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RESUMO

Citopenias sdo achados relativamente comuns em pacientes com doengas
autoimunes, particularmente anemia da doenca crénica. Atividade inflamatéria
da doencga, infecgbes, mielotoxicidade pelo tratamento e surgimento de
doengas hematoldgicas estdo entre as principais causas de ctipoenias. LUpus
Eritematoso Sistémico (LES), Artrite Reumatoide (AR) e Sindrome de Sjogren
(SS) sédo colagenoses que cursam com citopenias durante o curso cronico de
suas evolugdes. No entanto, o uso de imunossupressores recomendados para
seus tratamentos pode exercer efeito mielotoxico diretamente, contribuindo
para o desenvolvimento de citopenias, ou indiretamente através do
desenvolvimento de altera¢des dispasicas na medula éssea (MO). Azatioprina
(AZA) e Metotrexate (MTX) séo as principais drogas utilizadas no tratamento
das colagenoses supracitadas. Mielotoxicidade é o efeito mais temido da AZA
cuja incidéncia cumulativa é de 7% ao ano, podendo acontecer com variagao
de dias a anos de uso. Os paraefeitos descritos para o0 MTX se dao pela
inibicdo da enzima diidrofolato redutase, diminuindo a sintese do tetraidrofolato,
metabdlito essencial na hematopoese, levando a taxas de mielotoxicidade de 3
a 11%. O objetivo deste estudo foi avaliar alteragbes medulares de pacientes
com DAI em tratamento com imunossupressores. Para tanto foram
consideradas alteracbes no hemograma (citopenias), mielograma (morfologia
da medula 6ssea) e carittipo (alteragdes citogenéticas). Foram selecionados
25 pacientes com diagndstico de DAI segundo critérios do American College of
Rheumatology e critérios revisados para neuromielite optica (NMO). Os
mesmos apresentavam ao menos uma citopenia no sangue periférico, estavam
em uso de imunossupressores, e eram acompanhados nos servicos de
reumatologia dos hospitais terciarios de Fortaleza. A amostra foi composta por
25 participantes, sendo 64% (16) participantes portadores de AR, 20% (5)
portadores de LES e 4%(1) portadores de SS, miastenia gravis e NMO,
respectivamente. Um paciente foi excluido por ter apresentado leishmania no
estudo da MO. Metotrexate foi utilizada em 70,8% (17), em monoterapia ou
associagOes, seguida de AZA em 29,1%(7) e ciclofosfamida, 4,1%(1). Terapia
transfusional foi utilizada em 37,5% (9) da amostra. Infecgbes clinicamente
importantes ocorreram em 33,3% (8) dos participantes. Nao houve diferenca
estatistica quanto as transfusdes e infecgBes nos grupos em uso de AZA e
MTX. N&o houve diferengca estatistciamente significativa nos niveis de
hemoglobina e nas contagens de leucécitos, linfécitos e plaquetas no grupo em
monoterapia com MTX quando comparado ao grupo utilizando associagdo MTX
+ leflunomida. Displasias na MO foram verificadas em 29,4% (5) participantes
em uso de MTX. Nesse grupo, leucopenia e linfopenia tiveram associagdo
estatisticamente significativa com a presenca de displasias importantes na MO
(Med leuc = 6200 (12630-3778); p = 0,0023 e Med linf = 1964 (3929-833); p =
0,0006). Delecéo intersticial do brago curto do cromossomo foi verificada em
um (1) individuo portador de AR em uso de MTX. Alteracdes displasicas



importantes na MO foram verificadas em 17,6%(3) dos participantes em suo de
MTX, sendo diseritropoese a mais frequente. No entanto, ndo houve
associagao estatisticamente significativa destas com as citopenias encontradas
no grupo (p> 0,05). Alteragfes citogenéticas estiveram presentes em 28,5% (2)
participantes em uso de AZA. Um dos individuos apresentou delecdes
intersticiais nos  bracos longos dos cromossomos 5 e 7
(46,XX,del(5)(g31g33),del7(g32)[4]) enquanto outro, no brago curto do
cromossomo 17 (46, XX del(17)(p11.2) [3]). Houve diferenca estatisticamente
significativa quando comparada contagem de linfécitos no grupo em uso de
AZA (Med MTX = 1278 (3929-340); p = 0,038) ao grupo em uso de MTX.
Anemia apenas mostrou tendéncia estatistica para mesma associacdo (p =
0,066). Necessidade de terapia transfusional e infeccbes mostraram
associagdo estatisticamente significante, independente da droga utilizada
(Odds ratio = 52,5; IC = 1,81-85,7; p = 0,0005). O mesmo né&o foi verificado
quando da associacdo de complicac¢des clinicas (infec¢gbes e/ou transfusfes) e
ocorréncia de displasias importantes na MO (p > 0,05). Quanto a interferéncia
na obtencdo de metafases pela técnica da banda G, ndo houve diferenca
estatistica entre os casos com e sem metafases ao uso de MTX ou AZA.
AlteracOes citogenéticas ndo estiveram associadas ao achado de displasias
importantes na MO (p > 0,05). O estudo evidencia necessidade de
monitorizacdo clinica periddica nos pacientes que apresentam complicacdes
(infecgbes e/ou transfusdo), bem como avaliacdo morfoldgica da MO, quando
da presenca de citopenias, uma vez que displasias importantes estéo
associadas a presenca de citopenias. O achado de alteracdes citogenéticas,
mesmo nédo associadas a displasias importantes na MO, requer seguimento e
reavaliagdo laboratorial por ndo se conhecer o progndstico de tais alterages,
uma vez que o0 surgimento de um clone medular leva ao risco de
desenvolvimento de SMD-t.

Palavras — chave: citopenias, imunossupressores, doengcas autoimunes,
mielodisplasia, alteracdes citogenéticas
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1. INTRODUCAO

1.1. Doengas Autoimunes associadas com citopenias

Citopenias sdo achados relativamente comuns em pacientes com
doencas autoimunes (DAI), particularmente anemia da doenga cronica (Schrier
e cols. 2012). Atividade inflamatéria da doenca e infecgBes estdo entre as
causas mais comuns e citopenias, que também podem ocorrer por efeito
mielotoxico das drogas utilizadas durante o tratamento, bem como pelo

surgimento de enfermidade hematoldgicas durante o curso cronico das DAI.

1.1.1. Artrite Reumatoéide

Artrite reumatdide (AR) é uma doenca autoimune inflamatéria sistémica
caracterizada pelo comprometimento da membrana sinovial das articulagdes
periféricas. A prevaléncia da AR é estimada em 0,5-1% da populagdo, com
predominio em mulheres e maior incidéncia entre 30-50 anos (Mota e cols.
2012).

O diagnostico de AR se baseia na presenca de sinais e sintomas clinicos,
bem como alteracdes laboratoriais e radiologicas. O critério de classificacdo
revisado de 1987 se baseia na presenca de 4 de 7 critérios levando em conta
alteragbes radiologicas, estando os sintomas presentes hi pelo menos 12
semanas. No entanto, devido sua sensibilidade e especificidade variaveis se
torna subdtimo para avaliacdo de pacientes com AR inicial. Em 2010 foi
proposto novo critério (ACR/EULAR), com enfoque especial para classificacéo
diagnéstica na fase precoce da doenca. Este se baseia no somatério de pontos
(>6) entre 4 grupos de variaveis (Mota e cols. 2001). Na AR, anemia se
correlaciona com o grau de atividade articular da doenca e com a velocidade
de hemossedimentagéo, geralmente ndo sendo menor que 10 g/dL (Schur e
cols. 2014). A prevaléncia varia entre 30 — 70% em vérios estudos (Ehrenfeld e

cols. 2013). Outras citopenias, que ndo anemia, sdo incomuns no curso clinico
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da AR e devem levar a suspeita de Sindrome de Felty, Sindrome de Grandes

Linfécitos Granulares e doenca linfoproliferativa (Schur e cols. 2014).

1.1.2. Ldpus Eritematoso Sistémico

Lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doenga autoimune crbnica de
causa desconhecida que pode acometer varios o0rgaos e sistemas, sendo 0s
mais envolvidos: pele, articulagbes, rins, sistema nervoso e membranas
serosas. Alteracdes imunoldgicas, especialmente a produgdo de
autoanticorpos, séo caracteristicas importantes da doenca.

O diagnostico de LES é baseado em critérios que levam em conta o
somatorio de sinais, sintomas e alteracdes laboratoriais. Atualmente, ha dois
critérios disponiveis: o critério diagnostico proposto pelo American College of
Rheumathology (ACR), atualizado em 1997; e o critério de classificagdo do
grupo SLICC (Systemic Lupus Internaitonal Collaborating Clinics), proposto em
2012. O critério ACR baseia-se na presenca de 4 dos 11 critérios propostos,
simultanemante ou ao longo do seguimento clinico (Hocheberg MC, 2012). O
critério SLICC requer a presenca de 4 dos 17 critérios, sendo pelo menos 1 dos
11 critérios clinicos e pelo menos 1 dos 6 critérios imunolégicos ou bidpsia
compativel com nefrite lipica na presenca de fator antinicleo positivo (FAN) ou
anticorpo anti-DNA dupla-hélice (Petri M e cols. 2012).

O curso clinico do LES é variavel e pode ser caracterizado por periodos
de remisséo e surtos de atividade cronica ou aguda. Mulheres, especialmente
na terceira e quarta décadas de vida, séo mais afetadas que homens. O padréo
mais comum de apresentacdo clinica € um complexo geralmente envolvendo
sintomas constitucionais associados a  acometimento cutaneo,
musculoesquelético, renal, hematolégico, neuroldgico e alter¢cdes sorolégicas.
O padréo que predomina nos primeiros anos de doenca tende a prevalecer
posteriormente (Fessler BJ, Boumpas DT. 1995).

Pacientes com LES frequentemente desenvolvem uma ou mais
citopenias. Leucopenia & comum, mas raramente menor que 2000/pl.
Contagens inferiores a 4500/l estdo presentes em 43-66% dos pacientes.
Anemia € comum e geralmente leve, devendo-se comumente & anemia da

doenga crdnica. No entanto, anemia hemolitica pode acontecer e requerer
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tratamento especifico devido sua gravidade, embora tal evento seja incomum.
Plaquetopenia € achado comum, mas sangramento usualmente ocorre apenas
com niveis inferiores a 25000/ul. As formas agudas geralmente acontecem por

atividade da doencga (Schur e cols. 2013).

1.1.3. Sindrome de Sjogren

Sindrome de Sjogren € uma colagenose cronica, inflamatéria e
multissistémica caracterizada primariamente pelo acometimento de glandulas
exdcrinas, causando a diminuicdo da secrecdo lacrimal e salivar, levando ao
quadro de “complexo sicca’. Acometimento extraglandular estd compreendido
em sinais sistémicos (fadiga) e acometimentos de 6rgdos especificos, como
articulagdes, pele, pulmdes, rins, coragdo, sistema nervoso, sendo esses 0S
mais comuns (Fox R, Creamer P. 2013)

Embora ndo designado para préatica clinica, o critério mais aceito
atualmente é o American-European Criteria Group (AECG), proposto em 2002.
Ele requer a presenca de sintomas de xerostomia e xeroftalmia associados a
alteracbes em testes especificos demonstrando disfuncdo exdécrina das
glandulas lacrimais e salivares. Também requer presenca de autoanticorpos
(anti-Ro e/ou anti-La) e biopsia de glandula salivar menor (labio inferior)
demonstrando infiltrac&o linfocitaria.

Anemia e leucopenia estdo presentes em 35 e 19% dos casos de
Sjogren, respectivamente; enquanto plaguetopenia, em apenas 6% e
geralmente ndo tém gravidade clinica. Tais manifestagdes tém associagdo com
a presenca do anticorpo anti-Ro (Ramos-Casals M e cols. 2009,
Assimakopoulos SF, e cols. 2007). Anemia hemolitica e Aplasia eritroide pura
adquirida, no entanto, j& foram descritas em paciente com Sjogren

(Assimakopoulos SF, e cols. 2007).
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1.2. Drogas Imunossupressoras: uso clinico, mecanismo de acgéo e

mielotoxidade

1.2.1 Azatioprina

Azatiorpina (AZA) é um antimetabdlito do grupo das tiopurinas que sofre
quebra para formacdo de 6-mercaptopurina, que por sua vez é catalisada para
formacdo de um metabdlito inativo ou é submetido & metilacdo, gerando
metabdlitos ativos. Essa Ultima etapa é dependente da atividade da enzima
Tiopuril-Metil-Transferase (TPMT), que apresenta diferentes niveis de atividade
nos individuos, a depender do polimorfismo genético apresentado. Isso explica
a grande variabilidade de eficacia e toxicidade observada nos paciente em uso
de AZA. S&o descritos 4 alelos para o gene da TPMT: TPMT-1 (tipo selvagem),
TPMT-3A, TPMT-3B e TPMT-3C. Os pacientes portadores dos tipos 1 e 3C sao
considerados como possuidores de atividade normal da enzima. Os portadores
do tipo 3B, atividade intermediaria. Finalmente, os portadores do tipo 3A,
atividade baixa (Corominas e cols. 2000).

Em varias enfermidades autoimunes o uso de AZA é recomendado,
objetivando principalmente a reducdo da dose de corticosteroides e
manuten¢do da remissao clinico - laboratorial. Por ser droga de manutencéo,
seu uso é ambulatorial e geralmente prolongado em doencas das mais
diversas especialidades. Os principais paraefeitos que levam a suspenséo da
mesma sao intolerancia gastrintestinal ou toxicidade medular, que pode resultar
em infec¢Bes secundérias. O uso de AZA, por exemplo, esta bem estabelecido
no LES. Dados de metanalise demonstraram reducdo de todas as causas de
mortalidade em seis vezes, além de reduzir recidivas de nefrite lipica em dois
anos (Flanc e cols. 2004, Moroni e cols. 2006).

Provavelmente mielotoxidade € o efeito mais importante e potencialmente
fatal do uso de AZA. Em metanalise, estudando pacientes com doenca
inflamatdria intestinal, a duracao do tratamento com AZA dos pacientes que
apresentaram mielotoxidade variou de 12 dias a 27 anos (Gisbert e Gomollén.
2008). No entanto, deficiéncia de TPMT é responsavel por apenas 1/4 dos

casos de mielotoxidade e uma variedade de outros efeitos adversos como

19



reacOes alérgicas, hepatoxidade, pancreatite, nauseas e vomitos ndo pode ser
prevista pela testagem da TPMT (Higgs e cols. 2010).

A mesma metanalise supracitada revelou incidéncia cumulativa 7% de
mielotoxidade por AZA, sendo a taxa de incidéncia de 3% por paciente/ano. A
incidéncia cumulativa de infeccbes foi de 6,5% e o risco de morte por
mielotoxidade de 0,94% (Gisbert e Gomollén. 2008).
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Figura 1 — Vias Metabdlicas das Tiopurinas

Fonte: adaptado de Hosni-Ahmed e cols. 2011

1.2.2. Metotrexate

Metotrexato (MTX) é um agente imunomodulador cuja a¢do consiste na
inibicdo da sintese de DNA, RNA, timidinato e proteinas. Os efeitos anti-
inflamatoérios do MTX na AR parecem estar relacionados, pelo menos em parte,
com a modulacdo do metabolismo da adenosina e com os efeitos possiveis nas
vias do fator de necrose tumoral (TNF, do inglés, tumor necrosis factor). Os

efeitos imunossupressivos e toxicos do MTX s&o devido a inibicdo do
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diidrofolato redutase, enzima envolvida no metabolismo do acido félico, o que
evita a reducdo do diidrofolato a tetraidrofolato ativo (Mota e cols. 2012). Tais
paraefeitos s&o observados principalmente na medula e no trato gastrintestinal
e manifestam-se através de nauseas, vomitos, dor abdominal, diarreia, Ulceras
orais, citopenias e infecgbes secundarias.

Metotrexate € considerada atualmente a droga de escolha para
tratamento da artrite reumatéide de acordo com estudos que demonstram sua
capacidade de reduzir sinais e sintomas da doenca, bem como melhorar a
capacidade funcional do paciente. Além disso, MTX reduz a progressao
radiografica da doenca (Mota e cols. 2012).

Entre 30 a 80% dos doentes apresentam algum efeito adverso da
terapéutica com MTX em baixas doses. A probabilidade de abandono da
terapéutica ao fim de 1 ano é de 30%, e a raz&o principal séo os seus efeitos
adversos. Num estudo com 191 doentes com AR sob MTX em baixa dose, a
probabilidade de manutengéo da terapéutica com MTX ao fim de 2 anos era de
65% e aos 5 anos de 46%. Neste estudo, apenas 37,1% dos doentes sofreram
algum tipo de efeito adverso e 15,7% dos doentes suspenderam
permanentemente o MTX. Num outro estudo com 271 doentes com AR, 83%
dos doentes tiveram algum efeito adverso, mas 78,7% e 60,3% dos doentes
mantinham-se com a terapéutica ao fim de 1 e 5 anos respectivamente (Neves
C e cols 2009).

Alguns dos efeitos adversos mimetizam as situagdes de deficiéncia de
folato, o que é bem explicavel, dado a natureza de antagonista do acido félico
pelo MTX. O uso de suplementos de folato durante o tratamento pode
minimizar ou prevenir efeitos como anemia, neutropenia, estomatite e Ulceras
orais. Outros efeitos adversos como nodulose, fibrose hepética, fibrose
pulmonar, letargia, fadiga ou insuficiéncia renal ndo estdo relacionados com o
metabolismo do folato, n&o sendo por isso minimizados com o seu uso (Neves
C e cols 2009).

21



Frequentes Menos Frequentes Raros

- Elevagéo de - SNC (cefaleia, vertigens) - Nefrotoxicidade
transaminases - Dermatite
- Efeitos sobre o TGl - Pneumonite - Fotossenssibilidade
(ndusesas, anorexia, - Leucopenia e - Ginecomastia
diarreia) plaguetopenia - Oligospenia
- Alopecia
- Estomatite - Infecgdes - Nodulose
- Linforma

Fonte: adaptado de Neves C e cols. 2009

A mielossupressédo € um dos efeitos adversos mais temidos do MTX, quer
pela sua gravidade, como pela sua imprevisibilidade.

A incidéncia dos efeitos adversos hematoldgicos varia conforme os
estudos. Leucopenia leve a moderada (o mais frequente), trombocitopenia,
anemia megaloblastica variam entre 3% e 11%. A pancitopenia isolada é
observada em 1,4% dos doentes e entre 0% a 5% dos doentes tém
necessidade de suspender a terapéutica devido a citopenias (Neves C e cols
2009).

A pancitopenia pode ocorrer em qualquer momento durante o curso da
terapéutica. N&o é dose-dependente e pode ocorrer com doses cumulativas tdo
baixas como 10 mg, até dose superiores a 700 mg e tdo rapido como apos 10
dias do inicio da terapéutica. Pode ser fatal em cerca de 25% dos casos
afetados (Neves C e cols 2009).

Existem alguns fatores de risco identificados para toxicidade medular:
alteracdes da funcéo renal, idade avangada, infecgdo concomitante, ingestéo
de alcool, hipoalbuminemia, Fator Antinuclear (FAN) positivo, deficiéncia de
folato ndo tratada, polimedicacdo e certas drogas especificas quando em
combinagdo com MTX (Neves C e cols 2009).

Alguns autores referem que um volume corpuscular médio aumentado

(Stamp L e cols. 2006, Fries JF e cols. 1993) ou um RDW aumentado podem
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ser indicadores de uma crise aplastica, mas a maioria destas observacdes foi
realizada antes da suplementagdo com &cido félico ser prética corrente (Fries
JF e cols. 1993).

1.2.3. Leflunomida

Leflunomida (LEF) € um derivado isoxazol cuja estrutura ndo apresenta
semelhanga com outras Drogas Modificadoras do Curso da Doenca (DMCD).
Ela oferece um mecanismo exclusivo de tratamento para AR (Fox R e cols.
2014).

Trata-se de um imunomodulador com atividade antiproliferativa que inibe
a enzima diidroorato desidrogenase, envolvida na sintese da pirimidina. E
absorvida no trato gastrintestinal, e a biotransformag&o ocorre provavelmente
no figado e na parede gastrintestinal, onde é transformada principalmente em
M1, o metabdlito ativo responsével por todas as ac¢des da medicacéo.
Leflunomida melhora a atividade da doenca e a qualidade de vida e reduz a
progresséo radiografica. E prescrita na dose de 20 mg/dia por via oral, mas
pode-se prescrever dose de 20 mg em dias alternados (Mota e cols. 2012).

Toxicidade hematolégica basicamente resulta da interagdo entre
leflunomida e outras drogas. Ela pode aumentar a toxicidade pelo MTX,

levando a plaguetopenia, agranulocitose e pancitopenia (Fox R e cols. 2014).

1.3. Carcinogénese quimica

Os agentes quimicos carcindgenos podem ser divididos em genotoxicos
e ndo genotdxicos. Os primeiros sdo capazes de alterar quantitativa ou
qualitativamente o genoma celular, ao passo que os Ultimos ndo interagem com
o DNA, mas modulam o crescimento e a apoptose celular, potencializando o
efeito genotdxico. Esses compostos, em altas doses, podem causar
proliferagéo celular e quebras de fitas simples ou duplas do DNA (Hoeijmakers,
2009).
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Normalmente, os efeitos carcinogénicos desses agentes sdo minimizados
pela acdo de enzimas da familia do Citocromo P450 que atuam no processo de
oxidacao/ativagdo (fase 1) e conjugagao/detoxificagdo (fase I1l) desses

compostos (Oliveira e cols. 2007).

ApoOs ultrapassarem a membrana da célula, sdo metabolizados em
compostos eletrofilicos que penetram no nucleo e interagem com o material
genético, ocasionando altera¢des estruturais e instabilidade genémica (Oliveira
et al., 2007). Esta é chamada Fase de Iniciag&o, e constitui 0 primeiro passo
para a carcinogénese. Os danos ao genoma levam a uma instabilidade
gendmica e podem ocorrer em decorréncia de mutagbes ou alteragdes
cromossoOmicas, tais como delec¢des e translocagdes (Pinheiro e cols., 2008). O
desenvolvimento de uma neoplasia ocorre quando o dano na estrutura do DNA
da célula se torna irreversivel e, além disso, ocorre proliferacdo das células
transformadas, esta é chamada Fase de Promocao (Oliveira e cols., 2007). O
conceito de iniciagdo e promocdo € baseado em estudos para o

desenvolvimento de cancer em modelos experimentais.

Evidéncias demonstram que a massa tumoral origina-se de uma Unica
célula que contraiu as alteragbes genéticas, denominadas clones tumorais. A
Leucemia Miel6ide Crdnica € um tipo de tumor que reforga esta teoria, pois em
quase todos os casos as células leucémicas tém o mesmo tipo de translocagéo
entre os cromossomos 9 e 22 (Cromossomo Filadélfia). O mesmo padrdo é
observado em neoplasias de linfécitos B (Linfomas Nao-Hodgkin), em que
todas as células do tumor possuem o mesmo tipo de rearranjo génico no DNA
que codifica as cadeias das imunoglobulinas (Gauduchon, 2004), sendo uma
das mais encontradas a t(14; 18), que envolve o sitio do proto-oncogene BCL -
2, e é recorrente em 70-90% dos casos de Linfoma Folicular e em 20-30% dos

casos de Linfoma Difusos de Grandes Células B (Blair, 2009).

Outros mecanismos de defesa da célula contra a agdo de carcin6genos
séo o sistema de reparo do DNA e 0s genes supressores tumorais. Entre eles,
um dos mais importantes é o gene TP53, localizado na regido pl3 do

cromossomo 17. Esse gene codifica uma proteina que, ao identificar danos na
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estrutura do DNA, bloqueia a divisdo celular na fase G1 e coordena respostas
localizadas para facilitar o reparo do dano ou induzir apoptose da célula, caso
ndo seja possivel reparar a lesdo encontrada (A Petitiean e cols., 2007,
Hoeijmakers, 2009).

Quando as mutagdes ocorrem em proto-oncogenes ou genes
supressores tumorais, estes genes deixam de exercer o seu papel de defesa,
ocorrendo vérias alterac6es na célula que se traduzem na expressdo de
proteinas an6malas e falha no controle do ciclo celular (Roy, 2007). Essas
mutagdes podem resultar na hiperexpresséo de oncogenes e provocar uma
proliferagdo celular descontrolada, a chamada Fase de Transformacgao
Neopléasica (Blair, 2009).

Varios genes supressores de tumor tém sido estudados nas diversas
neoplasias, porém o mais mutado € o gene TP53 (A Petitjean et al., 2007
Olivier, 2010). Dados da IARC (International Agency for Research on Cancer)
indicam que o TP53 estid mutado em 30 a 50% dos casos de cancer em
humanos (Smith, 1995; Olivier, 2010). Este gene é composto de 11 exons,
gerando uma proteina de 52kDA com importante atividade supressora de
tumor. Em condi¢des normais, a proteina p53, codificada pelo gene TP53, esta
presente em baixos niveis no citoplasma, sendo inativada por ligagdo a MDM2.
Uma vez ativado o gene TP53, a célula pode percorrer dois caminhos. No
primeiro momento, o ciclo celular é interrompido para que o sistema de reparo
do DNA perceba se o dano é ou nao reversivel. Se for reversivel, é feita a
correcdo ou reparo. Caso o dano seja irreversivel, havera ativagdo da via das
caspases com ativagdo da caspase-3, a grande efetora do fenbmeno de
apoptose (morte celular programada). Se o gene TP53 estiver mutado e o dano

celular n&o for corrigido, a célula poderé progredir a transformacéo neoplasica.
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Figura 2 - Esquema da acdo do gene TP53 como indutor de apoptose e

prevencao do surgimento de neoplasias.

1.4. SMD relacionada ao tratamento (SMD-t) e agentes

imunossupressores

Publicagbes recentes tém relacionado o uso prolongado de agentes
imunossupressores e antimetabodlicos, como metotrexato (MTX) e azatioprina
(AZA), ao desenvolvimento de SMD-t, com potencial subsequente de
transformacéo leucémica. (Smith e cols. 2003, Knipp e cols. 2005). Estudo de
coorte retrospectiva recente relatou alteracdes citogenéticas em 79% dos
pacientes em uso prolongado de AZA, com média de 65 meses de uso e dose
cumulativa média de 146g. Destaca-se o fato de que 40% dos casos
apresentavam citopenias reversiveis antecedendo o desenvolvimento de SMD-t
(Kwong YL, 2010).

Delecbes no cromossomo (del 7 ou 79 -) tem sido descritas com énfase
nos pacientes em uso de AZA que desenvolvem citopenias transitdrias ou
SMD/ LMA-t (Kwong YL, 2010, Kwong YL e cols. 2010). Tais alteracdes
citogenéticas, assim como dele¢cbes 5q e rearranjos no cromossomo 11923,
sdo bem descritas em casos secundarios ao uso de agentes alquilantes. Dados
in vitro sugerem que AZA pode selecionar clones com deficiéncia no reparo de
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pareamento andmalos, o que pode ser evidenciado por instabilidade de
microssatélite (Kwong YL, 2010).

H& vérios estudos na literatura médica descrevendo a citotoxidade
produzida pelo MTX e os mecanismos pelos quais a mesma se processa. No
entanto, ha poucos artigos descrevendo sua associagdo com desenvolvimento
de SMD-t. Além disso, alteragbes comumente vistas no mielograma de
pacientes com SMD s&o encontradas em pacientes com doengas autoimunes
(DAI) reumatolégicas e 27% podem ser consideradas reativas (Hunt e cols.
2013)

H& dois relatos de caso em que MTX foi a principal droga envolvida no
desenvolvimento de SMD-t. Em um dos casos, paciente com artrite reumatoide
(AR) do sexo feminino, com anemia moderada em uso de MTX, o mielograma
demonstrou anemia refrataria com sideroblastos em anel (ARSA). Com a
continuagdo do uso houve evolucdo para anemia refrataria com excesso de
blastos (AREB). Mesmo apds suspensdo da droga em questdo n&o houve
resolugdo da anemia [13]. Em outro caso, paciente também do sexo feminino
em uso de MTX apresentou pancitopenia. Analise do mielograma mostrou
diseritropoese e dismegacariopoese. Andlise citogenética revelou translocagéo
10g11; 18g21. Nesse caso houve remissdo das citopenias apds suspensdo do
MTX (Okamoto e cols.99, Murphy e cols. 2004).

1.5. Aspectos Gerais sobre as Sindromes Mielodisplésicas

Sindrome Mielodispldsica (SMD) € um grupo de enfermidades
hematolégicas heterogéneas caracterizadas por citopenias, dismorfismos
celulares ao mielograma e medula 6ssea normocelular, carcaterizando portanto
insuficiéncia medular. Deve-se a um distirbio clonal na célula tronco
hematopoiética que pode afetar as trés linhagens. Anemia, infeccdes
secundarias e autoimunidade patolégica sdo as principais manifestagfes
clinicas (Young e cols. 2008) AlteragBes citogenéticas estdo presentes em
aproximadamente 50% dos casos de SMD e nao ocorrem aleatoriamente,
podendo estar relacionadas com a etiologia (Coll e cols. 2012). As células

by

tronco da medula 6ssea (stem cells), devido & suas propriedades de auto-
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renovagdo e diferenciacdo, sédo capazes de persistir ao longo da vida. Esse
fenbmeno aumenta varias vezes o risco de acumular mutacdes deletérias que

possam levar ao desenvolvimento de neoplasias.

O tratamento da SMD consiste em oferecer suporte clinico para todos os
pacientes e, em casos selecionados, 0 emprego de imunossupressao com
Imunoglobulina  Antitimocitica e/ou ciclosporina, agentes hipometilantes
(azacitabina e decitabina) ou Transplante Alogénico de Medula Ossea. O
tratamento é baseado no escore clinico IPSS-R (Revised International
Prognostic Scoring System) que estima a sobrevida do paciente levando em
conta os niveis hematimétricos, a gravidade das alteracdes citogenéticas e a
porcentagem de blastos na medula 6ssea (Coll e cols. 2012).

Tabela 2 - Estratificagao de Risco baseada nas alteragoes
citogenéticas

=

del(11q) Normal del (7q) Complexo >3
-Y der (1;7), +8 der(3)(q21 )/de anormalidades
del(5q), i(17q) r(3)(q26)
del(12p), +19 Duplo incluso
del(20q), +21 79-
Duploincluso Qualquer outra complexo 3
del(5q) anormalidades

Mediana Sobrevida (meses)

60,8 48,5 24 14 57

Fonte: adaptado de Schanz e cols. 2012
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Tabela 3 - Estratificacdo de Risco na Sindrome Mielodisplasica (IPSS
Revisado)

Variaveis Escore

Progndsticas

Muito

Ruim

Citogenetica Y/ Sli(e}sJeF:! intermediaria  Ruim

BIES G EN < 2 >2a<b 5a10 >10
Medula (%)

Hemoglobina ekl 8a<10 <8
(g/dL)

Plaguetas >100 50-100 <50
(céls.103/mL)

contagem de geg:{ee] < 800

neutrofilos
(césl/mL)

Fonte: adaptado de Greenberg e cols. 2012

Grupo de Risco Escore IPSS-R Sobrevida média Tempo médio de

(anos) evolucdo para LMA
de 25% (anos)

Muito baixo <15 8,8 >14,5
Baixo >1,5a3 5,3 10,8
Intermediério >3a45 3 3,2
Alto >45a6 1,6 1.4
Muito >6 0.8 0,7

LMA: Leucemia Miel6ide Aguda

Fonte: adaptado de Greenberg e cols. 2012
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1.5.1. Incidéncia da SMD

Pesquisadores dos Estados Unidos, em 2007, relataram uma incidéncia
anual de 5,4 a 36,2/100.000 em pessoas entre 60 e 84 anos. Segundo 0s
autores, 86,4% dos pacientes diagnosticados tinham mais de 60 anos e apenas
6% menos de 50 anos (MA, 2007). De acordo com dados do programa
americano SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results), cerca de
12.000 e 20.000 pacientes com SMD séo diagnosticados por ano nos Estados
Unidos e na Comunidade Européia, respectivamente. Estes dados indicam que
existe um numero significativamente maior de casos de SMD do que de
leucemias agudas e de doencas mieloproliferativas (Germing e cols., 2008;
Strom; Velez-bravo; Estey, 2008 ).

O primeiro levantamento de SMD no Brasil foi estimado por Magalhées e
cols. (2010). Neste estudo, foi apresentado o Registro Brasileiro de Sindromes
Mielodisplasicas - Aspectos demograficos, clinico-patologicos e terapéuticos
em centros de atencdo terciaria, elaborado com base em estudo realizado com
476 pacientes com SMD em tratamento em 12 centros das regides Nordeste,
Sudeste, Sul e Centro-Oeste do Brasil, diagnosticados no periodo de 1° de
janeiro de 2003 a 31 de dezembro de 2007 (Magalh&es e cols., 2010). Um dos
principais pontos abordados no estudo mostrou que a idade mediana do
diagnéstico dos pacientes com SMD foi de 68,3 anos, numero menor que
observado nos EUA e Europa, mas muito similar a Japdo e Coréia. Destes,
50,8% eram mulheres e 86,6% residentes em zona urbana (Magalhaes e cols.,
2010).

1.5.2. Etiologia da SMD

A SMD é classificada como primaria, ou de novo, e secundaria ou
relacionada com a terapia (SMD-t). As SMD primarias constituem a maioria dos
casos e ocorrem sem um evento prévio, enquanto as SMD secundérias
desenvolvem-se apds um evento mutagénico conhecido (LI e cols., 2009).

As SMD-t podem surgir em qualquer idade, geralmente 4-5 anos depois

do inicio de quimioterapia ou radioterapia. A percentagem de anomalias
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citogenéticas e o risco de transformacdo em leucemia aguda sé&o
significativamente mais elevados nas SMD-t do que na SMD primaria. Uma
pequena proporcdo de doentes com SMD, cerca de 4-5%, pode desenvolver
transformagdo blastica em locais extramedulares (sarcoma granulocitico),
particularmente na pele, estando esta evolugdo associada a mau progndstico
(Naeim; Rao; Grody, 2008).

Os estudos epidemioldgicos tém identificado consistentemente diversos
fatores de risco para o acometimento das SMDs tais como o tabaco, exposi¢ao
ao benzeno e outros solventes organicos, agentes quimicos agricolas
(pesticidas, herbicidas e fertilizantes), radiacdes ionizantes, sexo masculino e
histéria familiar de neoplasias hematologicas (Jadersten; Hellstrom-Lindberg,
2008; Brunning e cols., 2008). Algumas doencas hematoldgicas, tais como
anemia de Fanconi, disqueratose congénita, sindrome de Shwachmann-
Diamond e sindrome de Diamond-Blackfan estdo também associadas a um
risco aumentado de SMD (Vardiman e cols., 2008). Adicionalmente, a
exposicdo a drogas citotoxicas, em particular agentes alquilantes e inibidores
da topoisomerase Il ou a radiacdes terapéuticas, estq associada a um risco
aumentado de desenvolvimento de SMD-t (Aul; Gattermann; Schneider, 1995;
Jadersten; Hellstrom-Lindberg, 2008).

Agentes alquilantes tém sido relacionados a dele¢cdes dos cromossosmos
5,7 e trissomias do 8. Os inibidores da topoisomerase — Il estdo relacionados a
anormalidades envolvendo translocagbes cromossOmicas entre 11923 e 21922
(Leone e cols. 2007).

1.6. SMD e manifestagdes autoimunes: aspectos etiopatogénicos

O achado de displasias na medula 6ssea também pode estar associado
com a intensidade de sinais e sintomas no LES e, talvez, com a tendéncia de
desenvolver um surto agudo da doencga. No entanto, este estudo néo teve
nimero amostral suficiente para estabelecer avaliagdes estatisticas (Oka e
cols. 2008). Estudo prospectivo avaliando aspectos clinicos e prognosticos de

SMD primaria ndo encontrou associacao estatisticamente significante entre
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subtipos de SMD, progndstico das altera¢des do cariétipo, evolugdo leucémica
e sobrevida geral nos pacientes com e sem manifestagdes autoimunes (MAI) —
tabela 1. Destaca-se, no mesmo estudo, o fato de que a atividade das MAI néo
tinha associagdo com a gravidade das citopenias (Gianoulli e cols. 2012). A
importancia de tais estudos esta no fato de se buscar possiveis semelhancas
na patogénese da SMD e do LES, uma vez que vérias publicagbes prévias
tratam de fenbmenos autoimunes associados a SMD cuja frequéncia se da em

torno de 10% dos casos (Voulgarelis e cols. 2004).

Manifestacoes Manifestacdes Doencas do Citopenias
Autoimunes agudas Autoimunes Colageno Autoimune
Crbnicas
Vasculite Sistémica Vasculite cutanea LES -
Aguda
Artrite Sd de Sjogren -
Glomerulonefrite Fendbmeno de -
Raynauld
Polineuropatia Policondrite -
Periférica Recidivante

Fonte: adaptado de Giannouli e cols. 2012

Fatos relevantes descritos por estudos avangados sugerem haver uma
reacdo autoimune contra o clone medular emergente, do qual fazem parte
macroéfagos, linfocitos T e células Natural Killer, além de uma superexpressao
de citocinas pro-inflamatérias, da qual merece destague o Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6). Fator de Necrose Tumoral - o
parece ter um importante papel na hematopoiese, como tem sido evidenciado
por numerosos estudos in vivo e in vitro. Relatos recentes tém demonstrado o
papel clinico do TNF-a na patogénese da SMD. Em 2000, Birnbaum e Gentile
relataram de caso uma paciente com diagnéstico de 11 anos de AR que
apresentou anemia importante (6,1g/dL) e displasias na medula com minima
fibrose, além de piora do quadro articular. Houve reversdo da anemia em
apenas 3 semanas de uso de etanercept, um receptor solavel no TNF- a, na
dose de 50mg/sem. As alteragBes displasicas medulares também reverteram

posteriormente (BirnBaum e cols. 2000).
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Véarios estudos apontam para um desequilibrio entre citocinas
inflamatdrias e inibitérias no miccroamiente medular da SMD. A producao de
IL-6 e TNF-a esta superexpressa devido a produgcdo aumentada por
fibroblastos e macréfagos medulares. Alguns grupos tém relacionado os niveis
de TNF-a da medula 6ssea com a taxa de apoptose, dependéncia transfusional
e gravidade da anemia. Além do TNF-a F-a, IFN-y tém demonstrado induzir
expressdo aumentada de FAS em células displasicas CD34+, levando-as a
apoptose pela via FAS e a destruicdo imune (Gianoulli e cols. 2012). No
entanto, o estudo da apoptose aumentada na SMD ainda percisa demonstrar
seu valor, uma vez que ainda ndo esta esclarecido como se da seu inicio e se
esta direcionado apenas para células displasicas ou para progenitores normais.
Além disso, transformacéo leucémica e evolugdo clonal podem ser afetas pelos
subprodutos da apoptose, como stress oxidativo e parada do ciclo celular
induzida pelo 6xido nitrico, predispondo a anueploidia (Barret AJ, Sloand E.
2009).

Evidéncias convincentes tém apoiado que a excessiva apoptose,
especialmente nos estagios iniciais da SMD, possa ser interpretada como uma
resposta do sistema imune ao clone hematopoiético (Barret J e cols.). A
supressdo medular observada nas unidades formadoras de colbnias de
granuldcitos e mondcitos de pacientes com SMD produzida por células T
CD3+/ CD8+ produz um cendério de “células T anti-clone” no qual é criado um
ambiente apoptoético pela liberagdo de citocinas inibitérias e pela expresséo
aumentada de FAS (Gianoulli e cols. 2012). A relacdo entre subpopulagdes de
linfocitos Th17 e linfocitos T reguladores (Treg) tem sido observada por alguns
autores. De acordo com eles, a relagdo Thl7:Treg esta desequilibrada,
baseado no maior risco de autoimunidade e maior resposta a imunossupressao
observada nos pacientes com baixo risco quando comparada aos pacientes
com SMD de alto risco (Kordasty SY e cols. 2009).

A resposta inflamatoria observada no micromabinete medular na SMD é
responsavel pela hematopoese ineficaz. Interessantemente, observa-se que as
MAI sdo geralmente sensiveis ao tratamento com corticosteroides pela sua
atuacdo tanto na imunidade inata quanto adaptativa. No entanto, ndo héa
resposta hematologica com o uso de imunossupressores classicos. Agentes

anti-TNF e terapias epigenéticas, porém, tém-se mostrado promissoras e
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podem se tornar eficazes se corroborados por investigacbes posteriores
(Gianoulli e cols. 2012).

Fator de regulagéo de interferon — 1 (Interferon Receptor Factor -1: IRF-1)
€ um fator de transcricdo envolvido na sinalizagé@o do inteferon, leucemogénese
e desenvolvimento do sistema imune. Estudo realizado em 2004 utilizando
técnicas de biologia molecular mostrou associacéo inversa com surgimento de
MAI através da observacdo da reducdo de 10 vezes dos niveis de RNA
mensageiro (RNAm) do IRF -1 em pacientes com SMD sem MAI. Os pacientes
com MAI apresentaram niveis de RNAm semelhantes a pacientes com
vasculite primaria e controles normais. Portanto, niveis diminuidos de IRF-1
tém papel protetor no surgimento de MAI (Giannouli e cols. 2012). Além disso,
estudos experimentais sugerem papel do IRF-1 na inflamagdo e
autoimunidade, oferecendo um modelo de estudo para doencas desta natureza
(Tada Y e cols. 1997).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral:

Avaliar alteracbes da medula 6ssea nos pacientes portadores de doencas
autoimunes e inflamatérias (DAI) em uso de Drogas Modificadoras do Curso da
Doenca (DMCD) e imunossupressores que apresentem citopenias
permanentes ou transitérias, a despeito da suspensdo da(s) droga(s)

envolvida(s), atendidos em hospitais terciarios em Fortaleza.

2.2. Especificos:

1) Identificar a frequéncia de citopenias no hemograma e alteragbes
displésicas e citogenéticas no estudo da medula 6ssea.

2) Comparar a necessidade transfusional relacionada ao uso de MTX
e AZA.

3) Verificar possivel associagdo entre ocorréncia de infecgbes e o uso de
MTX e AZA.

4) Comparar a frequéncia de citopenias entre os grupos em uso de MTX
(monoterapia) e associagdo MTX+LEF.

5) Comparar a frequéncia de citopenias entre os participantes em uso de
MTX e AZA.

6) Associar ocorréncia de citopenias com presenca de displasias
siginificativas na medula 6ssea dos participantes em uso de MTX e AZA.

7) Associar a auséncia de metafases na citogenética pela banda G ao uso
de MTX e AZA pelos participantes.

8) Associar a ocorréncia de complicagdes clinicas (infeccéo e transfuséo)
dos participantes em uso de MTX e AZA com a presenca de displasias
significativas na medula 6ssea.

9) Associar as alteragBes citogenéticas encontradas com a presenca de
displasias significativas (> 10% displasia nas linhagens eritroide,
mieldide ou granulocitica) na medula 6ssea dos participantes em uso de
MTX e AZA.
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3. METODOLOGIA
3.1. Consideragbes Eticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Geral César Cals de Oliveira, através do Protocolo CEP N’
11506812.5.0000.5041 (EM ANEXO), tendo sido cumpridas todas as
exigéncias da resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

Todos os participantes envolvidos no estudo tiveram, em algum
momento da sua evolugcédo, parecer especializado por hematologista,

ambulatorialmente ou em regime de internagéo hospitalar.

3.2. Desenho do estudo

O estudo foi caracterizado como sendo observacional, analitico e

transversal, realizado entre maio de 2012 e maio de 2014.

3.3. Grupo de estudo:

Foram analisados individuos portadores de DAI em uso de
imunossupressores que apresentaram citopenias transitorias ou permanentes,
e que estivessem em acompanhamento clinico nos trés hospitais terciarios de
Fortaleza — CE (Hospital Dr. César Cals de Oliveira - HGCCO, Hospital Geral
de Fortaleza - HGF e Hospital Universitario Walter Cantidio - HUWC). Os
pacientes eram assistidos tanto ambulatorialmente quanto em regime de
internacdo hospitalar, sempre com o consentimento dos médicos assistentes.
Os participantes do estudo eram pacientes que ja tinham indicac&o clinica de
realizagdo o mielograma para investigagdo de citopenias. Os mesmos tinham
diagnéstico provavel ou preenchiam critérios para DAI, definidos com base em
critérios de sociedades internacionais (Tabela 5). O tamanho da amostra foi
definido por conveniéncia dado a dificuldade de identificacdo e selecdo dos

individuos.
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‘ Tabela 5 — Doencgas autoimunes em estudo

Reumatologicas (critérios ACR) Neurolégicas

LES Miastenia Gravis

AR Neuromielite 6tica (NMO)*
Sjogren

Artrite Psoriatica

ACR: American College of Rheumatology, 2002
* Critérios revisados de NMO (Wingerchuk DM e cols. 2006)

Critérios de Incluséo:

e Pacientes residentes no estado do Ceara, acompanhados
ambulatorialmente ou internados nos hospitais terciarios previamente
mencionados.

¢ |dade igual ou superior a 18 anos.

e Pacientes portadores de DAI em uso de imunossupressores que
apresentem pelo menos uma citopenia transitoria ou persistente em sangue
periférico definida por Hemoglobina < 12g/dL, Leucéctios < 3000/uL e
Plaquetas < 150.000/ pL.

Critérios de Exclusao:

e Pacientes portadores de patologias que fazem diagnéstico diferencial
com SMD.

e Tratamento prévio por quimioterapia ou radioterapia para neoplasias
sélidas ou hematoldgicas.

¢ Uso de outras drogas potencialmente mielotoxicas.

e Pacientes gestantes.

3.4. Coleta de Material:

O material biolégico foi obtido a partir da coleta de sangue venoso
periférico, por coleta em veia antecubital e por puncao esternal ou em crista

iliaca com agulha padronizada para realizacdo do mielograma e cariétipo.
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Foi realizado retirada de uma gota de sangue medular para realizagéo de
esfregaco, 3mL em seringa heparinizada para realizacdo do caridtipo por
banda G e 4 mL para serem distribuidos igualmente em 2 tubos de EDTA para
estudos posteriores de DNA e RNA. O sangue medular era idealmente
processado nas primeiras horas apos sua obtencdo e permanecia N0 maximo
18h sob acondicionamento de 16 graus Celsius.

O material dos individuos da pesquisa foi submetido a andlise, conforme
se segue:

¢ Hemograma automatizado;
e Esfregaco do sangue medular pela coloragéo pelo May-Grunwald-
Giemsa;

¢ Citogenética classica por banda G do aspirado medular.

Dos 25 casos obtidos, 15 foram oriundos do HGCCO e tiveram seus
mielogramas analisados no laboratério Emilio Ribas, ao passo que 5 foram
oriundos do HGF e 5, do HUWC. Os mielogramas obtidos dos individuos do
HGF e HUWC foram analisados junto & equipe do HEMOCE. A analise
morfolégica da medula éssea foi realizada segundo os critérios morfologicos da
OMS 2008.
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Figura 3. Organograma — resumo da metodologia utilizada nesse estudo
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3.5. Citogenética Classica — Banda G

A citogenética classica por banda G foi realizada de acordo com a técnica
descrita por Chauffaille e cols. 1997. Nesta, a medula 6ssea (M.O) colhida em
heparina e de forma estéril foi dividida em dois frascos contendo 7 mL de meio
RPMI (pH 7,0), 3 mL de soro fetal bovino e 100ul de L-glutamina. Este material

sera cultivado por 24 horas em estufa a 37°C.
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Uma hora antes do término da cultura foram adicionados 50uL de
colchicina (Colcemid®), por 30 minutos. Em seguida, o material serd
centrifugado e ressuspenso em solugédo hipotonica de KCL 0,075 M e fixado
em solugéo de &cido acético e metanol (3:1), por 4 vezes. Para confec¢éo das
lAminas para analise, o material foi gotejado em laminas de microscopia e
secado ao ar.

As bandas foram feitas pela técnica de tripsina-Giemsa (GTG), sendo
analisadas pelo menos 20 mitoses e os cromossomos classificados de acordo
com o Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana (ISCN
2009). As imagens das metafases foram capturadas em sistema
computadorizado (Cytovision-USA Inc) com software para cariotipagem, e 0

cariotipo digitalizado e impresso em impressora a laser (Lexmark).

3.6. Andlise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada através do programa Excel 2010
(versé@o 14.0.4760.1000) e expressa sob a forma de percentagem plotadas em
figuras e tabelas.

Para analise estatistica inferencial foi utilizado programa Graphpad
Prism versdo 6.04. Para avaliacdo das diferengcas entre os grupos ndao —
pareados e dados n&o - parametricos foi empregado o teste de Mann Whitney.
Os dados foram expressos em forma de mediana (minimo - maximo). Para
andlise de variaveis qualitativas se utilizou tabela de contingéncia 2x2 e o teste
exato de Fisher. Foram consideradas diferencas estatisticamente significativas

qguando os valores de p foram inferiores a 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagdo da Populacéo Estudada

Foram estudados 26 individuos oriundos do Sistema Unico de Satide que
foram atendidos nos hospitais terciarios de Forta7leza ambulatorialmente ou
em regime de internagéo hospitalar, compreendido entre os meses de maio de
2012 e maio de 2014. Apés aplicagéo dos critérios de incluséo e exclusdo, um
sujeito foi excluido por apresentar Leishmaniose visceral no mielograma.

Entre os participantes envolvidos na pesquisa, 92% (23) eram do sexo
feminino e 8% (2) do sexo masculino. A idade média dos participantes foi de 54
anos (20 — 87). Em relagdo ao diagnostico, 64%(16) tinham diagnéstico de AR
e 20%, (5) de LES. Havia 4% (1) com diagnéstico de Miastenia gravis, artrite
psoriatica (ArPsol), Sjogren e Neuromielite 6ptica. Entre as drogas utilizadas no
tratamento das DAI, MTX foi a mais frequente com 68% (16). Destes, 29,4% (5)
estavam em associacdo com leflunomida, 5,8% (1) em associagdo com
abatacepte e 5,8% (1), com infliximabe. N&o houve participantes em
monoterapia com LEF. Azatioprina, por sua vez, foi utilizada por 28% (7) dos
casos. Ciclofosfamida foi utilizada em 4% (1) dos individuos.

Dos participantes estudados, 36% (9) necessitaram de terapia
transfusional (concentrado de hemécias e/ou plaquetas) e 32% (8) foram
tratados para algum tipo de infecgéo clinicamente importante (sepse de origem
ndo mencionada, infeccdo de partes moles, infeccdo urinaria complicada e
infeccdo respiratoria). Houve 8% (2) de 6bito entre os participantes em estudo,
ambos do sexo feminino, que apresentaram infecgdo seguida de sepse. Um
dos casos tinha diagnéstico de AR e SMD-t (AREB-II) e outro, LES com
atividade de doenga importante (tabela 6).

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os individuos
quem usaram MTX e AZA quanto a necessidade transfusional de qualquer

hemocomponente, bem como a ocorréncia de infecgdes (figura 4 e 5).
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Tabela 6 — Caracteristicas clinicas dos individuos em estudo

Caso

© 0 N o OB~ WN PP

[ S S ST
w N R O

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

Droga
MTX
MTX
MTX
AZA
MTX
MTX
AZA
MTX
MTX

MTX+LEF
MTX
AZA
AZA

MTX+ABATA
MTX
MTX

MTX+INFLIX
AZA

MTX+LEF

MTX+LEF

MTX+LEF

MTX+LEF
AZA
AZA
CFM

Idade
59
71
80
36
57
87
20
45
71
81
84
44
26
65
83
58
62
62
43
51
74
68
30
18
49

Transfusao
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Obito
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Figura 4. Associagdo entre necessidade transfusional e uso de MTX e

AZA.
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Figura 5. Associagdo entre ocorréncia de infec¢des e uso de MTX e AZA.
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4.2. Caracterizagdo das Alteragcdes Hematoldgicas

Todos os participantes do estudo tiveram amostras de sangue periférico
colhidas no mesmo dia da realizagdo do mielograma ou em data préxima, ndo
distando mais que 3 dias da realizagéo do procedimento. Anemia, leucopenia,
linfopenia, plaguetopenia, bicitopenia, pancitopenia e displasias na medula

foram avaliadas, conforme descrito a seguir.

4.2.1. Grupo Metotrexate

Anemia foi verificada em 59,09% (13) dos individuos em uso de MTX e os
niveis de hemoglobina variaram de 5 a 11,8 g/dL. Do total de casos, 35,2% (6)
apresentaram anemia leve (10-12 g/dl); 29,4% (5), anemia moderada (8-10
g/dl) e 5,8% (1), anemia grave (<8 g/dl). Bicitopenia foi verificada em 35,2% (6)
dos casos enquanto que pancitopenia, em 11,7% (2) (tabela 7).

Associacdo MTX + LEF ndo apresentou diferengca estatisticamente
significativa nas contagens de hemoglobina, leucdcitos, linfoctios e plaquetas
quando comparada ao MTX em monoterapia (figura 6).

Linfopenia, definida por contagem inferior a 1000 céls/pL, foi verificado em
29,4% (5) dos individuos em uso de MTX, com contagens variando entre 340 e
3929 céls/ pL.

Displasias em niveis significativos no mielograma foram observadas em
29,4% (5) individuos em uso de MTX, sendo a displasia na série eritride o
achado mais frequente. Disgranulopoese e dismegacariopoese também foram
observadas em 1 individuo, representadas por pseudo Pelger-Huet, bastonetes
de Auer e micromegacariécitos. Blastos foram observados em 2 participantes
da pesquisa.

Nos pacientes em uso de MTX, leucopenia e linfopenia apresentaram
associacdo estatistica com a presenca de displasias no mielograma (Med leuc
= 6200 (12630-3778);p = 0,0023 e Med linf = 1964 (3929-833); p = 0,0006 -

figuras 7 e 8, respectivamente). Os niveis de hemoglobina e plaquetas, no
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entanto, ndo tiveram associacdo estatistica com a predicao de alteracdes
displasicas.

Alteracdo citogenética foi encontrada em 1 caso, caracterizada por
delecéo intersticial do brago longo do cromossomo 5 (46,XX,del(5)(?q13g22)

[4]/ 46,XX [16]- figura 4) apresentando, no entanto, mielograma normoplésico.

Tabela 7 - Caracteristicas dos individuos em uso de MTX

Caso Diagnéstico Género Hb Leuc Linf Plg
1 AR F 9,5 6250 1321 264000
2 ArPsol F 131 5210 2565 117000
3 AR* F 10,4 920 340 82000
5 AR F 12,1 6150 2300 112000
6 AR F 10,9 8000 1104 39000
8 AR* F 7,1 890 571 43000
9 AR F 11,4 8180 3380 225000
10 AR F 14,2 7050 2050 166000
11 AR F 10,5 5740 1149 215000
14 AR F 8,8 5963 3929 60120
15 AR* M 10,6 3820 525 104000
16 AR M 9,8 12630 1278 2000
17 AR F 10 6450 1878 268000
19 AR F 12,7 4439 2130 147800
20 AR* F 9,9 5000 1055 123000
21 AR* F 7 742 570 12740
22 AR F 11,8 3778 833 99060
Média+DP 11,941,9  5365+2965  1587+1029  122336+82618

* casos em que houve alteracbes displasicas importantes no mielograma
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Figura 6. Comparacao da contagem de leucocitos, linfocitos, plaquetas
e niveis de hemoglobina entre MTX (monoterapia) e associacdo MTX +
LEF.
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Figura 7. Associacdo entre ocorréncia de displasias e a contagem de
leucoctios nos participantes utilizando MTX.
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Figura 8. Associacdo entre ocorréncia de displasias e a contagem de
linfocitos nos participantes utilizando MTX.
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Figura 9. Cariétipo evidenciando delecéo intersticial do braco longo do
cromossomo 5 em individuo com AR e uso prolongado de MTX.
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4.2.2. Grupo Azatioprina

Entre os casos em uso de AZA, houve 85,7% (6) de frequéncia de
anemia, sendo leve em 16,6% (1), moderada em 50% (3) e grave em 33,3%
(2). Bicitopenia foi verificado em 28,5% (2) dos casos e pancitopenia, em
42,8% (3) dos casos.

AlteracBes displasicas estavam presentes em 42,8% (3) dos casos em
uso de AZA. Displasia moderada da série eritroide foi a alteragdo mais
frequente, estando também presente disgranulopoese. Nao houve associacédo
estatisticamente significativa entre as citopenias encontradas e a presenca de
alteracdes displasicas no mielograma.

Alteracbes cromossOmicas, detectadas pela citogenética classica,
estiveram presentes em 28,5% (2) dos casos. Ambos 0S casos apresentaram
delegbes intersticiais: um deles no cromossomo nos cromossomos 5 e 7
(46,XX,del(5)(q31933),del7(q32)[4]- figura 5) e outro no cromossomo 17 (46,
XX del(17)(p11.2) [3] — figura 6).

Linfopenia, definida por contagem inferior a 1000 céls/ pL, foi verificada
em 42,8% (3) dos casos, estando presente tanto em pacientes no contexto

clinico de atividade de doenga como em pacientes em remissao clinica.

Tabela 8 — Caracteristicas dos individuos em uso de AZA

Caso  Diagnostico Sexo Hb Leuc Linf Plaquetas
4 LES F 8,05 962 165 11900
7 LES F 10,4 2910 1531 3000
12 LES F 8,5 1152 501 68680
13 Miastenia F 5,4 9600 1000 321000
18 Sjogren F 13,4 4300 1058 107000
23 LES F 5 1148 263 24410
24 Devic F 9,18 1310 1008 2000
Media+DP 8,6+2,9 3055+3138 789+494 76856+114462
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Figura 10. Carittipo evidenciando delecdes interticiais nos bracos longos dos
cromossomos 5 e 7 em individuo com LES e uso prolongado de AZA
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Figura 11. Carittipo evidenicando delecdo intersticial do braco curto do
cromossomo 17 em individuo com miastenia gravis e uso prolongado de AZA.
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4.3. Metotrexate versus Azatioprina

Quando realizada a analise comparativa dos grupos de individuos em uso
de MTX e AZA, houve uma diferenca estatisticamente significante para
contagem de linféctos (Med MTX = 1278 (3929-340); p = 0,038), (figura 12).
Contagem de leucdcitos e plaquetas, bem como niveis de hemoglobina, ndo
apresentaram diferencas estatisticas significativas, embora nesta tenha havido
tendéncia para niveis menores da Ultima no grupo em uso de AZA (p = 0,066);
(figura 12).

Figura 12. Analise comparativa entre ocorréncia de citopenias e
utilizacdo de MTX e AZA
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4.4. Ocorréncia de complicag@es clinicas versus displasias na
medula MO

A ocorréncia de complicacdes clinicas (transfusdo e infeccédo) esteve
presente em 40 % (10) da amostra. Houve associa¢céo estatistica entre o grupo
gue apresentou infeccdo e que necessitou de terapia transfusional,
independente da droga utilizada, tornando evidente maior necessidade
transfusional nos participantes que tiveram infecgédo clinicamente importante
(Odds ratio = 52,5; IC = 1,81-85,7; p = 0,0005), (figura 13).
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Ndo houve associacdo estatistica entre presenca de displasias
significativas na MO e ocorréncia de complicagbes clinicas (infeccdo e/ou
transfusdo; p > 0,05); (figura 14). Nesta andlise foram considerados apenas 24
participantes, pois 1(um) deles apresentou mielograma hemodiluido,

impossibilitando andlise quanto & presenca de displasias.

Figura 13. Associacdo entre necessidade transfusional e ocorréncia de

infecgbes em todos os participantes.
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Figura 14. Associagdo entre presenca de displasias significativas na MO

e ocorréncia de complicac¢des clinicas.
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4.5. Interferéncia na obtencdo de metafases (técnica da banda G)
pelo uso de MTX e AZA

O uso de drogas imunossupressoras foi avaliado quanto a interferéncia na
obtencdo de metéafases pela técnica da banda G, uma vez que MTX pode
bloquear o ciclo celular em préfase e prometafase através do bloqueio da
sintese de aminoacidos, purinas e timidinas. Do total de 25 participantes
estudados foram obtidos 14 (56%) resultados com metéfase e 11 (44%) com
auséncia de metafase. Nao houve diferenca estatistica entre o nimero de
participantes com e sem metafases relacionado ao uso de MTX ou AZA (p
>0,05).

Figura 15. Associagdo entre a interferéncia na obtencdo de metafases e
uso de MTX e AZA
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4.6. Alteracbes citogenéticas e ocorréncia de displasias

significativas na MO

Alteracdes citogenéticas foram encontradas em 3 (37,5%) participantes
do presente estudo dentre os 14 caridtipos que puderam ser analisados.
Destes, apenas um (1) possuia altera¢gfes displasicas importantes na MO e
anormalidade no cariétipo. Um dos individuos com alteracdes citogenéticas
tinha mielograma normoplasico e o outro, alteragdes inespecificas. Ndo houve
associacdo estatistica entre achado de anormalidades citogenéticas e

ocorréncia de alteracdes displasicas no estudo da MO (p > 0,05).
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Figura 16. Associagdo entre alteracBes citogenéticas e ocorréncia de

displasias significativas na MO dos participantes em uso de MTX e AZA
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Tabela 9 - Anélise Morfolégica e Citogenética da Medula Ossea de todos os individuos

Caso Droga Idade Citogenética Mielograma
1 MTX 59 46, XX[10] Inespecifico
2 MTX 71 46, XX[15] Inespecifico
3 MTX 80 46, XX [20] Diseritropoese > 10%
4 AZA 36 Auséncia de metafase Inespecifico
5 MTX 57 46, XX del (5)(?q13922) [4]/ 46, XX [16] Normoplasico
6 MTX 87 46,XX[20] Inespecifico
7 AZA 20 46,XX, del (5)(q31933), del (7) (932), 46, XX[14] Inespecifico
8 MTX 45 46,XX [7] AREB — I
9 MTX 71 46,XX[7] Inespecifico
10 MTX+LEF 81 Auséncia de metafase Inespecifico
11 MTX 84 Auséncia de metafase Inespecifico
12 AZA 44 Auséncia de metéfase Hemodiluido
13 AZA 26 46,XX del (17) (p11.2)[3]/ 46, XX[4] Diseritro/disgranulopoese
14 MTX 65 Auséncia de metafase Inespecifico
15 MTX 83 Auséncia de metéfase Diseritropoese > 10%
16 MTX 58 Auséncia de metafase Inespecifica
17 MTX* 62 46,XX[15] Normoplasico
18 AZA 62 Auséncia de metéfise 10% sideroblastos anel
19 MTX+LEF 43 Auséncia de metafase Inespecifico
20 MTX+LEF 51 Auséncia de metéfase Diseritropoese > 10%
21 MTX+LEF 74 46,XX[20] blastos, bastonetes Auer
22 MTX+LEF 68 46,XX[20] Inespecifico
23 AZA 30 Auséncia de metéfase Diseritropoese > 10%
24 AZA 18 46, XX [22] Inespecifico
25 CFM 49 46, XX [22] Inespecifico

* MTX associado ao abatacepte

# MTX associado ao ifliximabe
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5. DISCUSSAO

A média de idade dos individuos envolvidos no presente estudo foi de 54
anos; e sua mediana, de 54 + 7anos. Do subgrupo de casos que apresentaram
alteragbes displasicas importantes na medula éssea, a mediana foi condizente
com a aquela total do grupo, sendo de 55 anos. Mesmo nédo havendo estudos
para essa populacdo no Brasil, trata-se de um a valor 10 anos inferior ao
observado em estudo publicado por Magalhées e cols., compreendido entre os
anos de 2003-2007, cuja mediana foi de 65 anos para individuos portadores de
SMD priméria. Tal fato pode ser explicado pela idade mais precoce em que
ocorrem as doengas autoimunes e pela exposi¢cao prolongada ao MTX e AZA,
drogas reconhecidamente mielotdxicas cuja literatura médica tem relatado ser
também genotdxicas através de estudos de coorte (AZA) e relatos de caso
(MTX) (Kwong YL e cols. 2010, Okamoto e cols.99, Murphy e cols. 2004).

N&o houve diferenca estatistica quanto a ocorréncia de infeccdo entre os
grupos de participantes em uso de MTX e AZA. Esse fato torna-se importante
uma vez que a literatura demonstra uma incidéncia cumulativa de infecgdes de
6,5% dos pacientes em uso de AZA, ao passo que estudos de coorte e
revisdes sisteméticas mostram apenas tendéncia estatistica a infeccées nos
pacientes com AR em uso de MTX (Gisbert e Gomollén. 2008; Caporalli R e
cols. 2008; Aletaha D e cols. 2003). Outros autores, no entanto, citam taxas de
infeccdo de 33 eventos/1000 pacientes-ano em estudos duplo-cegos
controlados e taxas de 0-16% em séries retrospectivas (Caporalli R e cols.
2008; Aletaha D e cols. 2003). O tamanho reduzido da amostra pode ter
limitado a observagéo dessas diferengas entre os grupos.

Linfopenia e tendéncia a menores niveis de hemoglobina foram achados
presentes em individuos em uso de AZA quando comparado ao grupo em uso
de MTX. Tal observacdo pode ndo ser apenas consequéncia do uso da droga,
uma vez que os participantes em uso de AZA foram na maioria portadores de
LES em atividade inflamatéria da doenca cujos niveis de linfocitos estao
sabidamente reduzidos em tal condic&o.

Embora esteja descrita a potencializagdo dos efeitos mielotéxicos do MTX

pela LEF (Fox R e cols. 2014), n&o foi verificado diferenca estatistica nos niveis
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de hemoglobina e na contagem de leucdcitos, linfocitos e plaquetas quando
comparado MTX em monoterapia com associagdo MTX + LEF.

A ocorréncia de displasias importantes nos usuarios de MTX, pelo
mielograma, esteve associada a uma menor contagem de leucdcitos e
linfocitos, ndo o fazendo para hemoglobina e plaquetas. Possivelmente, a
atividade inflamatéria da AR pode ter influenciado alteragbes destas Ultimas,
uma vez que anemia e trombocitose podem ocorrer nesses pacientes (Fox R,
Creamer P. 2013).

Quantificacdo da atividade da doenca utilizando indices de escores
compostos para LES (ex:SLEDAI) e AR (ex:DAS 28) foi uma das limitagdes do
estudo, pois sabe-se que as citopenias estdo frequentemente associadas a
atividade inflamatéria das colagenoses. Tal observacdo pode influenciar
diretamente os achados das citopenias encontradas frente ao uso das drogas
envolvidas no estudo, bem como associagdo daquelas com a ocorréncia de
displasias na MO. O registro irregular das informacdes necesséarias nos
prontudrios foi a principal limitacdo para o calculo dos indices.

Alteracdo citogenética foi observada apenas em 1(um) individuo em uso
de MTX em que foi verificado delegdo intersticial do brago longo do
cromossomo 5 (46, XX del (5)(?7q13g22) [4]/ 46, XX [16]). O mielograma do
participante correspondente foi, entretanto, normoplasico. Embora 27% das
alteragcbes displasicas encontradas no mielograma de pacientes com DAI
sejam reativas e, portanto, transitérias, 0 mesmo nao possa ser afirmado
quanto as alteracdes cromossbémicas pela falta de dados na literatura (Hunt e
cols. 2013). Portanto, a necessidade de acompanhamento das citopenias,
suspensédo do MTX e reavaliagéo periddica do cari6tipo sdo sugeridas uma vez
gue nao se pode prever o progndstico.

A ocorréncia de displasias importantes na medula de usuarios de AZA
ndo apresentou associacdes estatisticas com os niveis de hemoglobina,
contagem de leucdcitos, linfécitos ou plaquetas. Mais uma vez, o tamanho
reduzido da amostra pode néo ter favorecido tal inferéncia.

Foram encontradas alteracdes no cariotipo de dois individuos em uso de
AZA. Em um deles, houve dele¢bes intersticiais nos cromossomos 5 e 7
(46,XX,del(5)(g31933),del7(g32)[4]). Tratava-se de uma participante do sexo

feminino, de 20 anos de idade, portadora de LES e plaguetopenia imune. A
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mesma vinha em uso de 150mg/dia de AZA por 3 anos quando apresentou
epistaxe volumosa e pancitopenia, revertida apds suspensdo da droga e
aumento da dose da corticoterapia. N&o havia critérios clinicos para atividade
da doenca, bem como alteragBes nos niveis de complemento, marcadores
inflamatorios de fase aguda e alteragdes no sedimento urinéario. Porém néo foi
possivel mensurar atividade da doenca por meio de escores compostos de
doenca (SLEDAI) devido auséncia de todas as informagdes necesséarias no
prontuério. No outro caso, delecéo intersticial no braco curto do cromossomo
17 (46, XX del(17)(p11.2) [3]) foi observada. Neste, tratava-se também de uma
participante do sexo feminino, 26 anos de idade, portadora de mistenia gravis
h& 6 anos e uso de AZA 50mg/dia ha 5 anos. Desenvolveu anemia refrataria a
eritropoetina e necessitou de repetidas transfusdes, tendo entdo sido suspenso
uso da AZA. A exemplo do outro caso houve reversdo da anemia e melhora da
dependéncia transfusional, mas que apenas ocorreu ap0s meses da
suspensao da AZA.

N&o houve diferenga quanto a obtencao de caribtipos viaveis para analise
entre os individuos em uso de MTX e AZA. O indice de auséncia de metafases
foi de 40,7%, acima do valor de 30%, relatado na literatura, o que pode ter
interferido nos resultados. O baixo indice de mitoses observado nos pacientes
com SMD e mielodisplasia pode explicar a reduzida obtencdo de metafases no
presente estudo.

A associacdo estatistica encontrada entre infeccdo e transfuséo
corroborou com as observacdes da préatica clinica em que pacientes com
infecgbes clinicamente importantes necessitam de maior suporte transfusional.
Coorte retrospectiva de 10 anos, desenvolvida em pacientes australianos com
SMD, relatou de maneira semelhante que a dependécia trasnfusional esta
associada ao risco de infecgbes bacterianas (RR 1,75), fungicas (RR 3,13) e
sepse como causa de morte (RR 1,23) (McQuilten ZK e cols. 2013).

A ocorréncia de alteracdes citogenéticas foi de 37,5% no presente estudo
sendo, portanto inferior aquela relatada na literatura. Revisdo sistematica
publicada em 2010 encontrou 79% de alteragGes citogeneticas em pacientes
com DAI e pacientes submetidos a transplantes de 6rgéos solidos, nos quais
foram encontradas monossomias do cromossomo 7, delegcdes nos bracos

longos dos cromossomos 5 e 7 e rearranjos do cromossomo 11g23. Foram
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verificados 13% de casos com SMD-t a andlise morfolégica da MO. Neste
estudo, a média de tempo de uso de AZA foi de 65 meses, sendo a dose
cumulativa media de 146g (Kwong YL, 2010). Outros autores relatam
alteragdes cromossomicas clonais de 80-95% em SMD-t, bem como maior
percentagem de cari6tipos complexos (5,3 por caso) e clones citogeneticos
nao-relacionados (Chauffille MLLF, 2006). A ndo visualizagdo de metafases em
quase metade dos casos (44%) pode ter interferido para o baixo indice de
alteragbes citogenéticas encontradas, uma vez que alguns casos tiveram
alteragbes displasicas importantes no mielograma, mas n&o obtiveram
metafases para analise do cariotipo.

Outra limitagdo encontrada frente ao presente estudo foi a estimativa da
quantidade cumulativa das drogas utilizada pelos participantes. Novamente, o
registro irregular das informagdes nos prontarios foi uma limitacdo para
obtencdo de tal dado. A ma aderéncia de alguns participantes também

influenciou negativamente o registro das informagdes do uso das drogas.
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6. CONCLUSAO

E fundamental o acompanhamento do hemograma de pacientes com DAI
em uso cronico de drogas imunossupressoras, pois nao apenas atividade da
doenga, mas também efeitos citotoxicos e alteragBes displasicas podem
contribuir para o surgimento de citopenias. Embora estudos retrospectivos
evidenciem perfil de seguranca aceitavel quanto & ocorréncia de infeccdes em
individuos que fazem uso cronico de MTX e AZA, a associagdo entre infeccoes
e necessidade transfusional torna evidente a necessidade de uma
monitorizacao clinica cuidadosa naqueles que apresentam tais complicagdes.

A capacidade da AZA em promover lesdo no cariotipo e expanséo clonal
através da pressado seletiva sobre células mieldides mutantes € consistente
com um papel no desenvolvimento de SDM-t, indicando que AZA pode atuar
como agente leucemogénico (Heredia F e cols. 2010). Tal mecanismo parece
ser semelhante nos individuos em uso de MTX.

O achado de alteracdes citogenéticas pela analise do cariétipo, mesmo
ndo associadas a displasias importantes na MO, requer segmento clinico
proximo por ndo se conhecer o progndstico de tais alteragfes, uma vez que 0
surgimento de um clone medular potencializa o risco de desenvolvimento de
SMD-t.
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APENDICE A

MATERIAL PARA PUBLICACAO

Cytogenetic Aberration Associated with Chronic Use of

Immunosuppressant in Autoimmune Rheumatic Diseases

INTRODUCTION

Treatment related Myelodisplastic syndrome (MDS-t) is a clinical disease
described as complication of cytotoxic therapy. Its occurrence depends on the
mechanism of DNA damage, cumulative dose or intensity of the preceding
cytotoxic therapy [1,2,3].

Immunosuppressant drugs used in autoimmune diseases have been
linked to the development of MDS-t in series and case reports. Antimetabolites
like azathioprine (AZA) and methotrexate (MTX) have been related to the
development of MDS-t [4].

Cytogenetic aberrations promoted by AZA are comparable to those seen
in patients who used alkylating agents. Knipp and Cols reported a report of
fourteen patients with MDS-t due to AZA. Of utmost importance, seven of them
developed acute myeloid leukemia [4]. Another research found cytogenetic
aberrations in 79% of patients related to long term use of AZA. In 40% of cases,
transient cytopenias were observed before the diagnosis of MDS-t [5].

Systemic Lupus Erythematous (SLE) and Rheumatoid Arthritis (RA) are
autoimmune diseases associated with organ damage without appropriate
treatment. Antimetabolites like AZA and MTX are main stain drugs used to treat
SLE and RA, respectively. AZA has been associated with reduction of mortality
and reduction of nephritis flares [6,7]. Methotrexate is currently considered the
first choice for treating RA. Its capacity to reduce signs and symptoms of RA
activity, improve patients’ functional status and reduce radiograph progression
has been demonstrated [8].

The aim of this report is to present chromosomal abnormalities in patients
with autoimmune rheumatic diseases due to long standing use on

immunosuppressants.
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CASE 1- A 57 years old female patient diagnosed with long standing
seropositive rheumatoid arthritis (>15 years) presented with persistent and
progressive thrombocytopenia, for three months. She used irregularly
15mg/week of MTX since the diagnosis establishment and was followed
previously by another outpatient clinic.

The patient was admitted at the tertiary rheumatologic clinic with active RA
due to synovitis in knees and wrists, despite the use of MTX in the previously
mentioned dose — whilst she had not been following by her rheumatologist for
undisclosed reasons. Radiologic sequelae was noted in the affected joints
above mentioned revealed by juxtarticular osteopenia, subcondral bone
erosions and narrowing of articular spaces in wrists and metacarpals joints.
According to the Brazilian Consensus for the Treatment of Rheumatoid Arthritis,
MTX dose was increased to 20mg/wek, but no therapeutic EULAR response
was observed in 2 months. Leflunomide was then added to control the disease.
Low active disease was not achieved in three months and infliximab 3mg/kg
was prescribed in association with methotrexate. Disease remission was seen
in the first six months of infliximab use, but the drug was discontinued
approximately 12 months after due to progressing trombocytopenia of
134.000/dL and 112.000/dL, noted in two blood samples three months apart.
One single dose of abatacept 500mg was administered after infliximab
discontinuation. Admission to the hospital was decided for investigational
purposes.

A bone marrow aspiration was made by iliac crista aspiration. The sample
was sent to morphologic and cytogenetic studies. The former showed no
alterations. Cytogenetic study was performed by G band analysis. It revealed an
interstitial deletion in the chromosome 5 long arm (46 XX, del (5) (?913g22) [4]
— figure 1). Methotrexate was discontinued and platelet count recovered in few
weeks. The biologic drugs have been stopped earlier to MTX. The patient was

discharged with prednisone only. Antimetabolites were no more used.
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Figure 1 — interstitial deletion in chromosome 5 long arm
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CASE 2 — A 22 years-old female-patient was diagnosed with SLE five
years previously, according to 2012-updated American College of
Rheumatology Criteria for Classification of SLE. The patient developed serositis
(pleural effusion), arthritis, rash and autoantibodies (FAN, anti-Ro and anti-Sm)
2 years apart from the diagnosis. Prednisone 1mg/kg was started and
withdrawn to 10mg/d after 8 weeks. Hydroxicloroquine 400mg/d was
associated along with azathioprine at 150mg/ day for steroid-sparing purposes.

She had been using AZA for three years when anemia (Hb = 10.4g/dL),
leucopenia (2910/ uL) and thrombocytopenia (30000/uL) was noted. The patient
presented epistaxis and was admitted at the tertiary rheumatologic clinic. A
bone marrow aspiration was then made by iliac crista aspiration. Previous
treatment with prednisone 30mg/day was changed to 60mg/day. Azathioprine
was stopped and the clinical and laboratorial picture remitted within a week: Hb
= 11.5¢/dL; Leuc = 13210/ mL; PIt = 133000/ mL. Morphological analysis
revealed a normocellular bone marrow with mild megakaryocytic hyperplasia,
diminished plaquetopoesis and no parasites. Cytogenetic analysis showed
interstitial deletion in chromosome 5 and 7 long arms [46, XX, del (5)
(931g33),del (7)(32) [4], 46 XX[11] — figure 2. She was discharged to outpatient
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clinic following with prednisone only. In the outpatient clinic follow up,
mycophenolate mofetil was started and up-titrated to 2000mg/d. The patient
remained in good clinic control, but mild thrombocytopenia (100,000 — 150,000/
mL) has been recurrent observed.

Figure 2 — interstitial deletions in chromosomes 5 and 7 long arms
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DISCUSSION

Many of the morphological characteristics reported in bone marrow study
by medical literature are not specific of autoimmune diseases once they are
reactive and may occur in up to 27% of patients. Noteworthy, these findings are
commonly seen in MDS. So it has been suggested a cytogenetic analysis
before making a diagnosis of MDS-t in patients with autoimmune diseases and
unexplained cytopenias [9].

The present study demonstrated the presence of aberrant clones in
cytogenetic analysis in two cases although the bone marrow studies (aspirate
smears) were not suggestive of MSD-t. The presence of these mutations does
not imply in positive selection and possibly the clones aroused from the drug-

induced mutations may be cleared by over the time [10].
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Previously reported cases are strongly supportive of a leukaemogenic
role for azathioprine with monosomy of chromosome 7 being a consistent
finding in the majority of cases in whom karyotyping has been performed. The
reversibility of dysplastic and cytogenetic abnormalities following treatment with
AZAis not clear [11].

Medical literature is scarce about the use of MTX and development of
MDS-t in autoimmune diseases. Methotrexate was the main drug involved in
two cases published in the same year, both female patients with seropositive
rheumatoid arthritis. One patient with moderate anemia developed MDS-t and
the marrow study was consistent with refractory anemia with excess blasts
(RAEB), but cytogenetic study showed normal karyotype. Another case with
pancytopenia reported translocation 10;18 [q11; g21] on cytogenetic analysis
and marrow study revealed dyserithropoiesis e dysmegakaryopoiesis.
Pancytopenia resolved after discontinuation of MTX in this patient, but not in the
former [12,13]. Similarly, balanced translocation has been well described in
acute myeloid leukemia related to previous use of drugs targeting DNA —
topoisomerase |Il, particularly bands 11923 and 21g22. [14]. More studies,
however, are needed to infer the probable mechanism by which MTX may
induce chromosomal abnormalities.

These cases show the importance of strict observation in the cell blood
count of rheumatic patients in chronic use of immunosuppressant drugs. Not
only active disease, but cytotoxic effects and dysplastic changes may contribute
to development of cytopenias. The cytogenetic alterations seen in these cases
cannot be responsible for the cytopenias found, but rise attention to the
importance of accessing bone marrow morphology and karyotype of patients in
chronic use of immunosuppressant drugs who develop persistent or recurrent
cytopenias, since the rise of a medullar clone requires carefully following by the
risk of MDS-t.
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APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da
pesquisa: ESTUDO DE ALTERACOES DE MEDULA OSSEA EM PACIENTES
COM DOENCAS AUTOIMUNES SOB TRATAMENTO COM
IMUNOSSUPRESSORES. O motivo que nos leva a estudar a medula 6ssea de
pacientes usando tais medicacfes € o fato de se observar alteracdes que
podem predispor ao surgimento de doengas hematoldgicas nos pacientes que

fazem uso crénico dessas medicacgoes.

A pesquisa se justifica em se conhecer quais sdo as alteracOes
encontradas na medula éssea de pacientes com doencas autoimunes que
usam imunossupressores (medicagbes que diminuem a imunidade) e quais
mecanismos estdo relacionados a estas alteracdes. O objetivo desse projeto é
avaliar a frequéncia das alteragbes encontradas na medula Ossea dos
pacientes portadores de doencas autoimunes e inflamatérias em uso de
imunossupressores que apresentem anemia, plaquetas ou glébulos brancos

em baixos niveis de forma permanente ou transitéria.

O procedimento de coleta de material serd da seguinte forma: sera
realizado uma puncdo do osso esterno ou na crista iliaca (bacia) com agulha
padronizada. Seréo retirados aproximadamente 7mL de sangue para estudo.
Existe um desconforto minimo para vocé quando submetido ao exame de
mielograma devido a injecdo anestésica e aspiragdo da medula. Os riscos de
complicagdes sdo baixos, sendo os mais comuns hematoma e dor no local do
mielograma, mas pode ocorrer mediastinite (infeccéo torécica grave — bastante
rara). Tal procedimento se justifica pelo fato desse exame poder avaliar a
presenca ou o risco de desenvolvimento de doengas hematoldgicas graves ou

potencialmente graves caso seja positivo.

Caso alteracdes hematologicas sejam detectadas, vocé serd avaliado(a)

por hematologista em regime de internac&o hospitalar ou ambulatorialmente. O
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mesmo ird acompanha-lo conjuntamente com seu médico assistente e realizar

0 tratamento e/ou Novos exames que Sejam necessarios.

Vocé sera esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que
desejar. Vocé é livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou
interromper a participacdo a qualquer momento. A sua participagdo é voluntéria
e a recusa em participar ndo ira acarretar qualquer penalidade ou perda de
beneficios.

O(s) pesquisador(es) ira(ao) tratar a sua identidade com padrbes
profissionais de sigilo. Os resultados dos exames laboratoriais serdo enviados
para vocé e permanecerdo confidenciais. Seu nome ou o material que indique
a sua participagdo ndo sera liberado sem a sua permissdo. Vocé ndo seréa
identificado(a) em nenhuma publicagéo que possa resultar deste estudo. Uma
cOpia deste consentimento informado serd4 arquivada no Laboratério de
Citogendmica do Céancer do Departamento de Patologia da Universidade

Federal do Ceard, e outra sera fornecida a vocé.

A participacdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo estara
disponivel nenhuma compensacéo financeira adicional. No caso vocé sofrer
algum dano decorrente dessa pesquisa serdo garantidos todos os recursos de
assisténcia médica para tratamento do mesmo. No entanto, nenhuma

compensacao financeira sera dispensada.

Eu,

fui

informada (0) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas davidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar
novas informagdes e motivar minha decisdo se assim o desejar. O professor
orientador Max Victor Carioca Freitas e o professor co-orientador Ronald
Feitosa Pinheiro certificaram-me de que todos os dados desta pesquisa serdo

confidenciais.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos
pelo orgamento da pesquisa. Em caso de duvidas poderei chamar a estudante
José Djandir Costa Filho, o professor orientador Max Victor Carioca Freitas ou

o professor co-orientador Ronald Feitosa Pinheiro no Departamento de
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Patologia e Medicina Legal sito na Rua Monsenhor Furtado s/n — Rodolfo
Tedfilo cujo telefone € (85) 3366-8300 ou o Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Geral Dr. César Cals de Oliveira sito na Av. do Imperador, 545 -
Centro e do Hospital Geral de Fortaleza sito na Rua Avila Goulart 900 — Papicu

Cujos 0s numeros sao respectivamente: 3101-5342 e 3101-3345.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste
termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler

e esclarecer as minhas duvidas.

Nome Assinatura do Participante Data
Nome Assinatura do Pesquisador Data
Nome Assinatura da Testemunha Data
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APENDICE C

HOSPITAL GERAL DR. CESAR .y
CALS/SES/SUS

i

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DE ALTERAGCOES DE MEDULA OSSEA EM PACIENTES COM DOENGAS
AUTOIMUNES SOB TRATAMENTO COM IMUNOSSUPRESSORES

Pesquisador: José Djandir Costa Filho

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 11506812.5.0000.5041

Instituigdo Proponente: Hospital Geral Dr. César Cals/SES/SUS
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 191.850
Data da Relatoria: 01/02/2013

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo transversal em que os autores pesquisar&o alteragdes de polimorfismo genético da
enzima Tiopuril-Metil-Trasnferase(TPMT) em usuarios cronicos de azatioprina e suas alteragdes
citogenéticas. Serao recrutados 30 pacientes em hospitais publicos térciarios de Fortaleza (nomes nao
citados) e a analise genética sera feita no Laboratério de Citogenémica do Cancer da Universidade Federal
do Ceara(UFC). Os critérios de inclusao e exclus&o estdo bem definidos. Havera um pungao de medula
6ssea no esterno ou na crista iliaca.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a frequéncia das alteragdes citogenéticas da SMD encontrada nos pacientes portadores de doengas
autoimunes e inflamatérias (DAI) em uso de Drogas Modificadoras do Curso da Doenga (DMCD) e
imunossupressores que apresentem citopenias permanentes ou transitorias, a despeito da suspensao da(s)
droga(s) envolvida(s), atendidos em hospitais terciarios em Fortaleza.

Objetivo Secundario:

1) Identificar a frequéncia das alteragGes citogenéticas encontradas pela técnica padréo (banda G) e avaliar
possiveis associagdes com a gravidade clinica (IPSS-R) 2) Avaliar a frequéncia de envolvimento do gene
p53, pela delegéo do brago curto do cromossomo 17 (17p-), através de citogenética molecular (FISH)3)
Identificar a frequéncia dos diferentes polimorfismos da enzima Tiopuril-Metil-Transferase (TPMT) nos
pacientes em

Enderego: Av. Imperador, n° 372

Bairro: Centro CEP: 60.015-052
i UF: CE Municipio: FORTALEZA (
| Telefone: (853)101--5354 Fax: (853)101--5354 E-mail: ceap@hgcc.ce.gov.br i
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HOSPITAL GERAL DR. CESAR
CALS/SES/SUS

uso de azatioprina portadores de SMD-t e associé-las com as alteragdes citogenéticas encontradas pela
técnica padrao (banda G)

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

os riscos existentes decorrem de complicagées do procedimento ( pungdo de medula 6ssea) que é um
evento bastante raro Beneficio seria a identificagao de pacientes com alteragdes de polimorfismo genético
da enzima Tiopuril-Metil-Trasnferase(TPMT)entre os usuérios de azatioprina e que poderiam orientar
decisdes terapéuticas

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante porque busca identificar alteragdes genéticas ocasionadas pelo uso crénico de droga
imunossupressora que podera determinar complicacdes graves e definitivas entre os usuérios desta
medicagdo. O protocolo de pesquisa estd bem estruturado e a indicag&o de estudo da medula éssea destes
pacientes ja tem indicacéo clinica definida.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

TCLE agora encontra-se em linguagem mais adequada e foi incluido o Termo de compromisso do
laboratério sobre o armazenamento e uso das amostras de medula dssea

Recomendagdes:

nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
aprovado

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néao

Consideragées Finais a critério do CEP:

4
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