et al., 2000; LAUPEZE et al., 2002; TSIMBERIDOU et al.,
2002; SCHAICH et al., 2005; MAHJOUBI et al., 2008; ADVANI et al.,
2010; CHAUHAN et al., 2012). Enquanto trabalhos relatam que a alta
expressdo de abccl/ABCCL influencia na resposta clinica dos pacientes
com diagnéstico de LMA (SCHNEIDER et al., 1995; SCHAICH et al.,
2005; MAHJOUBI et al., 2008), outros autores ndo encontraram tal
relagdo (BORG et al., 1998; LEITH et al., 1999; TSIMBERIDOU et al.,
2002; ADVANI et al., 2010; CHAUHAN et al., 2012). Mahjoubi et al.
(2008) relataram que pacientes com diagnostico de LMA que entraram
em remissdo completa apds a terapia de inducdo expressaram menos
abccl do que os que ndo entraram em remissdo (n=35). De modo
contrario, Chauhan et al. (2012) ndo encontraram diferenca significativa
entre os niveis de transcricdo de abccl nos pacientes que entraram em
remissdo e 0s que ndo responderam completamente a quimioterapia de
inducdo (n=30). N&o foram encontrados trabalhos que, assim como o
presente estudo, reportassem alguma relacdo entre remissdo completa
apos a terapia de inducdo e a expressdo da proteina ABCC1 (BORG et
al., 1998; LEGRAND et al., 1998; LEITH et al., 1999; TSIMBERIDOU
et al., 2002; ADVANI et al., 2010). Por fim, os resultados aqui
encontrados sugerem que a elevada expressdao de ABCC1, no momento
do diagndstico, pode ter um valor de mau progndéstico nos portadores de
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LMA. No entanto, é importante ressaltar que o nimero de pacientes com
diagnostico de LMA avaliados neste estudo é pequeno (n=18) e seria
interessante aumentar a amostragem para confirmar os resultados
observados neste trabalho.

5.4.3 Relagdo do Perfil de Expressdo de Irp/LRP com a Resposta a
Terapia de Inducéo

No que se refere a analise da expressdo de Irp/LRP, o presente
estudo ndo encontrou diferencas significativas entre o grupo de
pacientes com DRM negativa e positiva (Tabelas 2 e 7). Assim como
para a abccl/ABCC1, os estudos que avaliaram a influéncia dos niveis
de expressdo de Irp/LRP no prognéstico de individuos com diagnéstico
de LA apresentam resultados controversos (BORG et al., 1998; DEN
BOER et al., 1998; MICHIELI et al., 1999; DAMIANI et al., 2002;
TSIMBERIDOU et al., 2002; VALERA et al., 2004; HUH et al., 2006;
KOURTI et al., 2007; STYCZYNSKI et al., 2007; YASUNAMI et al.,
2007; FEDASENKA et al., 2008; CORTEZ et al., 2009; ADVANI et
al.,, 2010; EL-SHARNOUBY et al., 2010; CHAUHAN et al., 2012).
Estudos que avaliaram tanto a transcricdo do gene Irp (HUH et al.,
2006; YASUNAMI et al., 2007), quanto a expressdo da sua proteina
(BORG et al., 1998; YASUNAMI et al., 2007) em pacientes adultos
com diagnostico de LA encontraram associacdo entre a Irp/LRP e a
presenca de resisténcia & quimioterapia de indugdo, a menor sobrevida
livre de doenca e a menor sobrevida global. No entanto, outros trabalhos
encontraram resultados semelhantes ao do presente estudo, ou seja, ndo
encontraram qualquer relacéo entre a expressao genotipica (ADVANI et
al.,, 2010; CHAUHAN et al., 2012) ou fenotipica (MICHIELI et al.,
1999; DAMIANI et al., 2002; TSIMBERIDOU et al., 2002) de LRP e 0
progndstico de pacientes com diagnostico de LA. Essa divergéncia de
resultados pode ser explicada por variagcdes étnicas, demogréficas ou
metodoldgicas (VALERA et al., 2004)

5.5 RELACAO DO PERFIL mdr/MDR COM A OCORRENCIA DE
OBITOS

Apesar de o presente estudo ter encontrado vérias associagdes
entre a expressao dos genes e proteinas de resisténcia e os fatores de
prognostico dos pacientes com diagndstico de LA, ndo foi encontrada
relacdo entre a expressdo de abch1l/ABCB1, abccl/ABCC1 e Irp/LRP e
a ocorréncia de 6bitos. Esses resultados corroboram os de outros estudos
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gue também ndo foram capazes de relacionar a taxa de 6bito com o
perfil mdr/MDR (FILIPITS et al.,, 1998; DHOOGE et al., 1999;
DAMIANI et al., 2002; DE MOERLOOSE et al., 2003; VAN GROTEL
et al., 2008; CORTEZ et al., 2009). Dessa forma, é possivel sugerir que,
apesar da expressdo dos genes e proteinas MDR relacionar-se com
fatores de prognoéstico e influenciarem na probabilidade de atingir
remissdo completa nos pacientes com diagnostico de LA (VAN DEN
HEUVEL-EIBRINK et al., 2007; EL-SHARNOUBY et al., 2010;
PALLIS et al., 2011; CHAUHAN et al., 2012; HIRSCH et al., 2012),
essa expressdo ndo esta relacionada com a ocorréncia de oébitos
(FILIPITS et al., 1998; DHOOGE et al., 1999; DAMIANI et al., 2002;
DE MOERLOOSE et al., 2003; VAN GROTEL et al., 2008; CORTEZ
et al., 2009).

5.6 O PERFIL mdr/MDR COMO FERRAMENTA DE DETECGCAO
DA DOENCA RESIDUAL MINIMA

Como mencionado anteriormente, a resposta do paciente a terapia
de inducdo é considerada, se ndo 0 mais importante, um dos mais
importantes fatores de progndstico dos pacientes com LA (DWORZAK
et al., 2002; SWERDLOW et al., 2008; NCCN, 2012b; NCCN, 2012a).
Por isso, cada vez mais, métodos para avaliar a resposta do paciente a
quimioterapia tém sido desenvolvidos e aperfeicoados (KERN et al.,
2005; WEISSER et al, 2005a; WEISSER et al, 2005b;
ABDELHAMID et al., 2012). Neste estudo, foi avaliado se a expressdo
dos genes e proteinas MDR poderia ser utilizada como marcador de
resposta ao tratamento (Tabelas 6 e 11). Como pode ser observado na
Tabela 6, houve diminuicdo significativa na transcri¢cdo de abccl apds a
terapia de inducdo no total de casos de LMA (P=0,016). No entanto,
essa diferenca ndo foi observada quando os pacientes foram divididos
quanto a sua resposta ao tratamento (DRM positiva e DRM negativa).
Sendo assim, a transcricdo de abccl ndo pode ser utilizada como um
marcador de DRM.

Além disso, houve um aumento significativo na expressédo de
LRP apds o tratamento nos pacientes com LPA (P=0,012; Tabela 11).
Curiosamente, esse mesmo aumento foi encontrado nos pacientes com
diagndstico de LPA que entraram em remissdo ap0s o tratamento
(P=0,012; Tabela 11), o que sugere que o aumento da expressdo de LRP
induzido pelo tratamento ndo influenciou na probabilidade do paciente
atingir remissdo completa. Estudos in vitro demonstraram que o triéxido
de arsénio, o farmaco de escolha para o tratamento dos pacientes com
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diagndstico de LPA, ¢é capaz de contornar a resisténcia a quimioterapia
proporcionada pela superexpressdao de ABCB1 e ABCC1 (SEO et al.,
2005; DIAZ et al., 2008; SERTEL et al., 2012). N&o foram encontrados
estudos que avaliassem a capacidade citotéxica do trioxido de arsénio
frente a células de linhagem que superexpressassem LRP. No entanto, 0s
resultados encontrados no presente trabalho sugerem que o triéxido de
arsénio também seja capaz de contornar a resisténcia a quimioterapia
gue ocorre devido a elevada expressdo de LRP.

Apesar desse achado, o presente estudo ndo foi capaz de verificar
se a expressdo de LRP poderia ser utilizada como uma ferramenta de
detecgdo de DRM. Isso se deve ao fato de que apenas um caso de LPA
ndo entrou em remissdo apos a terapia de inducdo. Dessa forma, néo foi
possivel verificar se esse aumento da expressdo de LPR é exclusivo dos
pacientes que entraram em remissao ou nao.

N&o foram encontrados outros estudos que avaliassem o perfil
mdr/MDR antes e apds a terapia de inducdo em individuos com
diagndstico de LA. No entanto, foi encontrado um estudo que analisou a
transcricdo de abcbl e Irp antes e apds a quimioterapia em portadores de
mieloma mdaltiplo (NAKAGAWA et al.,, 2006). Nesse trabalho,
Nakagawa et al. (2006) verificaram que as expressdes abcbl e Irp
tendem a aumentar ap6s a quimioterapia. Adicionalmente, outros
trabalhos demonstraram que pacientes que apresentam recidiva apds a
guimioterapia apresentam expressdo mais elevada dos genes e proteinas
MDR do que aqueles que se mantétm em remissdo completa (DEN
BOER et al., 1998; MICHIELI et al., 2000; CANDONI et al., 2003;
DAMIANI et al., 2004; PLASSCHAERT et al., 2005). Esses dados
sugerem que o perfil mdr/MDR possa ser utilizado como um marcador
de DRM e recidiva. No entanto, estudos com um nimero maior de
pacientes se fazem necessarios para confirmar essa hipotese.

5.7 CONSIDERACOES FINAIS

Como pbde ser visto, nos Gltimos anos, varios grupos de pesquisa
tém investigado a associagdo entre o fendtipo MDR e o prognoéstico dos
pacientes com diagndstico de LA, encontrando resultados contraditorios
(SAMDANI et al., 1996; LEITH et al., 1999; MICHIELI et al., 1999;
VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 2007; SHMAN et al., 2008;
CORTEZ et al., 2009; EL-SHARNOUBY et al., 2010; ELSAYED;
ISMAIL; MONEER, 2011; CHAUHAN et al., 2012). Enquanto alguns
trabalhos encontraram correlagdo entre a expressdo dos genes ou
proteinas MDR e a idade, o diagndstico, a contagem de leucécitos, a
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expressao de CD34 e a resposta a terapia (SAMDANI et al., 1996; VAN
DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 2007; SHMAN et al., 2008; EL-
SHARNOUBY et al., 2010; PALLIS et al., 2011; CHAUHAN et al.,
2012), outros ndo encontraram essas mesmas relacdes (LEITH et al.,
1999; MICHIELI et al., 1999; CORTEZ et al., 2009; ROCKOVA et al.,
2011; MAHJOUBI; AKBARI, 2012). Essa grande divergéncia de
resultados pode ser explicada por variagfes étnicas, demograficas, mas,
principalmente, por diferengas metodoldgicas (VALERA et al., 2004).
Um exemplo desse fato sdo os resultados encontrados por van den
Heuvel-Eibrink et al. (2007), por Samdani et al. (1996), por Michieli et
al. (1999) e pelo presente estudo. Ao avaliar a transcri¢cdo de abcbl por
RT-PCR, Heuvel-Eibrink et al. (2007) encontraram associa¢do positiva
entre a transcrigdo de abcbl e a presenca do marcador CD34 nos blastos
leucémicos, mas ndo conseguiram estabelecer uma correlagdo entre a
transcricdo do gene e a idade dos pacientes. Alternativamente, ao
avaliarem a expressdo da proteina ABCB1 por citometria de fluxo,
Samdani et al. (1996) relataram uma associagdo dessa com a idade dos
pacientes e com a expressao de CD34. Em seu estudo, Michieli et al.
(1999) utilizaram uma metodologia para a deteccdo de ABCB1
semelhante a empregada por Samdani et al. (1996), mas diferiram
guanto aos critérios de determinacio de superexpressdo, o que fez com
que eles ndo encontrassem qualquer associagdo entre a expressao da
proteina ABCB1 e a idade dos pacientes ou expressdo de CD34 nas
células neoplasicas. Outro exemplo que pode ser citado é o dos
resultados encontrados por Dhooge et al. (1999) e Wutcher et al. (2000).
Enquanto o trabalho de Dhooge et al. (1999) demonstrou a existéncia de
uma forte correlagdo entre a expressdo da proteina ABCB1 detectada
por imunohistoquimica e o curso clinico desfavoravel da LLA, Wutcher
et al. (2000) obtiveram resultados contrarios ao utilizar a citometria de
fluxo para avaliar a expressdo da proteina. No entanto, esses estudos
foram realizados em populagbes de diferentes origens étnicas e socio-
econbmicas, 0 que permitiria supor que as diferencas nos resultados
encontrados seriam de origem demografica e ndo metodoldgica
(SAMDANI et al., 1996; DHOOGE et al., 1999; MICHIELI et al., 1999;
WUCHTER et al., 2000; VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 2007).
O presente trabalho avaliou o perfil de expressdo dos genes e
proteinas MDR de um grupo de portadores de LA por duas
metodologias diferentes, RT-PCR semiquantitativo (perfil génico) e
citometria de fluxo (perfil fenotipico), e verificou se havia alguma
associacdo desse perfil mdr/MDR com o progndstico e a resposta clinica
dos pacientes. Como pode ser observado, diversas associacfes e
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correlagdes significativas foram encontradas e, interessantemente, ndo
houve concordéncia entre as associacdes encontradas para 0s genes e as
proteinas. Esses dados evidenciam que, muito mais que as diferenca
populacionais, sdo as diferencas metodoldgicas que interferem na
avaliacdo do impacto do perfil MDR no progndstico dos pacientes com
LA. De fato, no presente trabalho, a anélise da transcrigdo dos genes foi
realizada em células mononucleares separadas por Ficoll-Hypaque.
Apesar de no momento do diagnostico a maioria das células
mononucleadas dos pacientes serem blastos, muitas vezes alguns
linfécitos e mondcitos podem estar presentes na amostra e serem
indevidamente separados junto com os blastos. Diante disso, ndo é
possivel afirmar que a RT-PCR semiquantitativa realizada neste estudo
tenha efetivamente avaliado apenas a transcricdo génica das células
neoplasicas. Por outro lado, a metodologia de citometria de fluxo
empregada neste trabalho utilizou os anticorpos monoclonais anti-CD45
e anti-CD34 e as caracteristicas de FSC e SSC para separar 0s blastos
neoplasicos dos demais tipos celulares, o que garantiu que o fendtipo
MDR que estava sendo analisado fosse apenas o das células neoplasicas.
Dessa forma, poder-se-ia supor que o Unico motivo para a diferenca
entre as relacdes encontradas para a expressdo dos genes e das proteinas
seja a diferenca de células que estdo sendo avaliadas e ndo a
metodologia empregada. No entanto, um estudo que realizou a avalia¢do
da expressdo de abchl/ABCB1 e abccl/ABCC1 por RT-PCR e por
citometria de fluxo em células de linhagem de leucemia aguda humana
demonstrou que ndo havia correlagdo entre a transcri¢do de abccl e sua
respectiva proteina e que, para algumas linhagens, a correlacdo entre a
expressdo de abchl e ABCBL1 era apenas moderada (HIROSE, 2009).

Dessa forma, os resultados encontrados por estes trabalhos e pelo
presente estudo sugerem que existem fatores ainda ndo completamente
compreendidos que influenciam na modulacdo do processo de
transcricdo e tradugdo das proteinas MDR (SAMDANI et al., 1996;
DHOOGE et al., 1999; MICHIELI et al., 1999; WUCHTER et al., 2000;
VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 2007; HIROSE, 2009) e que
mais estudos comparativos Sd80 hecessarios para um completo
entendimento do papel do perfil mdr/MDR nas LAs.
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6 CONCLUSAO

No ok

10.

11.

12.

As compilacdes de evidéncias obtidas neste estudo sao:

Os pacientes portadores de LA (n=75) que ndo entraram em
remissdo (n=56/75) ap6s a quimioterapia de inducdo apresentaram
mediana de idade superior a dos pacientes que entraram em
remissao (n=19/75);

As medianas de sobrevida dos pacientes portadores de LMA, LLA-
B e LLA-T foram de trés meses, 25 meses e cinco meses,
respectivamente;

A mediana de sobrevida dos portadores de LPA (n=19) foi superior
a 60 meses;

As mutactes FLT3-DIT (5,8%) e FLT3-D835 (8,4%) foram raras;
A mutacdo JAK2V617F ndo foi detectada em nenhum paciente;
Apenas seis individuos expressaram survivina (9,4%);

O perfil de expressao dos genes e proteinas MDR nos portadores de
LA foi heterogéneo;

Nos casos de LA, a expressdo de ABCBL1 e a atividade da LDH
correlacionaram-se positivamente, a presenca do marcador CD34
associou-se com a maior transcricdo de abccl, e a maior
transcricdo de Irp associou-se com a auséncia do marcador CD56 e
com a auséncia de transcrigdo de survivina;

Nos portadores de LMA (n=28/75), a transcri¢do de abccl e a
idade dos pacientes correlacionaram-se positivamente, e a auséncia
de transcri¢do de survivina associou-se com a maior transcricao de
Irp;

Nos pacientes com diagnostico de LPA (n=19/75), as expressdes de
abccl e de LRP correlacionaram-se positivamente com o
percentual de promiel6citos leucémicos ao diagnostico, e a
expressdo de ABCC1 correlacionou-se positivamente com a
atividade da LDH;

Nos casos de LLA-B (n=19/75), as expressdes de ABCBL e de
abccl correlacionaram-se positivamente com a atividade da LDH,
a expressdo de ABCC1 correlacionou-se negativamente com a
contagem de leucdcitos ao diagndstico, e a expressdo de LRP
correlacionou-se positivamente com o nimero de leucécitos ao
diagndstico e associou-se com a presenca da t(9;22)(q34;911.2);
Nos casos de LLA-T (n=7/75), a transcricdo de abcbl e a contagem
de leucdcitos correlacionaram-se positivamente;
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13. A maior expressdo de LRP associou-se com o diagnostico de
LMA,;

14. Os pacientes com diagnostico de LA e de LMA que ndo entraram
em remissdo apos a terapia de inducéo expressaram mais abcbl do
gue aqueles que apresentaram remissdao completa apés a
quimioterapia de indugéo;

15. Os portadores de LMA que ndo responderam a terapia de indugéo
expressaram mais ABCC1 do que 0s que apresentaram remissao
completa apos a terapia de inducéo;

16. Ndo houve associacdo entre a expressdo de abcbl/ABCBLI,
abccl/ABCCL e Irp/LRP e a ocorréncia de 6bitos;

17. Os pacientes com diagndstico de LMA expressaram menos abccl
apos a terapia de inducéo;

18. Os portadores de LPA expressaram mais LRP apds a quimioterapia
de inducéo.

Esses resultados sugerem que a expressdo de abchl/ABCBL,
abccl/ABCCL e Irp/LRP apresenta relagdo com fatores de prognostico,
como idade, leucometria ao diagndstico, percentual de blastos
neoplasicos, LDH, presenca do marcador CD34 e da t(9;22)(q34;q11.2),
nos casos de LA e que a elevada expressdo de abcbl e de ABCC1
influencia na resposta & terapia de inducdo nos pacientes com
diagndstico de LMA. Além disso, pdde-se perceber que a analise da
transcricdo dos genes de resisténcia a quimioterapia fornece informagdes
de progndstico diferentes da analise das proteinas de resisténcia a
quimioterapia. Diante disso, o presente estudo recomenda que no
momento do diagndstico dos portadores de LA seja realizada a avaliagdo
simultanea da transcricdo dos genes (abcbl, abccl e Irp) e das proteinas
(ABCBL1, ABCC1 e LRP) de resisténcia a quimioterapia.



137

7 PERSPECTIVAS

Para elucidar mais detalhadamente o papel da expressdo de
abch1/ABCB1, abccl/ABCC1 e Irp/LRP como marcadores moleculares
de diagndstico diferencial, estratificacdo de prognoéstico e deteccdo de
DRM em portadores de LAs é necessario aumentar a populagdo
estudada, dando continuidade a coleta e andlise de amostras de SP ou
MO de pacientes recém-diagnosticados com LA e de individuos que ja
iniciaram a quimioterapia. Além disso, tem-se como perspectiva:

e Analisar o perfil de transcri¢do de abcb1, abccl, Irp e survivina por
gRT-PCR,;

e Determinar o perfil de expressdo normal de abcbl/ABCBI,
abccl/ABCCL e Irp/LRP em blastos de individuos adultos
saudaveis e utilizar esse perfil de expressdo como ponto de corte
para a determinacdo de superexpressao desses genes e proteinas;

e Verificar se a analise da expressdo do perfil mdr/MDR pode ser
utilizada como ferramenta de diagndstico de recidiva;

e Auvaliar o efeito citotdxico do trioxido de arsénio em linhagens de
células de leucemia aguda humana que superexpressam LRP para
elucidar o papel da expressdo dessa proteina na resisténcia ao
tratamento de portadores de LPA.
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APENDICE A — Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com

diagndstico de leucemia aguda incluidos no presente estudo

OAIA Y wiss qo OAIA OAIA ¥ wd qo oessaibold
ds ON ds ds O [eisieIN
> + ® = = Wya

- - - - - BUIAIAINS
N N N AN N Lia-e114
000 N N 1N N dd1
19'0 N N AN AN 1009V
60'2 N N N N 1909V
000 69'0 v2'0 120 190 (o]
08'0 66'0 60'T 26'0 G8'0 T20qe
000 09'0 0T'T 110 000 Tgoqe
- - +- e+ 9590
+- ++ +- = + ¥€ad
697 LT 62¢ 66€ 090€ Ha1
2'16 0'LL 0'Gy 0'cs 0'0v (%) soiselg
6'T8 gL S've 1€ 7091 (Ir7,01x) 0onaT
. ogdeinjew i S o BoNI20UOWO|BIW oonsoubelq

P VYN VIAT A

4 E| N 4 4 0J3Ug9
Gl €l LT Ly 27 (soue) apep|
g 2 ¢ Z 1 )




186

Y was qo Y was gqo OAIA Y wes qo H wa qo oessalbold
dsS ONn dS dsS dS [eLsIeN
+ + - + - Wyd
- - + - - BUIAININS
N 4N N N dN Liag-e114
000 000 000 000 dN dy
SL0 852 Z€'T 78T dN 1008V
02'9 02'67 GT'OTT 19'29 dN 1908V
9.0 €80 690 00'0 99'0 diy
6380 000 €80 000 660 Tooqe
000 190 000 Ze'T 000 Tgoqe
4N N 4N S dN 95ad
N +/- +- ++ + ¥£a0
8.¢ TET 60971 143 8Y. Ha1
0'6€ 0'sT 0'cL 0'9¢ 9'0L (%) soiselg
T'e 6'T et L'0T 9'Ge (AM/¢01x) 00Nna7]
vd1 RIWAONSIONNT  WNWOD g-v17 OgueINyeut (cz'eNn a-v11 oonsoubel
O VINT
4 4 A 4 N 043U99)
85 or 02 zZ€ 6¢ (soue) apep|
0T 6 8 ) 9 oseD




187

H wss go H wa qo OAIA Y was qo H wa qo oessalboid

ds o] OW OW ds [eLiae N

+ - . + . YA

- 3N - - + BUIAIAINS

4N dN 4N 4N 4N Lia-e114

00°0 000 000 4N 00'0 dd

1€'C G9'0 vT'T 4N 90'T 1004V

8r'T 16T 86'C dN Go'T 1909V

660 dN 000 290 680 di|

860 dN 0S'0 290 v.'0 700q®

8T'T dN 000 60'T 50 Tgoqe

+ dN 4N dN 4N 95a90

+ dN : + s ¥£A0

102 LyT 2sT LET 0 Ha1

0've dN 0'T9 2'09 0'69 (%) soiselg

L'9/ 0'c 0T L0 L'6S (n/,0Tx) 0ona7

oe3einyew [T . WNWoes G-y oe3einjew 0911s0UBRIq
Wwod VI wod VAT LEpclels

N N N N N 0J3Ug9

8 0z o 09 8y (soue) apep|

qT 2 €T 4 1T osed




188

Yy wa qo H was qo H wss qo OAIA OAIA oessalbold
O ds ds ds ds [eLaleI

- + + S s nya
4N 3N - + - BUIAININS

- dN dN dN dN Lia-e14
00'0 00'0 00'0 N dN dydn
IS'T or't 20'e AN dN 1004V
o'y 16T 0.'c8 dN dN 1909V
4N 4N 000 980 AN dij
4N dN 00'0 /80 6'0 T000e
dN dN 28'0 00'0 00'0 Taoqe
dN dN - dN dN 95a0

+ ++ - ++ +\| €dD

LT Gve G6T 4% 8/T Ha
09 v's 0'08 0'GL (%) soise|g
€T 0'v A4 8'T 60 (IM7,0TX) 09na7
godgvTl  godavrl , 9REE 0 wnwoo g-vT vd1 0onsoubelq
4 = 4 N N 0J3Ug9

LT 147% €9 8¢ 2z (soue) apep]
0C 6T 8T LT 9T osed




189

OAIA Y was qo H wss qo H ws qo H wa qo oessalbo.d
ds ds ds ON ON LN
- + + - - YA
dN N - AN - BUIAIAINS
- - - AN N La-s14
00°0 00'0 000 00'0 N dd1
v.'T ve'T 99'T eT'T N 1009V
66' 20'C v1'C Ge'T N 1909V
dN 000 00°0 AN 00'0 di|
dN 00'0 98'0 AN G.'0 T00qe
dN 000 00'0 AN 00'0 Tgoqe
= = = AN +- 95a2
++ ++[+ +- AN - v£ad
9T 444 9gL 1N ST Ha1
068 0'06 099 4N 0'2L (%) soiselg
9'0T g'ee 0'€vT T'T v'T (Ir/e01X) 00n8
1-v11 1-v11 ogenyeul ogoenyeu vdl oonsoubelq
P VINT /S VINT A

4 = N N N 013Ug9)
9T of s 9 e (soue) apepj
Y4 e Y4 124 ¢ osed




190

H wss qo OAIA OAIA OAIA H ws qo oessaiboid
ds ds ds o] ds [eLIae N
+ . = . . NYa
- - - - dN BUIAININS
- . = . . Lia-e174
€T'0 0T'0 2€'0 69'T 00'0 dy
6G'T 002 62T 62T LG'T 1009V
L1'9C 9t'6¢ 06'v 18'T ASES 1909V
00'0 000 00'0 000 4N ]|
v.'0 19'0 00'0 000 4N T00q®
00'0 000 00'0 80'T 4N Tgoqe
- - 4N 4N - 95a90
- . 4N 4N + 43ee)
€8T 152 €l2 26T 414 HAT
0L 0'v. G'sy (%) soise|g
8've S'y €T €0 A4 (IM7,0TX) 09na7
eo[1o0uUoW oederoualayIp
Y vdl vd Vvdl RWILIW /2 YT oansoubelq
N N = = 4 QEEL)
g Gb g§ 14 g (soue) apep|
0 6¢ 8¢ 1T 92 0seD




191

OAIA H wss qo OAIA H ws qo OAIA oessalboid
O OW ds O ds [eLiae N
. + . . - NYa
dN - - dN - BUIAIAINS
dN . 11d . - Lia-e114
TV'T 4N 650 ¥0'0 6€'0 dy
670 4N ¥9'S 2€e's G0'T 1004V
oT'T 4N 1LY 8y'T¢C 1€'C 1909V
4N 000 00'0 4N 00'0 di|
4N 80'T 98'0 4N 00'0 700q®
4N 000 000 4N 00'0 Tgoqe
+ +/- - 4N - 95a90
+ + ++/+ 4N s ¥£A0
eLT 892 1.8 8¢ 12€ HA1
T'0 0'sy 0'06 0'%9 (%) soiselg
2T 2'C 9'vy L0 6'T (n/,0Tx) 0ona7
m:%m_ﬁ__\w_w%q_\,_._ oww @“,H_NE Vdl vdl vdl odnsoubelq
N N N = N 013Ug9
/8 Ll €C 14 €C (soue) apep|
Ge Ve ee 143 1€ oseD




192

OAIN o wes qO o we qo OAIA o W qoO o.mmmw._mo‘_n_
O ds OW ds OW [eLIae N
- + - - - NYa
- - - - - BUIAININS
11Q 11a = . . Lia-e114
dN 4N dN €6'6E vE'6 dy1
4N 4N 4N 000 vT'T 1004V
4N 4N 4N 11'0T 62't 1909V
16'0 160 00'0 000 000 dij
06'0 v.'0 ge's 960 96'0 T00q®
00'0 000 00'0 000 00'0 Tgoqe
+/- 4N - - +4/4+ 95a90
++ 4N + +/- 4N 43ee)
487 G/8 soy V6T 112 HAT
0€T 0'96 00T 0'sS 0'ce (%) soise|g
€61 1882 0C v'e 6'G (IM7,0TX) 09na7
oedeinyew T E e adnse oedeinjew volIse|qoLIeIRhaW oonsoubeIq
/S VN elIRPUNDaS VINT wod VINT VINT
4 = N = = QEEL)
LS 1§ Ge 85 g9 (soue) apep|
o 6 8¢ L€ 9¢ 0seD




193

H wss qo OAIA OAIA OAIA OAIA oessalboid
O ds OW O ds [eLiae N

+ . . - - NYa

+ - - - - BUIAIAINS

- - - gesd . Lia-e114
ov'TT 00'T N 09'/T 67'c dy

20'T ¥G'L 4N 2€'T 20'T 1004V

¥0'S vL'eT dN ov'6 02'T 1909V

T0'T 000 000 000 28'0 di|

€.L'0 0T'T 80'T 680 IT'T 700q®

LS'0 000 00'0 000 00'0 Tgoqe
4N 4N 4N + - 95a90
dN arar +/- qrar ++/+ €dD

GGPT L0V L9¢ 26.T 85 HAT
4N 0'Ly 0'Ge 0'8. (%) soiselg

9'6E 0'cT 8'C 0'€T T'9S (n/,0Tx) 0ona7

eolise|qouow . 12:8) 12:8)

I (czena-v11l  g-2da-vil Emo <_w,: :_Ms <_W,: odnsoubelq
N = N = = 013Ug9
0L ov € 6€ 6¢ (soue) apep|
G iz e v Ty oseD




194

OAIA OAIA H wa gqo OAIA H ws qo oessaiboid
ds ds OW OW ds [esieN
- - - - - NYa

- - + - - BUIAININS

- - - - - Lia-e114
000 8r'c dN 168 dN dd
880 90'T dN 000 dN 1009V
127 89'T dN 000 dN 1909V
8¢e'T 000 €L'0 16'0 T0'T dij
6.0 000 8.0 8'0 680 T00q®
000 000 000 000 000 Tgoqe
dN - - 4N 4N 95a0
s s s ++ 4N ¥€A0
2.8 68T 195 88T 4N HA1
0'vS 0've T°€6 0'0¢ 4N (%) soise|g
(4 €T (o4 v'e 8'6¢ (IM7,0TX) 09na7
wnwod g-v11 vd1 1-v11 OgoeINIew VINT oansoubelg

/S VINT A

4 N 4 = N QEEL)
LT 14 A% 9¢ 0L (soue) apep]
0§ 6V 8Y Ly o 0seD




195

y ws qo H was qo OAIA H ws qo H was qo oessalboid
O OW OW ds ds [eLiae N
. + . . + NYa
- - - - dN BUIAIAINS
- - - 4N . Lia-e114
000 00'0 00'0 000 00'0 dd
AN 80'T oT'T v0'T 00'T 1004V
't AN 90't 19'T LS'T 1909V
2L'0 190 180 8T'T dN i
G6'0 GL'0 26'0 80'T 4N 700q®
000 000 00'0 000 4N Tgoqe
- +/- - 4N - 95a90
- arar +\- qrar +\- €dD
4N 81¢ 08T 2Ly ) HA
G'6. €'9g 2'zs 9'G8 2'es (%) soiselg
2'¢ 9'T 9'T L'€T 2's (n/,0Tx) 0ona7
ealjsejgouow
Vvd val vd wnwod g-v 17 A oansoubelq
N = 4 N N 0J3Ug9
(4 18 6T 85 6¢ (soue) apep|
g S g S 1S oseD




196

H was qo H was qo H wa qo OAIA OAIA oessalbold
ds ds O O ds [eLIae N

+ + - - - NYa

- - - - - BUIAININS

- - - - - Lia-e114
19'C 000 dN 4N 000 dy1
16'0 LE'T 4N 4N 860 1004V
8L'T 16T dN 4N 67'T 1909V
98'0 /80 89'0 180 99'0 ]|
26'0 180 9/'0 G0 770 To0q®
00'0 000 00'0 000 00'0 Tgoqe
4N 4N 4N +- 95a90
+/- +/- +/- ++ - 43ee)
L6TE 1112 el€ 02 GTe HAT
6'68 G'1S 8'GS G'ee 8'86 (%) soiseg
eyl T'TT 9'0 6'T '68 (IM7,0TX) 09na7
(Zz'eh g-v11  wnwod g-v11  (2zeh g-v11  wnwod g-v17 vdl oonsoubelq
N = 4 N N 013Ug9

8Y 6¢ 85 8¢ 9z (soue) apep|

09 65 85 LS 9g 0sed




197

OAIA d ws qo OAIA OAIA OAIA oessalboid
ds O O ds O [eLiereN
- - - s s Wya

- - - + - BUIAIAINS

- - Ge8d - s Lia-e14
v.'9 00'0 4N dN dN dyn
v0'T 80'T 4N dN dN 1004V
GG'T 80°'¢ dN dN dN 1909V
00'0 00'0 00'0 280 €8'0 dij
00'0 ¥9'0 89'0 T0'T eT'T T99qe
00'0 00'0 00'0 00'0 00'0 T0oqe
dN - - - N 95a0
++ ++ - - +/- €dD
ove G9C €6 /T 20¢ Ha
9'v8 q'cy 279 0'T¢ (%) soselg
919 0C 2'c G'ov 0'9 (I1/,0TX) 09na7
(czonavTt Sy Vd 1V g-01d g-v 17 0onsoubeIq
4 N N N N 0J3Ug9
LT 85 147% 143 GT (soue) apep]
G9 9 €9 29 19 osed




d ws qo OAIA OAIA OAIA Y was go oessaifoid

OW O OW O ds [esieN
- - - - - NYa

- - - - dN BUIAININS

- Gesa - - . Lia-e114
dN N 4N LT'T 6.'C dy
4N 4N 4N G0'T €e'T 1004V
dN 4N dN 6T'T /8'0 1909V
00'0 000 000 000 4N dij
00'0 GL'0 000 000 4N T00q®
LS'0 000 000 000 4N Tgoqe
dN - dN - - 95a0
+- ++ - - S ¥€A0
00€ 6v€ 68 TOY HA1
1'56 8'Te €79 8'vT 9've (%) soise|g
LT G'Ge TT L'L 1'02 (IM7,0TX) 09na7

eIIjo0UOWO|3IW

1-v11 YN g-21d g-v 11 1-v11 vd1 oonsoubelq
4 N N N = QEEL)
14 9. 8Y L€ /8 (soue) apep]

198

0L 69 89 19 99 0sed




199

0BSSIWSI W 01O — ¥ W "qO ‘0BSSIWal Was oNgO — ¥ Was "qo :09a1iad anbues — ds ‘essso eINPaiAl — O ‘0pezifeas 0BN — YN ‘0Amsod — (+)

‘oAnefau — (-) ‘Ge8a-€171d4 —SE8A ‘L1A-E174 — L1A ‘ewiujw [enpisal e3usod — INYQ ‘aseusBopissp 01e1oe] — H@T ‘eliswoonaT — 0ona ‘epnfbe eaidnousyiq
BIWAONST — g “(LT'ST) Wod eonooa1wold e1wadnaT — d ‘epnbe spiojul] eiwadna| — 17 ‘epnbe apiojaiw ejwadna| — WINT ‘0UuluIWaH — 4 ‘ouljnaseiy — N

OAIA OAIA OAIA OAIA OAIA oessalbold
OW O OW O O [eLaleN
- : = : = NYa
- - - - - BUIAIAINS
: : = : gesa Lia-e114
4N 4N 4N 4N 4N dy
4N 4N 4N 4N 4N 10049V
4N 4N 4N 4N 4N 1909V
00'0 000 00'0 000 000 dij
00'0 00'0 ¥9'0 GL'0 000 T00q®
00'0 000 00'0 000 80 Tgoqe
- - - 4N - 95d0
++/+ - - +- + vead
802 v6TT 06¥ /2 HAT
v'es 1'9¢ G'8¢ 8'L 0'29 (%) soise|g
L'S 9'T VA4 6T L'se (IM/,01x) 0onaT
ogdeinjew ea11100UOW (tzigh
val vdl  — iy BT oonsoubelq
N = N 4 N 013Ug9
19 6S 8¢ 4% 8T (soue) apep|
G/l vl el 2. T, 0sed




200



201

APENDICE B - Perfil mdr/MDR dos pacientes com diagnostico de

leucemia aguda incluidos no presente estudo no momento do

diagnostico e ap6s o primeiro ciclo de terapia de indugao
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ANEXO A — AprovacGes do projeto de pesquisa pelo comité de ética
de pesquisa em seres humanos — CEPSH/UFSC

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARN
vAMLC VHANUALE {4 THLAL YUy - ri

: 48] 238-1755 - FAX (048] 234- &

COMITE DE FTICA FM PESOUISA COM SFRES HUMANOS
Parecer Comsubstancindo
Penjeta n: 73R
Titube do Projeto: ESTUDO DOS MECANISMOS DE TRANSDUCAO DE  SINAIS
FNVOLVIDGOS NA RESISTENCIA A MULTIPLAS DROGAS EM
LEUCEMIAS AGUDAS
Pesquisador Responsvel: Marsa Claudia Samtos Siva
Instituiche onde sers realizada o estide; HU-UFSC
Data de Apresentagho se CEPSH 14/112003
Anilise de neadéncia:
Faltava cronegramn e orgumento

Pendéncias atendidas.

Cumentaries frente 2 Resolugio ONS 196/96 ¢ complementares: TCLE deve ser claro ¢ acessavel
20 participantc da pesquisa

Parocer do CEPSH

{ X ) Aprovado

( ) Avrovado "ad referendum”

{ ) Aprovado e encaminhado a0 CONEP
{ ) Com pendéncias

{ ) Nio Aprovado

Data da Reunido
Floriandpolis, 29 de margo de 2004

4

A
g~
wm:ﬁ;zmﬁﬁ-‘rga de Souza

Sub-Coordenador CEPSH

Foate: CONEFP/ANVS - Recolugdes 196/ 96 ¢ 251/ 07 do ONS
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ANEXO B - Termo de concentimento livre e esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Departamento de Analises Clinicas - CCS
Campus Universitéario - Florian6polis, SC, 88040-900, Brasil
Tel: (048) 3721 9712
Profa. Dra Maria Claudia Santos da Silva
email: maclau@ccs.ufsc.br

Termo de Concentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Meu nome é Ana Carolina Rabello de Moraes e estou
desenvolvendo a pesquisa “Estudo dos mecanismos de transdugdo de
sinais envolvidos na resisténcia a multiplas drogas em leucemias
agudas”, que tem como objetivo estudar o funcionamento das células
leucémicas presentes no seu sangue, que sdo as células causadoras da
sua doenga. Este estudo é necessario, pois conhecendo melhor a resposta
as suas células podemos estudar uma forma melhor de diagndstico e
tratamento. Para isso eu peco permissdo para utilizar a sua amostra de
sangue ou medula dssea coletada para o exame de imunofenotipagem.
Isto ndo traz nenhum desconforto, pois ndo havera duas coletas de
sangue, pois aproveitaremos 0 sangue apds a realizacdo dos exames
laboratoriais. Se vocé tiver alguma ddvida em relacdo ao estudo ou nédo
quiser mais fazer parte do mesmo, pode entrar em contato pelo telefone
(XX) XXXX-XXXX. Se vocé estiver de acordo em participar, posso
garantir que as informagdes fornecidas serdo confidenciais e 0 material
coletado, s6 ser utilizado neste trabalho.

Ana Carolina Rabello de Moraes Profa Dra Maria Claudia Santos da Silva
Orientadora
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CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Eu, , fui
esclarecido sobre a pesquisa “Estudo dos mecanismos de transdugéo de
sinais envolvidos na resisténcia a mdltiplas drogas em leucemias
agudas”, e concordo que meus dados sejam utilizados na realizagdo da
mesma.

Floriandpolis, de de 20_.

Assinatura: RG:
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ANEXO C - Protocolo de tratamento para as leucemias mieloides
agudas (LMAGs)

Planilha 1 - Protocolo de tratamento para as leucemias mieloides agudas
(LMASs) ndo leucemia promielocitica aguda (LPA)

Fase Ciclos de Esquema de dose

QT
1ao+ A 120mg/m‘/dia ~D1-D7 +
Mitoxantrona: 12mg/m“/dia — D2-D4
Consolidacdo la2* Igual ao ciclo de indugéo
Intensificagdo 5 Ara-C: 1g/m’® de 12/12h — D1-D4 +
Mitoxantrona: 12mg/m?/dia

Inducéo

QT — Quimioterapia; Ara-C — Citorabina; D — dia. *Repetir mais um ciclo se
ndo entrar em remissdo apos o primeiro ciclo

Planilha 2 - Protocolo de tratamento para a leucemia promielocitica aguda
(LPA)

Fase Ciclos de Esquema de dose
QT
Inducéo ATRA: 45mg/m* de 12/12h por dia até
ARc RC*

Ara-C: 200mg/m2 por 7 dias +
Daunorubicina: 60mg/m2 por 3 dias

Consolidacédo Igual a inducgéo ou
3 Daunorubicina: 45mg/mz2 por 3 dias +
Ara-C: 1g/m2 de 12/12h por 4 dias
Manutencao ATRA 45mg/mz2 por 15 dias cada 3
- meses +

6-mercaptopurina: 90mg/m?2 por dia +
MTX: 15mg/m? por semana

QT - Quimioterapia; ATRA - acido all-trans retindico; RC — Remisséo
hematol6gica. *Manter por dois anos.
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ANEXO D - Protocolo de tratamento para as leucemias linfoides
agudas (LLAS)

PROTCCOLO DE QUIMIOTERAPIA PARA LLA DO ADULTOD
BFM-23

IDADE ACEITAVEL: 15 a 65 anas

OBJETIVOS:

1. Expandr o0& parameiros diagnésicos de LLA  enire moroiogia, Imumologla e
chiogenética para inciur Investigagles de biologla molecular do reaman|o bor-abl.

2 DESENVOLVER UMA TERAPIA CONFORME LLA DE BAINO RISCD (bor-abd
negativo), LLA DE ALTO RISCO (ber-abl posiivo), LLA-T cOM ou SEm enmvoivimento
medlastinal, & LLA-B.

3. Aumentar 3 taxa de RC usando nova estratégla terapsutica: dose aumentada de
CTX durante a Indugdo e redndugdo, uso precoce de aitas doses de CHarabinar
Miboxanirons em pacienies de alio nsco, & aumentar a dose de MTX em LLA-B.

4. Prolongar 3 duragdo de remissdo & sobrevida dos pacientes com LLA pela
consoiidagdo IntensMcada duranie os primeinos 12 Meses para todos 05 grupos rscos
£ pela adigdo de subtipos especiicos de quimisierapla.

5. Conguzir wma comparagde randomizada de terapla de manutengdo Intensficada
VErsUS convensional em todos 08 gnipos de rsco.

PROTOCOLD:
REGIME 1 (balxe fsco) LLA - comman, LLA pre-B
fodos os pacientes entre 51 e £5 anos
paclentes entre 15 & 50 anos que 5300 Phifocr-aol neg.

Lewco < 30.000
Rl duranie ™ induglo

OBS: SE NAD ATINGIR RC APOS FASE 1 DA INDUCAD SERAO
CONSIDERADDS ALTO RISCO E CONTINUARAD A TERAPIA NO REGIME 3.

REGIME 3 (alte risco):  LLA - commaon, LLA pre-B
packenies entre 15 e 50 anos
Phifecr-abl positve
Doenga pré-pre-8 (ex. id;11))
Leuico = 30.000
RC somente duranie ou apos Fase 2 da Indugdo

REGIME 2: LLA -T ou tumores medlastinals

REGIME 4 LLA-B

—» Paclentes enquadrados nos Regimes 1, 2 & 3 que tiversm doenga em SMC a0

dlagnostico serdo tratados com REGIME & | pacientes de ato risco ndo recsberdo
imadiagio do newoelm desde que recebam QT IT na Indugdo Fase 2).

REGIME A: TIT {MTX 15 mg, ARA-C 40 mg, Dexa 4 mg) 2 & 3wsem akd 5 doses apas
O clareamento @0 quor [auséncla e blastos). Imadiagio do neurpelxn ser reallzada
gurante @ Fase 2 da Indugdo nos paclentes em Regimas 1 & 20 24 Gy & fraches manas
e 1,5- 1,8 Gy, 5 di3s por eemana.

Exames: hemograma, fungdo hepatica e renal, AMO & BMO para morfologla,
munalogla, citogenstica, & bioiogla mokecuar, avallagio de iosicidade & infecgdo.

ESQUEMA DE DOS AGEM:
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= Nos Regimes 1, 2 & 3 a dose de CTX de 1gém” pode ser reduzida para 650 mgim™
&m packentes acima de 50 anos.

PREANDUCAOD: FPREDNIZOMNA 20 mg.'rn’.ﬂ:lla WO o1
(B&leuco > 25000) VINCRISTINA 2,0 mg EV na D1
A Indugdo devera comegar Impratérveiments no 08

REGIME 1:

IMDUGED FASE 1: semanas 14
PREDMISCMNA: &0 mg.ﬂ'n WO dhvidido em 3 doses D1-23

L-ASPARAGIMASE: 5.000 Uim® EV em 30 minutos D15-28
VINCRISTIMA: zl:lrngE'u' D1, B, 15,2
DAUMNORUEBICINA: 45 mgﬂﬂ EW em 30 minutos 1, B, 15, 22
METOTREXATE IT: 15mgIT n)]

INDUGAD FASE 2: semanas 5-8

CICLOFOSFAMIDA: 1 g.rn E'l.l' O29, 43 e 57
ARA-C: E-mg.ﬁﬂ EW &m 1h ou SC C31-34
Daa-21
D525
D52-55
MERCAPTOPURINA- &0 mg-'rn’ Vo DRe-57
MTXIT: 15mgIT D31, 38, 45, 52

PROFILAXIA SHNC: 24 Gy o 2Gyda - 5 diasisem apts RC,
a panr da Sem.9

COMSOLIDAGAD 1: semanas 13-17

Semana 13
HD MTX: 1,5 g/m*EV em 24hs (10% da dos2 em 30 min) D1
LEUCOVORIM: resgats D12 D15
L-ASPARAGIMASE:  10.000 Uim® EV em in DZe D6
MERCAPTOPURINA 25 mgim™ Vo D1-5
Di5-13

Semana 17:
ARA T 150 mgim? EV em 1h D1-5
VLIMOM [VM-2E) 100 mg'm® EV em 1h oi-5
TIT: ARA-C, MTH, DEXAIT o1
RE-NDUGEO FASE 1: semanas 21-24
PREDNISCNA: 60 mgim® VO dividido &m 3 doses D1-23
VINCRISTINA: 2,0 Mg EV D1, B, 15, 22
DOXORUSICINA: -+ 25 mgim® EV em 30 minutos D1, B, 15, 22
TIT: ARA-C, MTX, DEXA IT o1
RE-NDUGED FASE 2: semanas 25 e 25
CICLOFOSFAMIDA: 1gm* £y D29
ARAC: 75 mgim EV em 10 ou SC D31-34

D38-41
MERCAPTOPURINA 50 mgim VO D20-42
TIT: ARAC, MTX, DEXAIT D29

COMSOLIDACAD 2: semanas 20-52
MERCAPTOPURINA: &0 mg-'rn id 520-52
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METOTREXATE: 20 mgim’isam 52852
EXCETO DURANTE ESTES PLLSCS DE QT:
HD MTXASPIMP: 533 8 5

HD MTX: 1,5 g/m° EV em 24hs (10% da dose em 30 min) D1
LEUCOVORIM:  resgate 01 D15
L-ASPARAGINASE: 10,000 Wm® EV em 1h Dz e D16
MERCAPTOPURINA: 25 mg/m® VO 01-5, 15-19
VM- 2EIARA-CITIT: 533 8 551

ARA T 150 mg/m’ EV em 1h D1-5

VUMON (VM-2EL 100 mg/m” EV em 1h 01-5

TIT: ARA-C, MTX, DEXRAIT o1

MAHUTENGAD:

MP 50 mg/m/d VO & MTX 20 mg/m isem do més 13 ao mas 30,
EXCETO DURANTE ESTES PULSOS OE QT:
CTA/ARA-CITIT: mases 14, 20 8 26

CICLOFOSFAMIDA: 1 9im°EV_ Di

ARAC =00 mg'm” EV em 24hs Di

TIT: arir Di

VM-2EIARA-CITIT: meass 15, 22 & 28

ARA-C: 150 mg'm? EV em 1h Di-5

VUMOM (VM-2E 100 mg'm® EV em 1h Di-E

TIT: ARA-C, MTX, DEXA IT Di

HD MTXIASP: meses 18, 24 8 30

HD MT: 1,5 g/m® EV em 24hs (10% da doseem 30 min) D1
LEUCOVORIM:  resgaie D1eDis
L-ASPARAGIMASE: 10000 Wm® EV em 1h D2e DIE

BRACO B: MP B0 mg'm2id WViO & MTX 20 mg..'rnz.'sem @0 mes 13 a0 més 30,
TIT a cada 2 mesas

REGIME 2:

IMDUGED FASE 1: semanas 1-4

PREDMISCHA: &0 rng.-'rn:"..'c- dividids em 3 doses  D1-28
L-ASPARAGINASE:  5.000 Wi EV em 30 minuios D15-28
VINCRISTINA: 2,0 mg EV D1, 8, 15, 22
DALINORUBICIMNA: 45 rng-'rn’ EV em 20 minuios D1, 8, 15, 22
METOTREXATE IT: 15mgIT D1
IMDUGED FASE 2: semanas 5-8
CICLOFOSFAMIDA: 1 g‘rﬂ2 EV D25, 43 e 57
ARAAC: 75 mgim® EV em 1h ou SC D31-34
D36-41
D45-48
D52-55
MERCAFTOPURINA: E0 mgim® Vo D28-57
MTH IT: 15mgIT D31, 38, 45,52

Rt PROFILAXIA SHC: 24 Gy o 2,0 Gyfdla - 5 dias/sem simuitanea,
Rt MEDIASTIMAL: 24 gv G/ 1,8-2,0 Gyidla - 5 diasisem| 3 partir da Sem.%

COMSOLIDAGRD 1: semanas 1317
Semang 13
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HD ARA-C: 1g'm’® EV em 3hs 121206 xS doses D14
MITOXANTROMNE: 10 mgim® EV em 30 minutos D3, 485

p .

HD MTX: 1,5 g/m® EV &m 24hs {10% ¢3 dose em 30 minj D1
LEUCOVORIM:  resgate D1eDis
L-ASPARAGINASE: 10,000 W’ £V em 10 Dz e D16
MERCAPTOPURINA: 25 mgim® VO D15, 15-19

RE-MDUGAD FASE 1: semanas 21-24
PREDHNISONA: L) mg..'rn} VO avidido em 3 doses D1-28

VINCRISTINA: 2,0 mg EV o1, 8, 15, 22

DOXCRUSICINA: - 25 mgim® EV em 30 minutos o, 8, 15, 22

TIT: ARA-C, MTX, DEXA IT )|

RE-INDUGAQ FASE 2 semanas 25 & 25

CICLOFOSFAMIDA:  1gm® EV D2%

ARAC 75 mgim® EV em 1h ou 5C D31-34
D3g-41

MERCAFTOPURINA: 60 mgim WO D28-42

TIT: ARA-C, MT¥, DEXAIT D2g

CONSOLIDAGAD 2: semanas 28-52

MERCAFTOPURINA:  £0 mgimiid 525-52

METOTREXATE: 20 mgimigam 528-52

EXCETO DURANTE ESTES PULSOS DE QT:

CTRIARA-CITIT: 533 & 545

CICLOFOSFAMIDA: 1 gm*EV o1

ARAAC: 500 mgym® EV em 24hs D1

TIT: aTiIT oi

VM-2EIARA-CITIT: 5338 551 _

ARA T 150 mgmr’ EV em 1h O1-5

VUMON (WM-26; 100 mg/m® EV em 1h oi-5

TIT: ARA-C, MTX, DEXA IT o1

MANUTENGAD: BRAGO & OU BRAGO B (ldem Regima 1)
MP E0 mg/mid WO e MTX 20 mg'm'isem do mes 13 a0 mas 30,
EXCETO DURANTE ESTES PULSCS DE QT:
CTXIARA-CITIT: mases 14, 20 8 26

CICLOFOSFAMIDA: 1gm*EV o1

ARAAC: 500 mgym® EV em 24hs D1

TIT: aTiIT oi

VM-2EIARA-CITIT: messs 16, 22 & 28

ARA T 150 mgmr’ EV em 1h O1-5

VUMON (WM-26; 100 mg'm® EV em 1h o1-5

TIT: ARA-C, MTX, DEXA IT o1

HD MTXIASP: meses 18, 24 8 30

HD MTH: 1,5g/m EV em 24hs (10% dadoss em 30 min) D
LEUCOVORIM:  resgae 01e D15
L-ASPARAGINASE: 10,000 Wim EV em 1h D2 & D16

BRACO B: MP E0 mg/mid Vi & MTX 20 mgim/sem da més 13 a0 més 30,
TIT a cada Z messs
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REGIME 3:

INDUCAD FASE 1: semanas 1-4

PREDMISONA: &0 mgim® 'O dividido em 3 doses Ci-28
L-ASPARAGINASE:  5.000 Wit EV em 30 minutos D15-28
VINCRISTIMA: 2.0mg EV 01,8, 15,22
DAUNORUBICINA: 45 mgim® EV em 30 minuios 01,8, 15,22
METOTREXATEIT: 15mgIT o

INDUGAD FASE 2: Semana &
ARACE 3000 rng'm EV 12M12hs | £ doses) D4
MITOXANTROMNE: 1[:-mg.|'m EV em 30 min D3, 423

CONSOLIDAGAD 1: Semanas 13- 17
Semana 13: HD MTXIASP

HD MTX: 1,5 gim” EV em 24hs {10% da dose em 30 minjoi
LEUCOVORIM: resgats D1eDis
L-ASPARAGIMASE:  10.000 Uim® EV em h D2e Di6
MERCAPTOPURINA: 25 mgimd VO O1-5, 15-18
Semana 17 CTATARA-CITIT

CICLOFOSFAMIDA; 1 gm EV ol

ARAA 500 mgim® EV em 24hs ol

TIT: QT I ol

RE-INDUGAD FASE 1. uEIT‘lIliE- 21-24
PREDNISONA: &0 mgim” WO dvidido em 3 doses  D1-28

VINCRISTIMA.  2,0mgEY D1, 8, 15, 22
DOXORUSICIMA: 25 mgim” EV &m 30 minutos D1, 8, 15, 22
T ARA-C, MTX, DEXA IT o1
RE-INDUGAO FASE 2: Semanas 25-25
CICLOFOSFAMIDA:  1gm® EV Dag
ARAC: 75 mgim® EV em 1h ou SC 031-34

. D3E-41
MERCAFTORURINA: £ mgim’ VO D20-42
TIT: ARAT, MTX, DEXATT D28
CONSOLIDAGAG 2: Semanas 23-52
MERCAFTOPURINA: 60 mgimd g525-52
METOTREXATE: 20 mgimrisem 529-52

Hgmana_&, HD ARA-CIDHAD
3000 mgim® EV 1212hs { B doses)  Di-4

MI‘I’DK&NTHGNE 10 mgim® £V &m 30 min D3.4€5
Semana 32: HD MTXIASPIMP
HD MTX: 1.5 gim  EV em 24hs [10% da dose em 30 min} D1
LEUCOVORIM:  resgate D1e D15
L-ASPARAGIMASE: 10,000 L.l.'rn EV em 1h D2eDi6
MERCAPTOPURINA: 25 mgim® VO D1-5, 15-18
Semana 45 CTATARA-CITIT
CICLOFOSFAMIDA; 1gmEV o
ARAC 500 mg'm® EV em 24hs ol
TIT: arir ol
,.._Emana_.ﬂ, VM-2EIARA-CITIT

150 mgim?® EV em 1h oi-5

WMI:IN (VM-2EL 100 mgm’ EV em 1h 013
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TIT: ARA-C, MTX, DEXAIT o

Paclentes até 50 anoe em primelra RC com doadod apropriade recebe TMO
alogénlco. Paclentss com Ph'/ber-abl- qus ndo tm doador racebem TMO

auitkogo sm lugar da terapla de re-indugao gurants primeira RC.

REGIME 4£:

PRE-TRATAMENTO:

CICLOFOSFAMIDA: 200 mg/m® EV em 1h D1-5

PREDMISOMA: &0 mgimre/d VIO dividido em 3 doses D5

TRATAMENTO:

BLOCO &

VINCRISTINA: 2mg EV o1

METOTREXATE: 3000 mgim® EV por 24hs o1
{10% em 30 min)

LEUCOVORIN: 15 mgim” EVIVO [resgate]

IFOSFAMIDA: 800 mgim? EV em 1n D1-E

V26 [VUMON ] 100 mgm’ EV em 1 Ddes

ARAC 150 mgim® EV em 1h de 12112hs Ddes

DEXAMETASOMA: 10 mgim VO D1-5

TIT: MTX 15mgiARA-C 40mgiDexa mg Dies

BLOCO B:

VINCRISTINA: 2mg EV o1

METOTREXATE: 3000 mgim® EV por 24hs o1
{10% em 30 min)

LEUCOVORIN: 15 mgim® EVIVO (resgate)

CICLOFOSFAMIDA: 200 mgim® EV em 1R 0i-5

DOXORUBICINA: 23 mgim® EV em 15 min Ddes

DEXAMETASOMA: 10 mgim® VO Dias

TIT: MTX 15mgiARA-C 40mgiDexa mg D15

= Blocos A e B repetem a cada 21 dias {do Inkck de cada curso) por um fodal de 6
curs0s. Albemando 3 cada 21 dias Sloco A e Bloco B.
—» Paclentes gue ndo alcangaram RC apos 3 CUMsos ou que desenvolvem doenca
progressiva a qualquer momento, pode opclonalments ser fratado com DAVAMARA-

ChR-18/DM.

= Pagiantes com dosnga em SNC recebem radiotsrapla crinio-cspinhal (24 Gy) apse

2 cursos oe guimioterapla sistémica (Bloco A e Bloco B), eles recebem TIT (2-3
vezesisam até clarear SNC) apés Bloco A soments sa resposta for Insatisfattda.

= Modificagdo de dosagem conforme toalcidade pode ocormer neste protocolo.

ORGANIZADC POR:

Universidade oe Frankfurt
{dezes)

Dieter Hoslzer
069-6301-5194



