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RESUMO

Introducdo: Atualmente, sabe-se que as Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas (MPNs) estédo
associadas com anormalidades clonais, sendo uma delas o BCR-ABL1. A oncoproteina BCR-
ABL1 é resultante de uma translocacéo reciproca dos cromossomos 9 e 22 e, apresenta uma
constitutiva atividade de tirosinoquinase (TK). Frequente em mais 95% de pacientes com
leucemia mieloide crénica, também pode estar presente em outras MPNs. Apesar de haver
estudos cientificos nacionais e internacionais sobre a frequéncia do BCR-ABL1 em pacientes
MPNs, ndo foram encontrados na literatura pesquisas referentes a distribuicdo e tipos de
transcritos BCR-ABL1 na regiao do estado do Amazonas. Objetivos: Descrever o perfil clinico,
laboratorial e as principais comorbidades de pacientes positivos para BCR-ABL1 p210 qualitativo
atendidos na Fundagdo HEMOAM. Material e Métodos: Realizou-se um estudo retrospectivo e
transversal, utilizando dados clinicos e laboratoriais de 135 pacientes sob suspeita de leucemia
mieloide crénica, atendidos no HEMOAM. Utilizou-se o teste de Mann Whitney para comparar 0s
grupos estudados. Para a andlise de sobrevida foi utilizado o método de Kaplan-Meier (teste de
log-rank) para demonstrar o tempo de 6hito em 16 meses apés o resultado do exame qualitativo
para BCR-ABL1. Resultados: Dos 135 pacientes estudados, 97 (71,9%) foram positivos para
BCR-ABL1, 29 (21,5%) negativos para BCR-ABLle 9 (6,6%) foram excluidas amostras de
pacientes que ndo apresentaram - se satisfatérias paraa analise. 71 (56,3%) pacientes eram do
sexo masculino e 59 (43,7%) do sexo feminino. A média de idade entre os grupos que variou
em torno de 48.95 + 19.24 (BCR-ABL1+) e 53.41 *

17.43 (BCR-ABL1-). Também notou - se que o transcrito b3a2 (63,9%) foi o mais frequente,
seguido do transcrito b2a2 (32%), b3a3 (2,1%), b3a2/b2a2 (1%) e b3a2/b3a3 (1%). Foi
observado no perfil hematoldgico e bioquimico que os leucdcitos (p<0,0077), blastos (p<0,0140),
promielécitos (p<0,0478), metamieldcitos (p<0,0290), neutrdfilo bastdo (p<0,0061), basofilos
(p<0,0027) e plaquetas (p<0,0352) foram significativamente mais elevados nos pacientes BCR-
ABL1+ em comparac¢do com pacientes BCR-ABL1-. Ja na andlise entre os transcritos b3a2 e
b2a2, foi observado um aumento estatistico significativo no percentual de miel6citos (p<0,0181)
e metamieldcitos (p<0,0256) no grupo b3a2 em relagdo ao grupo b2a2. Quanto as outras
variaveis dos perfis, ndo houve diferencas estatisticas notaveis em todos o0s grupos estudados.
Em relagédo a presenca de comorbidades, a Hipertenséo Arterial e Diabetes Mellitus foram as
mais frequentes em todos os grupos estudados. Ndo observamos uma significancia estatistica
na comparagao entre os grupos BCR-ABL1+ e BCR-ABL1- na analise de sobrevida. Conclusao:
O transcrito b3a2 € o mais frequente dentro da populagdo depacientes BCR-ABL1-positivo
no estado do Amazonas e parece esta mais associado a um maior perfil leucocitario (mieldcitos
e metamieldcitos), visto que apresenta uma atividade tirosinoquinase inferior ao transcrito b2a2.
Além disso, a hipertensado arterial sistémica e diabetes mellitus parecem ser mais frequentes
nesses pacientes.

Palavras-chave: BCR-ABL1, b3a2, b2a2, NMP, LMC, transcritos, Amazonas.
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ABSTRACT

Introduction: Currently, it is known that Chronic Myeloproliferative Neoplasms (MPNs) are
associated with clonal abnormalities, one of which is BCR-ABL1. The oncoprotein BCR-ABL1 is
the result of a reciprocal translocation of chromosomes 9 and 22 and has a constitutive tyrosine
kinase (TK) activity. Common in over 95% of patients with chronic myeloid leukemia, it can also
be present in other NPMs. Although there are national and international scientific studies on the
frequency of BCR-ABL1 in MPN patients, no research was found in the literature regarding the
distribution and types of BCR-ABL1 transcripts in the region of the state of Amazonas.
Objectives: To describe the clinical, laboratory and main comorbidities of patients positive for
qualitative BCR-ABL1 p210 treated at the HEMOAM Foundation. Material and Methods: A
retrospective and cross-sectional study was carried out, using clinical and laboratory data from
135 patients under suspicion of chronic myeloid leukemia, seen at HEMOAM. The MannWhitney
test was used to compare the groups studied. For the survival analysis, the Kaplan- Meier method
(log-rank test) was used to demonstrate the time of death in 16 months after the result of the
qualitative examination for BCR-ABL1. Results: The 135 patients studied, 97 (71.9%) were
positive for BCR-ABL1, 29 (21.5%) negative for BCR-ABL1 and 9 (6.6%) samplesfrom patients
who did not present - if satisfactory for the analysis. 71 (56.3%) patients were male and 59
(43.7%) female. The mean age between the groups was around 48.95 + 19.24 (BCR-ABLL1 +)
and 53.41 + 17.43 (BCR-ABL1-). It was also noted that the transcript b3a2 (63.9%) was the most
frequent, followed by the transcript b2a2 (32%), b3a3 (2.1%), b3a2 /b2a2 (1%) and b3a2 /
b3a3 (1%). It was observed in the hematological and biochemical profile that leukocytes (p
<0.0077), blasts (p <0.0140), promyelocytes (p <0.0478), metamyelocytes (p

<0.0290), neutrophil rod (p < 0.0061), basophils (p <0.0027) and platelets (p <0.0352) were
significantly higher in BCR-ABL1 + patients compared to BCR-ABL1- patients. In the analysis
between the transcripts b3a2 and b2a2, a statistically significant increase was observed in the
percentage of myelocytes (p <0.0181) and metamyelocytes (p <0.0256) in the b3a2 group in
relation to the b2a2 group. As for the other variables in the profiles, there were no notable
statistical differences in all groups studied. Regarding the presence of comorbidities, Arterial
Hypertension and Diabetes Mellitus were the most frequent in all studied groups. We did not
observe statistical significance when comparing the groups BCR-ABL1 + and BCR-ABL1- in the
analysis of survival. Conclusion: The b3a2 transcript is the most frequent within the population
of BCR-ABL1-positive patients in the state of Amazonas and seems to be more associated with
a higher leukocyte profile (myelocytes and metamyelocytes), since it has a lower tyrosine kinase
activity than the b2a2 transcript. In addition, systemic arterial hypertension and diabetes mellitus
seem to be more frequent in these patients.

Keywords: BCR-ABL1, b3a2, b2a2, MPN, LMC, transcripts, Amazonas.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hematopoese

7

A hematopoese é o processo biolégico de autorrenovacdo celular que
acontece atraveés das etapas de producéo, diferenciacdo e maturacdo de células
sanguineas, ocorrendo sobretudo na medula 6ssea em adultos 4. A medula
O0ssea fornece constantemente a circulacdo periférica células madurase pode
aumentar a producdo celular se as condicbes hematoldgicas forem
desfavoraveis, proporcionando sitios hematopoiéticos extramedulares como
figado e bago (- 98),

Esse processo inicia-se durante a vida embrionaria e deve perdurar por toda
a fase adulta ocorrendo diariamente, através de respostas de citocinas e
horménios que atuam como reguladores da cascata hematopoiética, ligando-se
a receptores especificos nas superficies das células-tronco e células
progenitoras exercendo atividades modulatdrias sobre elas (%8 99.100),

A manutencédo do grupo das células que iniciam essa cascata, se daatraves
da autorrenovacdo das células-tronco hematopoiéticas de longo tempo (LT-
CTHs) processo pelo qual essa célula gera uma célula-tronco hematopoiética
(CTH) filha idéntica e com a mesma capacidade de autorrenovacgédo (98 99 100),
Ademais, atraves de divisdo assimétrica a LT-CTH, além da célula-filha idéntica,
também da origem a células-troncohematopoiéticas de curto tempo (CT-CTH)
gue possui menor capacidade de autorrenovacao e se diferencia em progenitor
multipotente (PM); este por sua vez, diferencia-se progressivamente em
progenitores mais comprometidos até originar as linhagens linfoide, mieloide e
eritrocitica (98 99 100)

Na medula 6ssea normalmente se encontram todas as linhagens celulares
hematopoiéticas (linhagens eritrocitica, mieloide e linfoide), maduras e imaturas,
nao obstante no sangue periférico em condicdes normais quasesempre se
encontra células maduras. No entanto, em situacgdes particulares (fisiolégicas ou
patologicas) onde ocorre uma desregulacdo da hematopoese, pode ocorrer uma
superproducdo de células maduras ou imaturas originando disturbios
hematologicos, como nas neoplasias, sindromes mielodisplasicas ou |ecemias

(1, 98, 99).



Figura 1: Cascata hematopoiética.
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LT-CHT= células-tronco hematopoiéticas de longo tempo; ST-CTH= células-tronco de curto
tempo, LT-CTH, PM= Progenitor Multipotente. PMC= Progenitor Mieloide Comum. PLC=
Progenitor Linfoide Comum, PG= Progenitor de Granulécitos, NK= células Natural Killer. Fonte:
Adaptado de EAVES, 2015.

1.2. Neoplasias mieloproliferativas crénicas

As Neoplasias mieloproliferativas cronicas (MPNs) s&o desordens
hematopoiéticas clonais de células-tronco caracterizadas pela excessiva
proliferacdo de uma ou mais linhagens mieldides (granulocitica, eritroide e
megacariocitica), sendo elas atualmente, Leucemia Mieloide Crénica BCR-
ABL1-positiva e as BCR-ABL negativas: Policitemia Vera (PV), Mielofibrose
Primaria (MP), Trombocitemia Essencial (TE), leucemia eosinofilica cronica,

leucemia neutrofilica crénica e neoplasia mieloproliferativa inclassificavel @)

Apesar de apresentar progressao lenta de inicio e o principio de
benignidade, cada MPN possui um potencial de sofrer uma progressao gradual
que pode terminar em faléncia medular devido a mielofibrose, hematopoiese

ineficaz, ou transformacédo para uma fase aguda de explosao (fase blastica).



Rastreios durante exames de evolucao genética geralmente notifica aprogresséo
da doenca, como aumento ou diminuicdo da contagem sanguinea, mielofibrose
e o0 inicio da mielodisplasia, o achado de 10-19% de explosdes na regido
periférica do sangue ou medula 6ssea, geralmente significa fase acelerada da
doenca e uma proporcdo 20% é suficiente para o diagndstico de fase de

agudizacéo @

Atualmente, sabe-se que as MPNs estdo associadas com anormalidades
clonais envolvendo genes que codificam a nivel citoplasmatico ou proteina
receptora tirosina quinase (resultando na ativacdo constitutiva de substancias
oncogénicas nas vias de sinalizacdo) ou ainda, ocorrendo nos reguladores
dessas vias. As anormalidades descritas até 0 momento incluemtranslocacoes,
insercdes, exclusdes e mutacbes pontuais de genes resultando em proteina
anormal ativada constitutivamente que ativam o sinal das vias de transducéo,
levando a alteracdes na proliferacdo, sendo elas: JAK2-V617F, MPL, CALR e
BCR-ABL1. Em certas circunstancias, essas anormalidades genéticas, como o
BCR-ABL1, gene de fusao presente na leucemia mieloide cronica (LMC), estéo
associados a dados clinicos, laboratoriais e morfolégicos, o que permite seu uso

como principais critérios de classificagdo @

1.2.1. Leucemia mieloide crénica

A LMC é uma neoplasia mieloproliferativa crénica que corresponde a cerca
de 15% dos casos de leucemias em adultos /-89, apresentando uma incidéncia
de 1 a 2 casos para cada 100.000 pessoas, prevalecendo entre a quinta e
sexta décadas de vida, sendo rara em criancas . Casuisticas nacionais
mostram que a idade média para o diagnéstico dos pacientes esta em torno de
45 anos “8, Em alguns paises, como o Brasil, os levantamentos apontam para
uma diminuicdo na idade de incidéncia da LMC (9, Existe uma leve
predominancia em pacientes do sexo masculino, sendo a proporgéo de 1,2-2,1
casos em homens para um caso em mulheres 11, Segundo dados do Instituto
Nacional do Cancer (INCA), em 2018 a estimativa de novos casos de leucemias

foi de 10.800 casos, sendo 5.940 homens e 4.860 mulheres. Na



regido norte, a leucemia em homens é a sexta mais frequente e, para mulheres,

a sétima 2,

Classicamente, a LMC é uma doencga que apresenta uma evolucdo de
curso clinico trifasico: fase crénica (FC), fase acelerada (FA) e fase blastica (FB),
entretanto, em alguns casos, o paciente pode desenvolver um curso clinico
bifasico, ou seja, passa diretamente da FC para FB (2). Durante a FC, o
desenvolvimento da doenca tem progresséo lenta com expansao anormal de
células granulociticas que contribui para um aumento de leucdcitos circulantes
no sangue periférico, a maioria dos pacientes sédo diagnosticados nessa fase e
podem apresentar sintomas comuns como, fadiga, mal-estar, perda de peso,
sudorese noturna, anemia e cerca de 50% dos pacientes apresentam
esplenomegalia palpavel 132 e pode progredir para a FA, que tem como
caracteristica a resisténcia a medicamentos, e uma reducdo gradativa da

diferenciacéo celular.

Por fim, sem uma terapia eficaz, o paciente pode progredir para a FB que
apresenta uma duracdo de 3 a 6 meses, onde sdo caracterizados clinicamente
pelo declinio status de desempenho, presenca de febre e perda de peso, e
sintomas relacionados a anemia grave, trombocitopenia e leucocitose. Além
disso, os pacientes com LMC podem apresentar um quadro de infiltrado
extramedular de blastos, levando o doente a apresentar leucemia aguda,

resultando na maioria dos casos em morte dos pacientes com LMC (. 2.31.32),

A nivel molecular, a doenca é resultante de uma translocacgéao reciproca dos
cromossomos 9 e 22 -t (9;22) formando o cromossomo Philadelphia (Ph) (Figura
2) ©®). Essa translocacdo da origem ao gene BCR-ABL formado pela fusdo do
gene Abelson murine leukemia viral oncogene homolog (ABL1), localizado no
cromossomo 9, com o gene breakpoint clusterregion (BCR), localizado no
cromossomo 22 9 codificando uma oncoproteina que possui uma elevada
atividade tirosina quinase e que desregula vias de sinalizagdo ligadas a

proliferacdo, apoptose e diferenciacéo celular ¢4,



Figura 2 : Translocacdo t (9;22) (q34; gq11). Os cromossomos 9 e 22 normais carregam 0S

genes c-ABL e ¢-BCR, respectivamente.
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Fonte: Adaptado de SMITH et. al., 2003.

As principais vias implicadas na sinalizacdo e ativadas direta ou
indiretamente a partir da ativacdo da proteina quinase BCR-ABL estéo ligadas
a alteracdes caracteristicas da LMC e em geral sdo: RAS (rat sarcoma virus) leva
ao aumento da proliferacao celular; MAPK (mitogen-activated protein kinases);
ERK (extracellular-signal-regulated kinases), PI3K (phosphatidylinositol 3-
kinase); Jak (janus kinase); STAT5 (signal transducer and activator of
transcription 5) levando a diminuicdo da apoptose; desregulacédo da citoadesao
celular, havendo liberacédo prematura de células mieloides imaturas na circulacao
(efeito da CRKL); alteracbes na angiogénese; e aumento da instabilidade
genética responsavel pela progressado da doenca (16,17). Algumas destas vias
sao ativadas por mecanismos independentes da tirosina quinase BCR-ABL

(figura 2) (@5.36.37)



Figura 3 : Principais vias ativadas por BCR-ABL.
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Fonte: CILLONI, 2012.

1.2.2. Gene BCR

A proteina BCR (Breakpoint Cluster Region Protein) possui 160 kDa de peso
molecular e é expressa de forma ubiqua pelos tecidos, sendo codificada pelo
gene BCR localizado no cromossomo 22 (22g11) @9, Estruturalmente, o gene
BCR tem um tamanho total de 135 Kb e possui varios pontos funcionais “9. No
terminal aminico (N), encontra-se um dominio que permite a dimerizacao in vivo
e outro que confere a atividade de quinase de serina- treonina. Os Unicos
substratos conhecidos para esta quinase sao elementos dafamilia das proteinas
14-3-3. A parte central do gene codifica um fator de troca de guanosinas, o GEF
- Guanine Nucleotide Exchange Factors, cuja fungdo € mediar a ativagdo da
RHO, uma proteina envolvida na ativacéo de fatores de transcricdo, como o NF-
kB. O terminal carboxilico (C) codifica uma GTPase com atividade na proteina
RAC, que por sua vez se encontra envolvida na regulacdo da polimerizacao da

actina e da atividade da NADPH oxidase das células fagociticas “2).



1.2.3. Gene ABL

O gene ABL tem 11 exons possuindo o tamanho de 255kb, sendo o seu peso
molecular de 145 kDa e em condi¢cbes normais codifica a proteina ABL que
apresenta trés dominios de homologia SRC (short for sarcoma) (SH1, SH2,SH3),
que regulam a atividade de tirosina quinase e um local de miristoilacdo, que
permite a associagdo da proteina codificada com outras proteinas damembrana.
A zona central e o terminal carboxilico incorporam locais de ligacdoa diferentes
estruturas, como o ADN e a actina. O dominio SH1 exerce a funcéo de tirosina
quinase, enquanto os dominios SH2 e SH3 permitem a interacdo com outras
proteinas e regulam a atividade tirosina quinase do gene ABL ©8). As alteracdes
nos dominios SH3 e SH2 interferem com o potencial de transformacdo e
malignidade da proteina, aumentando-o ou reduzindo-o (38). A proteina
apresenta duas isoformas que se distinguem pelo seu tamanho e localizagéo: a
isoforma A, que se encontra no citoplasma, é ligeiramente menor, pois nao
apresenta o local de miristoilagdo, contrariamente a isoformaB, localizada no
nicleo ©%49), A proteina ABL normal é expressa de forma ubiqua, ou seja, de
forma geral e, encontra-se envolvida na regulacdo do ciclo celular, na resposta
ao estresse genotoxico e na transmissdo de informacdo com o microambiente

celular (3841),

1.2.4. Gene BCR-ABL1

Na formacéo do gene de fusdo BCR-ABLL1 o local da quebra em ABL € pouco
variavel e ocorre dentro de um segmento com mais de 300kb na regido5’
terminal, podendo ocorrer entre o exon 1b e exon 1a, em diregéo 5’ ao exon 1b,
ou em diregdo 3’ ao exon la 243, A regido de quebra do gene BCR é mais
variavel podendo ocorrer em trés diferentes regides. Na maioria dos pacientes
com LMC o gene bcr apresenta ponto de quebra numa regido de 5,8kb,
conhecida como major-bcr (M-bcr) entre os exons 12-16 (conhecidos como bl-
b5) 243, A maioria das quebras associadas ao M-bcr acontecem entre o exon
13 ou 14 (conhecidos como b2-b3). Os demais pontos de quebra ocorrem no
exon 1 (ela2), em uma regido conhecida como minor-bcr (m-bcr) e entre o exon

19 e 20 (e19a2) na regido micro-bcr (u-ber) “3). Independentemente da



localizacéo exata do ponto de quebra do gene abl, o splicing alternativo do RNAm
resulta na fusdo do gene bcr ao exon 2a do gene abl, formando um RNAm do
tipo el3a2 (isoforma b2a2) elou elda2 (isoforma b3a2), ambas as isoformas
codificam uma proteina quimérica de 210kd (p210-BCR-ABL1) 8

1.2.5. Manifestac¢des clinicas, diagnostico e tratamento

A maioria das pessoas nado diagnosticadas com LMC ndo apresentam
sintomas no momento do diagndstico 819, Entre os sintomaticos, os principais
sintomas caracteristicos de LMC séo a sensacao de cansaco, fadiga, sudorese
noturna, perda de peso, febre, dores 6sseas, aumento do baco, sensacado de
saciedade apds uma pequena refeicdo. Mas esses sintomas também podem
aparecer em outras doencas (-18). A sintomatologia da LMC pode estar ligada a
diminuicao da producéo do perfil mieloide da medula éssea e sangue periférico,
que ocorre quando as células da linhagem mieloide imatura leucémica assume
o lugar das células normais. Esta escassez € detectada nos exames de sangue

e pode causar sintomas como anemia, leucopenia, neutropenia, trombocitopenia
(18)

A LMC é frequentemente diagnosticada durante consultas rotineiras e
quando um médico suspeita de leucemia e solicita exames de sangue. Mesmo
gquando os sintomas estdo presentes, eles sdo muitas vezes, vagos e
inespecificos 9. Para diagnosticar a leucemia mieloide crénica, é necessario
um aspirado de medula éssea para a avaliagdo morfolégica, uma vez que a
proporcdo de células blasticas e de basofilos é de grande importancia para
distinguir a FC da fase acelerada (FA), da crise blastica (CB) e da citogenética

(20),

Ademais, uma bidpsia nuclear pode ser realizada para avaliar o grau de
fibrose que tem importancia prognostica e ajuda a identificar células blasticas
ndo evidentes no aspirado (0 68), A citogenética deve ser realizada por CBA de
metafases coradas por Giemsa a partir de células da medula &ssea.
Consequentemente, uma PCR qualitativa da transcriptase reversa deve ser

realizada obrigatoriamente em células sanguineas periféricas para identificar o
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tipo de transcritos BCR-ABL1 que podem ser monitorados adequadamente na
avaliacdo da resposta a terapia com TKI (tabela 1) (20:68),

Tabela 1 : Analise diagnéstica para leucemia mieloide crénica de acordo com as novas
recomendacfes do European LeukemiaNet 2020.

ANALISE DIAGNOSTICA

Exame fisico com palpac¢éo para avaliar o tamanho do baco e do figado.
Contagem completa de células sanguineas com diferencial microscoépico.
Aspirado de medula 0ssea para exame citoldgico e citogenético; bidpsia.
Analise de bandas cromossémicas (CBA).

Hibridizac&o in situ por fluorescéncia (FISH) apenas em caso de negatividade
Ph.

Reacdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa qualitativa (RT-
PCR) para a deteccao de transcritos BCR-ABL1 e identificacdo do tipo de
transcricao.

Eletrocardiograma.

Perfil bioquimico padrdo com sorologia para hepatite B.

A LMC pode ser tratada por terapia medicamentosa com inibidores de
tirosina quinase como imatinibe, dasatinibe, nilotinibe, hidroxiureia, alfa-
interferona isolada e por meio de transplante de medula éssea alogénico (TCTH-
A), o qual é considerado hoje como o Unico tratamento curativo da LMC 122, O
mesilato de imatinibe (MI), o medicamento de primeira linha terapéupica, € um
inibidor seletivo da BCR-ABL1 tirosina quinase, que induz uma resposta
hematoldgica e citogenética na LMC. Quando o paciente apresenta resisténcia
ou intolerancia ao imatinibe, o paciente passa a usar os medicamentos de
segunda linha terapéutica, dasatinibe e nilotinibe ?®. O medicamento de escolha

vai depender da fase da doenca, resposta citogenética e molecular 2.

1.3. Inibidores de tirosina quinase (TKIs)

O dominio quinase da proteina apresenta uma estrutura bilobal (lobo N-
terminal e lobo C-terminal) e entre os dois lobos situa-se o local de ligacao para
adenosina trifosfato (ATP). Dentro do dominio quinase, quando a alca de
ativacdo é fosforilada, determina-se que a proteina quinase esta ativa 244, Em
tirosinas quinases, o sitio de ativacdo da fosforilagdo geralmente € um residuo

de tirosina localizada no meio da alca, que uma vez fosforilada pode
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interagir eletrostaticamente com residuos de arginina vizinhos, resultando na
estabilizacdo e abertura da conformacéo da alga 9. Essa conformacao da alca
permite acesso do peptideo ao sitio de ligagdo “* 44, Quando a alga deativagdo
ndo é fosforilada (sua forma inativa) pode assumir varias conformacoes estaveis,
geralmente bloqueando o sitio de ligacdo do peptideo e inibindo a habilidade de

ligacdo ao ATP (4.
Figura 4: Agéo dos inibidores de tirosina quinase no BCR-ABL.

*  ATP= adenosina trifosfato
TKI= inibidor de tirosina quinase
P= fosfato
*  Y=tirosina

BCR-ABL BCR-ABL

SUBSTRATO 4 SUBSTRATO

]
=
A < P

SUBSTRATO gl d v SUBSTRATO
« Proliferacao anormal,
+ Inibicdo da apoptose, .4
« Diferenciagao celular
comprometida.

« Proliferagao anormal,

+ Inibicao da apoptose, _

- Diferenciacdao celular
comprometida.

Fonte: Adaptado do Lee et al., 2011.

O imatinibe atua através da inibicdo competitiva pelo sitio de ligacdo da
(ATP) ao dominio quinase BCR-ABL1 na sua conformacao inativa. Isso conduz
a inibicdo da fosforilacdo de proteinas tirosinas quinases envolvidas na
transducgéo de sinais decorrentes da ativagdo da proteina BCR-ABL1. A atividade
tirosina quinase do PDGFR (platelet-derived growth factor receptor) e do c-kit

(tyrosine-protein kinase kit) também pode ser inibido pelo imatinibe “9),

Dasatinibe (Sprycel ®, Bristol-Myers Squibb) e Nilotinibe (Tasigna®,
Novartis) sdo TKls de segunda geracdo, aprovados para o tratamento, em
segunda linha, de pacientes que apresentaram resisténcia ou intolerancia ao
tratamento com imatinibe “®). O dasatinibe inibe a tirosina quinase BCR-ABL, as
quinases da familia SRC (short for sarcoma), do PDGFR e do receptor c-kit. Ele

atua no sitio do ATP em ABL e nédo depende, para a sua acao, se a
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proteina esta na forma ativa ou inativa, sendo 325 vezes mais potente que o

imatinibe em células que expressam o gene BCR-ABL1 (747:48),

O nilotinibe foi desenvolvido com uma estrutura derivada do imatinibe.
Portanto, o nilotinibe se liga a uma conformagéo inativa da proteina BCR-ABL,
ocupando uma regido analoga ao que seria ocupada pelo ATP na conformacéo
ativa da enzima. Assim como o imatinibe, o nilotinibe também inibe a atividade
tirosina quinase do PDGFR e do receptor c-kit. Em células que expressam o
gene BCR-ABL1, o nilotinibe é 20 vezes mais potente que o imatinibe (42:50),
Semelhante ao imatinibe e o dasatinibe, o nilotinibe também é metabolizado pelo
figado, principalmente pelo citocromo P450, apresentando potencial para

interagdes medicamentosas 1,

Algumas mutag6es no dominio quinase conferem resisténcia elevada a um
ou mais TKIs. Em particular, a mutacéo T315I confere resisténcia aos trés TKIs
(imatinibe, nilotinibe e dasatinibe). A localizacdo da mutacdo T315I elimina a
ligacdo de ponte de hidrogénio necesséria para a alta afinidade do imatinibe,
nilotinibe e dasatinibe, além da alterar a topografia do sitio de ligacdo do ATP.
Na busca de um TKI que atue na presenca da mutacao T315I, o ponatinibe foi
desenvolvido com a incorporacdo de multiplos pontos de contato para a
conformacao inativa do ABL e para a mutacdo T315Il, conferindo uma alta
afinidade e poténcia. Também atua contra outras mutacdes resistentes ao

imatinibe e inibe a familia SRC quinase, do PDGRF e c-kit 2.

1.4. Mecanismo de resisténcia

A resisténcia ao imatinibe pode ser dividida em primaria (refrataridade ou
intolerancia) quando se observa falta de eficacia a partir do inicio do tratamento
com imatinibe e secundaria (adquirida) quando uma resposta inicial € perdida
devido a perda de eficacia durante o tempo de tratamento com imatinibe 3.
Aproximadamente 35% dos pacientes com LMC desenvolvem resisténcia

durante o tratamento com imatinibe (25.26.54),

Uma série de mecanismos foi proposta para explicar a resisténcia ao

imatinibe e aos outros TKIs, como por exemplo, aumento do niumero de copias
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do gene BCR-ABL1, mutacdo no dominio quinase BCR-ABL1, inibicdo
incompleta da proteina BCR-ABL1, super expressdo de MDR-1 (multidrug
resistance protein 1) e reducdo do transportador OCT-1 (ornithine

carbamoyltransferase) (Tabela 1) (2655,

Tabela 2 : Provaveis mecanismos de resisténcia ao TKI.

Independente do gene BCR-ABL1 Dependente do gene BCR-ABL1

. Aumento da expresséo do gene
Reducéo do transportador OCT1

BCR-ABL1
Aumento da expresséo do gene Mutacao no dominio quinase BCR-
BCR-ABL1 ABL1
Aumento de MDR-1 Dependente do gene BCR-ABL1

Fonte: MILOJKOVIC & APPERLEY, 2009.

Apesar de multiplos fatores contribuirem para a resisténcia ao imatinibe, a
presenca de mutacdo no dominio quinase BCR-ABL1 € mais prevalente e tem
sido o mais investigado ®7). Apesar de mais de noventa diferentes substituicées
de aminoacidos tenham sido descritas, aproximadamente 85% dos casos
positivos para mutagcdo apresentam um dos quinze tipos de mutacéo
relacionados: T315l, Y253F/H, E255K/V, M351T, G250E, F359C/V, H396R/P,
M244V, E355G, F317L, M2371, Q252H/R, D276G, L248V, F486S (9,

As mutacdes podem ser classificadas em quatro grupos, com base na
estrutura cristalografica do ABL: a)mutacdes que prejudicam diretamente a
ligacdo do imatinibe ao dominio catalitico da proteina tirosina quinase BCR-
ABL1; b) mutacdes na alca de fosfato (loop-P); c) mutagbes na alga de ativacéo,
impedindo que a proteina tirosina quinase BCR-ABL1 atinja a conformacéo
inativa necessaria para ligagdo ao imatinibe; e d) mutac¢des dentro do dominio
catalitico com impacto sobre a atividade da proteina tirosina quinase BCR-ABLL1.
A proposito, mesmo mutacdes fora do dominio quinase podem levar a
autofosforilacéo, por estabilizarem a molécula na conformacéo ativa que impede

a ligacéo ao imatinibe 759,

A identificacdo de algumas mutac¢des pode influenciar a escolha da terapia
subsequente porque no caso de uma mutacdo T315I, que € altamente resistente

ao imatinibe, dasatinibe e nilotinibe, o UGnico tratamento



14

farmacoldgico € o ponatinibe. Nas mutacdes V299L, T315A, ou F317L/VI/IIC,
nilotinibe é provavelmente mais eficaz do que o dasatinibe. Nas mutacdes
Y253H, E255K / V, ou F359V/C/I, dasatinibe é provavelmente mais eficaz do que
nilotinibe. Nas outras mutagdes provavelmente o dasatinibe e nilotinibe s&o

igualmente eficazes (28),

1.5. Resposta ao tratamento com Inibidores de tirosina quinase

A resposta ao tratamento da LMC com imatinibe é avaliada com os seguintes

critérios, sendo a principal, a resposta molecular:

Tabela 3 : Definicdo de Resposta Hematoldgica, Citogenética e Molecular.

Respogte} _Respog,t_a Resposta Molecular
Hematologica Citogenética
RMM: Razao BCR-
RHC RCgC: 0% Ph ABL/ABL <0,1% (Queda de

3 LOG)

RM4: Razdo BCR-ABL/ABL

<0,01% (Queda de 4 LOG)

RMA4,5: Razéao BCR-

Basodfilo <5% PCgMe: 36-65% Ph  ABL/ABL <0,0032% (Queda
de 4,5 LOG)

Leucécitos <10x10°%/L RCgP: 1-35% Ph

Auséncia de mieldcito,
promieldcito e N RM5: Razédo BCR-ABL/ABL
mieloblasto na RCGMi: 66-95% Ph <0,001% (Queda de 5 LOG)

contagem diferencial

Plagquetas <450x10°/L RCgN: >95% Ph

Abreviaturas: RHC: resposta hematol6gica completa, RCgC: resposta citogenética completa,
RCgP: resposta citogenética parcial, RCgMe: resposta citogenética menor, RCgMi: resposta
citogenética minima, RCgN: resposta citogenética nula, Ph: cromossomo Philadelphia, RMC:
resposta molecular completa, RMM: resposta molecular maior, RM4: resposta molecular com
reducdo = 4 log, RM4,5: resposta molecular com redugao = 4,5 log e RM5: resposta molecular
com reduc¢éo = 5 log.

Fonte: BACCARANI et al., 2009; CROSS et al., 2012.

Um resultado de BCR-ABL1 <1% (menor que 1%) equivale a remissao
citogenética completa, RCgC ®8). O nivel de transcricdo BCR-ABL1 <0,1% ¢é
definido como resposta molecular maior (RMM). Presenca de transcrito de BCR-
ABL1 =0,01% ou doenga indetectavel em cDNA com >10.000 transcritos de
ABL1 é definido como RM4. Um nivel de transcricdo BCR-ABL1 <0,0032% ou
por doenca indetectavel em cDNA com >32.000 transcritos ABL1 no mesmo
volume de cDNA usado para testar BCR-ABL1 € definido como RM4,5. A
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sensibilidade do ensaio deve ser definida de maneira padronizada quando o
mRNA de BCR-ABL1 ¢é indetectavel (tabela 2) (68:69),

1.6. Monitoramentos do tratamento com inibidores de tirosina quinase

Com o decorrer do tratamento, o paciente alcanca diversos tipos de
respostas ao TKI em diferentes momentos, sendo elas: Resposta Otima, Alerta

e Falha Terapéutica (tabela 3).

Tabela 4 : Definicbes para tratamento de LMC expressa em BCR-ABL1 de acordo com as

novas recomendac¢des da European LeukemiaNet 2020.

Resposta Otima Alerta Falha Terapéutica
ACA de alto
. - risco, escore -
Linha base ELTS de alto
risco
o >10% se confirmado
3 meses <10% >10% dentro de 1 a 3 meses
6 meses <1% > 1-10% > 10%
12 meses <0,1% >0,1-1% > 1%
A | >0,1-1%, >1%, mutacdes de
qua qlier <0,1% perda de resisténcia, ACA de alto
momento <0,1% (RMM) risco

Abreviaturas: ACA: anormalidades cromossdmicas adicionais nas células Ph +.

A resposta 6tima significa que ndo ha indicacdo de que uma mudanca no
tratamento possa melhorar a sobrevida. O alerta significa que o paciente ainda
podera ter um beneficio a longo prazo, permanecendo com o mesmo tratamento,
mas com chances reduzidas de alcancar uma resposta 6tima,sendo passivel da
introducéo de uma outra abordagem terapéutica. A falha terapéutica significa que
é improvavel que o paciente tenha uma resposta favoravel, sendo considerado

resistente ao tratamento com imatinibe ©3,

A anélise de mutacéo € recomendada em pacientes recém-diagnosticados
em FA ou CB, no caso de falha terapéutica e em caso de alerta ao imatinibe 7).

Os parametros atuais definem como falha do tratamento e resisténcia aos
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inibidores de tirosina-quinase sdo a auséncia de alguma resposta hematolégica
(RH) aos trés meses, auséncia de resposta hematoldgica completa (RCC) ou
qualquer resposta citogenética aos seis meses, auséncia de resposta
citogenética maior aos 12 meses e RCC aos 18 meses, além de perda da RH e
RCC e mutacdes com alto grau de insensibilidade ao mesilato de imatinibe (MI)

(26,27).

Quando ocorre a falhas de tratamento, a pesquisa de mutacdes é importante
para saber qual é a resisténcia e identificar a sensibilidade aodeterminado
inibidor de tirosina quinase, avaliando o quanto a droga é capazde inibir a
mutacgédo 7)., Se a concentracao inibitoria (Cl 50) for maior, a mutacéo se torna
mais resistente, porque vai ser preciso mais medicamentos para inibicdo da

tirosina quinase (762,

A contagem de células sanguineas e a contagem diferencial de células sédo
necessarias a cada 2 semanas até que uma resposta hematoldgica completa
seja alcancada ou, mais frequentemente, no caso de toxicidade hematol6gica
(62.63) O qPCR nas células sanguineas, expresso como BCR-ABL1% de acordo
com a escala internacional (IS), deve ser realizado pelo menos a cada 3meses,
mesmo apoés a obtencdo e confirmacdo de um RMM, pois é necessario um
monitoramento rigoroso da resposta molecular para avaliar a elegibilidade para

a descontinuacio do tratamento (62,

A citogenética, pela CBA das metafases das células da medula, pode ser util
quando realizada, mas sozinha nédo € suficientemente sensivel para monitorar a
resposta. No entanto, citogenética deve ser realizada em pacientes com
translocacdes atipicas, transcritos raros ou atipicos de BCR-ABL1 que nao
podem ser medidos por qPCR, falha / resisténcia ao tratamento para excluir ACA

e com progressao para PA ou PA (6263),

Com relacdo ao monitoramento, deve ser pelos niveis de transcricdo BCR-
ABL1 de acordo com IS aos 3, 6 e 12 meses (tabela 3), avaliando se o tratamento
atual deve ser continuado (resposta ideal), alterado (falha / resisténcia) ou
cuidadosamente considerado para continuacdo ou mudanca, dependendo das
caracteristicas, comorbidades e tolerancia dos pacientes (aviso). Testes

adicionais de gPCR podem ser indicados se a cinética da
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resposta nao for clara ou se a toxicidade ou intolerancia causar interrupces ou
reducdes de dose. As mesmas definicdes sdo recomendadas para o tratamento
de segunda linha. Atingir um RMM (BCR-ABL1 =< 0,1%) prevé uma sobrevida
especifica da LMC proxima a 100%, pois a progressdo da doenga € incomum

quando esse nivel de citorreducao for alcancado ©¢2).

Além disso, o hemograma é realizado a cada quinze dias até que a RHC seja
alcancada e depois a cada trés meses. A citogenética € necessaria aos trés e
seis meses de tratamento e a cada seis meses até o alcance da RCgC.A técnica
de andlise de bandas de células em metafase da medula 6ssea é preferida a
hibridizacdo in situ com fluorescéncia (FISH) porque os tipos de RCg foram
definidos através da analise de banda. A quantificacdo nos niveisde transcrito
BCR-ABL1 através do PCR (Polymerase chain reaction) quantitativo em tempo
real (RQ-PCR) é recomendada a cada trés meses até o alcance de uma RMM e

também é para monitoramento da cinética dos transcritos ¢4,

Pacientes em alerta precisam de uma monitoragdo mais frequente. Para
monitoracao do tratamento com TKIs de segunda e terceira geracao, 0s exames
necessarios sdo 0s mesmos, mas uma maior frequéncia dos exames pode ser
apropriada devido as respostas serem alcangadas mais rapidamente ¢4, A
analise de mutacao nao é util em pacientes recém-diagnosticados com LMC e
em pré-terapia com TKI. Ja em pacientes com niveis de BCR-ABL crescente ou
resistente a terapia com TKI, a anélise de mutag¢do pode identificar uma mutacao

desfavoravel e contribuir para definicdo da proxima conduta (9.

Foi demonstrado que a deteccdo do gene de fusdo BCR-ABL1 em células
do sangue periférico e/ou medula 6ssea faz parte dos critérios essenciais para
o diagnostico da LMC e fundamental para exclusdo de outras neoplasias
mieloproliferativas cronicas. No entanto, existem estudos que descrevem a
presenca do gene BCR-ABL1 em outros disturbios hematolégicos em baixos
niveis de deteccdo ou concomitante com outras mutacdes, reforcando a ideia
de realizar pesquisas alusivas ao perfil clinico e epidemioldgico de pacientes com

essas descrigfes (101, 102, 103)
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Apesar de haver diversas referencias cientificas nacionais e internacionais
sobre a frequéncia do BCR-ABL1 em pacientes com LMC e outras MPNs ph-
negativas, nao foram encontrados na literatura pesquisas referentes a
distribuicdo e tipos de transcritos BCR-ABL1 nos pacientes tratados no estado
do Amazonas. Uma vez que, a regido carece de estudos cientificos de perfis
clinicos e laboratoriais da populacdo, torna-se necessario um estudo
aprofundado a fim de fornecer dados cientificos e contribuir para um melhor
entendimento da frequéncia da oncoproteina na regido e conhecer o quadro

geral clinico dos pacientes atendidos da Fundacdo HEMOAM.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Descrever o perfil clinico, laboratorial e principais comorbidades de pacientes
positivos para BCR-ABL1 p210 qualitativo atendidos na Fundacdo HEMOAM.

2.2. Objetivos especificos

» Descrever o perfil clinico e laboratorial dos pacientes positivos paraBCR-
ABL1 atendidos na Fundacdo HEMOAM no periodo de 2017 a 2019;

» Correlacionar a presenca de transcritos com o perfil clinico e laboratorial
em pacientes positivos para BCR-ABL1 atendidos na Fundacéo
HEMOAM;

» Descrever a distribuicdo das principais comorbidades encontradas nos

pacientes positivos para BCR-ABL1 atendidos na Fundacdo HEMOAM.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio
de Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (CEP-HEMOAM),
CAAE N° 93598718.1.0000.0009.

3.2. Modelo de Estudo

O modelo do estudo € do tipo retrospectivo, transversal, o qual foi realizado
com dados de 135 pacientes sob suspeita de leucemia mieloide cronica,
atendidos na Fundacéo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas

no periodo de fevereiro de 2017 a dezembro de 2019.

3.3. Critérios de Incluséo e Exclusao

Foram incluidos no estudo pacientes de ambos 0s sexos e que tiveram as
amostras encaminhadas ao laboratério genémica sob suspeita de leucemia
mieloide crdnica. Foram excluidas amostras de pacientes que nao apresentaram

- se satisfatérias para a analise.

3.4. Coletade Dados

Os dados clinicos e laboratoriais foram obtidos a partir dos prontuarios os
quais ficam disponiveis no Sistema de Atendimentos Médicos e Estatisticos
(SAME) e pelo Sistema de Prontuério Eletrénico (iDOCTOR). Foram coletados
dados sociodemograficos (idade e género), laboratoriais (hemograma, exames
bioguimicos e mielograma) e clinicos (presenca de transcritos, comorbidades e

outras neoplasias).
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3.5. Andlises Estatisticas

A analise descritiva e estatistica dos dados foi realizada por meio do
programa GraphPad Prism (v6.0) com a utilizacdo de um intervalo de confianca
de 95% e os dados considerados com significancia estatistica foram os que
apresentaram p valor <0,05. Para a andlise das variaveis quantitativas com dois
grupos foi usado o teste de Mann Whitney. Para a analise de sobrevida foi
utilizado o método de Kaplan-Meier para demonstrar o tempo de 6bito em 16
meses apds o resultado do exame qualitativo para BCR-ABL1. A andlise
estatistica foi realizada com o teste log-rank para comparagao entre 0S grupos
BCR-ABL1+ e BCR-ABL1-.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados demogréficos e caracteristicas clinico-epidemioldgicas

Foram coletados os dados dos prontuarios de 135 pacientes com suspeita
de neoplasia mieloproliferativa atendidos na Fundagdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas no periodo de fevereiro de 2017 a
dezembro de 2019. Dos 135 pacientes estudados, 97 (71,9%) foram positivos
para BCR-ABL1, 29 (21,5%) negativos para BCR-ABL1 e foram excluidas 9
(6,6%) amostras pois ndo se apresentaram satisfatorias para a analise (Tabela
5).

Quanto a distribuicdo por género, 71 (56,3%) pacientes eram do sexo
masculino e 59 (43,7%) do sexo feminino. Em relacdo ao grupo dos pacientes
positivos para BCR-ABL1, o sexo masculino (59,8%) apresentou - se mais
frequente que o sexo feminino (40,2%), enquanto no grupo dos pacientes
negativos para BCR-ABL1, o sexo feminino (55,2%) foi mais predominante que

0 sexo masculino (44,8%) (Tabela 5).

No que se refere a distribuicdo por idade, os grupos foram divididos em
menores de cinquenta (<50) anos e maiores ou igual a cinquenta (=50) anos.
Sendo assim, foram mais frequentes pacientes 250 anos em ambos os grupos
positivos (55,7%) e negativos (65,5%). A média de idade entre 0s grupos que
variou em torno de 48.95 + 19.24 (BCR-ABL1+) e 53.41 + 17.43 (BCR-ABL1-)
(tabela 5).

A respeito da presencga de transcritos, notou - se que o transcrito b3a2
(63,9%) foi o mais frequente, seguido do transcrito b2a2 (32%), b3a3 (2,1%),
b3a2/b2a2 (1%) e b3a2/b3a3 (1%). Além disso, foi observado que ambosgrupos,
BCR-ABL1+ (70,1%) e BCR-ABL- (82,8%), apresentavam alguma comorbidade
(Tabela 5).
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Tabela 5 : Dados sociodemograficos e clinicos de pacientes positivos e negativos para BCR-

ABL1.
VariAveis BCR-ABL1+ BCR-ABL1-
n (%) n (%)
Género 97 (100) 29 (100)
F 39 (40,2) 16 (55,2)
M 58 (59,8) 13 (44,8)
Idade 97 (100) 29 (100)
<50 43 (44,3) 10 (34,5)
>50 54 (55,7) 19 (65,5)
Média £ DP 48.95 +19.24 53.41+£17.43
Transcrito 97 (100) -
b3a2 62 (63,9) -
b2a2 31 (32) -
b3a3 2(2,1) -
B3a2 e b2a2 1(2) -
b3a2 e b3a3 1(1) -
Comorbidades 97 (100) 29 (100)
Sim 68 (70,1) 24 (82,8)
N&o 29 (29,9) 5(17,2)

Ademais, foi realizado analise da distribuicdo sociodemografica entre os

transcritos mais frequentes, divididos nos grupos b3a2 e b2a2. Dos pacientes

estudados, observou-se que o sexo masculino € mais frequente tanto no grupo

b3a2 (58,1%) quanto no grupo b2a2 (64,5%). Acerca da distribuicdo por idade,

observou - se a predominancia de pacientes 250 anos no grupo b3a2 (56,5%) e

no grupo b2a2 (54,8%). No que se refere a presenca de comorbidades, foi

observado que o0 maior niumero de pacientes nos grupos b3a2 (72,6%) e b2a2

(64,5%) apresentavam alguma doenca associada (tabela 6).
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Tabela 6 : Dados sociodemogréficos e clinicos de pacientes com transcritos b3a2 e b2a2.

Variaveis p3az beaz
n (%) n (%)
Género 62 (100) 31 (100)
F 26 (41,9) 11 (35,5)
M 36 (58,1) 20 (64,5)
ldade 62 (100) 29 (100)
<50 27 (43,5) 14 (45,2)
250 35 (56,5) 17 (54,8)
Média £ DP 48.47 £ 20.07 49,94 +18.46
Comorbidades 62 (100) 31 (100)
Sim 45 (72,6) 20 (64,5)
N&o 17 (27,4) 11 (35,5)

Com relacéo a distribuicdo dos disturbios hematoldgicos, percebeu-se que
no grupo BCR-ABL1+ a maioria dos pacientes foram diagnosticados LMC(67%)
seguido de outros disturbios (20,6%) distribuidos na tabela 7 e, 12,4% né&o
apresentavam um diagndstico definitivo. Quanto ao grupo BCR-ABL1-, notou-se
que 13,8% dos pacientes tinham Trombocitemia Essencial - TE, 10,4%
Leucemia Mieloide Crbnica - LMC, 10,4% Leucemia Linfoide Aguda - LLA e
30,9% apresentavam outros distarbios hematoldgicos. Além disso, 34,5% nao

possuiam um diagndstico definido.

Tabela 7 : Distribuicdo de distirbios hematolégicos de pacientes positivos e negativos para
BCR-ABL1.

BCR-ABL1+ BCR-ABL1-

Disturbios Hematolégicos n=97 n=29
LMC, n (%) 65 (67) 3(10,4)
LLA n (%) 6 (6,2) 3(10,4)

LMA n (%) - 2 (6,9)
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LLC, n (%) - 1(3,4)
LMC/LLA n (%) 1 (1) -
LMA/LLA, n (%) - 1(3.4)
LMMC/Sindrome Mielodisplésica, n (%) - 1(3,4)
Policitemia Vera n (%) 331 -
Sindrome Mielodisplasica n (%) 33,1 -
Trombocitemia Essencial n (%) 33,1 4 (13,8)
Mielofibrose Primaria n (%) 2(2,1) 2(6,9)
Trombocitopenia Persistente n (%) 1(2) -
Anemia Aplastica Idiopatica n (%) 1(1) -
Trombocitose Leve e Persistente n (%) - 2(6,9)
Sem diagnadstico definitivo n (%) 12 (12,4) 10 (34,5)

4.2. Dados do perfil hematoldgico e bioquimico de pacientes positivos e

negativos para BCR-ABL1.

No que concerne ao perfil hematoldgico e bioquimico, foi feito uma
comparacdo entre os grupos BCR-ABL1+ e BCR-ABL1- para melhor
compreensdo. A vista disso, foi observado no perfil hematolégico que a
guantidade de leucdcitos presente nos pacientes foram significativamente mais
altos no grupo BCR-ABL1+ quando comparado com o grupo BCR-ABL1-
(p<0,0077) (Tabela 8).

Ao analisar o perfil leucocitario, notou-se que percentual de blastos
(p<0,0140), promielocitos (p<0,0478), metamielécitos (p<0,0290), neutrofilo
bastéo (p<0,0061) e baséfilos (p<0,0027) foram notadamente mais elevados no
grupo BCR-ABL1+ em relacdo ao grupo BCR-ABL1-. Além disso, percebeu-se
gue o numero de plaquetas foi expressivamente mais alto no grupo BCR- ABL1+
em comparacdo ao grupo BCR-ABL1- (p<0,0352). As demais variaveis do perfil
hematoldgico e bioquimico presentes na tabela 8 ndo apresentaram diferenca

estatistica significativa entre os grupos.
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Tabela 8 : Perfil Hematolégico e Bioquimico de pacientes positivos e negativos para BCR-

ABL1.
e BCR-ABL1 + BCR-ABL1 - S
n=97 n=29
PERFIL HEMATOLOGICO (Média + DP) (Média = DP)  (p<0,05)
Hemacias (/mms3) 3.64+1.20 3.62+1.10 0,7447
Hemoglobina (g/dL) 10.37 +2.88 10.10 + 2.96 0,6763
Hematodcrito (%) 31.76 £8.83 30.97 £8.93 0,8134
VCM (fL)) 88.30 + 7.40 87.08 +11.48  0,3700
HCM (pg) 29.06 +3.11 28.36 +3.61 0,3419
CHCM (g/dL) 32.86 £2.24 32.60 £1.43 0,8954
RDW (%) 18.71 +3.34 18.02 +3.12 0,4695
Leucocitos (/mms3) 93.05 +110.3 27.61 £33.71 0,0077
Blastos (%) 5.83+14.01 2.33+6.38 0,0140
Promieldcitos (%) 272+451 0.88+1.81 0,0478
Mielécitos (%) 4.09 £5.80 2.28 +4.27 0,1306
Metamiel6citos (%) 5.38 £6.39 2.53+341 0,0290
Neutrofilos Bastédo (%) 7.32+7.79 2.66 + 3.36 0,0061
('\(')Z)””éf”os Segmentados 4051+20.16  47.95+2436 0,093
Linfécitos (%) 0.47 +16.61 19.08 +17.05  0,4766
Linfécitos Atipicos (%) 0.40+1.88 0.28 +0.81 0,2945
Monécitos (%) 3.49 + 3.03 4.62 + 3.98 0,1375
Eosindfilos (%) 5.67 +7.21 4.58 +5.42 0,5803
Basofilos (%) 3.40+4.81 0.66 £ 1.29 0,0027
Plaquetas (/mm?) 501.9+393.6  328.0+£290.0  0,0352
VPM (fL) 8.94 +1.87 8.77+1.64 0,9571
PERFIL BIOQUIMICO (Média + DP) (Média + DP)  (p<0,05)
LDH (U/L) 724.2 +£498.9 7719 £673.6 0,9276
Glicose mg/dL) 114.1 £+54.62 109.6 + 50.26 0,9673
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Ureia (mg/dL) 35.31+14.23 30.29 +13.39 0,0968
Creatinina (mg/dL) 0.90£0.25 0.84 £0.27 0,3221
Acido Urico (mg/dL) 6.03 +3.74 4.89 +1.59 0,0916
TGO (U/L) 32.24 £31.35 29.96 +14.04 0,651
TGP (U/L) 32.08 £ 33.16 26.60 £20.41 0,6127
Gama GT (U/L) 74.64 £ 58.57 64.58 +57.14 0,314
Fosfatase Alcalina (U/L) 111.2 £85.46 115.7 £ 64.39 0,5688
Bilirrubina Total (mg/dL) 0.58 £0.70 0.57+£0.28 0,0668
Bilirrubina Direta (mg/dL) 0.16 £0.22 0.17+0.13 0,141
Bilirrubina Indireta (mg/dL) 0.42 +0.53 0.39+0.19 0,1435
Colesterol Total (mg/dL) 149.4 + 54.82 143.3 +35.48 0,7716
Triglicerideos (mg/dL) 207.1 £129.1 165.7 £ 93.76 0,0599

Além disso, foi analisado o perfil hematolégico e bioquimico entre os
transcritos mais frequentes, divididos nos grupos b3a2 e b2a2. Das variaveis
estudadas, foi observado um aumento estatistico consideravel no percentual de
mielécitos (p<0,0181) e metamielécitos (p<0,0256) no grupo b3a2 quando
comparado com o grupo b2a2. Em relacdo as outras variaveis do pefrfil
hematolégico e bioquimico, ndo houve diferencas estatisticas entre 0os grupos
estudados (Tabela 9).

Tabela 9 : Perfil Hematoldgico e Bioquimico de pacientes com transcritos b3a2 e b2a2.

_ . b3a2 b2a2
Variaveis P Value

n=62 n=31
PERFIL HEMATOLOGICO (Média + DP) (Média + DP)  (p<0,05)
Hemacias (/mm3) 3.67+1.32 3.66 +0.92 0,5065

Hemoglobina (g/dL) 10.34 +2.97 10.56 +2.65 0,5039
Hematocrito (%) 31.61 +9.24 32.49 +7.93 0,4485
VCM (fL)) 87.47 +7.42 88.73+5.58  0,4215
HCM (pg) 28.73 +3.05 29.40 +3.14 0,505
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CHCM (g/dL) 32,84 +1.93 32.98 +2.88 0,6378
RDW (%) 18.71 +3.01 18.28 + 3.55 0,4559
Leucocitos (/mms3) 106.9 +131.6 88.89 +121.6 0,309
Blastos (%) 5.80 + 14.06 6.25 + 14.86 0,835
Promielocitos (%) 2.64 +4.20 2.66 + 4.56 0,5729
Miel6citos (%) 5.06 +£6.37 1.85+3.24 0,0181
Metamiel6citos (%) 6.54 +6.79 3.26 £5.11 0,0256
Neutrofilos Bastéo (%) 7.37+7.44 7.36 £5.50 0,7684
Neutrofilos Segmentados (%) 40.78 £ 21.17 40.00 +18.87 0,9502
Linfocitos (%) 047 +16.61  19.08+17.05 0,2784
Linfécitos Atipicos (%) 0.54 +2.30 0.16 + 0.64 0,7858
Mondécitos (%) 3.20 £ 2.40 4.02+3.70 0,4684
Eosinofilos (%) 574 +£7.75 6.00 +6.43 0,5274
Basofilos (%) 3.56 +4.75 3.17 +5.06 0,6629
Plaquetas (/mm3) 536.1 +421.1  462.4+358.5  0,4288
VPM (fL) 8.99+1.81 8.74 +2.05 0,3908
PERFIL BIOQUIMICO (Média+DP)  (Média+DP) (p<0,05)
LDH (U/L) 768.5 £501.4 589.9 £455.8 0,0724
Glicose mg/dL) 113.2 +50.81 117.2 +65.44 0,5462
Ureia (mg/dL) 35.10 +£ 14.87 35.47 £12.56 0,6552
Creatinina (mg/dL) 0.89+0.26 0.91+0.24 0,6616
Acido Urico (mg/dL) 5.77 +4.33 6.45 + 2.00 0,0577
TGO (U/L) 32.68 £ 34.52 32.53 £26.77 0,8838
TGP (U/L) 32.30+£33.99 33.82+33.82 0,8443
Gama GT (U/L) 71.98 £55.19 80.45 £67.19 0,6921
Fosfatase Alcalina (U/L) 101.1 £55.88 127.1 £125.0 0,6147
Bilirrubina Total (mg/dL) 0.58 £ 0.77 0.58 £ 0.57 0,3314
Bilirrubina Direta (mg/dL) 0.16 £0.25 0.14 £0.13 0,7247
Bilirrubina Indireta (mg/dL) 0.42 £0.57 0.42 £0.46 0,4235
Colesterol Total (mg/dL) 144.0 £44.71 162.4 + 67.89 0,6571
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4.3. Distribuicdo das principais comorbidades encontradas nos
pacientes analisados.

Para melhor compreensédo do perfil clinico dos pacientes estudados, foi
realizada a distribuicdo das principais comorbidades encontradas. Dos dados
analisados, a hipertenséo arterial sistémica — HAS (12,6%), diabetes mellitus —
DM (1,9%), esteatose hepatica (6,3%) e doencas renais (6,3%) foram as
comorbidades clinicas mais frequentes nos pacientes do grupo BCR-ABL1+,
enquanto HAS (18,9%), insuficiéncia cardiaca congestiva/acidente vascular
cerebral (ICC/AVC) (11,3%) e DM (9,4%) foram mais frequentes nos pacientes
do grupo BCR-ABL1-. Em relacdo as comorbidades psicolégicas mais
frequentes nos pacientes BCR-ABL1+ e BCR-ABL1-, pode-se observar
respectivamente que o tabagismo (11,9%; 13,2%) e o etilismo (11,2%; 13,2%)
se apresentaram mais frequentes independentemente dos resultados para BCR-
ABL1 (Tabela 10).

Tabela 10: Distribuicdo de comorbidades de pacientes positivos e negativos para BCR-ABL1.

Comorbidades BCE;’?%‘“ BCIE':'%ELL

Clinicas, n (%) 101 (70,6) 38 (71,7)
HAS, n (%) 18 (12,6) 10 (18,9)
DM, n (%) 17 (11,9) 5 (9,4)
Esteatose Hepética, n (%) 9 (6,3) 0 (0)
Doencas Renais, n (%) 9 (6,3) 3(5,7)
Doencas Infecciosas, n (%) 6 (4,2) 3(5,7)
ICC/AVC, n (%) 6 (4,2) 6 (11,3)
Hipotireoidismo, n (%) 6 (4,2) 2(3,8)
Dislipidemias, n (%) 5(3,5) 1(1,9)

Outros, n (%) 25 (17,5) 8 (15,0)



Psicoldgicas, n (%)
Tabagismo, n (%)

Etilismo, n (%)

Depressao/Ansiedade, n (%)

Outros, n (%)

42 (29,4)

17 (11,9)

16 (11,2)
6 (4,2)

3(2,0)
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15 (28,3)

7 (13,2)

6 (11,3)
0 (0)

2 (3,8)

Abreviaturas: HAS-Hipertensao Arterial Sistémica; DM-Diabetes Mellitus; ICC/AVC-Insuficiéncia
Cardiaca Congestiva/Acidente Vascular Cerebral; n-nimero.

Além disso, foi realizada a analise da distribuicio de comorbidades nos

grupos b3a2 e b2a2, evidenciando que das comorbidades clinicas analisadas,
a HAS (14,7%; 7,5%) e DM (12,6%; 12,5%) foram as mais frequentes em ambos

0s grupos. Similarmente, as comorbidades psicologicas mais frequentesforam

tabagismo (9,5%; 17,5%) e etilismo (8,4%; 17,5%) em ambos os grupos

(tabela 11).

Tabela 11 : Distribuicdo de comorbidades de pacientes com os transcritos b3a2 e b2a2.

Comorbidades Ezgé 2223

Clinicas, n (%) 71 (74,7) 25 (62,5)
HAS, n (%) 14 (14,7) 3(7,5)
DM, n (%) 12 (12,6) 5 (12,5)
Esteatose Hepética, n (%) 7(7,4) 2 (5,0)
Doencas Renais, n (%) 7(7,4) 1(2,5)
Doencas Infecciosas, n (%) 3(3,2) 2 (5,0)
ICC/AVC, n (%) 4 (4,2) 2 (5,0)
Hipotireoidismo, n (%) 4 (4,2) 2 (5,0)
Dislipidemias, n (%) 3(3,2) 2 (5,0)
Outros, n (%) 17 (17,8) 6 (15,0)
Psicoldgicas, n (%) 24 (25,3) 15 (37,5)
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Tabagismo, n (%) 9 (9,5) 7 (17,5)
Etilismo, n (%) 8 (8,4) 7 (17,5)
Depressao/Ansiedade, n (%) 5 (5,3) 1(2,5)
Outros, n (%) 2(21) 0 (0)

Abreviaturas: HAS-Hipertensao Arterial Sistémica; DM-Diabetes Mellitus; ICC/AVC-Insuficiéncia
Cardiaca Congestiva/Acidente Vascular Cerebral; n-nimero.

4.4. Sobrevida global de pacientes BCR-ABL1+ e BCR-ABL1-.

A respeito do numero de obitos, foi observado que 6 pacientes evoluiram
para Obito no grupo de pacientes BCR-ABL1+, sendo que 5 apresentavam o
transcrito b3a2 e 1 apresentava o transcrito b2a2. Dos pacientes que tinham
b3a2, 1 estava acometido por LMC, 2 LLA e 2 LMA, e foram a ébito entre 23 dias
a 12 meses a partir da data do exame BCR-ABL qualitativo ao diagndstico.
Quanto ao paciente com b2a2, ele possuia LLA e foi a 6bito em 2 meses depois

da data do exame BCR-ABL qualitativo ao diagnadstico.

Em relacéo ao grupo BCR-ABL1-, 8 pacientes foram a 6bito em um periodo
entre 2 dias a 6 meses ap6s a data do BCR-ABL qualitativo, sendo que 3
possuiam LMA, 3 LLA, 1 LMC e 1 com perfil bifenotipico LMA/LLA, o ultimo ndo
apresentava data do ébito.

A taxa de sobrevida global foi comparada entre os grupos BCR-ABL1+ e
BCR-ABL1-. Nao foi observado uma significancia estatistica nha comparacao
entre 0s grupos estudados (p=0,703).

Figura 5 : Percentual de sobrevivéncia de pacientes BCR-ABL1+ e BCR-ABL1-.

1501
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—— BCR-ABL1-

........ Obitos= 13

p= 0,703
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5. DISCUSSAO

Este estudo retrospectivo permitiu uma andlise concisa do perfil clinico e
laboratorial de pacientes atendidos na fundacdo HEMOAM sob suspeita de
leucemia mieloide cronica. Além disso, este é o primeiro trabalho que avaliou a
presenca de transcritos do BCR-ABL1 relacionando-os com parametros
laboratoriais e comorbidades no estado do Amazonas, apdés 3 anos da
implantacdo do PCR qualitativo para detectar a presenca do BCR-ABL1. A
implantacdo da técnica permitiu auxiliar em um diagnostico mais rpido e um
tratamento precoce e adequado desses pacientes visto que, anteriormente era
necessario o envio da amostra para um laboratério particular fora do estado para

diagnosticar.

Os aspectos sociodemograficos, como idade e género e, perfil clinico,como
presenca de transcrito e comorbidades foram semelhantes aos encontrados em
outros estudos (65 66.67.68) A média de idade dos pacientes se aproxima aos

valores encontrados em pesquisas de outras instituicdes ©67:68),

Vérios estudos foram publicados sobre a frequéncia de transcritos em
diversos paises, a maior parte deles demonstra que o transcrito b3a3 € o mais
frequente (70.71.72.73) g que corrobora com os nossos dados. Alguns estudos de
frequéncia dos transcritos na populacao brasileira, também demonstram dados

similares ao nosso, explicitando ainda mais a frequéncia do b3a2 (4.

No entanto, em alguns estudos foi observado uma maior frequéncia do
transcrito b2a2, os mecanismos para essas diferencas sdo desconhecidos,
mas podem ser devidos a peculiaridades genéticas e/ou étnicas na populacao-
alvo (75 76.77) _ A frequéncia dos transcritos do gene BCR-ABL1 dos pacientes em
diferentes paises € mostrada na Tabela 14.

Tabela 12 : Frequéncia de transcritos b3a2 e b2a2 em diferentes paises.

Fonte Paises N b3a2 (%) b2a2(%)

Presente estudo Brasil 135 58,5 29,3
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Vasconcelos et al.,2017 Brasil 203 64 34
Hanfstein et al., 2014 Alemanha 1.105 44,89 40,81
Kagita et al., 2018 india 170 63,53 36,36
(Jain et al., 2016) USA 481 41 42
Al - Achkar et al., 2016 Siria 45 51,1 46,7
Kazaal et al.,2019 Iraque 100 59 39
Owojuyigbe et al., 2020 Nigéria 230 35,7 49,6
Irshad, Butt & Joyia, 2012  Paquistio 23 26 65

Em nossos dados, o género masculino se apresentou mais frequente nos
transcritos b3a2 e b2a2 em comparacdo com o género feminino. Esses
resultados sdo semelhantes aos relatados por Polampalli e colaboradores @3,
No entanto, pesquisas feitas por Adler e colaboradores e Osman e colaboradores
relataram que o género masculino apresenta maior tendéncia para expressar
b2a2 e o género feminino maior tendéncia para b3a2 ¢4 8597 As razGes para
essas tendéncias ainda ndo foram totalmente elucidadas, mas supdem-se que
hormdénios sexuais podem influenciar na presenca do transcrito

(85,93,94,95,96)

No presente estudo, a maioria dos pacientes da populacdo-alvo com
translocacdo BCR-ABL1 estava acometido por LMC (67%), mas também foi
encontrado em pacientes com neoplasias mieloproliferativas ph-negativo como:
Trombocitemia essencial (3,1%), policitemia vera (3,1%) mielofibrose priméria
(2,1%) e em outros distdrbios como sindrome mielodisplasica (3,1%),
trombocitopenia persistente (1%) e LLA (6,2%). Além disso, foi observado um
paciente do sexo masculino com diagndstico para policitemia vera, apresentando

a presenca do BCR-ABL1 (b3a2) concomitante com a mutagao JAK2.

A translocacdo BCR-ABL1 esta presente na maior parte da populacédo de
pacientes com LMC, no entanto, pode ser encontrada em outras neoplasias
mieloproliferativas combinada ou ndo com outras mutacdes ou translocacdes (/&
7). As MPNs negativas para cromossomo philadélphia (Ph) estdoassociados a
mutagdes, como JAK2, CALR e MPL. A mutagdo JAK2-V617F é


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/mgg3.809#mgg3809-bib-0016
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a mais frequente e esta presente em mais de 90% dos pacientes com Policitemia
Vera (PV) e em mais de 50% dos pacientes com Trombocitemia essencial (TE)
ou Mielofibrose primaria (MP) 104, J4 a mutacdo CALR esta presente em 20-

25% de TE e MP, e a mutagcdo MPL é encontrada em 3% de TE e 7% de MP
(105)

Pesquisas cientificas, relatam presenca de BCR-ABL1 em MPNs ph-
negativas (106, 107, 108, 109)  ng entanto, os niveis de transcricdo BCR-ABL1 nos
pacientes estudados sdo expressos em niveis marcadamente mais baixos do
que seriam observados na LMC néo tratada, provavelmente representando
uma anormalidade de hematopoese clonal de potencial indeterminado (CHIP),
termo utilizado para descrever individuos com mutagdo hematolégica maligna
somatica no sangue ou na medula, mas sem nenhum outro critério para uma

patologia hematoldgica maligna (110 111),

Além disso, relatos sobre a transformacédo de fendtipos com segundas
mutacdes genéticas, como o aparecimento de MPNs ph-negativo-JAK2 no
decurso de uma LMC tratada com TK]| (102,112, 113) "e/ou um diagnéstico de LMC
no curso de um MPN ph-negativo 192 114 podem estar relacionadas a presenca
de um clone dominante oculto anterior ou um novo devido a presséo seletiva que
induzida por terapia direcionada podera fornecer uma justificativa para

tratamento de combinacgéo para efetuar respostas 6étimas (114,

Apesar do papel dos vérios tipos de transcritos BCR-ABL1 no progndstico
do paciente é considerada uma questao controversa na comunidade cientifica,
tentamos avaliar e comparar os mais frequentes transcritos através dos
parametros hematoldgicos e bioquimicos. Dos resultados gerais da comparacao
entre os grupos BCR-ABL1+ e BCR-ABL1-, foram encontradas significancia nos
leucdcitos, blastos, promieldcitos, mielocitos, metamieldcitos, neutroéfilos

bastbes, basofilos e plaguetas, corroborando com dados presentes na literatura
(70, 74)

Na avaliacdo hematoldgica e bioquimica entre os transcritos maisfrequentes,
foram encontradas variaveis significativas nos mieldcitos e metamielécitos mais
associados ao transcrito b3a2 quando comparado com o transcrito b2a2. No

entanto, o significado pode ser superficial, pois 0 nimero de
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pacientes com b3a2 é o dobro quando comparamos o niumero de pacientes com
b2a2, e por isso, ha uma necessidade de um estudo com um conjunto maior de

amostras e equivalentes para comparar.

Dados prévios feitos por Devireddy e colaboradores, observaram que células
tronco leucémicas com presenca de BCR-ABL1 positivo em modelo murino,
expressaram de forma persistente a glicoproteina lipocalina, associada na
regulacdo negativa do crescimento de células tronco. Além do mais, as células
tronco leucémicas, expressaram-se de forma reduzida o receptor de lipocalina
permitindo, assim, o crescimento dessas células em relacdo a célulastronco

normais (€6

Um estudo realizado nos Estados Unidos e publicado em 2014, reportou que
a presenca de 25 aminoacidos extras codificados pelo éxon 14 do BCR, que esta
ausente no transcrito e13a2 (b2a2), promove altera¢des estruturais nos dominios
de homologia SRC (SH1, SH2 e SH3) e no dominio de ligacdo ao DNA na
oncoproteina BCR-ABL1 ®7). Acredita-se que estas alteracdes estruturais
presentes nas proteinas codificadas pelos diferentes transcritos possam afetar a
atividade tirosina quinase da proteina, uma vez que a determinacdo dessa

atividade tem sido reportada ser maior nos pacientes com o transcrito b2a2 (8,

Dessarte, podemos hipotetizar que nos pacientes em tratamento com TKI,
as células tronco leucémicas com presenca de BCR-ABL1 e produtoras da
glicoproteina lipocalina, coibem o crescimento das células - tronco normais,
dessa forma, os pacientes que possuem o transcrito b2a2, por apresentarem
uma maior atividade tirosina quinase, demonstram uma maior habilidade de
inibicdo das células tronco normais. Sendo assim, esses pacientes apresentam
uma contagem de leucécitos (consequentemente o0s mieldcitos e
metamieldcitos) inferiores em comparagdo com 0s pacientes que expressam 0

transcrito b3a2 ou ambos.

No que diz respeito a contagem de plaquetas, alguns estudos com dados
de pacientes recém diagnosticados para LMC apresentaram valores maiores
deste parametro nos pacientes que expressavam o transcrito b3a2 (289 %) Em

contradicdo, também ha na literatura relatos de que esse parametro
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funcione com um fator independentemente do tipo de transcrito expresso ou que

o transcrito b2a2 apresente um nimero maior de plaguetas (70 73),

Em nossos dados, ndo foi observada uma diferenca na contagem de
plaguetas entre os transcritos b3a2 e b2a2, sugestionando que a contagem de
plaguetas € independente do tipo de transcrito expresso. Nesta circunstancia,
estudos sobre os mecanismos da via de sinalizacdo intermediada pela
oncoproteina BCR-ABL1 e sua interagdo com as vias envolvidas na
trombopoese sé&o de grande importancia para melhor entender ocomportamento
deste parametro e elaborar intervencgdes terapéuticas para 0s pacientes que

apresentem uma trombocitose.

Com relacdo a presenca de comorbidades nos pacientes estudados, foi
observado que a Hipertenséo Arterial Sistémica - HAS e Diabetes Mellitus - DM
foram as mais frequentes. Em um estudo feito na Dinamarca, eles avaliaram o
impacto de doencas cardiovasculares (incluindo a HAS) em pacientes com
neoplasias mieloproliferativas crénicas - MPNs e observaram que o risco geral
de 5 anos de doenca vascular variou de 0,5% a 7,7% em pacientes com MPNSs,
0 que era maior do que o risco na populacdo em geral, esse percentual variou
de acordo com o tipo de MPN @1, Dados do estudo conduzido por Bartoszko e
colaboradores, avaliou a distribuicAo de comorbidades em pacientes em
transformacao leucémica em mielofibrose e observaram que as comorbidades
mais comuns captadas pela Avaliagcdo de Comorbidade de Adultos 27 (ACE- 27)
foram a HAS (22,3%) e DM (10,4%), corroborando com os nossos dados

(92),
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, os dados apresentados evidenciaram importantes
resultados sobre o perfil clinico e laboratorial dos pacientes analisados para
BCR-ABL1, indicando que:

e O transcrito b3a2 € mais frequente dentro do grupo de pacientes
analisados;

e Observou-se que a maioria dos pacientes positivos para BCR-ABL1

apresentavam leucemia mieloide cronica;

e Foi evidenciado que pacientes positivos para BCR-ABL1 tendem a
apresentar um numero aumentado de plaquetas e leucdcitos, mais
especificamente nos blastos, promieldcitos, metamieldcitos, neutréfilos

bastdes e basdfilos da série leucocitaria;

¢ Notou-se que numa comparacao entre os transcritos mais frequentes, que
pacientes que possuem o0 b3a2, tendem a apresentar mielécitos e

metamieldcitos aumentados;

e A Hipertensdo Arterial Sistémica e Diabetes sdo mais frequentes que
outras comorbidades clinicas em pacientes positivos e negativos para
BCR-ABL1.

Todavia, ha uma necessidade de mais estudos sobre a proteina BCR-ABL1
e seus transcritos com uma avaliagao de mutagdes para conhecer melhor o perfil

desses pacientes na regiao do Amazonas.
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como objetivo detectar a presenca das principais mutacdes no BCR-ABL através da técnica
chamada Reacéo em Cadeia da Polimerase associado com o Polimorfismo de Fragmentos de
DNA (PCR-RFLP).
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quinase do BCR-ABL em amostras de sangue periférico e a sua associa¢cdo com a resisténcia
ao tratamento de primeira geragéo.

Procedimento: Se concordares em participar do estudo, serdo coletadas amostras de
sangue periférico em 4 tubos de EDTA de 4mL que serdo enviadas para o laboratério de
gendmica para realizacdo das técnicas. Essas amostras serdo submetidas a técnica PCR
convencional para identificacdo do BCR-ABL e Nested-PCR para as amostras negativas na PCR.
ApoOs a identificacéo, as amostras serdo submetidas a técnica de PCR-RFLP com uso de enzimas
de digestéo para identificacdes das principais mutagdes (Y253H, T315I, E255K e M351T). Além
disso, também serdo coletados dados sociodemogréaficos (idade, género, naturalidade),
laboratoriais (hemograma, exames bioquimicos e sorolégicos, mielograma, citogenética) e
clinicos (infiltragdes em 6érgéos, co-morbidades) a partir de fichas sociais e prontuarios do
Sistema de Atendimento Médico e Estatistico (SAME) da Fundagdo HEMOAM.

Riscos e desconfortos: Existem riscos proprios da coleta do sangue periférico, tais
como hematomas, equimoses (manchas arroxeadas) no local da picada da agulha, que fazem
parte dos riscos da rotina. Durante o procedimento de coleta podera ocorrer um leve desconforto.
Sendo assim, as coletas serdo realizadas por profissionais qualificados da Fundacdo HEMOAM
que dardo o devido suporte caso haja alguma intercorréncia durante a coleta da amostra.

Beneficios: A identificacdo das mutagdes na regido do BCR-ABL por PCR-RFLP
podera contribuir para uma melhor abordagem terapéutica bem como, condutas clinicas que
beneficiara pacientes que participarem de posteriores tratamentos para leucemia miel6idecrénica
na Fundacdo HEMOAM.

Confidencialidade: A sua identidade ndo sera revelada em durante toda a pesquisa
e nem em publicagdes. Os registros do prontuario também s&o confidenciais e, sob a
responsabilidade do Hospital. Os dados coletados serdo armazenados em planilha do software
Microsoft Excel, acessivel somente ao pesquisador em estado de sigilo.

Indenizacg&o e ressarcimento: E garantida indenizac&o em casos de danos (extravio
de informacdes e/ou amostras) comprovadamente, decorrentes da sua participacdo na
pesquisa, por meio de decisdo judicial ou extrajudicial. Ndo h& qualquer valor econdmico, a
receber ou a pagar, pela sua participagao.

Participacdo Voluntéria: A participacdo neste estudo € voluntaria. A recusa na
participagdo pode ser solicitada em qualquer momento e ndo leva a nenhum prejuizo, assim
como, nao comprometera o cuidado médico com a mesma.

Vocé permite que sejam guardadas amostras de medula 6ssea e sangue periférico para
pesquisas futuras?
Sim
N&o

Esclarecimento de davidas: A qualquer momento, em caso de duvidas, contate o
pesquisador do estudo. Abaixo estdo meus dados para contato.

Nome: Thaina Cristina Cardoso Costa

Endereco profissional: Av. Constantino Nery, 4.397 - Chapada, CEP: 69.002-50 / Manaus — AM
Telefone: (92) 98191-9762

E-mail: thaina.costa07@gmail.com
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Autorizacao

Asseguro ter lido este documento a respeito do estudo “Analises das mutagées no dominio
quinase do BCR-ABL e sua associacdo com a resisténcia ao tratamento de primeira
geracdo em pacientes com Leucemia Mieldide Crénica” ou ele foi lido para mim. Eu fui
informado sobre os riscos e beneficios e decidi por livre e espontanea vontade participar da
pesquisa. Eu sei, também, que tenho a liberdade de recusar a participacao neste estudo e, assim
mesmo, continuarei a receber o tratamento médico usual. Declaro que assinei 2 vias deste termo,
ficando com 1 via em meu poder.

Manaus, de
Assinatura do (a) paciente Assinatura do (a)
paciente

Ciéncia e de acordo do pesquisador responsavel: Asseguro ter cumprido as exigéncias da
resolucdo 466/2012 CNS/MS e complementares na elaboracdo do protocolo e na obtencdo deste
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma
copia deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o
qual o projeto foi apresentado e pela CONEP, quando pertinente. Comprometo- me a utilizar o
material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste
documento ou conforme o consentimento dado pelo participante. Declaro que assinei 2 vias
deste termo, ficando com 1 via em meu poder.

Assinatura do (a) responsavel pelo projeto



8.4. Termo de Compromisso de Utilizacdo de Dados (TCUD)

Termo de Compromisso de Utilizacio de Dades (TCTD)

Ew Thaina Cristina Cardoeso Costa, mestranda do Programa de Ciéncias Aplicadas a
Hematologa da Universidade Estadual do Amazonas (UEA) e da Fundacdo de Hematologa e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), no ambito do projete de pesquisa inbitulado
“Avaliacio das mutacoes no dominio gquinase do BCR-ABL e a sua associacio com a
diminuicio das respostas ao fratamento de pacientes com leucemia mieloide cronica™,
comprometo-me com a utiizacdo dos dades confidos no Sistema de Atendimentos Médicos
e Estatisticos (SAME), a fim de obtengfio dos objetives previstos, e somente apos receber a
aprovacao do sistema CEP-CONEP.

Comprometo-me a manter a confidencialidade dos dados coletados nos prentuanios bem como
com a pnvacidade de seus contendos.

Esclarego que os dados a serem coletados se referem a dados sociodemograficos (1dade,
genero, naturalidade, estado civil, local de residéncia). laboratonas (hemograma, exames
bioquimicos e sorologicos, mielograma, citogenética) e climcos (infiltragbes em odrgos, co-
morbidades), no periodo de Margo de 2017 a Agosto de 2018.

Declaro entender que & munha a responsabilidade de cwdar da mtegndade das mformacoes e
de garantir a confidencialidade dos dados e a prnivacidade dos mdividuos que terie suas
informacdes acessadas.

Também & nunha a responsabilidade de nio repassar os dados coletados ou o banco de dados
em sua integra, ou parte dele, a pessoas nio envolvidas na equipe da pesquisa.

Por fim comprometo-me com a guarda, cudado e ufilizacdo das nformagdes apenas para
cumpnmente dos ebjetivos previstos nesta pesquisa aqui refenda. Qualquer outra pesquisa em
que e precise coletar mformagdes serdo submetidas a apreciagio do CEP/ENSP.

Manaus, 13 de Setembro de 2018,

= | .
o l::wr-:'t aes L lardoo '[-.:.-:!'--q

Assimatura do pesquisador responsavel
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