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RESUMO

A Leucemia miel6ide crénica (LMC) é caracterizada pela expansdo clonal de células
progenitoras hematopoéticas, resultante da translocacéo (9:22). O oncogene de fusdo BCR-ABL,
no cromossomo Ph, é transcrito e traduzido numa proteina de fusdo BCR/ABL. A tirosina
quinase (TK) ABL na proteina de fusdo é constitutivamente ativada sendo necessaria para 0s
eventos leucemogénicos iniciais da LMC e sua atividade induz a producéo de espécies reativas de
oxigénio (EROs). De particular relevancia para LMC é o fato de que um aumento de EROs pode
ter consequéncias, facilitando a instabilidade gendmica podendo contribuir para a progressao da
doenca. O objetivo do estudo foi determinar o perfil oxidativo em pacientes com LMC, em
acompanhamento ambulatorial no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC). Trata-se de
um estudo transversal constituido de 30 pacientes adultos, com diagnostico clinico e laboratorial
de LMC, em tratamento com inibidores de (TK) de 1% e 22 geragdo. As concentracOes de
malonaldeido (MDA) e de nitrito (NO;") foram realizadas por método espectofotométrico. As
atividades das enzimas Glutationa peroxidase (GSH-PXx) e catalase (CAT) foram determinadas no
hemolisado, por kit Glutathione Peroxidase Cellular Activity Assay® (Sigma-Aldrich) e por
espectofotometria, respectivamente. Glutationa total, glutationa reduzida (GSH reduzida),
glutationa oxidada (GSSG) foram determinadas por kit Total Glutathione Activity® (Assay
Designs, Inc) e calculada a relacdo GSH/GSSG. Para a andlise estatistica de dados nao
paramétricos foi utilizado o ANOVA® e o teste de multiplas comparagdes de Tukey. Foi
considerado o nivel minimo de significancia de 5%. As concentracdes média de MDA e de NOy
foram aumentadas nos pacientes com LMC em relacdo ao controle, independente da atividade da
doenga. O perfil antioxidante foi caracterizado pela diminuicdo da CAT e aumento da GSH-Px
também independente da atividade da doenca. A GSH reduzida se apresentou diminuida, a
GSSH, aumentada e a relacdo GSH/GSSG diminuida. Os pacientes em uso de inibidores de TK
de 22 geracdo apresentaram pardmetros do estresse oxidativo significativamente elevados em
relagdo ao grupo controle. Conclui-se que os pacientes com LMC estdo sob estresse oxidativo e

com atividade antioxidante comprometida.

Palavras-chave: Leucemia Mielogénica Crbnica BCR-ABL positiva; Estresse Oxidativo;

proteinas Tirosina Quinase.



ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia (CML) is characterized by clonal expansion of hematopoietic
progenitor cells, result from the translocation (9:22). The oncogene BCR-ABL, in the Ph
chromosome, is transcribed and translated into a fusion protein BCR / ABL. The ABL tyrosine
kinase (TK) in the fusion protein is constitutively activated and is needed for the initial
leukemogenic event of CML and its activity induces production of reactive oxygen species
(ROS). Of particular relevance to CML is the fact that an increase of ROS can have
consequences, facilitating genomic instability may contribute to disease progression. The aim of
this study was to determine the oxidative status in patients with CML, in attendance at a
university hospital (HUWC). This is a cross-sectional study consisted of 30 adult patients of both
sexes with clinical and laboratory diagnosis of CML on treatment with inhibitors (TK) 1% and 2™
generation. The concentrations of malondialdehyde (MDA) and nitrite (NO,” were performed by
spectrophotometric method. The activities of enzymes glutathione peroxidase (GSH-Px) and
catalase (CAT) were determined in hemolysate by Glutathione Peroxidase Cellular Activity Kit
® Assay (Sigma-Aldrich) and spectrophotometry, respectively. Total glutathione, reduced
glutathione (reduced GSH), glutathione (GSSG) were determined by Total Glutathione Activity
Kit ® (Assay Designs, Inc) and calculated the ratio GSH / GSSG. For statistical analysis of
nonparametric data, It was used ANOVA® and the Tukey test for multiple comparisons. It was
considered the minimum level of significance of 5%. The average concentrations of NO,- and
MDA were increased in CML patients compared to control, regardless of disease activity. The
antioxidant profile was characterized by decreased CAT and GSH-Px increased also independent
of disease activity. The reduced GSH is presented decreased, the GSSH, increased and GSH /
GSSG decreased. It was observed that patients using protease inhibitors of TK 2nd generation of
oxidative stress parameters were significantly elevated compared to controls. In the analysis of
patients on imatinib were not detected significant changes in oxidative status. We conclude that

patients with CML are under oxidative stress and impaired antioxidant activity.

Keywords: Leukemia, Myelogenous, Chronic, BCR-ABL Positive; Oxidative Stress; Protein-

Tyrosine Kinases.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leucemia Mieldide Cronica

A Leucemia Miel6ide Cronica (LMC) é uma neoplasia da medula 0ssea resultante da
expansao clonal de uma célula precursora hematopoética. LMC é provavelmente a doenga
maligna humana mais extensivamente estudada, tendo sido a primeira a ser associada com uma
alteracdo genética especifica, o cromossomo Philadelphia (Ph) (NOWELL, HUNGERFORD,
1960), em células primordiais e suas descendentes (FARDEL, KANTARJIAN, TALPAZ, 1999).

Essa anormalidade genética caracteristica da LMC resulta da translocagdo reciproca e
equilibrada entre os bragos longos dos cromossomos 9 e 22 [t(9;22)(q34;q11)] (ROWLEY,
1973). A translocacdo cria dois novos genes: BCR-ABL no cromossomo 22q- ou cromossomo Ph,
e o reciproco ABL-BCR no cromossomo 9g+ (DE KLEIN, et al.,1982; HEISTERKAMP, et al.,
1983).

A anormalidade genética caracteristica da LMC, gene BCR-ABL, é observada em células
das linhagens eritroide, granulocitica, megacariocitica e linfoide (KURZROCK, GUTTERMAN,
TALPAZ, 1988). O gene quimérico BCR-ABL, por sua vez € transcrito e traduzido na
oncoproteina BCR-ABL que apresenta como caracteristica principal uma atividade tirosina
kinase (TK) descontrolada (BEN-NERIAH, 1986; McLAUGHLIN, CHIANESE, WITTE, 1987;
DALEY, VAN ETTEN, BALTIMORE, 1990).

A atividade da proteina BCR-ABL ¢ necessaria e suficiente para a atividade oncogénica
da fase inicial da LMC: principalmente a superproducdo de células da série granulocitica
(DALEY, VAN ETTEN, BALTIMORE, 1990; PASTERNAK, HOCHLAUS, SCHUTEIS, 1998;
FARDEL, KANTARJIAN, TALPAZ, 1999; GORDON, DAZZI, MARLEY, 1999).

A ativacdo do proto-oncogene c-Abl ocorre como resultado da adicdo de éxons do gene
BCR e quebra do primeiro éxon do gene ABL. Variacdo na quantidade de éxons do gene BCR
resulta em diferencas funcionais entre as proteinas de fusdo de pesos moleculares diferentes
(LUGO et al. 1990).

Dependendo do ponto de quebra break cluster region (bcr) no gene BCR, trés principais
tipos de genes BCR-ABL podem ser formados, levando & geracdo de proteinas de fusdo de
tamanhos diferentes (p190, p210, p230) (LUGO et al. 1990; MELO,1996).
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Proteina 190BCR-ABL (p190°“**Y) tem uma atividade TK mais alta e est4 associada
com o desenvolvimento de um fendtipo de leucemia aguda mais agressiva (LUGO et al., 1990).

O gene hibrido predominante na LMC classica é derivado da quebra na principal regido
de quebra (Mbcr) com a geracdo de uma proteina de fusdo citoplasmatica com peso molecular de
210kd (P210 B°R*Bh) que est4 associado a uma doenca com evolugdo mais indolente ( LUGO,
1990; MELO, 1996; KANTARJIAN, et al, 2000).

LMC é uma sindrome mieloproliferativa, termo primeiramente utilizado por Damesheck,
em 1951, modificado para Neoplasia Mieloproliferativa Cronica, na 4° edicdo da classificacdo da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de Tumores Hematopoéticos e Tecidos Linfdides. Nesta
categoria encontram-se mais outras sete doencas hematolégicas, a saber: Leucemia Neutrofilica
Cronica, Policitemia Vera, Mielofibrose Primaria, Trombocitemia Essencial, Leucemia
Eosinofilica Cronica, Mastocitose e Neoplasia Mieloproliferativa nédo classificavel (SWERDLON
et al., 2008).

A LMC é uma doenga progressiva e geralmente evolui através de trés fases distintas
caracterizadas por piora do quadro clinico e laboratorial. S&o elas: fase cronica, fase acelerada e
crise blastica (FARDEL, KANTARJIAN, TALPAZ, 1999; MELO; HUGHES; APPERLEY,
2000).

A maioria dos pacientes € diagnosticada na fase cronica, sendo o diagndstico incidental.
Durante esta fase ocorre uma expansdo clonal macica de células mieldides, que mantém a
capacidade de diferenciacdo (KANTARJIAN, TALPAZ, 1993; FARDEL, KANTARIJIAN,
TALPAZ, 1999; SAWYERS, 1999).

A fase cronica tem duracdo média de 4 a 5 anos. A caracteristica laboratorial,
fundamental, ao diagndstico, € a leucocitose com desvio ndo escalonado observado no
hemograma. A contagem de leucécitos encontra-se na faixa de 100.000/mm? a 300.000/mm?, as
custa do aumento de neutréfilos em diferentes estagios de maturagdo, com picos nos percentuais
de mieldcitos e neutrofilos segmentados (SPIERS, BAIN, TURNER, 1977). Blastos sdéo menos
que 2% no sangue periférico e menos que 5% na medula déssea. Basofilia estd usualmente
presente podendo ser observado também eosinofilia. Anemia normocrémica e normocitica é
comum. O nimero de plaquetas esta elevado em aproximadamente 50% dos pacientes ao
diagndstico. A contagem de plaquetas acima de 700.000/mm?® é considerada um indicador
prognostico desfavoravel (SOKAL, et al.,1984).
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A medula dssea é hipercelular, com intensa hiperplasia granulocitica, diferenciacdo
preservada, e uma relacdo mieldide: eritroide acima de 10:1. O numero de blastos é inferior a
10%. Hiperplasia megacariocitica pode ser observada. A biopsia ¢ssea ratifica a hipercelularidade
e é importante para avaliar a fibrose e a proliferacdo de fibras de reticulina (FARDEL, et al.,
1999).

Quando os sintomas aparecem, eles sdo relacionados a expansdo das células do clone
leucémico e consistem de fadiga, perda de peso e desconforto devido a esplenomegalia. A
leucocitose pode levar ao surgimento de sinais e sintomas relacionados a hiperviscosidade tais
como hemorragia retiniana, priapismo, acidente vascular, confusdo e estupor (FARDEL,
KANTARJIAN, TALPAZ, 1999).

Em pacientes ndo tratados e em uso de terapéutica baseada em drogas citorredutoras, apés
em media trés a cinco anos, o clone leucémico perde a capacidade de diferenciacdo e a doenca
progride. O reconhecimento da progresséo da doenga da fase cronica para as fases transformadas
(fase acelerada e fase blastica) é importante para o prognostico e tratamento (KANTARJIAN, et
al.,1988).

O diagnostico de fase acelerada, segundo a OMS, pode ser feito na presenca de qualquer
um dos seguintes parametros: 1 - persistente aumento dos leucdcitos ou do bago; 2- persistente
trombocitose ndo responsiva a terapia; 3 - persistente trombocitopenia; 4- evolucdo citogenética
clonal (KANTARJIAN, et al.,1988) 5 — basofilia acima de 20% no sangue periférico; 6 — 10% a
19% de mieloblastos no sangue periférico ou na medula 6ssea. O surgimento de anormalidade
clonal adicional a presenca do cromossomo Ph € suficiente para caracterizacdo da fase acelerada
(SWERDLOW et al., 2008).

A fase bléstica, é definida pela presenca de infiltracdo extramedular bléastica (CORTES,
TALPAZ, KANTARJIAN, 1996; FARDEL, KANTARJIAN, TALPAZ, 1999), ou mais que 20%
de blastos no sangue periférico e/ou medula 6ssea (SWERDLOW, et al., 2008).

Em 1/3 dos pacientes na fase aguda os blastos expressam marcadores linfoides e 2/3 dos
pacientes apresentam fenotipo de leucemia mieloblastica aguda ou indiferenciada
(KANTARIJIAN, et al, 1988). A linhagem dos blastos pode ser dificil de determinar pela
morfologia, sendo necesséria a analise citoquimica e imunofenotipica. A proliferacdo

extramedular de blastos se observa mais comumente na pele, linfonodo, baco, 0sso e sistema



18

nervoso central. A expectativa de vida é de 3 a 6 meses apds o inicio da crise blastica
(QUINTAS-CARDAMA, CORTES, 2006).

A andlise citogenetica € o teste padrdo ouro para o diagnostico de LMC, é também uma
ferramenta valiosa na deteccdo de anormalidades cariotipicas adicionais que ocorrem com a
resisténcia ao tratamento e a evolucdo da doenca (MITELMAN, 1993).

O cromossomo Ph é observado nas células nucleadas do sangue periférico e da medula
0ssea em 90% dos pacientes com LMC. Nos pacientes nos quais a citogenética falha em detectar
0 cromossomo Ph (10% dos casos), a analise molecular (FISH ou PCR qualitativo) ird detectar o
rearranjo BCR-ABL em até 50% destes casos (DEININGER, GOLDMAN, MELO, 2000;
BRANFORD, et al., 2004).

O estudo molecular ndo deveria substituir a citogenética tradicional uma vez que
anormalidades cromossémicas adicionais nas células Ph* poderiam ndo ser detectadas
(DEININGER, GOLDMAN, MELO, 2000; DEININGER, 2008).

Embora possua uma origem molecular comum caracterizada pelo cromossomo Ph, o
curso clinico da LMC é variavel, com alguns pacientes progredindo rapidamente enguanto outros
permanecem na fase crénica por um longo tempo (CORTES, TALPAZ, KANTARJIAN, 1996).

O prognostico da LMC pode variar significativamente mesmo entre pacientes que se
encontram na mesma fase da doenca. Estratégias para estratificacdo de risco sdo importantes
como um guia de prognostico e para o manuseio do paciente (SOKAL et al., 1984).

H& 2 grupos de fatores prognosticos a serem considerados em pacientes com LMC:
aqueles que podem ser identificados antes do tratamento e os que sdo identificados durante o
tratamento. Os principais fatores iniciais sdo a fase da doenca e o risco relativo (RR).

A fase da doenca influencia fortemente a resposta, a duracdo da respostas e a sobrevida
total sendo observados melhores resultados na fase crénica que na fase acelerada e na fase
acelerada que na crise blastica (QUINTAS-CARDAMA, CORTES, 2006).

Vaérias estratégias de estratificacdo de risco tém sido desenvolvidas na tentativa de
orientar 0 manejo do paciente (SOKAL et al., 1984; GRATWOHL, HERMANS,
NIEDERWIESER, 1993; HASFORD, PFIRRMANN, HEHLMAN, 1998).

O sistema mais extensivamente utilizado é o escore de Sokal, neste sistema a taxa de risco

de obito é calculada utilizando caracteristicas da doenga. Este sistema de escore estabelece trés
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grupos prognosticos com taxas de risco de menos que 0,8; 0,8 a 1,2 e mais que 1,2 com médias
de sobrevida de aproximadamente 4,5; 3,5 e 2,5 anos, respectivamente (SOKAL et al.,1984).

Apesar deste sistema de estratificacdo ter sido criado a partir da observacao de pacientes
tratados com drogas que atualmente ndo se encontram mais em uso tais como bussulfan, e
esplenectomia, estudos mais recentes tem demonstrado sua aplicabilidade em séries mais
modernas (BACCARANI et al., 2009).

Embora alguns fatores prognosticos tenham perdido seu valor preditivo com o uso de
inibidores de TKs, o escore de Sokal ainda € capaz de identificar pacientes com diferentes
probabilidades de responder ao imatinibe apesar de que os pacientes com escores de alto risco
apresentam agora uma melhor resposta (QUINTAS-CARDAMA, KANTARJIAN, TALPAZ,
2005).

O RR, baseado no sistema de Sokal consegue predizer a resposta citogenética. Os fatores
de significancia prognostica no sistema de Sokal séo idade superior a 60 anos, tamanho do baco,
plaquetas acima de 700.000, o nimero de baséfilos e de blastos no sangue periférico e medula
Ossea (SOKAL et al., 1984).

Outros sistemas de escore propostos sao o escore de Hasford, 1998 e o de Gratwohl, 1993
que foram desenvolvido para serem utilizado em pacientes tratados com IFN-a e submetidos a
transplante de células tronco, respectivamente.

A LMC tem uma incidéncia anual em todo o mundo de 1 a 2 casos por 100.000
habitantes. Dos 44.240 novos casos de leucemias diagnosticadas nos EUA, em 2007,
aproximadamente 4.600 foram LMC, representando em torno de 10% de todas as leucemias, com
incidéncia maior no sexo masculino (JEMAL, et al., 2007).

A média de idade de apresentacdo é de 45 a 55 anos, porém pode ocorrer em qualquer
idade (QUINTAS-CARDAMA; CORTES, 2006). Kalidas, Kantarjian, Talpaz (2001) observaram
a idade média de diagnostico entre 50 e 60 anos e o percentual de pacientes diagnosticados acima
de 60 anos variava de 12 a 30%. Em revisdo de Redaelli e colaboradores, 2004, foi observado
que a faixa etaria mais comum de apresentacdo da LMC era dos 40 a 60 anos. Pasquini e
colaboradores (2010) verificaram que a média de idade do diagnostico variava de acordo com a
regido estudada sendo mais elevada nos Estados Unidos (53 anos) e mais baixa na Asia, 41 anos.

O fator responsavel pela inducdo do cromossomo Ph é desconhecido, embora tenha sido
observado um aumento da frequéncia de LMC em individuos expostos a explosdo da bomba
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atomica, em 1945 no Japdo (MALONEY, LANGE, 1954; TANAKA et al, 1989) e em expostos
a radiacdo ionizante (DEININGER, et al, 1998) como radiologistas e pacientes tratados com
radioterapia (QUINTAS-CARDAMA; CORTES, 2006).

Na LMC, a molécula de &cido ribonucléico mensageiro (RNAm) transcrita do gene
hibrido, BCR-ABL, contem uma das duas juncdes, designadas e13a2 (formalmente b2a2) e el4a2
(b3a2). Ambos os RNAs sdo traduzidos em uma oncoproteina de peso molecular de 210 kD
(QUINTAS-CARDAMA; CORTES, 2006) necessaria e suficiente para induzir as alteracfes
observadas na fase cronica da LMC (DALEY, VAN ETTEN, BALTIMORE, 1990; DALEY,
VAN ETTEN, BALTIMORE, 1991; PEAR, et al., 1998).

O potencial leucemogénico da p210°“F*B" reside no fato de que a atividade TK ABL,
normalmente regulada, é constitutivamente ativada pela justaposicdo da sequéncia estranha do
BCR. O BCR age promovendo dimerizacdo da oncoproteina que fosforila as moléculas BCR-
ABL adjacentes. A atividade quinase descontrolada da BCR-ABL usurpa a funcéo fisioldgica da
enzima ABL normal, através da interacdo com uma variedade de proteinas efetoras (WILSON-
RAWS et al., 1996; MELO, HUGHES, APPERLEY, 2003 ou 2000).

Quatro principais mecanismos tem sido implicados na transformacao maligna pelo BCR-
ABL.:

Adesédo alterada ao estroma e matriz extracelular — a regulacdo da hematopoese
normal envolve a interagdo entre as células do estroma e as células progenitoras hematopoéticas.
A LMC é clinicamente caracterizada pela prematura liberacdo de células progenitoras da medula
0ssea, um fenbmeno que pode ser atribuido a defeitos nas propriedades de adesdo destas células.
Alguns eventos leucemogénicos como observados na LMC produzem seletiva vantagem de
crescimento pela diminuicdo da capacidade das células de aderir ao estroma da medula 6ssea
(GORDON, et al.,1987; VERFAILLIE et al., 1997).

Sinalizagdo mitogénica ativada — O BCR-ABL pode revogar a dependéncia aos
fatores de crescimento. Varios mecanismos podem ser operativos, incluindo ativacdo de
moléculas sinalizadoras intracelulares (ILARIA JR, VAN ETTEN, 1996), interacdo de receptores
de fatores de crescimento (por exemplo, receptores para interleucina-3 e fator de células tronco)
(WILSON-RAWLS et al., 1996; DONATO et al., 2001) e o aumento da expressdo dos proprios
fatores de crescimento (JIANG, et al., 1999).
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Reduzida apoptose — a expressdo da oncoproteina BCR-ABL prolonga a sobrevida das
células progenitoras miel6ides e granuldcitos maduros através da inibicdo da apotose. Este
mecanismo pode permitir as células acumularem alteracfes genéticas secundarias que tem um
papel importante na expanséo clonal, progressdo tumoral e resisténcia a terapia citotoxica (BEDI
etal., 1994).

Degradacdo de proteinas inibitérias da Abl TK — o dominio SH3 (Src-homology 3) tem
um papel critico na regulacdo da atividade TK da proteina Abl. a oncoproteina BCR-ABL induz a
degradacdo das Abl interactor proteins 1 and 2 (Abi-1 e Abi-2) as quais ativam a funcéo
inibitéria do dominio SH3. Portanto tal degradacdo é outra maneira através da qual BCR-ABL
induz transformacéo celular (DAL, et al.,1998).

Uma vez confirmado o diagnostico de LMC, o tratamento estd indicado em todos o0s
pacientes. Pacientes diagnosticados atualmente podem esperar ter uma sobrevida
substancialmente maior que pacientes diagnosticados ha 20 ou mesmo 10 anos atras em vista das
novas abordagens terapéuticas (CORTES, KANTARIJIAN, 2005).

O tratamento da LMC acompanhou a evolugdo do conhecimento sobre a patogénese desta
doenca conforme descrito por Geary, 2000, em sua revisdo histérica da LMC. No século XIX, era
utilizado arsénico. A irradiacdo esplénica foi utilizada como opgéo terapéutica a partir do final
do século XIX até meados do século XX (GEARY, 2000; TEFFERI, 2008).

O Bussulfan (Bus) foi introduzido em 1959, dez anos mais tarde hidroxiurea (Hu) se
tornou disponivel para o tratamento de LMC com demonstrado aumento da sobrevida em relacéo
ao Bus (HEHLMANN, et al., 1993). Tais agentes sdo capazes de normalizar rapidamente as
elevadas contagens de leucdcitos na fase cronica da doenca, porém ndo induzem remissao
citogenética, portanto ndo estdo associados a mudancas no curso natural da doenca
(HEHLMANN et al., 1993).

Na década de 70, transplante de medula déssea (TMO) e regimes de tratamento com
interferon alfa (INF-o) demonstraram ser mais eficazes que a quimioterapia convencional para o
tratamento da LMC, sendo potencialmente capazes de modificar a historia natural da doenca,
porém associados com diferentes taxas de riscos e beneficios (GRATWOHL, HERMANS,
NIEDERWIESER, 1993).

O TMO e considerado a Unica forma de tratamento curativa, cujo sucesso depende de
multiplos fatores como idade, fase da doenca, compatibilidade HLA, e esta associado a uma alta
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taxa de morbidade e mortalidade (GRATWOHL, HERMANS, NIEDERWIESER, 1993). O IFN-
o era a terapia padrdo para os casos de LMC na fase cronica até a descoberta do mesilato de
imatinibe (MI) (KANTARJIAN, TALPAZ, GUTTERMAN, 1987).

As pesquisas objetivando o tratamento da leucemia através da inibicdo do oncogene se
iniciaram na década de 90 (BURKE JR, et al, 1992) e culminaram em 1996 com a sintese do
composto GCP571148B (imatinibe) que inibe a Abl e vérias outras TKs (BUCHDUNGER et al,
1996), tais como c-Kit, fator de crescimento derivado das plaquetas alfa e beta (PDGF alfa e
beta) e gene relacionado ao Abl (ARG) (DRUKER et al., 1996; BERAN et al., 1998; DRUKER
etal., 2001).

O oncogene BCR-ABL funciona como um ativador natural da proteina TK. Esta proteina
liga-se ao ATP e transfere fosfato do adenosina trifosfato (ATP) para residuos de tirosina em
proteinas especificas. Estas proteinas, agora fosforiladas, tornam-se responsaveis por uma serie
de etapas que levam aos defeitos fisiopatoldgicos observados na LMC. Por essa razdo, sendo a
ligacdo do ATP com essa tirosina blogueada, todas as etapas envolvidas também serdo
bloqueadas. O conhecimento desse mecanismo foi essencial para o desenvolvimento de uma
terapia efetiva e seletiva paraa LMC (DEININGER, GOLDMAN, MELO, 2000).

Estudos clinicos estabeleceram a acdo do composto em pacientes com LMC (DRUKER et
al.,1996), e em 1998, Imatinibe foi introduzido no arsenal de drogas para o tratamento da LMC
(DEININGER, GOLDMAN, MELO, 2000).

A partir do ano 2000, Imatinibe se tornou o tratamento inicial para LMC, conduta que foi
respaldada por estudos populacionais International Randomized Study of Interferon and STI571
(DRUKER et al.,2001; DRUKER et al.,2006). A introducéo do imatinibe iniciou a era da terapia
molecular, com resultados marcantes, incluindo completa resposta citogenética em até 90% dos
pacientes e com resposta molecular na maioria (CORTES, KANTARJIAN, 2005).

O Imatinibe também induz resposta em uma significante percentagem de pacientes que se
encontram nas fases acelerada e blastica. Esta resposta é, porém, transitoria. Alguns pacientes
com LMC, particularmente, aqueles em estado avancado, poderdo apresentar resisténcia primaria
ou secundaria ao imatinibe (DRUKER, et al., 2006; MELO,CHUAH, 2007; BACCARANI, et
al., 2009).
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Novos inibidores das TKs Abl tem sido desenvolvidas com aumento da poténcia e menor
necessidade de ligacOes estritas, e em alguns casos com acdo inibitoria sobre outras quinases
envolvidas no mecanismo de resisténcia ao imatinibe (MELO; CHUAH, 2007).

Os agentes que blogueiam BCR-ABL de uma maneira ndo ATP-competitiva podem
representar uma alternativa para paciente que desenvolveram mutacdes, tornando-os insensiveis
ao imatinibe (MELO; CHUAH, 2007).

Nilotinibe (AMN107) - E estruturalmente ndo relacionado ao imatinibe, ele inibe
membros da familia de quinase Src. O Nilotinibe é 20 a 30 vezes mais potente que o imatinibe.
Este aumento de potencia se deve provavelmente a um melhor ajuste ao dominio da Kinase Abl.
O Nilotinibe inibe a atividade TK da maioria dos mutantes BCR-ABL clinicamente importantes
(O’HARE et al., 2005).

O dastinibe (354825) € um agente com capacidade inibitdria contra outras kinases, é um
ATP competitivo, inibidor duplo especifico para Src e Abl-kinase, com potencia 100 a 300 vezes
maior que o imatinibe. Assim como o nilotinibe, ele ndo inibe o mutante T3151 (LOMBARDO et
al., 2004; O’HARE et al., 2005).

E possivel que sé a inibicdo da BCR-ABL n#o seja suficiente para erradicar as células da
LMC, particularmente as células tronco quiescentes que sdo imatinibe insensiveis (BARNES,
MELO, 2006; QUINTAS-CARDAMA, CORTES, 2006).

Eventos imune-mediados tém papel importante na supressao do clone de LMC. O uso de
vacinas que elicitam resposta imune especifica dirigida a antigenos tumorais restritos a LMC
estdo em estudo (PINILLA-IBARZ, , KORONTSVIT, 2000; CATCHART , et al, 2004;
BOCCHIA, et al., 2005;. A imunomodulacdo também poderia eliminar pequena quantidade de
doenca residual (BARNES; MELO, 2006).

Estudos tém demonstrado que a inibicdo da formacdo de EROs atraveés do uso
concomitante de antioxidantes N acetilcisteina e vitamina E diminui a taxa de mutagénese e a
frequéncia de resisténcia ao imatinibe (KOPTIRA et al., 2006).

Algumas questdes permanecem a serem respondidas, porém ’A despeito de todas as
incertezas, as perspectivas de tratamento para pacientes com LMC nunca foram tdo claras”
(QUINTAS-CARDAMA; CORTES, 2006).
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1.2 Estresse Oxidativo

Oxigénio é uma molécula essencial para todos os organismos aerdbios e tem papel
predominante na geracdo de ATP. Espécies reativas sdo geradas, como subproduto, durante este
processo. Um desequilibrio entre a producdo de radicais livres e metabolitos reativos, e sua
eliminagdo pelos mecanismos protetores, os antioxidantes é definido como estresse oxidativo
(GUTTERIDGE, 1995).

A producdo de espécies reativas ou radicais livres € gerada durante o metabolismo
normal de toda célula eucarionte em diversas localizacGes celulares. As mitocondrias sao
consideradas as principais fontes de geracdo intracelular destas espécies, ocorrendo também no
reticulo endoplasmatico, no citosol e nos peroxissomas (GUTTERIDGE, 1995).

Os oxidantes sdo também gerados por diferentes tipos de radiacdo com a irradiacdo X
gerando radical hidroxila, irradiacdo com luz ultravioleta gerando estados eletronicamente
excitados com subseqiiente formacdo de radicais. Ultrassom e radiacdo de micro-ondas podem
também gerar EROs (SIES, 1997). Os radicais mais relevantes na regulagdo bioldgica séo:

Os formados durante o processo de reducdo do O, a agua, também conhecidos como espécies
reativas do oxigénio (EROs): O anion superoxido (O;), o peréxido de Hidrogénio (H,0,) e o
radical hidroxila HO™ (SIES, 1997);
O Oxido Nitrico (NO), produzido pela oxidag&o de um dos atomos terminais de nitrogénio da L-
arginina, processo catalizado pela enzima Oxido Nitrico Sintetase (NOS). Dependendo do meio
ambiente, NO pode ser convertido a varias outras espécies reativas de nitrogénio (ERNS) tais
como o cation nitrosénio (NO¥), o anion nitroxil (NO") ou peroxinitrito (ONOO") que podem
modificar macromoléculas incluindo proteinas lipidios e acidos nucléicos (MARLETTA, 1994).
Os radicais tém uma capacidade de reagir de maneira indiscriminada podendo lesar
qualquer componente celular. Para proteger os componentes celulares das lesdes induzidas por
estes radicais, existem defesas antioxidantes (SIES, 1997).

Na definicdo de Halliwell e Gutteridge, 1997, “antioxidante é qualquer substancia que,
quando presente em baixas concentracdes comparado com a concentracdo do substrato oxidavel,
significantemente diminui ou inibe a oxidag¢@o daquele substrato”.

Os principios basicos que regem as funcGes antioxidantes séo:
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1 — Prevencdo - A primeira linha de defesa contra as espécies reativas de Oxigénio € a
protecdo contra a sua formacdo. A quelacdo de metais, principalmente cobre e ferro, é o principal
mecanismo de controle da peroxidacao lipidica e fragmentacdo do DNA. Portanto a ligacdo das
proteinas ferritina, transferrina, ceruloplasmina e outras metalotioninas aos metais, sdo de
importancia central no controle de ragdes potencialmente geradoras de radicais.

2 — Interceptacdo - este € o dominio dos antioxidantes propriamente ditos. Os radicais
lesivos, uma vez formados, séo interceptados para prevenir as suas acdes deletérias.

3 - Reparo e eliminacdo de moléculas com danos excessivos — Os processos de prevencao
e a interceptacdo ndo sdo completamente efetivos. Produtos de lesdes oxidativas podem se
acumular causando lesdo no DNA na forma de bases lesadas, quebras de fitas de DNA simples ou
dupla; danos na membrana e lesdes protéicas e em outros compostos. Existem mdltiplos sistemas
enzimaticos envolvidos no reparo do DNA, enzimas lipoliticas e proteoliticas capazes de restituir
fungdes ou mesmo substituir compostos extremamente lesados (SIES,1993).

A funcgéo de interceptar os radicais lesivos pode ser realizada pelos antioxidantes néo-
enzimaticos e os antioxidantes enzimaticos.

1 - Os antioxidantes ndo enzimaticos estdo envolvidos nos processos de desativacao, isto
é, a formacédo de ndo radicais e produtos finais ndo reativos a partir de compostos radicais ou a
transferéncia de radicais livres de sitios mais sensiveis para compartimentos celulares no qual o
estresse oxidativo possa ser menos deletério. Em geral, isto significa transferir os agentes
oxidantes de fases hidrofobicas para fases aquosas, isto €, da membrana para o citosol ou da
lipoproteinas para o meio aquoso do plasma (YOUNG, WOODSIDE, 2001).

Os Antioxidantes ndo enzimaticos, em sua maioria sdo exdgenos, ou seja, necessitam ser
absorvidos pela alimentacdo apropriada. Entre os antioxidantes ndo enziméaticos podemos citar as
vitaminas Lipossollveis (vitamina A, vitamina E, beta-caroteno) e Vitaminas Hidrossollveis
(vitamina C, vitaminas do complexo B) os oligoelementos (Zinco, cobre, selénio, magnésio etc.),
os bioflavondides (derivados de plantas) e os tidis antioxidantes (Glutationa, Thioredoxina e
Acido Lipoico) que sdo radicais hidrofilicos decompositores (BECKMAN, AMES, 1998).

A capacidade antioxidante dos compostos Tiois é devido ao a&tomo de enxofre que
facilmente aceita a perda de um elétron ((KAROUI et al.,1996; SIES,1997).
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As principais fungdes protetoras da glutationa contra o estresse oxidativo s&o: agir como
cofator para varias enzimas detoxificantes; participar do transporte de aminoécidos através da
membrana plasmatica e decompor radicais hidroxila (MEISTER, ANDERSON, 1983).

Elevados niveis de GSH séo observados em varios tipos de células cancerosas e tumores
solidos tornando estas células mais resistentes a quimioterapia. CALVERT, et al., 1998;
BALENDIRAN, DABUR, FRASER, 2004; ESTRELA, ORTEGA, OBRADOR, 2006).

2 - Antioxidantes enzimaticos — todas as células eucarioticas possuem poderosas enzimas
antioxidantes. As enzimas antioxidantes catalizam a quebra dos radicais livres principalmente no
meio intracelular (SIES, 1993).

As trés principais classes de enzimas antioxidantes sdo:

Superoxido dismutase (SOD) que representam o principal sistema antioxidante
enzimatico intracelular: Cobre e Zinco superdxido dismutase (Cu, Zn-SOD) no citoplasma e
manganés Superdxido Dismutase (Mn-SOD) na mitocdndria, rapidamente e especificamente
reduzem HO™ a H,0, (MARKLUND, 1982; MATES, PEREZ-GOMEZ, DE CASTRO, 1999);

Glutationa peroxidase (GSH-Px) catalisa a oxidacdo da glutationa através da
conversdo do hidroxiperoxido que pode ser peréxido de hidrogénio ou outra espécie tais como
hidroxiperoxido lipidico. A glutationa peroxidase parece ser o principal mecanismo de
decomposic¢do do perdxido de hidrogénio no citosol (MEISTER, ANDERSON, 1983);

Catalases (CAT) cataliza os dois estagios de conversao do peroxido de hidrogénio
a agua e oxigénio. Esta localizada dentro das células, nos peroxissomos, que também contem a
maioria das enzimas capazes de gerar peroxido de hidrogénio. (KIRKMAN, GALIANO,
GAETANI, 1987).

Alem disso existem enzimas com funcdo antioxidante indireta; Glutationa S redutase
(GSSG-redutase) que repbe a GSH a partir da GSSG; e Glutationa S transferase (GSSG-
transferase) responsével pelo transporte e eliminacdo de compostos reativos e pelo sistema de
transporte para os conjugados S-glutationa (SIES, 1997).

Quando h& um desequilibrio entre espécies reativas e antioxidantes dentro da célula, nas
membranas e no espaco extracelular, com aumento das espécies reativas pode ocorrer leséo de
importantes biomoléculas e células, com potencial impacto em todo o organismo (REUTER et
al., 2010).
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As principais acBes das espécies reativas nos sistemas bioldgicos sdo: peroxidacao
lipidica, oxidacdo protéica e dano ao DNA.

A peroxidacdo lipidica um processo através do qual as EROs agridem o0s &cidos graxos
polinsaturados dos fosfolipideos das membranas das células, desintegrando-as e permitindo, desta
feita, a entrada dessas espécies nas estruturas intracelulares, resultando na ruptura das membranas
celulares (bombas Na/K e Ca/Mg); Mutacbes do DNA; Oxidagdo dos lipidios insaturados;
Formacdo de residuos quimicos como o malonaldeido; Comprometimento dos componentes da
matriz extracelular, proteoglicanos, colageno e elastina (GUTTERIDGE,1995).

A modificacdo protéica determinada pelas EROs ¢é iniciada principalmente por reacfes
com radical hidroxila (OH"). Coletivamente os radicais formados neste processo podem levar a
oxidacdo de residuos de aminoacidos das cadeias laterais, formacdo de ligacdes cruzadas entre
proteinas e oxidacdo do arcabouco resultando na fragmentacdo protéica (BERLETT,
STADTMAN, 1997).

A oxidacdo de residuos de aminoacidos que contem enxofre, sdo particularmente sensiveis
a acdo das EROs porem sdo 0s Unicos que podem converter 0s seus residuos oxidados a sua
forma ndo modificada. Portanto sdo as unicas modificacBes oxidativas protéicas passiveis de
reparacao.

A clivagem oxidativa de proteinas leva a formacao de derivados carbonil que podem ser
usado como marcador de oxidacdo protéica mediada por EROs. O nivel intracelular de proteina
oxidada reflete o equilibrio entre a taxa de oxidacdo protéica e a taxa de degradacdo de proteina
oxidada que também é dependente de muitas variaveis, incluindo a concentracdo de proteases
cuja acdo litica pode gerar inumeros fatores que, por sua vez, podem afetar sua atividade
proteolitica (BERLETT, STADTMAN, 1997).

Danos ao DNA tem sido observado em muitos tipos de células, de invertebrados a
mamiferos, e em resposta a formas multiplas e diferentes de estresse oxidativo. O O,e 0 H,0,
ndo estdo envolvidos diretamente em danos ao DNA, entretanto, sua interagdo com metais de
transicdo, por meio da reacdo de Fenton, promove oxidacdo dos filamentos de DNA e
modificacfes em sua base. Em situacdes de estresse cronico, EROs sdo produzidas ao longo do
tempo e entdo pode ocorrer dano significativo na estrutura e na funcdo celular, podendo levar a

mutacdes somaticas e transformacao neoplésica (FANG; SEKI; MAEDA, 2009).
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A observacdo do aumento do estresse oxidativo em condigdes patoldgicas tem sugerido o
uso de biomarcadores de estresse oxidativo/nitrosativo para o desenvolvimento de novas
estratégias diagnosticas, terapéuticas e preventivas para impedir ou retardar o desenvolvimento
de complicacdes.

Produtos da peroxidacéo lipidica tem sido comumente utilizado como biomarcadores do
estresse e dano oxidativo. A peroxidacdo lipidica gera uma variedade de produtos finais de
decomposicdo relativamente estaveis. Os reativos de aldeido alfa beta insaturados, tais como
malonaldeido (MDA), 4 hidroxi 2 nonenal (HNE) e 2-propenal (acroleina) e isoprostano podem
ser medidos no plasma e urina como um indice indireto de estresse oxidativo (DALLE-DONNE,
et al, 2006).

A técnica mais largamente utilizada para avaliar a peroxidacdo lipidica ¢ a analise do
TBARS que inclui MDA. MDA ¢é um cetoaldeido produzido pela decomposicdo peroxidativa de
lipidios insaturados (DALLE-DONNE, et al, 2006). TBA reage com o MDA e produz um
cromogeno que pode ser quantificado pelo espectofotdmetro (DRAPER, HADLEY,1990).

Autores tem medido as concentracdes de GHS e GSSG no sangue total ou hemacias,
comparando os resultados obtidos em individuos saudaveis com os encontrados em pessoas
afetadas por varias doencas, reportando a correlacdo entre a doenca e as alteracBes nas
concentragdes de GSSG, GSH ou GSH/GSSG (ISIDORIO, SILVEIRA, 2008)

Na inativacdo de um agente oxidante ocorre producdo de GSSG e deplecdo de GSH. Em
situacbes em que o sistema redox estd integro, havera recuperacdo da GSH via glutationa
redutase na presenca de NADPH (ISIDORIO, SILVEIRA, 2008).

A formacdo de compostos carboniol € o mais largamente utilizado marcador de severa
oxidacao protéica (DALLE-DONNE et al, 2006).

As EROs geram sob certas condicGes lesdo no DNA da célula, e varias técnicas tem sido

desenvolvidas para medir as modificaces observadas nas bases do DNA.
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1.3 Estresse oxidativo e cancer

A superproducdo de EROs ou a supressao da habilidade celular de eliminar as EROs ,
pode resultar num aumento de espécies reativas no meio intracelular, levando a lesdo celular
incluindo peroxidacdo lipidica, modificacGes oxidativas do DNA, oxidagdo protéica e inativacdo
enzimética (REUTER et.al, 2010).

O acumulo de leséo oxidativa tem sido implicada na formacéo de varios tipos de doencas,
inclusive cancer (KLAUNIG et.al, 1998).

Os efeitos bioldgicos do estresse oxidativo no cancer sdo multiplos e ndo lineares (FANG,
SEKI, MAEDA, 2009).

A lesdo oxidativa aguda pode produzir morte celular seletiva e aumento compensatorio da
proliferacdo celular que pode resultar na expansao clonal seletiva de células preneoplasicas
latentes. Niveis baixos ou intermediarios de estresse oxidativo, lesdo oxidativa subletal, sdo mais
efetivos em produzir lesbes do DNA causando mutagdo, reacdo inflamatéria e finalmente
induzindo a carcinogénese (MARTINDALE; HOLBROOK, 2002; FANG, SEKI, MAEDA,
2009).

Espécies reativas de oxigénio tem um potencial carcinogénico pois elas facilitam a
mutagénese, a promoc¢do e progressao tumoral (DREHER, JUNOD,1996). EROs tem sido
consideradas como uma classe enddgena de carcindgeno visto que desencadeia mutagcdo nas
células (GUYTON, KENSLER, 1993; CERUTTI, 1994; FANG; SEKI; MAEDA, 2009).

O estagio inicial envolve uma mutacdo somatica e ndo letal que confere vantagem de
crescimento. Espécies reativas podem mediar esta ativacdo Inicial através da formacéo de bases
de DNA hidroxiladas, uma lesdo oxidativa comum considerada um importante evento na
carcinogénese, pois interfere com o crescimento celular normal causando mutagdes genéticas e
alterando a transcricao génica normal.

O estagio de promoc¢édo tumoral envolve uma expansao clonal seletiva da populacdo de
celulas mutadas através do aumento da divisdo celular e/ou diminuicdo da morte celular.
Patologicamente, resultando na formacdo de uma lesdo paraneoplasica (GUYTON, KENSLER,
1993).



30

As proprias células iniciadas, e as células inflamatdrias sdo fontes de EROs. Estas
multiplas fontes de EROs podem contribuir para o persistente estresse oxidativo que resulta em
alteracdes fisiopatoldgicas e permitem o crescimento destas células preneoplasicas (KLAUNIG
et.al, 1998).

Altos niveis de espécies reativas podem alterar as vias de sinalizagdo através de lesdo
oxidativa da membrana celular, de mudancas na atividade enzimatica e/ou de ativacdo dos fatores
de transcricdo, que sdo proteinas de baixo peso molecular que se ligam a regido promotora do
gene e regulam a transcricdo dos genes envolvidos no desenvolvimento, crescimento e
envelhecimento celular (VELLANOWETH; SUPRAKAR; ROY, 1994).

O estresse oxidativo esta envolvido no processo de regulacdo da localizacdo subcelular
dos fatores de transcricdo, do citoplasma para o ndcleo. A localizacdo nuclear dos fatores de
transcricdo € um dos primeiros passos para que tais fatores iniciem suas atividades (REUTER et
al, 2010).

No estdgio de progressdo tumoral, o estresse oxidativo tem um papel direto no
desenvolvimento das caracteristicas das células malignas, tais como crescimento descontrolado e
instabilidade genémica.

Através do processo de carcinogénese surgem células com genes supressores de tumor
deletados e oncogenes ativados e capazes de produzir seus proprios fatores de crescimento
(TOYOKUNI et al, 1995).

Inimeros fatores de estresse celular, inclusive EROs sdo responsaveis por caracteristicas
das células tumorais tais como sobrevida, proliferacdo, invasao, quimioresisténcia,
radioresisténca e autorenovacdo que fornece indesejavel vantagem as células malignas
(TOYOKUNI etal, 1995). Células cancerosas possuem mecanismos antioxidantes super
regulados que irdo protegé-las contra as espécies reativas de oxigénio ou utiliza-las a seu favor
(TOYOKUNI et.al, 1995).

A producdo de EROs pode ser necessaria porem n&o suficiente para induzir o crescimento
da célula maligna (DROGE, 2002). Fatores adicionais tais como defeito na imunovigilancia bem
como alteracOes hereditarias na expressdo de genes regulatorios de antioxidantes naturais podem
fornecer o ambiente necessario para 0 acimulo de aberracbes no DNA mediada por EROs
(PENSERGA; SKORSKI, 2007).
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1.4 Estresse oxidativo e LMC

Estresse oxidativo, radiacdo, quimicos genotdxicos e ou estresse de replicacdo podem
induzir quebras de dupla fita de DNA. O reparo infiel destas quebras pode fazer surgir
translocacfes cromossdmicas reciprocas. Os genes que codificam tirosinas kinases (TK) sdo alvo
destes mecanismos de erros genéticos, resultando na geracdo de genes quimeéricos que codificam
tirosinas kinase de fusdo (TKF). As TKF apresentam atividade kinase descontrolada que levam
ao desenvolvimento de neoplasias (PENSERGA, SKORSKI, 2007).

A proteina BCR-ABL, resultado da translocacédo (9:22), € uma TKF associada a LMC e a
um grupo de LLA. A constitutiva atividade kinase desta oncoproteina é responsavel pelo
aumento de leucdcitos, caracteristica da fase cronica da LMC. Além da proliferacdo desregulada,
na auséncia de fatores de crescimento as TKFs protegem as células malignas contra a apoptose e
levam também a desregulacdo da diferenciacdo e da adesdo (BEDI et al., 1994; GORDON et
al.,1987; WILSON-RAWLS, et al., 1996; DONATO, et al., 2001; PENSERGA; SKORSKI,
2007).

As TKFs tem um papel importante na modulacdo da resposta a leses no DNA,
aumentando a habilidade das células malignas de sobreviver ao estresse genotdxico e oxidativo
gue normalmente induziriam resposta apoptética em células ndo leucémicas (AMARANTE et.al.,
1998).

As principais linhas de defesa elucidadas pela atividade kinase BCR-ABL para dotar as
células fenotipicamente anormais de mecanismos de vantagem de crescimento sao:
Estimulo de proteinas antiapoptoticas tais como BCL2 e BCL-X (AMARANTE, et.al, 1998) e
inibicdo das proteinas proaptoticas BAD e BAX como foi demonstrado por Yoshida e
colaboradores, 2007.
Prolongamento das fases S e G,/M do ciclo celular, estendendo o tempo de reparo bem como
ativando os mecanismos de reparo (SLUPIANEK et al., 2006; PENSERGA, SKORSKI, 2007).
Aumento da atividade dos mecanismos de reparo de quebras de duplas fitas de DNA (TAKEDA,
SHIBUYA, MARU, 1999).

Tais mecanismos facilitam a instabilidade genémica manifestada pelo acumulo de

aberracbes cromossémicas e mutaces levando & progressdo da LMC para as fases mais
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avancadas (fase acelerada e crise blastica) e aquisicdo de resisténcia as moléculas inibidoras das
TKFs, como o Imatinibe (HOCHHAUS et al., 2002; BURKE; CARROLL, 2010)

As células BCR-ABL positivas sdo fonte de EROs as quais causam lesdo oxidativa no
DNA, contribuindo também para a geracdo de mutacbes. EROs trabalham em conjunto com
BCR-ABL para introduzir novas mutagdes na proteina de fusdo, incluido aquelas que codificam
resisténcia ao imatinibe. A inibicdo da BCR-ABL associado a acéo de antioxidantes poderia evitar
0 processo ciclico de mutagénese (KOPTYRA et al., 2006).

Identificar abordagens que reduzam mutacdes na kinase oncogénica pode ter um grande
impacto na eficiéncia terapéutica da LMC. Avaliar os fatores e mecanismos responsaveis pela
resisténcia a morte celular induzida pelos EROs ainda ndo estdo totalmente elucidados. Entender
estes mecanismos pode levar a um maior avango na prevencdo da evolugdo e no tratamento da
LMC (YOSHIDA et.al., 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Determinar o perfil oxidativo dos pacientes com LMC acompanhados no ambulatério de
hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC-UFC).

2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o perfil clinico (fase da doenca e escore de Sokal) e demogréfico (idade, sexo)
dos pacientes com LMC, ao diagnostico;

e Comparar os pacientes em relacdo a atividade da doenca com o uso de medicamentos e
com o tempo de doenca;

e Comparar os parametros do perfil oxidativo dos pacientes portadores de LMC
estratificados pela a atividade da doenca;

e Comparar o perfil oxidativo, dos pacientes com doenca ativa estratificados pela inibidor
TK em uso (12 geracdo ou 22 geracao);

e Comparar o perfil oxidativo dos pacientes com LMC em uso de imatinibe estratificados
pela atividade da doenca;

e Confrontar o perfil oxidativo dos pacientes com LMC estratificados pelo tempo de

doenca.
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3 CASUISTICA E METODOS

3. 1 Casuistica

3.1.1 Grupo de estudo

O estudo foi do tipo transversal, em 30 pacientes adultos, de ambos 0s sexos, com o
diagnostico de LMC segundo os critérios de classificacdo da OMS (SWERDLON et al., 2008),
acompanhados no ambulatério de hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC). Os pacientes foram selecionados de forma aleatéria obedecendo aos critérios de

inclusao e exclusdo definidos abaixo.
Critérios de Inclusado

Pacientes adultos de ambos os sexos, com diagnostico clinico e laboratorial (hemograma,
mielograma, citogenética e/ou molecular) de LMC, que estavam em uso de inibidores TK
acompanhados no ambulatoério de hematologia do HUWC-UFC /[HEMOCE.

Critérios de exclusado

Pacientes com o diagndstico de LMC na auséncia de tratamento com inibidores de TK ou
com avaliagdo citogenética ou molecular hd mais de 6 meses, em relacdo a época do estudo.

Pacientes que se recusaram a participar do estudo.

3.1. 2 Grupo controle

O grupo controle foi constituido por 20 individuos adultos, de ambos os sexos, com idade

variando de 23 a 50 anos, supostamente sadios, selecionados aleatoriamente entre os doadores de
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sangue do HEMOCE, néo tabagistas e nem etilistas e que ndo estavam fazendo uso de

suplementos vitaminico (Vitamina C e/ou vitamina E).

3.1.3 Obtencéo dos dados

Foram obtidas informagBes, nos prontudrios dos pacientes localizados no Servigo de
Arquivo Médico-Hospitalar (SAME), do HUWC, e anotadas em ficha clinica padronizada
(Apéndice 1, pag. 92), a qual continha a identificacdo dos pacientes, dados demograficos, clinicos

e exames complementares, ao diagndstico e durante o estudo.
3.2. Estratificacdo do Grupo de estudo

3.2.1 Estratificacao em relacdo a atividade ou ndo da doenca

Os pacientes com LMC foram estratificados em dois grupos, de acordo com as evidéncias
de atividade da doenca, definidas levando-se em conta: 1 - avaliacdo clinica; 2 - hemograma e 0s
estudos citogenéticos e molecular realizado dentro do periodo de no maximo 6 meses antes da
avaliacdo do perfil oxidativo de acordo com as recomendacBes para monitoramento individual
dos pacientes com LMC em uso de inibidores TK (BACCARANI et al., 2009).

Grupo 1 - Sem evidéncias de atividade da doenca
Critérios clinicos e hematoldgicos
Baco impalpavel
Leucocitos < 10.000/mm°
Plaquetas < 450.000/mm°
Auséncia de células imaturas no sangue periférico

Basofilos < 5%.
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Obs.: pacientes que apresentavam contagem plaquetas abaixo de 150.000/mm® porem

igual ou superior a 100.000/mm?® ndo foram considerados como em atividade da doenca sendo
esta citopenia imputada a medicacdo (TALPAZ et al.,2006; KANTARJIAN, et al.,2006;
KANTARIJIAN, et al.,2011; GNONI et al., 2011).

Critério Citogenético
Auséncia de Cromossomo Ph nas metafases analisadas
Critério Molecular

Queda no nimero de transcritos BCR-ABL da ordem de 3 ou mais Logs. Baseado

no estudo IRIS que forneceu evidéncias que a reducado de transcritos BCR-ABL de 3 logs ou mais

estava associada a maior sobrevida livre de doenca (BACCARANI et al., 2009).

Grupo 2 - Com evidéncias de doenca em atividade

et al., 2009).

Critérios clinicos e hematoldgicos (Qualquer um dos abaixo listados)

Baco palpéavel

Leucécitos > 10.000/mm?

100.000/mm?*> Plaquetas > 450.000/mm?®

Presenca de células imaturas no sangue periférico
Basofilos > 5%.

Critério Citogenético

Presenca de Cromossomo Ph nas metafases analisadas
Critério Molecular

Queda no numero de transcritos BCR-ABL de 2 Logs ou menos. (BACCARANI
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3.2.2 Estratificados de acordo com o tipo de inibidor de TK

Os pacientes foram estratificados quanto ao uso de Imatinib ou inibidores de 22 geracéo

de TK no momento do estudo.

3.2.3. Estratificados de acordo com o tempo de doenca

Os pacientes foram estratificados de acordo com o tempo de doenca, no momento do
estudo, tendo como pardmetro a data do diagnédstico: 3 a 5 anos, 6 a 10 anos e > 10 anos de
doenca.

3.3. Local do Estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Hemoglobinopatias e Doencas
Genéticas Hematoldgicas (LPHDGH) do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas do
Curso de Farmécia da Universidade Federal do Ceara (UFC), no periodo de maio a outubro de
2010.

3.4 Aspectos Eticos

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do HUWC, tendo sido
emitido parecer favoravel para a execucéo da pesquisa, sob o protocolo N° 042.05.10.
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 1 Pag. 95), foi assinado

pelos pacientes e pelos voluntarios (doadores de sangue) utilizados como controle.
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3.5 Métodos

3.5.1 Coleta e processamento das amostras

As amostras foram coletadas seguindo o procedimento padrdo. Foram coletados 10 mL de
sangue venoso em tubos de coleta a vacuo contendo heparina para a realizacdo das dosagens dos
marcadores do perfil oxidativo (MDA e NO;) e das dosagens das enzimas antioxidantes (CAT e
GSH-PXx), e tiois: Glutationa Reduzida(GSH), glutationa oxidada(GSSH) e glutationa total.

As amostras foram encaminhadas para o laboratério de Hemoglobinopatias e Genética das
Doencas Hematoldgicas (LHDGH), do Curso de Farmécia da UFC onde foram centrifugadas
durante 10 minutos a 3.000 rpm. O plasma sobrenadante foi retirado, separado em aliquotas em
triplicata, enumerados e armazenados a -80°C, para posterior analise. O hemolisado eritrocitario
foi obtido da amostra com anticoagulante heparina ap6s processo de remog¢do completa do
plasma e da camada leucocitaria por aspiracdo, de sucessivas lavagens com solucao salina (NaCl
0,9%) e da hemdlise por adicdo de adgua destilada 1:1. O hemolisado foi alicotado em triplicata,
identificados e armazenado em freezer a -80° C até a andlise. Ambas as amostras foram

armazenadas até a analise, cerca de 2 meses apds a coleta.

3.5.2 Analises do Perfil oxidativo

Protocolo para determinacdo da concentracdo de Nitrito (NO;) (GREEN et.al., 1982)

Este método se baseia na detecgdo da presenga de nitrito em amostras bioldgicas (urina,
plasma, homogenado tecidual) através de uma reacdo de diazotizacdo com formacdo de um
cromoforo de cor résea. O método consta da adigao de 100 pLL da amostra plasmatica em 100 uL
do reativo de Griess (sulfanilamida 1% cloridrato de N-(1-naftil)-etilenediamina (NEED) 0,1% /
H3PO,4 5% / agua destilada na proporcéo de 1:1:1) e absorbancia medida em leitor de microplacas
em 540 nm. A curva padrdo foi elaborada com varias concentra¢6es de NaNO, (variando de 0,75

a 100 uM) sob as mesmas condicbes. Os brancos foram preparados pela adicdo de 100 uL do
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reativo de Griess a 100 uL do plasma e a absorbancia foi medida em leitor de microplacas em
560 nm.

Protocolo para determinacdo da concentracdo de Malonaldeido (MDA) (DRAPER,
HADLEY, 1990)

O método mais empregado para determinacdo do MDA em amostras bioldgicas é baseado
na sua reacdo com o acido tiobarbitdrico -TBARS. Nessa reacdo, duas moléculas de TBARS
reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar um croméforo réseo que
tem absorbancia maxima em solugdo acida em 532nm a 535nm. A quantificacéo foi realizada por
espectrofotometria de acordo com o protocolo empregado, que consiste na incubagdo de 150uL
de plasma em banho-maria a 37° por 1 h, seguido por adigdo de 200uL de acido perclorico a
35%, para precipitar as proteinas. Em seguida realizou-se a centrifugacdo a 14.000rpm por 10
min, apos, foi adicionado ao sobrenadante, 100uL de uma solugdo de tiobarbiturato de Sédio a
0,6%. A amostra permaneceu em banho-maria aquecido entre 90 e 100°C por 30 min. Apos

resfriada, a absorbancia foi medida em leitor de microplacas a 560nm.

Protocolo para determinacgdo da atividade enzimatica da catalase (CAT) (AEBI, 1984)

A atividade da CAT nos eritrocitos foi determinada por método espectrofotométrico em
ultravioleta a 240nm, baseado na monitoriza¢cdo da decomposicdo de H,0,. Os valores brutos
obtidos em Aa (delta/min) foram corrigidos por um fator de corre¢do de decaimento da atividade
por diluicdo do hemolisado, divididos pela absortividade molar de H,O; a 240nm (¢ 0,0394 L

mmo®1mm™).
Protocolo para determinacéao da atividade enzimatica da glutationa peroxidase (GSH-Px)

A medida da GSH-Px nos eritrocitos foi determinada utilizando o kit Glutathione
Peroxidase Cellular Activity Assay® (Sigma-Aldrich). O kit utiliza método de determinacdo
indireta da enzima. A analise é baseada na oxidacao da glutationa reduzida (GSH) para glutationa
oxidada (GSSG), catalizada pela GPx utilizando a glutationa redutase(GR) e fosfato de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH). A diminui¢do na absorbancia do NADPH medida
a 340 nm, durante a oxidagdo de NADPH para NADP é indicativo da atividade de GPx.
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Determinacdo das concentacdes de Glutationa

A determinacdo das concentracdes de Glutationa Total, GSH e GSSG foram realizadas
utilizando o método empregado no kit Total Glutathione Activity® (Assay Designs, Inc). A
quantificacdo da Glutationa Total utiliza um método otimizado de reciclagem enzimética. A GR
reduz a GSSG a GSG. O grupo sulfidril da GSH reage com o reagente de Ellman, o acido 5,5’-
dithiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), produzindo um &cido de cor amarela, o acido 5,5-thio-2-
nitrobenzoico (TNB), que é determinado espectrofotometricamente em uma absorbancia entre
405 a 414 nm. A taxa de producdo de TNB é diretamente proporcional a concentracdo de
Glutationa total na amostra. A medicdo da absorbancia do TNB fornece uma estimativa precisa

da glutationa na amostra.

3.6 Descarte do Material Biolégico

O descarte do material bioldgico foi realizado segundo a resolucéo da diretoria colegiada
—RDC 306, de 7 de dezembro de 2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

3.7 Anélise Estatistica

Os dados coletados foram organizados em planilha eletrdnica Microsoft Excel® para a
analise estatistica de dados ndo paramétricos foi utilizado o ANOVA® e o Teste de multiplas
comparagdes de Tukey. Para todos os testes foi considerado o nivel minimo de significancia de
5% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 caracteristicas socio demograficas dos pacientes

Participaram do estudo 30 pacientes com diagnéstico de LMC, sendol4 do sexo
masculino e 16 do sexo feminino, todos classificados como pardos (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo dos pacientes quanto ao sexo (n=30)

Sexo Pacientes n=30 %
Masculino 14 47,7
Feminino 16 53,3

Fonte: Dados da pesquisa, 2011
A idade dos pacientes variou de 22 a 73 anos, com média de 44,13 anos. O pico de
prevaléncia foi observado na faixa etaria de 31 a 40 anos. (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuicdo dos pacientes por faixa etaria

Faixa etaria Pacientes n=30 %
22 a 30 anos 6 20
31 a 40 anos 10 33,3
41 a 50 anos 3 10
51 a 60 anos 6 20
61 a 70 anos 4 13,3
Acima de 70 anos 1 3,3

Fonte: Dados da pesquisa, 2011

4.2 Caracterizacao clinica dos pacientes ao diagndéstico

Ao diagnostico, 83,3% dos pacientes se encontravam na fase cronica da doenga como se

observa pela tabela 3. Nenhum paciente do estudo foi diagnosticado em crise blastica.
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Tabela 3 — Distribuicdo dos pacientes de acordo com a fase da doenca ao diagnostico. (n=30)

Fase da doenga Pacientes n=30 %
Cronica 25 83,3
Acelerada 5 16,7

C. Blastica 0 0

Fonte: Dados da pesquisa, 2011
O prognostico dos pacientes foi avaliado através do sistema de prognostico de Sokal,

conforme dados apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Distribuicdo dos pacientes quanto ao escore de Sokal (n=30)

Escore de Sokal Pacientes (n=30) (%)
Baixo 8 26
Intermediario 11 37
Alto 11 37

Fonte: Dados da pesquisa, 2011

4.3 Caracterizacao clinica atual dos pacientes

Na figura 1 se observa que 6 pacientes foram classificados como pertencentes ao grupo 1,
sem evidéncias de atividade da doenca. A grande maioria dos pacientes, 24, foi classificada como
pertencente ao grupo 2, isto é apresentava evidéncias de atividade da doenca. Todos 0s pacientes
do grupo 1 estavam em uso de imatinibe. Seis pacientes do grupo 2 tambem faziam uso de

imatinibe, 10 estavam em uso de nilotinibe e 8 pacientes estavam em uso de dasatinibe.



43

Figura 1 - Distribuigcdo dos grupos quanto & medicacdo em uso
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Fonte: Dados da pesquisa, 2011

Entre os pacientes com mais de 5 anos de diagnostico havia 2 pacientes que estavam com

mais de 10 anos de doenca (19 e 24 anos), tais pacientes se apresentavam com doenga em
atividade (figura 2).

Figura 2 — Distribuicdo dos pacientes quanto ao tempo de doenga e ao nivel de atividade da
doenca.
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B GRUPO 1 sem atividade da doenca

B GRUPO 2 com atividade da doenca

0 _ T .

até 5 anos 6al0anos acimade 10 anos

Fonte: Dados da pesquisa, 2011
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O tempo médio de diagndstico da doenca, nos pacientes do grupo 1 foi de 4,2 anos. O
grupo 2 tinha em média 7 anos de doenca (figura 3).

Figura 3 — Distribuicdo dos pacientes estratificados pelo nivel de atividade da doenca quanto ao

tempo médio de doenca.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2011

4.4 anélise dos parametros do perfil oxidativo nos pacientes estratificados de acordo com a

atividade da doenca

4.4.1 Marcadores do estresse oxidativo

Os niveis de MDA se apresentaram elevados nos grupos de pacientes, em comparacao
com o grupo controle, observando-se diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Na
comparagdo dos grupos de pacientes entre si ndo foi observado diferencga significante embora
tenha havido discreto aumento nos pacientes sem atividade em relacdo aos com atividade (Figura
4).

Diferenca estatisticamente significante (p<0,01) foi observada entre as concentragdes de
nitrito do grupo controle e do grupo formado por todos os pacientes com doenca em atividade. Os

pacientes classificados como estando com doenca sem atividade, embora apresentassem niveis de
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nitrito mais elevados que o grupo controle tal diferenga ndo foi estatisticamente significante
(Figura 4).

Figura 4 - Valores médiostdesvio padrdo de MDA e Nitrito no grupo controle (n=20) nos
pacientes do grupo 1 sem atividade da doenca (n=6) e no grupo 2 com atividade da doenca
(n=24)
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Fonte: Dados da pesquisa, 2011

4.4.2 Enzimas antioxidantes

Como pode ser observada na figura 5 a atividade da GSH-Px foi significativamente mais
elevada nos grupos de pacientes em comparagdo com o grupo controle.

Ao contrério, os niveis de CAT foram mais elevados no grupo controle que nos dos
pacientes, com diferenca significante entre o grupo controle e o grupo 2 (p<0,001).

Quando foram comparados os niveis das duas enzimas, entre 0s grupos formados por

pacientes, as diferengas ndo foram significantes (Figura 5).
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Figura 5 — Niveis médiostdesvio padrdo da atividade enzimética da GSH-Px e da CAT no grupo
controle (n=20), nos pacientes do grupo 1 sem atividade da doenca (n=6) e grupo 2 com atividade
da doenca (n=24).
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Fonte: Dados da pesquisa, 2011

4.4.3 Tibis ndo protéicos

Na figura 6 é demonstrado o comportamento dos tiois ndo protéicos e o resultado da
relacdo GSH/GSSG nos grupos em estudo.

Resultados elevados de GSH Total foram encontrados nos pacientes do grupo 2, porém
ndo foi observada diferenca estatisticamente significante entre as médias das dosagens de
glutationa total (GSH+GSSG) nos diferentes grupos (Figura 6).

Niveis inferiores de GSH reduzida foram observados nos grupos de pacientes em relacao
ao grupo controle, demonstrando significancia estatistica em relagdo ao grupo 2 (p<0,01).

Os pacientes do grupo 1 apresentavam niveis mais elevados da enzima em relacdo ao
grupo 2, embora com diferenga ndo estatisticamente significante (p>0,05).

Quando compararam-se 0s niveis médios de GSSG, observaram-se niveis
significativamente elevados nos grupos 1 e 2 em compara¢do com o grupo controle (p<0,05),
sendo mais elevado no grupo 1 que no grupo 2 porém sem significancia (p>0,05).

Analisando a relacdo da GSH/GSSG, observou-se que este indice foi inferior em todos 0s

grupos de pacientes em relacdo ao grupo controle, sendo a diferenca significante (p<0,001).



Figura 6 — Concentracbes médiastdesvio padrdo da glutationa no grupo controle (n=20), nos
pacientes do grupo 1 sem atividade da doenca (n=6) e do grupo 2 com atividade da doenca
(n=24)
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Fonte: Dados da pesquisa, 2011

4.5 Perfil oxidativo dos pacientes com doenca em atividade estratificados pela medicagéo

€m uso

Os pacientes definidos como estando com doenga ativa, grupo 2, foram agrupados de
acordo com a medicagdo em uso: de primeira geragdo (imatinibe) ou de segunda geragéo

(dastinibe e nilotinibe).
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4.5.1 Marcadores do estresse oxidativo.

Foi observado aumento significante (p<0,01) nos niveis de MDA nos pacientes do grupo
2 em uso de inibidores de 22 geracdo em relacdo ao grupo controle. O mesmo perfil foi obtido em

relacdo aos niveis de nitrito, significancia (p<0,05) (Figura 7).

Figura 7 —Valores médiostdesvio padrdo de MDA e Nitrito no grupo controle (n=20) e no grupo
de pacientes com doenca em atividade, em uso de Imatinib (n=6) e de inibidores TK de 22
geracdo (n=18).
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Fonte: Dados da pesquisa, 2011

4.5.2 Enzimas antioxidante

As concentragdes de GSH-Px demonstraram diferencas significantes (p<0,001 e p<0,05)
entre o grupo controle e os grupos de pacientes com doenca ativa em uso de medicagOes de 22
geragéo ou de imatinibe, respectivamente (Figura 8).

O comportamento da CAT demonstrou que pacientes com doenca ativa em uso de
imatinibe apresentavam 0s niveis mais baixos de atividade enziméatica com diferenca
estatisticamente significante na comparagdo com o grupo controle (p<0,001). Pacientes do grupo
2 em uso de medicacdo de 22 geracdo tambeém apresentaram diferenca com significancia

estatistica (p<0,01) (Figura 8).
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As concentragdes enzimaticas ndo apresentaram diferencas significantes entre os grupos
de pacientes (Figura 8).
Figura 8 —Valores médiostdesvio padrdo da atividade da GSH-Px e CAT no grupo controle
(n=20) e no grupo de pacientes com doenca em atividade, em uso de Imatinib (n=6) e de
inibidores TK de 22 gerac¢ao (n=18).
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4.5.3 Tio6is ndo protéicos

A concentracdo de Glutationa Total ndo apresentou diferenca significante na comparacéo
entre todos os grupos (Figura 9). Na figura 9 observa-se que quando os pacientes foram
estratificados pela atividade da doenca e medicagcdo em uso, 0s pacientes do grupo 2 em uso de
inibidores de 22 geragdo apresentavam concentraces mais baixas de GSH reduzida com
diferenca estatisticamente significante na comparagdo com o grupo controle (p< 0,001).

Pacientes com doenca ativa e em uso de inibidores de 2% geragdo apresentaram
concentracdes de GSSG inferiores aos pacientes em uso de imatinibe porem com diferenca néo
significante (p>0,05) (Figura 9). A relacdo GSH/GSSG apresentou significativa queda (p<0,001)

nos grupos de pacientes em relacdo ao grupo controle (Figura 9).



50
20) e nos grupos
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Figura 9 — Valores médiostdesvio padrdao da glutationa do grupo controle (n

de pacientes com doenca em atividade, em uso de Imatinib (n

=18).
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Fonte: Dados da pesquisa, 2011
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4.6 Andlise dos parametros do perfil oxidativo nos pacientes em uso de imatinibe,

estratificados pela atividade da doenca

4.6.1 Marcadores do estresse oxidativo

Os niveis de MDA apresentaram-se elevados com diferenca significante quando
comparou-se 0s paciente do grupo 1 em uso de imatinibe com o grupo controle (p<0,05)(Figura
10).  Niveis mais altos de Nitrito foram observados nos paciente do grupo 2 em uso de
imatinibe em comparagdo com o grupo de pacientes sem doenca ativa e com 0 grupo controle,

porem as diferencas ndo foram significantes (Figura 10).

Figura 10 —Valores médiostdesvio padrdo do MDA e Nitrito no grupo controle (n=20) e nos
grupos de pacientes em uso de imatinib, grupo 1 sem doenca em atividade (n=6) e grupo 2 com
doenca em atividade (n=6).
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4.6.2 Enzimas antioxidantes

A comparacdo dos pacientes do grupo 1, em uso de imatinibe e de pacientes do grupo de
doenca ativa em uso da mesma medicacdo demonstrou niveis mais elevados de GSH-Px no
primeiro grupo, porem sem significancia. Diferenca significante foi observada na comparagéo do

controle com os grupos de pacientes (Figura 11).

Figura 11 — Valores médiosztdesvio padrédo da atividade da GSH-Px e da CAT no grupo controle
(n=20) e nos grupos de pacientes em uso de imatinib, grupo 1 sem doenga em atividade (n=6) e
grupo 2 com doenca em atividade (n=6).
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Fonte: Dados da pesquisa, 2011

4.6.3 Tibis ndo protéicos

A estratificagdo dos pacientes em uso de imatinibe pelo nivel de atividade da doenca ndo
demonstrou diferencas significantes nos niveis de Glutationa total entre os grupos de pacientes,
bem como na comparagdo com o grupo controle (figura 12).

N&o se observaram diferencas significantes nos niveis de GSH reduzida quando

compararam-se 0 grupo controle e 0s grupos de pacientes em uso de imatinibe (Figura 12).
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Niveis mais elevados de GSSG, sem significancia, foram observados nos pacientes em
uso de imatinibe que estavam sem evidéncias de atividade da doenca. Ndo houve diferencas
significantes nas comparac0es entre 0S grupos.

A relacdo GSH/GSSG foi significantemente mais elevada no grupo controle em relacéo
aos grupos de pacientes (p<0,001). Na comparacdo dos dois grupos de pacientes em uso de

imatinibe, ndo se observou diferenca estatisticamente significante (p>0,05) (Figura 12).

Figura 12— Valores médiostdesvio padrdo da glutationa no grupo controle (n=20) e nos grupos
de pacientes em uso de imatinib, grupo 1 sem doenca em atividade (n=6) e grupo 2 com doenca

em atividade (n=6).
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4.7 Analise dos parametros do perfil oxidativo nos pacientes estratificados pelo tempo de

doenca

4.7.1 Marcadores do estresse oxidativo

Os niveis dos marcadores de estresse oxidativo MDA e Nitrito ndo apresentaram
diferencas significante na comparagdo dos pacientes estratificados pelo tempo de doenca.
Observou-se uma tendéncia dos pacientes com mais tempo de doenca a apresentarem niveis mais
elevados de MDA (Figura 13). Observou-se diferenca significante p<0,01 e p< 0.05,
respectivamente, quando se comparou o grupo controle com o grupo de pacientes com mais de 10
anos de doenga e com o grupo com 6 a 10 anos de doenga (Figura 13).

A estratificacdo dos pacientes por tempo de doenca demonstrou niveis mais elevados de

nitrito em pacientes com menos tempo de doencga (Figura 13).

Figura 13 — Valores médiostdesvio padrdo do MDA e Nitrito no grupo controle (n=20) e nos
grupos de pacientes com 3 a 5 anos de doenca (n=14), 6 a 10 anos (n=14) e acima del0 anos de

doenca (n=2).
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4.7.2 Enzimas antioxidantes

Os niveis das enzimas GSH-Px e CAT eram elevados nos grupos de pacientes em relacao
ao controle (p<0,001).

As enzimas antioxidantes CAT e GSH-Px ndo demonstraram diferencas significantes
entre os varios grupos de pacientes estratificados pelo tempo de doenga (Figura 14).

Grupos de pacientes com mais tempo de doenga apresentavam niveis mais elevados, ndo
significativos, de GSH-Px.

Observou-se aumento CAT no grupo de pacientes com mais de 10 anos de doenca, em

relacdo aos demais grupos de pacientes, porém tal diferenca néo foi significante (figura 14).

Figura 14 — Valores médiostdesvio padrao da atividade da GSH-Px e da CAT no grupo controle
(n=20) e nos grupos de pacientes com 3 a 5 anos de doenca (n=14), 6 a 10 anos (n=14) e acima

del0 anos de doenca (n=2).
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4.7.3 tiois ndo-proteicos

Quando os niveis de GSH Total, GSH Reduzida e GSSG bem como a relacdo GSH/GSSG
foi determinada nos pacientes estratificados pelo tempo de doenca ndo foi observada diferenca
significante, embora tenha sido observada uma tendéncia de aumento de GSH Reduzida
inversamente proporcional ao tempo de doenga, tal comportamento tambem foi observado
quando se calculou a relagdo GSH/GSSG. (Figura 15).

Diferencas com significancia estatisitica foram observadas nos niveis de GSH reduzida,
de GSSG e da relagdo GSH/GSSG quando foram comparados os grupos formados por paciente

com o grupo controle.

Figura 15 — Valores médiostdesvio padrdo da glutationa no controle (n=20) e nos grupos de
pacientes com 3 a 5 anos de doenca (n=14), 6 a 10 anos (n=14) e acima del0 anos de doenca
(n=2).
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5 DISCUSSAO

A LMC é uma neoplasia mieloproliferativa crénica caracterizada pela expansdo das
células mieldides associada a alteracdo genética caracteristica, o oncogene BCR-ABL (FARDEL,
KANTARIJIAN, TALPAZ, 1999).

A LMC acomete todas as faixas etarias, estudo recente demonstra que a média de idade
do diagnostico ndo é a mesma em todas as regiGes do mundo (PASQUINI et al, 2010). Na
populacdo estudada, os pacientes foram diagnosticados com a idade média de 44 anos, inferior a
observada na América Latina (47anos) (PASQUINI et al, 2010).

Os resultados do presente estudo demonstraram uma maior predominancia do género
feminino 53,3% em desacordo com a literatura que aponta para um discreto aumento de
prevaléncia no sexo masculino (JEMAL et al., 2011). De acordo com os dados do IBGE, 2010. A
populacdo feminina no Ceard é em torno de 5% maior que a masculina o que poderia explicar
este achado.

A avaliacgdo clinica dos pacientes ao diagnostico mostrou que a maioria se apresentava na
fase cronica (83,3%). Resultado semelhante ao observado na literatura (HEHLMANN et al.,
1993; KANTARJIAN, TALPAZ 1993; FARDEL, et al., 1999).

A populacdo analisada se encontrava em tratamento, no momento do estudo, em uso de
diferentes inibidores da TK, no entanto com histérico de tratamento prévio com outras drogas
como hidreia, IFNa e inclusive bussulfan. O tempo médio de doenga dos pacientes a época do
estudo foi de 6 anos. Resultado superior ao observado, para a sobrevida global, em trabalhos
anteriores ao advento dos inibidores de TK (KANTARJIAN, et al., 1988). Este achado pode ser
atribuido ao fato de que os pacientes deste estudo apresentavam, ao diagnostico, parametros
associados a prognostico favoravel: idade mais jovem (44 anos), diagnostico na fase crénica
(83,3%) e como risco baixo ou intermediario pelo escore de Sokal (63% dos pacientes) (SOKAL
et al, 1984; QUINTAS-CARDAMA; CORTES, 2006).

Os pacientes do grupo 1 sem evidéncia de doenca em atividade estavam com menos
tempo de evolugdo da doenga (4.2 anos) em comparagdo com 0s do grupo 2, com doenca em

atividade, que estavam com 6.6 anos de doenca. Este achado pode refletir a observagéo de que
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com a evolugdo da LMC ha acumulo de aberragdes cromossémicas levando a progressao da
doenca (HOCHHAUS et al, 2002).

No presente estudo foram avaliados dois importantes marcadores de dano celular que séo:
as dosagens de malonaldeido (MDA), um bem caracterizado produto da peroxidacéo lipidica que
também modula a expressdo de genes relacionados a promocao tumoral (CERUTTI, 1985) e de
nitrito (NO5), tendo sido observado aumento significante dos produtos da lesdo oxidativa nos
pacientes com LMC, com e sem evidéncia de atividade da doenca, em relacdo ao grupo controle.
Os resultados sugerem que o0s pacientes portadores de LMC apresentam elevadas e persistentes
taxas de estresse.

Resultados semelhantes foram obtidos por Ahmad e colaboradores, em 2010, em 128
pacientes adultos com LMC em relacdo ao grupo controle. O aumento dos produtos da
peroxidacdo lipidica correlacionou-se com a fase da doenca (cronica e acelerada). No presente
estudo, ndo verificamos diferenca significante dos parametros de MDA e nitrito nos pacientes
sem e com doenca ativa. Este fato se deve provavelmente a fatores tais como ao pequeno
tamanho da amostragem e ao ndo pareamento entre 0s grupos sem atividade e com atividade da
doenca.

A elevacdo nos niveis de marcadores do estresse oxidativo observado nestes pacientes
estdo de acordo com varios estudos descritos na literatura avaliando o estresse oxidativo em
diferentes neoplasias hematoldgicas (OLTRA et al, 2001; BATTISTI et al, 2008; ZHOU et al,
2003). Porém resultado discordante foi observado em pacientes com diferentes tipos de leucemias
(LLA, leucemia ndo linfoblastica aguda, e leucemia mieldide cronica), quando comparados com
o controle normal (DEVI et al, 2000). Ciarcia e colaboradores (2010) comparando as células
mononucleares de pacientes com LMC com controle normal encontrou niveis elevados de MDA
nas células dos pacientes.

Os resultados da avaliagdo do estresse oxidativo séo conflitantes, no entanto a relagéo
entre estresse oxidativo e leucemia esta bem documentada na literatura (BARTSCH; NAIR,
2004; AL-GAYYAR et al., 2007). Células leucémicas produzem maiores quantidades de EROs
que as células ndo leucémicas em condi¢des normais (ABDEL-WAHAB, LEVINE, 2010).

Com relacdo aos parametros antioxidantes intracelulares, foi observado que a atividade
média da enzima CAT apresentou-se diminuida nos pacientes com LMC, com diferenca

estatisticamente significante, quando comparada ao controle. Porém néo foi observado diferenca
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quando comparados 0s grupos de pacientes entre si. Battisti e colaboradores, (2008), observaram
uma reducdo na atividade média da CAT plasmatica em criancas portadoras de LLA em relacdo
ao grupo controle, sendo a reducdo mais proeminente no grupo sem tratamento. Oltra e
colaboradores, (2001) observaram reduzida atividade da CAT nos linfocitos isolados de pacientes
com LLC em relagcdo ao grupo controle. Sentiirker e colaboradores, (1997) relataram niveis
reduzidos das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GSH-Px nos linfécitos de criancas portadoras
de LLA, sem tratamento. A reducdo da atividade média da CAT nos eritrécitos dos pacientes com
LMC, independente da atividade da doenca, sugere aumento do consumo da enzima em
decorréncia do elevado estresse oxidativo. Alternativamente, é possivel que o sistema
antioxidante esteja comprometido como consequéncia de uma anormalidade no metabolismo
antioxidante devido ao processo neoplasico. No entanto deve-se ressaltar que a avaliacdo das
enzimas antioxidantes foi realizada em eritrocitos, sendo a avaliacdo ideal no clone neoplésico.
Estresse oxidativo induz desequilibrio redox que tem sido encontrado em varios tipos de cancer
(DEVI et al, 1999; OLTRA et al, 2001; BATTISTI et al, 2003; ZHOU et al, 2003; AHMAD et
al, 2008; AHMAD et al 2010;) em diferentes fases da doenca e etapas do tratamento.

A atividade média da GSH-Px se apresentou significativamente aumentada nos pacientes
com LMC tanto com doenga ativa quanto ndo ativa, em relagdo ao controle. A enzima GSH-Px
tem um importante papel na detoxificacdo do perdxido de hidrogénio, hidroperéxidos organicos e
peroxidos lipidicos, sendo importante para a protecdo das membranas lipidicas contra a oxidacéo.
A GSH-Px reduz peroxidos usando a GSH reduzida como um doador de elétron gerando a forma
dimérica oxidada, GSSG (COHEN, HOCHSTEIN, 1963; MEISTER, ANDERSON; 1983;
RODRIGUES, REDDY, SATTLER, 2008). O aumento da atividade média da GSH-Px sugere
que no processo leucémico ocorra um mecanismo adaptativo contra o aumento de H,O, e outros
peréxidos, ndo sendo, entretanto suficiente para prevenir o estresse oxidativo (BLUME |,
PANIKER, BLEUTLER, 1973).

AlteragGes no perfil antioxidante sdo frequentes no cancer, porem resultados conflitantes
podem ocorrer assim como em relacdo aos marcadores do estresse oxidativo. Estudos na
literatura reportam resultados discordantes principalmente em relagdo a enzima GSH-Px (ZUO et
al., 2006; SENTURKER et al., 1997) e os niveis de GSH reduzida (GODWIN et al., 1992;
MULCAHY, BAILEY, GIPP, 1994; OLTRA et al., 2001). O estudo de enzimas com funcao
antioxidante indireta como: glutationa S-redutase (GSSG-redutase) e glutationa S transferase
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(GSSG-tranferase) talvez elucidem vias que possam esclarecer achados até entdo discrepantes (
BLUME et al., 1973; SIES, 1997).

A elevacdo nos niveis de EROs que induzem morte das células leucémicas faz parte de
novas abordagens em estudo para o tratamento da LMC (HUANG, et al., 2000; ZHANG et al.,
2008). Recentemente, tem sido demonstrado que a inibicdo da GSH-Px atraveés do composto S-
phenylethyl isothiocyanate (BPEITC) ¢é efetiva em destruir as células transformadas pela BCR-
ABL, provavelmente através do elevado estado oxidativo resultante da deplecdo de GSH-Px. Se o
aumento da GSH-Px é de fato relevante para a resisténcia das células leucémicas, a sua inibigédo
pode elevar o estresse oxidativo resultando na morte das células leucémicas (ZHANG et al.,
2008).

As concentracdes de glutationa no sangue refletem o perfil da mesma em outros tecidos
menos acessiveis. Sob condicdes de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema
protetor havera desequilibrio entre 0 consumo de GSH e a produ¢do de GSSG o que caracteriza o
estresse oxidativo. A GSH é considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A medida de ambas, glutationa
reduzida (GSH) e glutationa dissulfidica (GSSG) no sangue tem sido considerada como um
indicador da concentragcdo do GSH no organismo, sendo, portanto um indicador do estresse
oxidativo. (LANG et al., 2000; DALLE-DONNE et al, 2006). Tem sido proposto que a queda na
concentracdo sanguinea de GSH reduzida possa ser utilizada como marcador de risco para doenca
crénica incluindo as doencas neoplasicas (LANG et al., 2000).

Com respeito ao nivel de tiol, os achados do presente estudo revelaram uma tendéncia dos
grupos de pacientes estratificados pela atividade da doenca a apresentar niveis mais elevados de
GSH total, em comparacdo com o grupo controle. A GSH total representa 0 somatério da GSH
reduzida+GSSG, portanto aumento em qualquer uma das formas resulta num aumento da t GSH
total.

Os niveis de GSH reduzida se apresentaram significantemente diminuidos nos pacientes
com LMC com e sem atividade da doenca em relacdo ao grupo controle, demonstrando um grau
maior de redugdo com a atividade da doenga. Resultados semelhantes foram obtidos por Ahmad e
colaboradores (2010) em pacientes com LMC e por Battisti e colaboradores (2008) na avaliagéo
dos niveis de tiol de pacientes com LLA. Os resultados sugerem que a reducdo nos niveis da
GSH reduzida possam ser atribuidos ao aumento dos hidroperoxidos e a maior atividade da GSH-
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Px que decompde os perdxidos oxidando a GSH reduzida, logo refletindo a deplegéo das reservas
de antioxidantes ndo-enzimaticos nos pacientes em estudo.

Estudos também sugerem que o aumento de GSH reduzida possa estar associado ao
desenvolvimento, pelas células neoplasicas, de mecanismos de resisténcia ao estresse oxidativo,
como demonstrado por Godwin e colaboradores (1991), através do achado do aumento da GSH
reduzida em linhagem de células de tumor de ovario associado a resisténcia a quimioterapia.
Sagara e colaboradores (1998) também relacionaram o aumento da GSH reduzida, em cultura de
células do hipocampo, a maior resisténcia ao estresse oxidativo.

Os niveis de GSSG aumentados podem ser também resultantes da maior atividade da
GSH-Px, cuja acdo antioxidante ocorre com a oxidacdo da GSH reduzida, como mencionado
anteriormente. Porém resultados discordantes foram obtidos por Oltra e colaboradores (2001) que
ndo obtiveram elevacdo dos niveis da GSSG diante do aumento da atividade da GSH-Px, nos
linfocitos de paciente com LLC.

Glutationa oxidada, GSSG, é acumulada dentro da célula e a razdo da GSH/GSSG é uma
boa medida do estresse oxidativo de um organismo (ISIDORIO et al., 2008). Esta razdo se
encontra elevada em células normais, pois existe mecanismos para reduzir GSSG novamente a
GSH, realizado pela glutationa redutase a qual catalisa a reacdo. No presente estudo observou-se
uma queda, com diferenca significante da GSH/GSSG nos pacientes com LMC, independente da
atividade da doenca em relacdo ao grupo controle sendo mais acentuado no grupo com doenca
em atividade.

Ao se analisar o perfil oxidativo nos pacientes com LMC, com doenca em atividade, em
uso dos inibidores de TK (12 e de 22 geracdo), verificou-se que os niveis médios de MDA e de
nitrito foram significativamente elevados nos pacientes em uso dos inibidores de 22 geragdo em
comparagdo com o grupo controle. Os resultados sugerem que a lesdo oxidativa estd associada
com a refratariedade da doenga ao tratamento com os inibidores de TK.

Na avaliagéo da atividade da CAT e da GSH-Px, observou-se diminuigdo na atividade da
CAT e aumento de GSH-Px em relacdo ao grupo controle porem néo houve diferenca entre os
pacientes em uso de inibidores de 12 e 22 geracdo. JA em relagdo aos tidis foram verificadas
concentracdes inferiores da GSH reduzida e da GSH/GSSG no grupo de LMC em uso de
inibidor de TK de 22 geracéo em relacéo ao controle. Resultado que sugere um comprometimento

maior no estado antioxidante nos pacientes com doenca refrataria em uso de imatinibe. Ahmad e
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colaboradores (2010) observaram significante elevacdo nos niveis de MDA nos pacientes em uso
de hidréia na comparacdo com o0s pacientes em tratamento com imatinibe bem como queda nos
niveis de GSH reduzida nos pacientes em uso de hidréia.

Os inibidores TK sdo capazes de bloquear a formagdo de EROs (SATTLER, 2000). No
entanto, os resultados demonstram que o uso dos inibidores de TK n&o repercutiu de forma
efetiva no combate ao estresse oxidativo.

A analise do MDA nos pacientes com LMC, em uso de imatinibe, demonstrou um
aumento significante, nos pacientes sem atividade da doenga em relacdo ao controle. Ja os niveis
médios de nitrito ndo apresentaram diferencas significantes entre os grupos. Varios fatores podem
justificar este achado dentre eles a pequena amostragem.

Na avaliacdo da atividade da GSH-Px e da CAT observou-se aumento de GSH-Px e
diminuicdo na atividade da CAT em relacdo ao grupo controle porem ndo houve diferenca entre
0s pacientes, em uso de imatinibe, com e sem atividade. Foram verificadas concentragdes
inferiores da GSH reduzida e da GSH/GSSG no grupo de LMC em uso de imatinibe com e sem
atividade, em relacdo ao controle. Pode-se verificar que a estratificacdo dos pacientes com LMC
em uso de imatinibe em relacdo a atividade da doenca ndo foi sensivel para avaliar o dano
oxidativo e a defesa antioxidante.

Os grupos de pacientes estratificados pelo tempo de doenca ndo demonstraram diferencas
significativas no perfil oxidativo quando foram comparados entre si. Porém observou-se uma
tendéncia dos pacientes com mais tempo de doenca a apresentarem niveis mais elevados de MDA
e elevacdo progressiva nos niveis de GSH-Px e queda nos niveis de GSH reduzida e da
GSH/GSSG. O tempo de doenca parece contribuir para definir o quadro do perfil oxidativo de
pacientes com LMC estratificados pela atividade da doenca.

Oltra e colaboradores, 2001, conseguiram demonstrar uma relacdo direta entre elevagéo
significativa nos niveis de MDA e de GSH-PXx, nos linfécitos de paciente com LLC, e o tempo de
doenca. .

Os resultados do presente estudo reforcam a hipoOtese de que os pacientes com LMC
apresentam um estado hiperoxidativo com niveis elevados dos produtos do estressse oxidativo,
diminuicdo da atividade da CAT, da GSH reduzida e da relagdo GSH/GSSH e aumento da
atividade da GSH-Px e sugerem que os marcadores possam ser utilizados como indicadores da

atividade da doenca.
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6 CONCLUSOES

Os resultados demonstram que ha um significante aumento do estresse oxidativo nos
pacientes com LMC independente da atividade da doenga.

Os achados sugerem que existem alteracdes no sistema enzimatico antioxidantes nos
pacientes como LMC caracterizado pelo aumento de GSH-Px

Portanto, os marcadores do perfil oxidativo MDA, CAT , GSH-Px, GSH e a relagéo
GSH/GSSG podem ser utilizados para auxiliar na monitorizagdo dos pacientes.

Em suma os resultados sugerem que nos pacientes com LMC os niveis plasmaticos dos
marcadores de dano celular e o perfil do estado antioxidante enzimatico e ndo enzimatico
eritrocitario podem refletir a magnitude do estresse oxidativo na doenca, logo podendo serem
utilizados como marcadores do estresse oxidativo e da resposta a inibidores de TK.
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IDENTIFICAGCAO DO PACIENTE

Nome

Prontuario

Data do Nascimento -

N° do Prontuério -

Procedéncia

Data 12 Consulta

Sexo-M( ) F( ) Cor Ocupagéo

DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

Escore de Sokal — Baixo( ) Intermediario( ) Alto( )

Fase da doenga ao diagndstico — Cronica( ) Acelerada( ) C.Blastica( )
Tamanho do Bago (cm) — ao diagnostico a época do estudo

1°Hemograma

Leuc Blastos Pm Mc Mm Bt Seg Bas Plag

HEMOGRAMA A EPOCA DO ESTUDO
Leuc Blastos Pm Mc

Mm Bt Seg Bas Plag




MIELOGRAMA

Blastos Bas Concluséo: LMC( ) Cronica( )__Acelerada( )_C.Blastica( )

CITOGENETICA

Cromossomo Ph e Anormalidades Cromossdmicas Adicionais

Data

Resultado

ACA

BCR-ABL

Data

Resultado

Pesquisa de Mutacéo —Nao( ) Sim( ).

Resultado

MEDICACAO

Iniciou Suspendeu Justificativa

Bussulfan

Hidrea

Interferon a

Transplante

Imatinibe

Nilotinibe

Dastinib

OBS. -




PERFIL OXIDATIVO

77

Resultado

Nitrito

MDA

GSH-Px

CAT

GSH Total

GSH Reduzida

GSSG

GSH/GSSG
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPACAO EM PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIAE
UFC ENFERMAGEM (FFOE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO
EM PESQUISA

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa intitulada “ESTUDO DE
BIOMARCADORES DE MODIFICACOES OXIDATIVAS EM PACIENTES COM LEUCEMIA
MIELOIDE CRONICA acompanhados no Hospital Universitirio Walter Cantideo”, que tem como
objetivo principal Avaliar o estado oxidativo e a defesa antioxidante em pacientes com LMC
acompanhados no ambulatério do Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC-UFC), nas

varias fases da doenca e submetidos a diferentes terapéuticas.

Convido o(a) Sr(a) a participar da pesquisa, em caso de ddvida, podera comunicar-se com a
pesquisadora Dra. Romélia Pinheiro Gongalves, que reside na rua Pereira Valente, 640, Apto 701, bairro
Meireles, Fortaleza,CE. Fone: (0xx85)-33668264. Para tanto, necessitamos que o(a) Senhor(a) autorize a
obtencdo da coleta de sangue e das informacdes para que seja realizada a pesquisa. A coleta de sangue
sera realizada no Laboratério de Hematologia da Faculdade de Farmacia da UFC, localizado na Rua
Capitdo Francisco Pedro, 1210, Rodolfo Teofilo.

A participacdo do senhor (a) na pesquisa serd plenamente voluntaria e consciente, ndo havendo
qualquer forma de pagamento ou compensacdo material, que, ao participar da pesquisa, ndo ficara
exposto(a) a nenhum risco, podendo desistir de participar, a qualquer momento. Sua identidade sera
mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgacdo dos resultados totalmente proibida a terceiros, ficando
restrita a discussdo académica de ambito cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de
identificacdo dos pacientes. Sera, no entanto, permitido o acesso as informagfes sobre procedimentos
relacionados a pesquisa.

Esse documento serd impresso em duas vias, ficando uma com o entrevistado (a) e a outra com o

pesquisador (a).
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Certo e ciente dos detalhes acima descritos, e, por concordar na integra com todos 0s termos
acima expostos, manifestos, por vontades préprias, livres e conscientes, o propdsito de participar do

presente estudo.

Fortaleza, de de

Assinatura do participante da pesquisa Assinatura de quem obteve o termo



