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RESUMO

A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) se trata de uma doenca mieloproliferativa clonal
das células tronco hematopoéticas. O tratamento € realizado com os inibidores de tirosina
quinase (ITKs), imatinibe, nilotinibe e dasatinibe. Tem sido reportado a influéncia dos
ITKs sobre a fungdo de células T CD4*, T CD8" e NK em pacientes com LMC, no entanto
pouco se sabe a respeito da influéncia desses inibidores sobre receptores especificos
presentes em células NK e célula T. Dada a importancia demonstrada do sistema
imunoldgicos, sobretudo a importancia de células NK e células T, no controle da LMC
nos estudos de descontinuacdo do tratamento, nos propomos a avaliar a expressao do gene
NKp46, o receptor de células NK mais importante no reconhecimento e lise tumoral, e a
expressao do gene CTLA-4, o maior regular negativo das funcGes de linfécitos T, em
pacientes com diferentes graus de resposta ao tratamento com diferentes ITKs e com
dados clinicos e laboratoriais. Trata-se de um estudo transversal com 71 pacientes com
LMC e um grupo controle (GC) de 25 individuos saudaveis. Os dados sociodemograficos
e clinico-laboratoriais foram obtidos dos prontuarios médicos e a expressdo dos genes
foram realizadas por gPCR. Em nosso estudo, a mediana de idade dos pacientes ao
diagnéstico foi de 42 anos e do GC foi de 29, observamos uma maior proporgao do sexo
masculino, 8,4% dos pacientes apresentaram anormalidades citogenéticas adicionais, 0
transcrito b3a2 foi o mais frequente. Quanto a influéncia dos ITKSs, 0s pacientes em uso
de nilotinibe apresentaram maior expressao do gene NKp46 comparado com o GC e com
0 grupo que utilizava dasatinibe (p<0,001; p<0,05 respectivamente), mas ndo apresentou
diferenca estatistica com o grupo em uso de imatinibe (p>0,05). Quanto ao gene CTLA-
4, ndo houve diferenca estatistica. Além disso, ndo foi encontrada correlagdo entres 0s
genes estudados e tempo de uso de ITKs. Pacientes com alto risco pelo escore EUTOS
apresentaram maior expresséo do gene NKp46 quando comparado com pacientes de baixo
risco (p=0,0386). Para o gene CTLA-4, a comparagao entre pacientes com e sem resposta
citogenética completa (RCgC) evidenciamos niveis mais elevados de expressdo génica
nos pacientes com RCgC. Ademais, um aumento progressivo na expressao do gene
CTLA-4 foi observado em pacientes sem resposta molecular (RM) maior (RMM), com
RMM e RM profunda (RMP), no entanto somente a comparagao dos pacientes sem RMM
e com RMP foi estatisticamente significante. As demais variaveis sociodemogréficas e
clinico-laboratoriais (sexo, idade, etilismo, tabagismo, escores de risco Sokal, Hasford e

ELTS, tipo de transcrito, cariétipo e contagens de células sanguineas) ndo apresentaram



diferenca estatistica. Nossos resultados também mostram que a >RMM (pacientes com
RMM ou RMP) pode exercer alguma contribuicdo no aumento da expressdo do gene
NKp46, pelo menos para os pacientes em uso de imatinibe e nilotinibe. Para o grupo em
uso de imatinibe, a resposta molecular além da RMM parecer ndo exercer uma
contribuicdo adicional na expressdo do gene NKp46. Para o gene CTLA-4, ndo
evidenciamos diferenca estatistica no nivel de expressao génica entre 0s pacientes com
>RMM e GC (p=0,930), no entanto pacientes sem RMM tiveram niveis estatisticamente
inferiores de expressdo quando comparados com o GC (p=0,0136). Em suma, nossos
dados mostram que nilotinibe é melhor em up regular a expressdao de NKp46 em paciente
com LMC em fase crbnica da doenca, o que pode representar um efeito benéfico adicional
desse medicamento, uma vez que NKp46 é um importante receptor de citotoxicidade de
células NK. Ademais, evidenciamos uma restauracao da expressao génica de CTLA-4 em
pacientes com melhores RMs ao tratamento com ITKSs, no entanto nenhum beneficio
adicional foi notado em pacientes em uso de diferentes ITKs. Juntos, esses resultados
mostram esses marcadores podem ser regulados pela > RMM e/ou pelo uso de nilotinibe,

0 que pode significar um melhor controle da doenga.

Palavras-chave: Leucemia Mielogénica Cronica BCR-ABL Positiva; Inibidores de

Checkpoint Imunoldgico; Receptores de Células Matadoras Naturais.



ABSTRACT

Chronic Myeloid Leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative disease of
hematopoietic stem cells. Treatment is with tyrosine kinase inhibitors (ITKs), imatinib,
nilotinib, and dasatinib. The influence of ITKs on the function of T CD4+, T CD8+ and
NK cells in patients with CML has been reported, however little is known about the
influence of these inhibitors on specific receptors present on NK cells and T cells. Given
the demonstrated importance of the immune system, especially the importance of NK
cells and T cells, in the control of CML in studies of treatment discontinuation, we
propose to evaluate the expression of the NKp46 gene, the most important NK cell
receptor in the recognition and lysis and the expression of the CTLA-4 gene, the major
negative regulator of T lymphocyte functions, in patients with different degrees of
response to treatment with different ITKs and with clinical and laboratory data. This is a
cross-sectional study with 71 patients with CML and a control group (CG) of 25 healthy
individuals. Sociodemographic and clinical-laboratory data were obtained from medical
records and gene expression was performed by gPCR. In our study, the median age of
patients at diagnosis was 42 years and the CG was 29 years, we observed a higher
proportion of males, 8.4% of patients had additional cytogenetic abnormalities, the b3a2
transcript was the most frequent. Regarding the influence of ITKSs, patients using nilotinib
showed higher expression of the NKp46 gene compared to the CG and the group using
dasatinib (p<0.001; p<0.05 respectively), but there was no statistical difference with the
group using imatinib (p>0.05). As for the CTLA-4 gene, there was no statistical difference
between the groups. In addition, no correlation was found between the studied genes and
time of use of ITKs. Patients at high risk according to the EUTOS score showed higher
expression of the NKp46 gene when compared to patients at low risk (p=0.0386). For the
CTLA-4 gene, the comparison between patients with and without complete cytogenetic
response (CCR) showed higher levels of gene expression in patients with CCR.
Furthermore, a progressive increase in CTLA-4 gene expression was observed in patients
without major molecular response (RMM), with MMR and deep MR (DMR), however,
only the comparison of patients without MMR and with RMP was statistically significant.
The other sociodemographic and clinical-laboratory variables (gender, age, alcoholism,
smoking, Sokal, Hasford and ELTS risk scores, type of transcript, karyotype and blood
cell counts) did not show statistical difference. Our results also show that >RMM (patients

with RMM and RMP) may contribute to the increase in NKp46 gene expression, at least



for patients using imatinib and nilotinib. For the group using imatinib, the molecular
response beyond the MMR seems not to exert an additional contribution to the expression
of the NKp46 gene. For the CTLA-4 gene, we did not show statistical difference in the
level of gene expression between patients with >RMM and GC (p=0.930), however
patients without RMM had statistically lower levels of expression when compared to the
CG (p=0 .0136 In short, our data show that Nilotinib is better in UP regular NKP46
expression in a chronic LMC patient, which may represent an additional beneficial effect
of this medicine, since NKP46 is an important NK cell cytotoxicity receptor. In addition,
we show a restoration of CTLA-4 gene expression in Patients with better RMS to ITK
treatment, however no additional benefit has been noticed in patients using different
ITKs. Together, these results show these markers can be regulated by >RMM and/or the

use of nilotinib, which can mean better disease control.

Keywords: Leukemia, Myelogenous, Chronic, BCR-ABL Positive. Immune Checkpoint

Inhibitors. Receptors, Natural Killer Cel.
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1 INTRODUCAO
1.1 Leucemia Mieloide Cronica: consideragdes gerais

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) foi descrita pela primeira vez em 1845
quando John Hughes Bennett relatou um "Caso de hipertrofia do bago e do figado em que
a morte decorreu de supura¢do do sangue” no Edinburgh Medical Journal (BENNETT,
1845). Em 1847, Rudolf Virchow relatou um caso semelhante e pela primeira vez utilizou
o0 termo leucemia para descrever esta doenca recém-descoberta (VIRCHOW, 1847).

Anos depois, Neumann observou que a doenga se originava na medula 6ssea
e a nomeou de leucemia mieloide (NEUMANN, 1878). Em 1960, a descoberta do
cromossomo Philadelphia (Ph) contribuiu para o melhor entendimento da patogénese da
doenca (NOWELL, 1960). Treze anos mais tarde, evidenciou-se que o cromossomo Ph
era gerado a partir da translocagdo reciproca entre os cromossomos 9 e 22 (ROWLEY,
1973). Na década de 1980, o oncogene fusional BCR-ABL foi descrito, sendo este
traduzido em uma proteina funcional p210 BCR-ABL cuja atividade tirosina quinase era
essencial para a transformagao leucémica (BEN-NERIAH et al., 1986; HEISTERKAMP
et al., 1983).

Hoje sabemos que a LMC se trata de uma doenga mieloproliferativa clonal
das células tronco hematopoiéticas, caracterizada por um curso evolutivo bifasico ou
trifasico. Os pacientes sdo geralmente diagnosticados na fase cronica (FC), mas podem
progredir para uma fase mais avangada, denominada de fase blastica (FB) que algumas
vezes ¢ precedida por uma fase intermediaria conhecida como fase acelerada (FA)
(MELO; BARNES, 2007; ROWLEY, 1973). Além disso, sabemos também que com a
utilizacao dos inibidores de tirosina quinase (ITKs), a classe de medicamento atualmente
utilizada no tratamento de pacientes com LMC, houve uma mudanca significativa no
prognostico da doenca, a qual passou de uma doenca fatal para uma doenga controlavel,
tornado a expectativa de vida dos pacientes com LMC semelhante a da populagdo em
geral (BOWER et al., 2016; HEHLMANN ef al., 2017, HOCHHAUS et al., 2017,
HOCHHAUS et al., 2020; SAUSSELE et al., 2016; SASAKI et al., 2015; THIELEN et
al.,2016; WELCH, KRAMER, BLACK, 2019).

1.2 Epidemiologia

A LMC ocorre com uma incidéncia anual de 1,0 a 2,0 casos para cada 100
mil habitantes/ano, acometendo principalmente adultos, entre 55 a 60 anos. No Brasil, em
2019, foram registrados 127.137 procedimentos de quimioterapia de LMC do adulto, no
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Sistema de InformacGes Ambulatoriais do SUS - SIA-SUS, apontando para uma
prevaléncia anual de cerca de 15.892 casos desta doenca. Além disso, o Instituto Nacional
de Céncer — INCA/MS estimou que, por anos, para 2020-2022, 10.810 novos casos de
leucemias, os quais baseados em dados historicos anuais no SUS, a LMC deve representar
10%. Dados sobre a populacdo brasileiras indicam que a mediana de idade na
apresentacédo da doenca €, no minimo, dez anos mais baixa que a encontrada na literatura
internacional, com mediana de idade ao diagndstico entre 40 e 46 anos (BORTO-
LHEIRO; CHIATTONE, 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

1.3 Curso clinico na LMC

A FC na LMC depende da auséncia de fatores agressivos da doenca. Noventa
por cento dos pacientes s@o diagnosticados nesta fase. Na maioria das vezes, se apresenta
de forma assintomatica. Quando sintomaticos, os pacientes apresentam fadiga, anorexia,
perda de peso, sudorese e febricula e, ao exame clinico, apresentam palidez e
hepatoesplenomegalia (QUADRO 1). A esplenomegalia esta presente em 80% dos casos
e, dependendo do volume, pode causar desconforto abdominal e efeitos compressivos,
ocasionando plenitude pds-prandial. A hepatomegalia também pode estar presente. Em
alguns casos 0s pacientes apresentam um aumento expressivo nas contagens de
leucdcitos, causando manifestacGes caracteristicas da hiperviscosidade como dispneia,
sonoléncia, zumbido, priapismo e alteragdes visuais. Se ndo tratada, esta fase tem uma
duracdo media de 3 — 5 anos antes de evoluir para fases mais agressivas da doenca
(CORTES; TALPAZ; KANTARJIAN, 1996; GOLDMAN, 1997; JABBOUR,;
KANTARJIAN, 2014; KANTARJIAN et al.,, 1993; LICHTMAN; ROWE, 1982;
SAVAGE; SZYDLO; SPIERS, 1977).

Quadro 1 — Principais sinais e sintomas da leucemia mieloide cronica ao diagnostico.

Mais frequentes Menos frequentes

* Fadiga; * Priapismo;

* Sudorese noturna; * Hemorragias da retina;

* Perda de peso e mal-estar; * Trombose e/ou hemorragia;

* Saciedade, desconforto e dorno | * Hepatomegalia;

quadrante superior esquerdo; * Dor 6ssea*; linfadenopatia*; infiltragao

* Esplenomegalia. da pele;*; massa extramedular (cloroma)*.

Fonte: Adaptado de Apperley (2015). Legenda | (*) Deve levantar suspeitas de apresentagdo com doenga
em fase avangada.



24

O sangue periférico (SP) dos pacientes nesta fase ¢ caracterizado por uma
leucocitose que comumente encontra-se acima de 100x10%/L. Na contagem diferencial,
encontram-se todos os estagios de maturacdo dos granuldcitos com predominio de
mielocitos, metamieldcitos e outras formas maduras. Os mieloblastos e promielocitos
também estdo presentes, porém a soma desses dois estdgios de maturagdo representa
menos de 30% das células do SP, sendo os mieloblastos encontrados em quantidade
inferior a 15%. A basofilia ¢ um achado comum e a eosinofilia pode estar presente. A
anemia comumente ¢ discreta e a contagem de plaquetas pode estar normal ou aumentada.
A medula oOssea (MO) desses pacientes apresenta-se com intensa hiperplasia
granulocitica. O niimero de blasto ¢ inferior a 15%, a soma de blastos e promieldcitos
representam menos de 30% das células da MO. A biopsia da medula 6ssea (BMO) pode
ser util na detecg¢do de fibrose. A fosfatase alcalina leucocitaria ¢ baixa na maioria dos
pacientes nesta fase e as concentragoes séricas de desidrogenase latica e acido urico estao
elevadas (BACCARANI et al., 2013; CORTES; TALPAZ; KANTARJIAN, 1996;
DEKMEZIAN et al., 1987, ROSNER; SCHREIBER; PARISE, 1972).

Com a progressao da doenga, os pacientes com LMC evoluem para a FB que
pode ser precedida da FA que tem duracdo de alguns meses e € caracterizada por uma
resisténcia a terapia, aumento da esplenomegalia, da basofilia ¢ do nimero de células
blasticas, trombocitose ou trombocitopenia, mielofibrose e evolucao clonal citogenética.
Nesta fase, os pacientes podem estar assintomaticos ou, mais frequentemente,
sintomaticos, apresentando febre e dores 6sseas (BACCARANI et al., 2013; CORTES;
KANTARIJIAN et al., 1988; TALPAZ; KANTARJIAN, 1996).

A FB ¢ caracterizada pela presenca de mais de 30% de células blasticas na
MO ou SP. Estas células imaturas podem ser mieloblastos em 50% dos casos, linfoblastos
em 25% e no restante sdo células indiferenciadas ou bifenotipicas. Na FB ¢ comum a
presenca de pacientes sintomdticos apresentando febre, sudorese noturna, anorexia, perda
de peso e dores 6sseas (QUADRO 2). Ha um aumento da esplenomegalia e pode ocorrer
infiltragdo extramedular, principalmente nos linfonodos, pele, ossos e sistema nervoso
central (BACCARANI et al., 2013; CORTES; TALPAZ; KANTARIJIAN, 1996;
DERDERIAN et al., 1993; JACKNOW et al., 1985; TERJANIAN et al., 1987).
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Quadro 2 — Definicédo da fase acelerada e blastica na leucemia mieloide crénica de acordo
com as recomendacdes da European LeukemiaNet

Fase acelerada
Numero de blastos no SP ou na MO 15-29%, ou blastos mais promielocitos no SP ou
na MO >30%, com blastos <30%;

Basofilos no sangue >20%;

Trombocitopenia persistente (<100x109/L) nao relacionada com a terapia;
Anormalidades cromossomicas clonais em células Ph+ (CCA/Ph+) sob o tratamento.
Fase blastica

Blastos no SP ou na MO >30%;

Proliferacao extramedular de blastos, exceto no bago.

Fonte: Adaptado de Baccarani (2013). Legenda | Medula Ossea (MO); Sangue periférico (SP). Nota| A
fase cronica é definida pela auséncia dos critérios citados a cima.

1.4 Aspectos genéticos da LMC

A translocacdo reciproca e balanceada entre os bragos longos dos
cromossomos 9 e 22 nas células progenitoras hematopoéticas ¢ o evento genético
marcante da LMC. Esta translocacao resulta na fusao dos genes 4BL (Abelson Leukemia
Virus), presente no cromossomo 9q34, e BCR (Breakpoint Cluster Region), presente no
cromossomo 22ql11, formando, assim, dois novos genes, 0 BCR-ABL no cromossomo

22q-, o denominado cromossomo Ph, e 0 ABL-BCR no cromossomo 9q+ (FIGURA 1).

Figura 1 — Translocagdo reciproca entre os cromossomos 9, 22 na leucemia mieloide
cronica e diferentes transcritos produzidos.

Cromossomo 22 Cromossomo 9
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Fonte: Adaptado de Epstein (1999). Legenda: Regido menor do gene BCR (m-bcr); Regido maior do gene
BCR (M-bcr); Regiao micro do gene BCR (u-bcr); Abelson Leukemia virus (ABL); Breakpoint Cluster
Region (BCR).
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Este novo gene hibrido e anormal (BCR-4ABL) produz uma proteina
desregulada e constitutivamente ativada com elevada atividade tirosina quinase que ¢
necessaria e suficiente para causar a transformagdo maligna na célula (CORTES et al.,
1996; DALEY; VAN ETTEN; BALTIMORE, 1990; KONOPKA; WATANABE; WITTE,
1984; LUGO et al., 1990; MCLAUGHLIN; CHIANESE; WITTE, 1987, NOWELL,
1960; ROWLEY, 1973).

O gene hibrido predominante na LMC resulta da cisdo do gene BCR na
localizagao denominada regido maior (M-bcr) com a fusdo do gene ABL no nivel do éxon
2 (a2). A quebra do gene BCR na regido maior pode, ainda, ocorrer depois do éxon 13
(e13 ou b2) ou depois do éxon 14 (el4 ou b3) gerando, assim, o gene BCR-ABL que
quando transcrito pode formar moléculas de mRNA b2a2 ou b3a2, ambos originando
uma proteina quimérica de 210 kDa denominada como p210 que esta presente na maioria
dos pacientes com LMC (FIGURA 2). Cerca de 5-10% dos pacientes podem, ainda,
apresentar eventos de splicing alternativo o que permite a expressao simultanea dos
transcritos b2a2 e b3a2 (EPSTEIN et al., 1999; EPSTEIN et al., 1988; HOLYOAKE,
2001; MELO, 1996a).

Figura 2 — Principais pontos de quebra dos genes ABL e BCR.

Gene c-ABL
5 3’
ib — | 1a 12 U3 {4 54674819 10 11
Gene BCR
5’ o1 233

1 +2-3456-78—910111213 14 1516-171819-202122 23

! L !

m-BCR M-BCR p-BCR

Fonte: Adaptado de Holyoake (2001). Legenda: Regido menor do gene BCR (m-bcr); Regido maior do gene
BCR (M-bcr); Regiao micro do gene BCR (u-bcr); Abelson Leukemia virus (ABL); Breakpoint Cluster
Region (BCR).

Com menor frequéncia, a quebra do gene BCR pode ocorrer em outras duas
posig¢des, conhecidas como regido menor (m-bcr) e regido micro (pu-ber). Dependendo da
regido envolvida, o produto do rearranjo genético obtido a partir da fusdo do gene BCR

com gene ABL no nivel do éxon a2 pode originar uma proteina de fusdo de 190 kDa
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(p190) ou 230 kDa (p230). A primeira resulta da cisdo do gene BCR no nivel do éxon el
e fusdo com o gene ABL no nivel do éxon a2, gerando um transcrito e/a2 que estd
associado a leucemia linfoide aguda (LLA Ph+) que, também, pode estar presente nos
pacientes com LMC de forma predominante ou coexpressa em baixos niveis com a p210.
A segunda ¢ originada a partir da cisdo do gene BCR correspondente ao éxon €19 com a
fusdo do segmento a2 do gene ABL formando o transcrito e/9a2 que esta associado a
leucemia neutrofilica cronica Ph+ (BENNOUR et al., 2012; ELLIOTT et al., 2005;
FADERL; JEHA; KANTARJIAN, 2003; LUGO et al., 1990; MCLAUGHLIN;
CHIANESE; WITTE, 1989; PANE et al., 1996). Com frequéncia ainda menor, outros
transcritos variantes na LMC podem ser encontrados, tais como: os transcritos el/4a3
(b3a3), el3a3 (b2a3) e o eSa2, no entanto sdo pouco conhecidos (HUET et al., 2015; LIU
et al., 2003; XIAOMIN et al., 2015).

1.5 Estrutura da proteina BCR-ABL e patogenia

Na translocagao, partes dos genes ABL ¢ BCR sao ligados para formar um
novo gene, que ¢ transcrito em moléculas de mRNA e este traduzido, na maioria dos casos
de LMC, em uma proteina p210 cujo ponto de fusdo e dominios funcionais sao melhor

visualizados na Figura 3 (EPSTEIN ef al., 1988; REN, 2005).

Figura 3 — Dominios funcionais da p185, p210 e p230.

Mir b 1a BCR G F
- A ’
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Fonte: Adaptado de Ren (2005). Legenda | Por¢do ABL: SH3 (Dominio 3 de homologia a Src), SH2
(Dominio 2 de homologia a Src), Quinase-Y (Dominio quinase), SRP (Sitio rico em prolina para a ligagdo
ao SH3), SLN (Sinal de localizagdo nuclear), SEN (Sinal de exportagdo nuclear), DLD (Dominio de ligagao
ao DNA), DLA (Dominio de ligacdo a actina). Por¢do BCR: CC (Dominio oligomerizacdo coiled-coil), S/T
quinase (Dominio serina/treonina quinase), DH (Dominio de homologia Dbl), PH (Dominio de homologia
a pleckstrina), SLLCa (Sitio de ligagdo lipidica dependente de calcio), RAC-GAP (Proteina ativadora de
GTPase RAC), Y177 (Sitio de ligacdo a GRB2).
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Os diversos dominios funcionais do ABL e do BCR na p210 podem contribuir
para o fendtipo leucémico observado na LMC e um dos mais importantes ¢ o dominio
tirosina quinase (SH1) na por¢do ABL, que tem um papel crucial na fosforilagcao de alvos
proteicos. Este dominio ¢ normalmente regulado na proteina ABL provavelmente pela
ligagdo intramolecular com a regido cap na extremidade N-terminal que € cercada pelo
éxon 1 (1a ou 1b) e éxon a2, no entanto a perda da regido cap do ABL e a presenca do
dominio de oligomerizagao (CC) do BCR apos a translocagao ¢é responsavel pela ativagao
constitutiva do dominio SH1. Desta forma, a atividade tirosina quinase descontrolada do
BCR-ABL usurpa as fungdes fisiologicas da proteina ABL normal, interagindo com
varios efetores proteicos e resultando na proliferacao celular desregulada, redugdo da
adesdo das células leucémicas ao estroma medular e reducao da resposta apoptdtica a
estimulos mutagénicos (FIGURA 4). Assim, a atividade tirosina quinase (SH1) da porcao
ABL do BCR-ABL ¢, incontestavelmente, a mais importante para a transformacgdo

oncogenica (GOLDMAN; MELO, 2003; HOLYOAKE, 2001; REN, 2005).

Figura 4 — Regulacao da atividade tirosina quinase nas proteinas ABL e BCR-ABL.

|t Atividade
controlada

Proliferagao Aderéncia Apoptose
w -
\ T
\ Transdugo de
2 sinal
- " descontrolada p210SCR-ASL

Fonte: Adaptado de Goldman; Melo (2003). Legenda | Adenosina trifosfato (ATP); Dominio de homologia
SRC 1,2 e 3 (SH1, SH2, SH3); Abelson Leukemia virus (ABL); Breakpoint Cluster Region (BCR).
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Além do dominio SH1, o BCR-ABL conta com outros dominios importantes
na transformacao celular, tais como: o dominio SH2 que pode se ligar a fosfotirosinas e
mediar interagdes com outras proteinas Src-quinases, o dominio de ligacdo a actina que €
importante na interacdo com outras proteinas, o dominio coiled-coil (CC) que ¢
importante na oligomerizagdo e, portanto, no processo de autofosforilcdo da
oncoproteina, a tirosina 177 (Y177) que € crucial para a ligagdo com a proteina 2 de
ligacao ao receptor de fator de crescimento (GRB2) e o dominio serina/treonina quinase
(S/T quinase) que ¢ importante para interagdo com proteinas que contenham dominio
SH2, incluindo o proprio c-ABL (DEININGER; DRUKER, 2003; DEININGER;
GOLDMAN; MELO, 2000; GOLDMAN; MELO, 2003; HANTSCHEL; SUPERTI-
FURGA, 2004).

1.6 Diagnéstico

O diagnostico da LMC pode ser feito através da citogenética convencional,
da técnica de hibridacao de fluorescéncia in situ (FISH) ou ainda através de uma reacao
em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) (JABBOUR;
KANTARIJIAN, 2014).

A andlise do bandeamento cromossomico (ABC) pela citogenética
convencional ¢ o padrdo ouro para a detecgdo do cromossomo Ph e para a avaliacdo da
resposta citogenética (RCg), no entanto, apresenta como desvantagem uma baixa
sensibilidade e a necessidade de aspiracdo da medula dssea para a obtencao de células em
metafase. Além disso, a citogenética convencional ¢ importante na detec¢do de
anormalidade citogenéticas adicionais especialmente nos casos de evolugdo clonal dos
clones Ph+ ou Ph- durante a terapia, o qual podem, em raros casos, progredirem para
sindrome mielodisplasica ou leucemia mieldide aguda. De acordo com as recomendagdes
da European LekemiaNet (ELN), a ABC deve ser realizada em pelo menos 20 células em
metafases da medula 6ssea (BACCARANI et al.,, 2013; BENNOUR; SAAD;
SENNANA, 2016).

Como mencionado acima, o FISH também pode ser utilizado no diagnostico
de pacientes com LMC principalmente quando a citogenética convencional ndo gerar
resultados conclusivos ou quando as células em metafase ndo podem ser obtidas. De
acordo com as recomendacoes da ELN a analise dos nucleos das células em intérfase do
sangue periférico pela técnica de FISH pode substituir a ABC no monitoramento da

doenca quando o paciente alcanga uma resposta citogenética completa (RCgC) sendo esta
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definida com <1% de ntcleos BCR-ABL+ com a andlise de pelo menos 200 nucleos
(BACCARANI et al., 2013; BENNOUR et al., 2016).

Outra alternativa disponivel para o diagndstico da LMC ¢é o RT-PCR
qualitativo, na qual se avalia a presenga do transcrito do gene BCR-ABL. O RT-PCR
também pode ser quantitativo podendo ser utilizado para a identificagdo de doenca
residual minima apdés transplante de medula 6ssea e para o monitoramento da doenca
durante tratamento (BACCARANI et al., 2013; DE LOCHT; VAN KESSEL; WITTE,
1998; JABBOUR; KANTARIJIAN, 2014).

1.7 Prognostico

O prognostico dos pacientes pode variar de acordo com as fases evolutivas da
doenca. Um fator de progndstico conhecido para os pacientes com LMC ¢ a presenca de
anormalidade citogenética clonal (ACC)/Ph+. Estas anormalidades conferem um
prognostico adverso particularmente nos pacientes com anormalidade citogenética maior
(ACM) que incluem a trissomia do cromossomo 8, Ph, 19, o isocromossomo 17 e a
1der(22)(q10)t(9;22)(q34;q11) (BACCARANI et al., 2013). Estudos recentes também
tétm mostrado o impacto dos transcritos na resposta ao tratamento com ITKs,
evidenciando que o transcrito b3a2 estd associado a melhores alcances de resposta
molecular maior (RMM), resposta molecular profunda (RMP) e na remissdo livre de

tratamento (RLT) (CHEN et al., 2022; MOLICA, ABRUZZESE, BRECCIA, 2020).

Ha indices medidos ao diagndstico que visam individualizar grupos de risco
baixo, intermediario e alto. Os indices mais utilizados sdo o escore proposto por Sokal et
al. (1984) em pacientes que usavam hidroxiuréia ou bussulfan, e o proposto por Hasford
et al. (1998) em paciente que usavam interferon. Apesar de serem proposto nos pacientes
tratados com a quimioterapia convencional ou com interferon, esses escores podem,
também, ser utilizados para estratificar e prever os desfechos dos pacientes tratados com
inibidores de tirosina quinase (ITKs) (DE LAVALLADE, 2008; DRUKER et al., 2006).
Recentemente, o escore EUTOS (European Treatment and Outcome Study) foi proposto
em pacientes que usavam o imatinibe, o primeiro ITK. Esse sistema de escore surgiu a
partir dos dados de 2060 pacientes tratados com imatinibe e foi desenvolvido pela ELN.
O escore ¢ capaz de predizer a probabilidade de o paciente alcangar remissao citogenética
completa em 18 meses, a qual ¢ o principal marcador de sobrevida nos pacientes com

LMC (BACCARANI et al., 2009; HASFORD et al., 2011). At¢é o momento, ndo ha
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evidéncia de que qualquer um dos trés escores de risco seja superior ou mais conveniente
(BACCARANI et al., 2009, 2013; HASFORD et al., 1998; SOKAL et al., 1984).

Um estudo avaliou a sobrevida dos pacientes com LMC em tratamento com
imatinibe, tendo como causa da morte a propria doenca. A morte devido a LMC foi
definida pelo Obito apds a progressdo da doenga. Neste estudo, a idade aumentada, o
aumento do bago, o aumento da contagem de blastos e a contagem de plaquetas diminuida
foram associados significativamente com aumento da probabilidade de 6bito por LMC,
sendo estes parametros utilizados na elaboracao de um novo escore de sobrevida a longo

prazo, ELTS (EUTOS long-term survival score) (PFIRRMANN et al., 2016).

1.8 Tratamento da LMC

O tratamento dos pacientes diagnosticados com LMC é realizado com os
ITKs (imatinibe, nilotinibe e dasatinibe), podendo ser precedido pela hidroxiuréia que €
utilizada por um curto periodo de tempo em pacientes com leucocitose e plaguetose sem
confirmacdo diagnostica (HOCHHAUS et al., 2020). Como Unica opg¢do curativa da
LMC, o alo-TCTH (transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas) representa
uma opcao atrativa para pacientes com doenca resistente, pacientes intolerantes ao
tratamento medicamentoso, pacientes com recuperacao medular inadequada e pacientes
em FA ou FB (HOCHHAUS et al., 2020; LUBKING et al., 2019).
1.8.1 Tratamento medicamentoso

1.8.1.1 Imatinibe

O primeiro ITK, o imatinibe (STI-571 ou Glivec®), usado para o tratamento
da LMC foi desenvolvido como um inibidor especifico do receptor do fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF-R), no entanto mostrou-se um poderoso e
relativamente especifico inibidor de tirosina quinases, incluindo o BCR-ABL p210 e
BCR-ABL p190 (SAVAGE; ANTMAN, 2002). O imatinibe atua como um inibidor
competitivo do sitio de ligacdo do ATP (trifosfato de adenosina) da enzima, o qual leva a
inibicdo da fosforilacdo da tirosina de proteinas envolvidas na transducdo de sinal
mediada pelo BCR-ABL, os quais sdo criticos para uma variedade de processos
biologicos, tais como: crescimento, diferenciacdo e morte celular. Desta forma, o
imatinibe é capaz de interromper o crescimento celular e induzir a apoptose nas células
hematopoéticas que expressam o BCR-ABL (FIGURA 5) (DRUKER; LYDON, 2000;
DRUKER et al., 1996; GAMBACORTI-PASSERINI et al., 1997).
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Atualmente, o imatinibe faz parte da primeira linha de tratamento para
pacientes com LMC na FC, no entanto outros ITKs também podem ser utilizados como
primeira linha, tais como: nilotinibe e dasatinibe. A dose recomendada para o imatinibe ¢
de 400 mg podendo ser aumentada para 800 mg (400 mg 2 vezes ao dia) quando utilizado
como segunda linha de tratamento (BACCARANI et al., 2013).

O uso desse medicamento estd associado com uma variedade de efeitos
adversos os quais, na maioria dos pacientes, podem variar de leve a moderada intensidade
e geralmente duram poucos meses, ndo necessitando reduzir ou interromper o tratamento.
Um dos efeitos adversos € a neutropenia e trombocitopenia transitoria, que pode ocorrer
nos primeiros meses de tratamento e decorre de uma variabilidade no ritmo de
regeneragao da hematopoese normal depois da supressao da hematopoese dos clones Ph
positivo pelo imatinibe. Outros efeitos adversos também podem estar presentes nesses
pacientes, tais como: nduseas, vomitos, fadiga, disfuncdo hepatica, rash cutaneo, retencao
de fluidos, edema periorbital, cadimbras, mialgia, artralgia, ginecomastia e anemia
macrocitica (SCHIFFER, 2007).

O imatinibe ¢ capaz de induzir uma resposta hematoldgica completa (RHC)
em 97% dos pacientes, RCgC em uma taxa que pode variar de 49% a 77% e remissao
molecular maior (RMM) em uma taxa que pode variar de 18% a 58%. Embora tenha
revolucionado o tratamento dos pacientes com LMC, uma resposta duradoura ao
imatinibe se restringe aos pacientes na FC, no entanto alguns dos pacientes nessa fase da
doenca e a maioria dos pacientes nas fases mais avangadas podem apresentar recaidas em
alguns meses ou anos depois do tratamento devido ao desenvolvimento de resisténcia
(BACCARANI et al., 2013; DRUKER et al., 2001; GOLDMAN; MELO, 2003;
O'BRIEN et al., 2003; SAWYERS et al., 2002).

Desta forma, os novos ITKs, os de 2* geragdo, foram desenvolvidos para
superar a resisténcia ao imatinibe e melhorar a eficacia do tratamento dos pacientes com

LMC (JABBOUR; KANTARIJIAN, 2014).

1.8.1.2 Nilotinibe e Dasatinibe

O nilotinibe (Tasigna®) ¢ um andlogo estrutural do imatinibe, portanto
apresentam um mecanismo de acdo semelhante. A sua afinidade pelo dominio quinase da
proteina BCR-ABL ¢ cerca de 50 vezes maior do que o imatinibe resultando, assim, em
uma maior poténcia e seletividade a proteina (MANLEY; COWAN-JACOB; MESTAN,
2005; WEISBERG et al., 2005).
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Atualmente, pode ser utilizado como 1? linha de tratamento na dose de 300
mg duas vezes ao dia podendo, também, ser utilizado como 2* linha de tratamento e nas
linhas subsequentes, na dose de 400 mg duas vezes ao dia, quando ha intolerancia ou
falha de um dos ITK usados como primeira linha (imatinibe, nilotinibe e dasatinibe). Sua
utilizagdo estd associada a alguns efeitos adversos hematoldgicos, ndo hematologicos e
bioquimicos, cujos mais frequentes sdo: neutropenia, trombocitopenia, rash cutaneo,
prurido, nauseas, fadiga, cefaleia, diarreia, vomito, constipagdo, hiperbilirrubinemia,
elevagdo de lipase, hipofosfatemia e hiperglicemia (BACCARANI et al., 2013;
QUINTAS-CARDAMA et al., 2010).

O estudo Efficacy and Safety in Clinical Trials-Newly Diagnosed Patients
(ENESTNnd) comparou a taxa de RMM aos 12 meses entre 0s pacientes em uso de
nilotinibe (300 ou 400 mg duas vezes ao dia) e os pacientes em uso de imatinibe 400 mg
uma vez ao dia. Os resultados mostraram uma taxa de RMM significantemente maior nos
pacientes em uso de nilotinibe em ambas as dosagens quando comparada com 0s
pacientes em uso de imatinibe (44%-43% versus 22%, p<0,001). Além disso, a taxa de
progressdo da doenca para FA ou FB foi menor nos pacientes em uso de nilotinibe
demostrando, assim, a superioridade desse medicamento em relagdo ao imatinibe
(LARSON et al., 2012).

Outro ITK de 2 geragao aprovado para o tratamento da LMC ¢ o dasatinibe,
que ¢ uma pequena molécula ndo relacionada ao imatinibe. O dasatinibe ¢ um inibidor
competitivo do ATP e consegue inibir o BCR-ABL bem como outras quinases, tais como
a familia das quinases Src, ¢c-KIT (proteina tirosina quinase) e PDGFR-a e 3. dasatinibe
¢ cerca de 350 vezes mais potente do que o imatinibe e apresenta atividade contra diversas
mutagdes clinicamente relevantes, contudo, assim como nilotinibe, ndo demostra
atividade contra a mutacao T3151 (LOMBARDO et al., 2004; MARTENS, 2014).

Semelhante ao nilotinibe, o dasatinibe pode ser utilizado como 1%, 2% ou linhas
subsequentes de tratamento, podendo ser administrado em dose unica de 100 mg ou na
dose de 140 mg quando utilizado como 2* ou subsequentes linhas de tratamento
(BACCARANI et al., 2013). A utilizacdo desse medicamento estd associada a efeitos
adversos em aproximadamente todos os pacientes. Estes efeitos podem variar de leve a
moderada intensidade sendo os mais frequentes a retencdo de liquidos, a diarreia, a
cefaleia, as nduseas, o rash, a dispneia, a hemorragia, a fadiga, os vomitos, a tosse, a dor

abdominal e a febre (MARTENS, 2014)
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No estudo DASatinib versus Imatinib Study In treatment-Naive CML patient
(DASISION), o dasatinibe administrado na dose de 100 mg ao dia foi comparado ao
imatinibe administrado na dose de 400 mg diarios. Neste estudo foi evidenciado que 0s
paciente em uso de dasatinibe alcangaram RCgC em 12 meses mais frequentemente do
que os pacientes em uso de imatinibe (77% versus 66%, p=0,007). Além disso, a taxa de
RMM foi maior nos pacientes em uso de dasatinibe do que nos pacientes em uso de
imatinibe (46% versus 28%, p<0,0001) e esta resposta foi mais rapida nos pacientes em
uso de dasatinibe (p<0,0001). Por ultimo, a taxa de progressao para FA ou para FB foi
maior nos pacientes em uso de imatinibe do que nos pacientes em uso de dasatinibe
mostrando, assim, a superioridade do dasatinibe em relacéo ao imatinibe (KANTARJIAN
et al., 2010).

1.9 Efeitos adversos aos inibidores de tirosina quinase

A resposta ao tratamento e a taxa de sobrevida dos pacientes com LMC em
fase cronica tém melhorado significativamente ap0s a introducdo do imatinibe
(KANTARJIAN et al., 2012; O'BRIEN et al., 2003) e subsequentemente com os ITKs de
segunda geracéo (nilotinibe e dasatinibe) (CORTES et al., 2016; LARSON et al., 2014;
FALCHI etal., 2013). A despeito do sucesso e de sua seguranc¢a, uma parte dos pacientes
com LMC sofrem com a presenca de efeitos adversos provocados pelo uso dos ITKs
(DRUKER et al., 2001; LARSON et al., 2014; FUJISAWA et al., 2014).

O uso do imatinibe esté associado a toxicidade leve a moderada que pode ser
revertida com reducdo da dose ou descontinuacdo do farmaco. A maioria desses efeitos
adversos (edema superficial, ndusea, cdibras, dor musculoesquelética, diarreia, erupcao
cutanea/problemas de pele, fadiga, dor de cabeca, dor abdominal, dor articular) ocorre
nos primeiros 2 anos apds o inicio da terapia; no entanto eventos a longo prazo também
podem ocorre, tais como: toxicidade cardiaca, dermatite, pancreatite, hipofosfatemia,
ginecomastia, hipogamaglobulinemia, hepatotoxicidade, toxicidades pulmonares,
hiper/hipopigmentacéo da pele e edema cerebral (MUGHAL; SCHRIEBER, 2010).

Os outros ITKs néo sdo isentos de efeitos adversos, sendo o nilotinibe e, em
certa medida, o dasatinibe associados a morte subita devido ao prolongamento do
intervalo QTc (o intervalo QTc é uma medida de intervalos de tempo que ocorrem durante
0s impulsos elétricos que estimulam a contracdo do coracdo) (PAVLOVSKY;
KANTARJIAN; CORTES, 2009). Além disso, foi reportado erupc¢des cuténeas, dor de

cabeca, ndusea, diarreia, espasmos musculares, acidente vascular cerebral, niveis
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elevados de glicose e de colesterol total em pacientes em uso de nilotinibe (LARSON et
al., 2014).

Outros efeitos adversos associados ao uso desses inibidores, mais
precisamente envolvendo o uso do dasatinibe, sdo a hipertensdo arterial pulmonar
(MONTANI et al., 2012), efusdo pleural (KREUTZMAN et al., 2017), retencdo de
liquidos, edema superficial, diarreia, nausea, vomito, mialgia, inflamacdo muscular, dor
musculoesquelética, erupcdo cutdnea, dor de cabeca, fadiga, neutropenia,
trombocitopenia e anemia (KANTARJIAN et al., 2010).

Além desses eventos adversos hematolégicos e ndo hematoldgicos ja
conhecidos, eventos adicionais associados ao potencial genotoxico dessas drogas nédo
podem ser descartados. Dados pre-clinicos do fabricante demonstraram que o imatinibe
foi embriotoxico, teratogénico e carcinogénico em ratos. Além disso, foram encontradas,
nesses animais, lesdes neoplasicas nos rins, bexiga urinéria, uretra, glandula prepucial e
clitorial, intestino delgado, glandulas paratireoides, glandulas adrenais e estdmago néo-
glandular (Novartis®). Ademais, tem sido relatado a ocorréncia de defeitos citogenéticos
em subclones Ph negativos durante o uso do imatinibe. Alguns desses pacientes
apresentaram doenca secundaria evidente que se assemelharam a sindrome
mielodisplasica ou leucemia mieloide aguda, mesmo com a supressdo do subclone Ph-
positivo (VALENT, 2008). Além disso, um relato de caso sugeriu que células-tronco
normais transplantadas sofreram transformacdao e adquiram defeitos citogenéticos durante
o uso do imatinibe (VALENT, 2008). Um estudo publicado pelo nosso grupo de pesquisa
tem mostrado, inclusive, um maior indice de dano no DNA em pacientes com LMC em
uso de ITK em relacdo a um grupo controle e um grupo com LMC sem tratamento, além
disso foi demostrado que o dano no DNA foi maior nos pacientes em uso de ITKs de
segunda geracdo do que nos de primeira geracdo, reforcando ainda mais o potencial
genotoxico desses farmacos (MAIA FILHO et al., 2018).

1.10 Monitoramento da doenca e critérios de resposta ao tratamento

O monitoramento da doenca ¢ feito através do hemograma completo, da
citogenética e da biologia molecular, o qual ¢ utilizada para a quantificagdo dos niveis
dos transcritos do gene BCR-ABL e deteccdo de mutagdes pontuais no dominio quinase

da proteina (BACCARANI et al., 2009).
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O hemograma deve ser solicitado ao diagndstico, a cada 15 dias até que seja
alcancada e confirmada a RHC (TABELA 1), e entdo a cada 3 meses ou quando houver

necessidade (BACCARANI et al., 2009).

Tabela 1 — Definicao de resposta hematologica

Tipo de resposta Definicao
Hematologica
RHC Leucécitos < 10x10°/L
Basofilos < 5%

Auséncia de mieloblastos, promielodcitos e mieldcito
Contagem de plaquetas < 450x10°/L

Bacgo nao palpavel
Fonte: Adaptado de Baccarani (2009). Legenda | Resposta hematolégica completa (RHC).

De acordo com as recomendagdes da ELN, a citogenética com ABC deve ser
realizada em pelo menos 20 células em metafases da medula dssea e deve ser solicitada
ao diagnostico, a cada 3 meses nos primeiros seis meses de tratamento e posteriormente
a cada 6 meses até que seja alcangado e confirmado uma RCgC. Apds este periodo, a
ABC pode ser realizada a cada 12 meses quando o monitoramento molecular ndo estiver
disponivel. Além disso, a ABC deve sempre ser realizada nos casos de resposta subotima,
falha ao tratamento, achados mielodisplasicos, trombocitopenia ou anemia inexplicavel.
Além da avaliacdo da resposta ao tratamento, a andlise citogenética ¢ importante na
deteccao de anormalidades citogenéticas adicionais especialmente nos casos de evolugao
clonal dos clones Ph+ ou Ph- durante a terapia (BACCARANI et al., 2009; BENNOUR
et al.,2016). As defini¢cdes de RCg ¢ mostrada na Tabela 2.

Tabela 2 — Definicao de resposta citogenética de acordo com a citogenética cléssica.

Tipo de resposta Definicao

Citogenética
Completa (RCgC) Auséncia de metafases Ph+
Parcial (RCgP) 1 — 35% de metafases Ph+
Menor (RCgm) 36 — 65% de metafases Ph+
Minima (RCgmin) 66 — 95% de metafases Ph+
Ausente (RCgA) > 95% de metafases Ph+

Fonte: Adaptado de Baccarani (2009). Legenda | Cromossomo Philadelfia (Ph+).
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A ABC da medula ¢ preferivel ao I-FISH (interphase fluorescent in situ
hybridization) uma vez que a defini¢do dos diferentes graus de resposta citogenética foi
baseada na ABC e porque o I-FISH detecta apenas a ACC/Ph+ ou a ACC/Ph-. No entanto,
uma vez alcangcado a RCgC, a ABC pode ser substituida pelo I-FISH quando ndo for
possivel obter um numero adequado de células medulares em metafase ou quando ha
problemas de coleta destas células para a ABC. Para o monitoramento da RCgC pela
técnica de I-FISH, o qual ¢ definida por <1% de ntcleos de células BCR-ABL positivas,
a ELN recomenda a andlise de pelo menos 200 nticleos em intérfase do sangue periférico
(BACCARANI et al., 2009).

O monitoramento molecular ¢ realizado de acordo com uma escala
internacional (SI), o qual ¢ calculado pela razdo entre o numero de transcritos do BCR-
ABL e o niimero de transcritos do ABL ou outro transcrito reconhecido como controle.
Esta razao ¢ expressada como porcentagem de BCR-ABL sob escala logaritmica, na qual
10%, 1%, 0,1%, 0,01%, 0,0032% e 0,001% corresponde, respectivamente, a uma
diminui¢ado de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 4,5; 5,0 logs abaixo da linha basal usada no estudo IRIS,
o qual é recomendada pela ELN (BACCARANI et al., 2013).

O monitoramento molecular da doenga para avaliar a resposta ao tratamento
deve ser realizado a cada 3 meses até que uma RMM seja alcancada e confirmada e
posteriormente a cada 6 meses. Além disso, 0 monitoramento molecular da doenga para
avaliar o surgimento de mutagdes pontuais do dominio quinase deve ser solicitado na
presenga de resposta subdtima ou falha ao tratamento, sendo este exame necessario para
a troca do tratamento por outros ITKs ou por outras terapias (BACCARANI et al., 2009).
A definicdo de RM ¢é mostrada na Tabela 3.

Tabela 3 — Definicao de resposta molecular

Tipo de resposta

Molecular
1 log 10%
2 logs 1%
RMM 3 logs 0,1%
4,0 .
o MR 4 logs 0,01% - .
E MR* 4,5 logs 0,0032% 5 molecularmente
MR3? 5 logs 0,001% indetectavel

Fonte: Adaptado de Baccarani (2013). Legenda | Resposta molecular
maior (RMM); Resposta molecular (RM); Resposta molecular profunda
(RMP).
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A resposta aos ITKs ¢ o fator de prognostico mais importante e pode ser
classificada como o6tima, alarme e falha. A resposta 6tima esta associada a melhores
desfechos a longo prazo ndo necessitando de alteracdo no tratamento, a falha esta
associada a piores desfechos havendo necessidade de troca terapéutica para limitar a
progressao da doenga ou morte. Entre a resposta 6tima e a falha terapéutica existe uma
zona intermediaria conhecida como alarme o qual requer um monitoramento mais
frequente para permitir uma répida intervencdo terapéutica caso ocorra uma falha
(BACCARANI et al., 2013). Os critérios de resposta aos ITKs utilizados como primeira
linha de tratamento sdo mostrados na Tabela 4.

Estas defini¢des de respostas sao as mesmas para os pacientes em FC, FA ou
FB e aplicam-se, também, ao tratamento de segunda linha quando o tratamento de
primeira linha for alterado por intolerancia. A resposta pode ser avaliada com um teste
molecular ou citogenético, mas ambos sdo recomendados sempre que possivel

(BACCARANI et al., 2013).

Tabela 4 — Defini¢des de resposta ao tratamento com ITKs usados como 1° linha

Otima Alarme Falha
Alto risco
Basal NSA Ou ACC/Ph+, NSA
ACM
3 meses BCR-ABL<10% BCR-ABL >10% Auséncia de RHC
e/ou Ph+<35% Ph+ 36 —95% e/ou Ph+ >95%
6 meses BCR-ABL < 1% BCR-ABL 1 - 10% BCR-ABL >10%
e/ou Ph+ 0 e/ou Ph+ 1 —35% e/ou Ph+ > 35%
12 meses BCR-ABL<0,1% BCR-ABL 0,1 -1% BCR-ABL >1%
Perda de RHC
Perda de RCgC
>12 meses BCR-ABL<0,1%  ACC/Ph- (-7 ou 7q-) Perda de RMM*
Mutacgao
ACC/Ph+

Fonte: Adaptado de Baccarani (2013). Legenda | NSA — Nio se aplica, ACC — Anormalidade citogenética
clonal adicional, ACM — Anormalidade citogenética maior, RHC — Resposta hematologica completa, RCgC
— Resposta citogenética completa, RMM — Resposta molecular maior. (*) Deve ser realizado 2 testes para

a conformagdo da perda de RMM, no qual um dos testes deve apresentar um nivel de transcrito do BCR-
ABL>1%.
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As definicdes de resposta ao tratamento com ITKs utilizados como segunda
linha de tratamento sdo mostradas na Tabela 5. Estas definicdes estdo limitadas ao
dasatinibe e ao nilotinibe, no entanto podem ser utilizadas provisoriamente para a
avaliacdo da resposta aos outros TKIs, tais como: bosutinibe e ponatinibe. Essas
defini¢bes tém implicacOes terapéuticas profundas uma vez que impdem limites criticos
que determinam a utilizacdo dos TKIs ou Alo-TCTH (BACCARANI et al., 2013).

Tabela 5 — Defini¢des de resposta ao tratamento com ITKs usados como 2% linha
Otima Alarme Falha

Auséncia ou perda da
RHC ao imatinibe ou
Basal NSA falta de RyC ao ITK NSA
usado como primeira
linha ou alto risco

3 meses BCR-ABL<10% BCR-ABL>10% gsze;ﬁaf;;;f{i
e/ou Ph+<65% Ph+ 65 —95% ~
nova mutacao
0 BCR-ABL >10%
6meses D ABLE I Ph+35-65%  elou Ph+ > 65% ou
nova mutacao
BCR-ABL >10%
12 meses BCR-ABL<1% BCR-ABL 1 -10% e/ou
e/ou Ph+ 0 e/ou Ph+ 1 -35% Ph+ > 35% e/ou
Novas mutagoes
Perda de RHC
ACC/Ph- (-7 ou 7q-) Perda de RCgC ou
>12meses  BCR-ABLZ0,1%  OuBCR-ABL> RegP
0.1% Novas mutagoes
’ Perda de RMM*
ACC/Ph+

Fonte: Adaptado de Baccarani (2013). Legenda | NSA — Nao se aplica, ACC — Anormalidade citogenética
clonal adicional, ACM — Anormalidade citogenética maior, RHC — Resposta hematologica completa, RCgC
— Resposta citogenética completa, RMM — Resposta molecular maior. (*) Deve ser realizado 2 testes para
a conformagdo da perda de RMM, no qual um dos testes deve apresentar um nivel de transcrito do BCR-

ABL>1%.

1.11 Resisténcia ao tratamento com inibidores de tirosina quinase

Embora a utilizagdo dos ITKs promova altos indices de respostas, casos de
resisténcia a esses farmacos tém sido observados em todas as fases da doenga, sendo mais
frequentes nas FA e FB (VALENT, 2008; MELO; CHUAH, 2007, PINILLA-IBARZ;
CORTES; MAURO, 2011). Para o imatinibe a resisténcia ao tratamento acomete de 10 —
15% dos individuos e, para ITKs de 2* geracdo, a resisténcia ¢ <10% (HOCHHAUS et
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al., 2020). A resisténcia aos ITKs pode ser dividida em duas categorias, sdo elas:
resisténcia primaria ou refratariedade a qual ¢ definida como auséncia de resposta no
inicio da terapia e resisténcia secundaria ou adquirida definida como perda de resposta
hematologica, citogenética ou molecular (VAIDYA; GHOSH; VUNDINTI, 2011).

Existem varios mecanismos de resisténcia os quais podem ser classificados
em dois grupos, os mecanismos dependentes do BCR-ABL e mecanismos independentes
do BCR-ABL. Dentre os mecanismos independentes do BCR-ABL podemos citar a
quiescéncia das células tronco malignas, alteracio na biodisponibilidade oral
(variabilidade individual na concentragdo de CYP2A4), ligacdo a proteinas plasmaticas
(glicoproteina acida 1a), alteragdes na disponibilidade intracelular do farmaco (por efluxo
ou influxo) dentre outros. Ja os mecanismos dependentes do BCR-ABL sao representados
pela amplificacdo do gene BCR-ABL, mutac¢des pontuais no dominio quinase e mutagdes
fora do dominio quinase (VAIDYA et al., 2011).

As mutacdes pontuais no dominio quinase (DK) sdo reconhecidas como o
mecanismo mais comum de falha ao imatinibe e mais de 90 mutacdes ja foram relatadas.
A prevaléncia de mutacdes é 50-90% em pacientes com resisténcia ao imatinibe, sendo
as principais a T315l, Y253H/F, M351T, G250E, E255K/V, F359V e H396R. Estas
mutacGes apresentam varia¢es quanto a sensibilidade ao imatinibe e algumas apresentam
resisténcia tanto para os ITK de 12 geracdo quanto para os ITKs de 22 geracao, tais como
o0 nilotinibe e dasatinibe (APPERLEY, 2007; GORRE et al., 2001; HOCHHAUS et al.,
2002; JABBOUR et al., 2011; MELO; CHUAH, 2007; O'HARE; EIDE; DEININGER,
2007).

De modo geral, as mutac¢des pontuais no dominio quinase sdo distribuidas no
loop P (loop de ligacdo ao nucleotideo), loop A (sitio de ativagdo), dominio catalitico e
no residuo gatekeeper, esta Gltima é uma das mutacbes mais frequentes do DK e
corresponde a um residuo de treonina na posi¢do 315 (Thr315) do BCR-ABL o qual
mantem ligacdes de hidrogénios importantes com o imatinibe e controla estericamente a
ligacdo do imatinibe a porgdes hidrofobicas adjacentes ao sitio de ligacdo do ATP,
mutagdes como a T3151 na qual ha substituicdo de uma treonina por uma isoleucina,
perdem as ligacGes de hidrogénio que, em adi¢cdo ao impedimento estérico imposto pela
extensa cadeia lateral da isoleucina, prejudica a ligacdo com o imatinibe e causa
insensibilidade completa a este composto bem como a outros ITKS, tais como: nilotinibe,
dasatinibe e bosutinibe (APPERLEY, 2007; DAUB,; SPECHT; ULLRICH, 2004;
QUINTAS-CARDAMA; CORTES, 2009).
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Uma outra regido do DK comumente mutada é o loop P, uma estrutura rica
em glicina, extremamente flexivel que serve como um sitio de acoplamento para 0s
grupos fosfatos do ATP. Quando ligado ao DK, o imatinibe induz o deslocamento do loop
P para baixo, o qual forma uma espécie de capa hidrofébica ao redor do imatinibe. Esta
interacdo € importante para a ligacdo do imatinibe ao DK, portanto muta¢6es nesse sitio
(Y253H/F e E255D/K/R/F) podem prejudicar a ligacdo do imatinibe ao DK
(APPERLEY, 2007; DEININGER; BUCHDUNGER; DRUKER, 2005).

As mutagdes mais frequentes do DK s&o as T315l, Y253F e E255K, sendo a
primeira mutacdo correspondente a alteracdo no sitio de ligacdo do imatinibe e as duas
Gltimas ao loop P. Estas mutagdes demonstram um grande potencial oncogénico, o que é
consistente com o pior desfecho encontrado nos pacientes que albergam esse tipo de
mutagdo o que, portanto, confere um pior progndstico nesses pacientes (APPERLEY,
2007; SHAH et al., 2002; VALENT, 2008).

1.14 Parada do tratamento com inibidores de tirosina quinase

O conceito de RLT ¢€ relativamente novo e um dos seus primeiros indicios
surgiu com um estudo piloto envolvendo a descontinuacdo do imatinibe e,
subsequentemente, com 0s ensaios clinico de descontinuacdao STIM (multicentre, non-
randomized Stop Imatinib study) e TWISTER (MAHON et al., 2010; ROSS et al., 2013;
ROUSSELOT et al., 2007). Estes ensaios clinicos tém mostrado que alguns pacientes
com LMC em fase cronica que obtiveram resposta molecular profunda (RMP) sustentada
sob tratamento com TKIs puderam suspender, com seguranca, a terapia e tentar a RLT
(MAHON et al., 2010; ROSS et al., 2013). Muitos estudos de RLT até o momento
envolveram pacientes tratados com imatinibe; no entanto, a viabilidade da RLT apds
nilotinibe ou dasatinibe também tem sido demonstrada (IMAGAWA et al., 2015;
MAHON, 2018 OKADA et al., 2018).

A RLT tem mostrado ser uma meta atraente para muitos pacientes por alguns
motivos: 1) embora 0s pacientes que respondem bem ao tratamento com ITKs tenham
taxas de sobrevida semelhantes aquelas observadas na populacdo geral, o impacto da
terapia com ITKs a longo prazo na vida dos pacientes deve ser considerado. Os eventos
adversos associados aos ITKs que afetam a vida diaria sdo observados em
aproximadamente 30% dos pacientes e esses eventos tém mostrado um impacto na
qualidade de vida durante o tratamento com ITKs em longo prazo, principalmente nos
pacientes mais jovens (18 a 39 anos). Se a suspensdo da terapia com ITKs levar a
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resolucdo dos eventos adversos associados ao uso dos ITKs, a obtencdo de uma RLT
bem-sucedida pode resultar em melhorias substanciais na qualidade de vida desses
pacientes. 2) Além disso, h& evidéncias de comprometimento do crescimento em
pacientes pediatricos com LMC tratados com imatinibe; embora os estudos de RLT até o
momento tenham se concentrado em pacientes adultos, também pode haver beneficios
significativos a longo prazo da RLT em pacientes pediatricos. 3) Atualmente, recomenda-
se que os pacientes ndo engravidem enguanto estiverem recebendo qualquer ITK devido
ao potencial de embriotoxicidade. Em pacientes com LMC que desejam engravidar, a
RLT pode representar um ambiente mais seguro. 4) A RLT também pode ter beneficios
econémicos (DULUCQ; MAHON, 2016).

Embora traga muitas vantagens, a RLT ndo é alcangada em todos os pacientes
que interrompem o tratamento com ITKs e muitos pacientes apresentam recaida
molecular. Embora a maioria dos pacientes recuperem a RMP com a reintrodugéo dos
ITKs (MAHON et al., 2010; IMAGAWA et al., 2015; OKADA et al., 2018; ROSS et al.,
2013), um entendimento mais completo de quais pacientes tém maior probabilidade de
atingir a RLT e quais os fatores podem ser utilizados com preditores dessa resposta
precisa ser definida.

Uma revisdo de literatura com varios estudos prévios tém sugerido que
algumas caracteristicas dos pacientes, tais como: idade, score Sokal, duracdo do
tratamento com ITKs, tempo para alcangar a doenga residual minima indetectavel e razdes
(escolha do paciente, intolerancia e resisténcia) que levaram a troca por um ITK de
segunda geracdo podem estar associadas ao sucesso da descontinuacéo do tratamento, no
entanto ndo ha uma consisténcia desses dados entres os estudos (DULUCQ; MAHON,
2016). Além desses fatores, caracteristicas imunoldgicas tém sido associadas ao sucesso
parada do tratamento com ITKs (OHYASHIKI et al., 2012; MIZOGUCHI et al., 2013;
ILANDER et al., 2017).

1.15 Fatores imunologicos associados a RLT

O trabalho publicado por Ilander et al. (2017) tém mostrado alguns desses
fatores. Em seu trabalho, llander et al. (2017) tém mostrado que a proporcao de células
NK estar associada com a sobrevida livre de recidiva molecular, uma vez que 0s pacientes
com percentual aumentado de células NK no momento da interrupcdo do medicamento
tiveram maior probabilidade de permanecer em remissao. Além disso, em pacientes sem

recidivas, o fen6tipo maduro das células NK foi observado, enquanto os pacientes com
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células NK virgens com CD56°™" tiveram uma sobrevida livre de recidiva diminuida.
Ilander et al. (2017) encontraram, ainda, que o fenotipo maduro de células NK associado
com a secrecdo de citocinas TNF-a/IFN-y (perfil Thl) pelas células T CD4+
correlacionou-se negativamente em pacientes que tiveram recaida da doenca, sugerindo
que as células NK desses pacientes podem nao ser suficientes para ativar células T CD4+.
Dessa forma, Ilander et al. (2017) demonstraram o papel das células NK na manutencao
da remissdo e fortaleceram o status da LMC como uma neoplasia imunogénica.

Similarmente, Ohyashiki et al. (2012) e Mizoguchi et al. (2013) mostraram
um maior nivel de células NK (CD3'CD56%) ao compararem pacientes com RMP,
pacientes com RLT e pacientes controles. Adicionalmente, Mizoguchi et al. (2013)
demonstraram que essas células apresentavam uma maior marcacdo intracelular de
moléculas efetoras, tais como INF-y, grazimas e perforinas em pacientes em RLT (> 6
meses) e pacientes com RMP estavel quando comparados com pacientes RMP flutuante
e individuos saudaveis. Além disso, Mizoguchi et al. (2013) encontraram um aumento
progressivo no ndmero de células T CD8+ efetoras (INF-y" TCD8*) nos grupos com RMP
flutuante, RMP estavel e no grupo que descontinuou o tratamento com imatinibe (STOP-
IM) respectivamente. Embora a comparacéo entre os pacientes com RMP estavel e STOP-
IM tenha revelado apenas uma tendéncia aumentada no numero dessas células, esses
achados sugerem que a RLT, representada no estudo de Mizoguchi et al. (2013) como
STOP-IM, pode ser sustentada pelas células NK com o auxilio de células T CD8+ efetoras
e que, nos grupos em tratamento, a resposta de células T CD8+ parecem, pelo menos em
parte, ser “down” regulada por efeitos “off-target” do imatinibe.

Rea et al. (2017) confirmam os achados de Ilander et al. (2017) demonstrando
um aumento de células NK CD56%™ (maduras) em pacientes com LMC que ndo
apresentaram recaida molecular depois da descontinuacdo do imatinibe no periodo do
estudo. Além disso, Rea et al. (2017) mostraram que a contagem de células NK CD56%™
foi um fator progndstico independente da sobrevida livre de recidiva molecular. Rea et
al. (2017) também avaliou o perfil de expressdo de um painel de receptores (CD56, CD16,
CD3, DNAM-1, KIR2D, NKp46, NKp30, NKG2A, CD94 e CD57) associados a fungéo
de células NK CD56%™ e, embora ndo tenham encontrado diferenca na expressio desses
receptores entre pacientes que tiveram recaida e os que ndo tiveram, diferencas foram
encontradas quando comparados com um grupo formado por individuos saudaveis,
indicando que esses receptores (NKp46, DNAM-1) séo provavelmente desregulados por
mecanismos relacionados LMC.
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O sucesso da RLT também tem sido associado a uma menor proporcao de
células dendriticas plamocitoides (pCDs) CD86™ (um ligante conhecido para CTLA-4,
B.7) (SCHUTZ et al., 2017). Além disso, em seu trabalho Schiitz et al. (2017) tém
mostrado que pacientes com maior propor¢do de pCDs CD86+ se correlacionou com a
exaustdo de células T CD8" especificas da leucemia, mostrando que pacientes com
recaida da doenca podem nédo contar com o auxilio de células T CD8", corroborando,
assim, com os achados de Mizoguchi et al. (2013). Apesar de ndo demonstrado por Schiitz
et al. (2017), dois mecanismos, envolvendo a ligacdo com CTLA-4, sdo cogitados
participar dos mecanismos imunoldgicos ligados as fungdes supressoras de pCDs; (1)
estimulacdo de células Tregs e (2) inibicdo de linfécitos T CD4" e T CD8" através da
ligacdo CD86-CTLA-4, ambos resultando em supressdo das funcdes de células T. De
forma complementar, tem sido relatado no estudo de Irani et al. (2023) um aumento de
células Treg em pacientes com recaida molecular ap6s a descontinuagédo do ITK, o qual
pode ter alguma relacdo com as pCD, uma vez que tem sido relado o potencial dessas
células de induzir a formacéo de células Treg (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2023).

Tomados juntos, esses resultados ressaltam a importancia dessas células do
sistema imunoldgico (células NK, T CD4+, T CD8+, Treg, pCD) e abrem perspectivas

para uma contribuicdo conjunta dessas células no controle da doenca.

1.16 Importantes células e moléculas do sistema imunoldgico.
1.16.1 Células NK

As células NK representam 5-15% dos linfocitos do sangue periférico, fazem
parte da imunidade inata e sdo capazes de matar células infectadas por virus ou células
tumorais, ndo precisam de sensibilizacdo prévia e sua atividade é regulada por receptores
de ativacdo e receptores inibitérios (BLOOM, 1982; CHEENT; KHAKOQOO, 2009). Essas
células sdo inibidas através da ligacdo de receptores inibitérios com as moléculas de HLA
de classe | expressas nas células normais. A perda ou diminuicdo na expressdo do HLA
de classe I que ocorre nas células infectadas por virus ou células tumorais e a ligacéo dos
receptores de ativacdo, presentes nas células NK, com seus respectivos ligantes na célula
infectada ou tumoral, permite que as células NK se tornem ativadas, podendo, assim,
matar as células alteradas através da liberacdo de perforinas e granzimas, ou ainda,
indiretamente, através da liberacdo de citocinas do perfil Thl (CHEENT; KHAKOO,
2009). Um terceiro mecanismo de morte mediada por células NK esta associada ao
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reconhecimento da porcéo FC de 1gGs na superficie da célula-alvo, podendo, assim, levar
a citotoxicidade medida por anticorpo (ADCC) (ROMEE et al., 2013).

As células NK expressam receptores inibitérios que reconhecem as moléculas
de HLA, alguns “killer immunoglobulin-like receptors” (KIR) que reconhecem as
moléculas de HLA-A, B e C (moléculas classicas do MHC), alguns receptores
pertencente a familia de lectina do tipo C, como o heterodimero CD94/NKG2A, que
reconhece HLA-E (molécula néo cléassica do MHC), o “leukocyte immunoglobulin-like
receptors”, conhecidos como LIR (MORETTA; MORETTA, 2004; PEGRAM et al.,
2011). Outro receptor inibitério de células NK ¢ o “Killer cell lectin-like receptor G1”
(KLRG1) que reconhecem moléculas de caderina E/N/R e estd relacionado com a
prevencdo de lise dos tecidos saudaveis (PEGRAM et al., 2011).

Por outo lado, células NK também apresentam alguns receptores de ativacao,
tais como os receptores de citotoxicidade natural (NCRs) que incluem os receptores
NKp30, NKp44, NKp46, NKp80, os receptores heterodiméricos CD94/NKG2C/E que
também se ligam a molécula de HLA-E, o receptor o NKG2D, pertencente a familia
NKG2, que se ligam a moléculas codificadas por genes relacionados com o0 MHC de
classe I induzida por estresse (MICA, MICB, ULBP1/2/3/4), as quais sao “up” reguladas
em resposta ao estresse, tais como infecgdes virais ou células neoplésicas e o receptor
2B4 (MORETTA; MORETTA, 2004; PEGRAM et al., 2011). Além desses receptores,
existem os receptores co-estimulatorios, tais como o DNAM-1 e PIL, que transmitem
sinais ativadores para células NK (PEGRAM et al., 2011).

Dentre os diversos receptores de células NK, os NCRs sdo considerados 0s
mais importantes receptores envolvidos na morte de células tumorais (PENDE et al.,
1999; BYRD et al., 2007). Podem ser expressos em alguns subtipos de células T e células
linfoides inatas (CLI), interagem com uma ampla quantidade de ligantes, variando desde
ligantes de origem celular, viral, parasita e bacteriana (KRUSE et al., 2014). Entre os
NCRs, 0 NKp46 é considerado o maior receptor ativador envolvido no reconhecimento e
lise de células tumorais (PENDE et al., 1999; BYRD et al., 2007).

1.16.2 NKp46

NKp46 foi o primeiro NCR identificado, estando presente em células NK
ativas ou ndo. Estdo presentes, também, em um conjunto particular de linfcitos (aff € yd)
humanos e CLI1 (incluem células NK) e CLI3 (VERRIER, T. etal., 2016; KRUSE et al.,
2014). E codificado pelo gene NKp46 que esté localizado no cromossomo 19 (19q13.42).
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Sua estrutura é composta 2 dominios de Ig do tipo C2 N-terminal, 1 dominio
transmembrana e uma regido citoplasmatica altamente carregada com 25 aminoacidos.
Sua calda citoplasmética ndo apresenta motivos de sinalizacdo, mas 0s motivos ITAM
(imunorreceptor de ativagdo baseados em tirosina) presentes nas proteinas adaptadoras
CD3( e FcRy ligados ao receptor NKp46 através de um residuo de arginina em seu
dominio transmembrana, podem ativar células NK (KRUSE et al., 2014).

A sinalizacdo mediada pela ativacdo do receptor NKp46 € proveniente das
proteinas adaptadora CD3( ¢ FcRy que apresentam motivos ITAM (CHEN et al., 2020).
Apos a ligacdo com o ligante, essas proteinas se associam com o receptor NKp46 e sdo
fosforiladas por proteinas da familia SRC quinase (SFK), tais como Lck (proteina tirosina
quinase especificas de linfécitos) e Fyn (proto-oncogene proteina tirosina quinase)
(CHEN et al., 2020). Através dos seus dominios SH2, os ITAMs fosforilados recruta e
ativam tirosina quinases como Syk (tirosina quina esplénica) e/ou ZAP70 (tirosina
quinase 70 associada a cadeia zeta). Essas tirosinas quinases ativam proteinas adaptadores
transmembrana LAT (ligante para ativacao de célula T) e NTAL (ligante de ativacéo de
células ndo T), levando a ativacdo de fosfolipase Cy (PLCy), fosfatidilinusitol-3-OH
quinase (PI3K), Vavl, 2 e 3. PLCy aumenta 0 influxo de Ca2+ e PI3K e Vavl recruta a
proteina G Racl e induz a cascata de fosforilacdo de PAK1-MEK-Erk e ativa a via de
sinalizacdo MAPK. O resultado final dessa cascata promove o rearranjo do citoesqueleto
de actina, degranulacéo, citotoxicidade e a expressao de gene que codificam citocinas e
quimiocinas (CHEN et al., 2020). O esquema demonstrando a casta de sinalizacdo

envolvida na ativacdo de NKp46 é mostrada na figura 5.

Figura 5 — Via de sinalizacdo mediada pelo receptor NKp46
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Fonte: Adaptado de CHEN et al. (2020). Legenda | Imunorreceptor de ativagdo baseados em tirosina
(ITAM); Familia SRC quinase (SFK); tirosina quina esplénica (Syk); tirosina quinase 70 associada a cadeia
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zeta (ZAP-70); ligante para ativagdo de célula T (LAT); fosfolipase Cy (PCLy); inusitol-1,4,5-trifosfato
(1P3); fosfatidilinositol-3-OH-quinase (PI3K); Fator trocador de nucleotideo guanina (Vav); quinase ativa
por Rac (PAK); proteina quinase serina/treonina especifica (RAF); quinase ativadora da MAP quinase
(MEK); quinase regulada por sinal extracelular (ERK).

1.16.3 Interacdo entre as células T CD4, T CD8, células NK e outras células do sistema
imunoldgico inato.

Como representante do sistema imune inato e como mencionado acima, a
ativacdo de células NK através da perda de sinais inibitdrios e a ligacao dos receptores de
ativacdo com seus respectivos ligantes nas células alvo, promovem a morte da célula alvo
por apoptose (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; BANCHEREAU et al., 2000). No
contexto inflamatorio, as células NK repodem a IL-12 produzida por macréfagos e células
dendriticas ativadas, secretando INF-y, a qual € responsavel por ativar ainda mais as
células dendriticas e macrofagos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015;
BANCHEREAU et al., 2000).

Os antigenos teciduais sdo capturados pelas células dendriticas e
transportados via sistema linfatico; enquanto que antigenos que alcancam o sangue sdo
capturados pelas células dendriticas no baco; independente da via de transporte, 0s
antigenos sdo levados aos 6rgdos linfoides para que possam ser apresentados aos
linfécitos T virgem (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; BANCHEREAU et al.,
2000). As células dendriticas sdo as mais importantes na iniciacdo da resposta imune
mediada por células T (DELVES; ROITT, 2000). Essa célula apresentadora de antigeno
(APC) é responsavel por capturar os antigenos e apresenta-los aos linfacitos T nos 6rgéos
linfoides, onde estdo concentrados; essas células também apresentam alta expresséo de
coestimuladores, os quais podem ser potencializados por estimulos proveniente do
sistema imunoldgico inato e sdo de grande importancia para ativacao de células T virgens,
uma vez que a apresentacdo de antigenos sem coestimulagdo torna as células T ndo
responsiva ou sao induzidas a morte por apoptose (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015;
BANCHEREAU et al., 2000; DELVES; ROITT, 2000). Dentre os estimulos do sistema
imunoldgico inato que estimulam a expressao de coestimuladores nas APCs (célula
dendritica, macrdfagos e linfocitos B) podemos citar a producao de INF-y por exemplo
por células NK e o reconhecimento PAMPs (padrdo molecular associado ao patégeno)
por receptores Toll like (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; BANCHEREAU et al.,
2000). As células B e macrofagos também sdo APCs, no entanto sdo mais importantes na

apresentacdo de antigenos para células efetoras, uma vez que dependem do estimulo do
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sistema imunoldgico inato para expressar coestimuladores, enquanto que células
dendritica expressam constitutivamente e tem sua expressdao potencializada com o
estimulo do sistema imunoldgico inato (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Nos orgaos linfoides, a depender do tipo de antigeno, o complexo peptideo-
MHC de classe Il ou de classe | (primeiro sinal), expresso nas células dendriticas ativadas,
é reconhecido pelos TCRs dos linfécitos T CD4" e/ou T CD8" respectivamente
(LIPSCOMB; MASTEN, 2002; BANCHEREAU et al., 2000; DELVES; ROITT, 2000).
As APCs expressam MHC de classe Il quando fagocitam antigenos extracelulares,
enquanto que a apresentacdo via MHC de classe | é mediada por antigenos citossolicos
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; CHAPLIN, 2010; LIPSCOMB; MASTEN,
2002). Importantemente, qualquer célula nucleada pode apresentar antigenos via MHC
de classe | e, consequentemente, ativar células T CD8", no entanto essas células sdo mais
efetivamente ativadas por alguns subtipos de células dendriticas (celulas dendritica
BDCA-3+ (CD141) e as pCD) que sdo células exclusivas capazes de promover a
apresentacdo cruzada (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; BASTA; ALATERY,
2007; BANCHEREAU et al., 2000; DELVES; ROITT, 2000). Nesse processo, essas
células podem, além de ativar células T CD4" via MHC de classe I, apresentar antigenos
via MHC de classe | para linfécitos T CD8* (BASTA; ALATERY,2007). Esses subtipos
especificos de células dendriticas podem endocitar células tumorais, por exemplo, e
liberar os antigenos para o citosol, permitindo, assim, a apresentacdo cruzada que pode,
através do MHC de classe I, ativar também as células T CD8" (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2015). Dessa forma, essas células podem apresentar esses antigenos tumorais de
diversos tecidos aos linfocitos T CD8* presentes nos 6rgaos linfoides (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015; BASTA; ALATERY, 2007).

Além da expressdo do complexo peptideo-MHC, essas mesmas células
dendriticas ativadas expressam moléculas que sdo importantes para a ativacdo dos
linfécitos T CD4" e T CD8" (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; CHAPLIN, 2010;
LIPSCOMB; MASTEN, 2002). Essas moléculas sdo conhecidas como coestimuladores
(segundo sinal) B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86) que sdo reconhecidos pelas moléculas CD28
presentes nesses linfocitos T (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2015; BANCHEREAU et
al., 2000; CHAPLIN, 2010; LIPSCOMB; MASTEN, 2002). O resultado dessa interacédo
promove a ativacdo dos linfécitos T CD4" e/ou CD8™, estimulando, assim, a diferenciacéo
desses linfocitos em celulas efetora e de memoria (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015;
LIPSCOMB; MASTEN, 2002; BANCHEREAU et al., 2000). Uma vez ativados, 0s
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linfécitos aumentam sua expressdo de proteinas antiapoptoticas (Bcl-2 e Bcl-XL), que
aumentam a sobrevida dos linfdcitos; aumentam da atividade metabolica; aumentam sua
capacidade proliferativa através da diminuicdo de inibidores do ciclo celular e da
producéo de IL-2, IL-2R e ciclinas (expansédo clonal) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015). Além disso, as células T efetora e de memdria se tornam menos dependentes da
interacdo com coestimuladores via B7-CD28, permitindo que essas células respondam a
uma segunda apresentacdo de antigenos por APCs com baixa expressdo de
coestimuladores, as quais podem ser encontradas nos tecidos ndo linfoides (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Depois ativadas, uma parte das células T CD4" efetoras trafegam pela
periferia e respondem ao antigeno que tiveram contato nos o6rgédos linfoides e que foi
responsavel por sua ativagdo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Nesse contexto, na
segunda interacdo com o antigeno, a ligagdo das moléculas CD40L, expressa em
linfocitos T CD4™ ativados, com as moléculas CD40 presentes nas células dendriticas ou
macrofagos, tronam essas APCs mais aptas a capturar, processar e apresentar antigenos,
aumentar a expresséo do coestimuladores B7 e a secretar citocinas, tais como IL-12 que
vdo auxiliam a diferenciacdo de outras células T virgens em efetoras (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015; DEN HAAN; ARENS; VAN ZELM, 2014
BANCHEREAU et al., 2000). Para os macrofagos, além desses estimulos, essa interacdo
promove um aumento da sua capacidade fagocitica e, para linfdcitos B, essa interacdo é
importante para a resposta imunologica humoral (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015;
BANCHEREAU et al., 2000). Nesse ponto da resposta imunoldgica existem vias de
cooperacdo mutua entre a resposta imunoldgica inata e adquirida, enquanto que células
NK, principais células envolvidas na resposta imunoldgica contra tumores, e as celulas T
CD4" ativadas agem em conjunto na secre¢do de INF-y para aumentar a capacidade
fagocitica e de apresentacdo de antigenos pelas células dendriticas e macrofagos, essas
APCs secretam IL-12, tanto pela sua ativacdo durante a fagocitose como pela estimulos
via INF-y provenientes de células NK e células T CD4" ativadas, promovendo, assim, um
estimulo adicional para células NK, as quais respondem aumentando sua toxicidade,
secre¢do de mais INF-y o qual, juntamente com IL-12, estimula a diferenciacdo de células
T virgens em células Thl (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; BANCHEREAU et al.,
2000; LIPSCOMB; MASTEN, 2002).

A resposta a antigenos tumorais, as quais tendem a evocar respostas

imunoldgicas relativamente fracas, podem requerera ativacdo de células T CD4*
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auxiliares para aumentar a resposta (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Nesse
processo, as células T CD4" produzem citocinas que estimulam diretamente a
diferenciacdo de células T CD8" e, via CD40-CD40L, aumentam a capacidade das células
dendriticas de induzir a diferenciacdo dessas células (DEN HAAN; ARENS; VAN
ZELM, 2014). Dentre as citocinas produzidas pelas células T CD4" ativadas temos a IL-
2 (proliferacéo e diferenciacdo) e a IL-21 (inducéo de celulas de memoria e prevencéo de
exaustdo) e as produzidas por células dendriticas temos a IL-12 (diferenciacdo), os INF
do tipo I (diferenciagdo) e a IL-15 (sobrevida de células T CD8" de memoria) (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015; DEN HAAN; ARENS; VAN ZELM, 2014). Quando
ativadas nos 6rgéo linfoides, as células T CD8" migram para os tecidos e, ao encontrarem
0 antigeno que os ativaram, evocam uma resposta efetora que ou consiste na exocitose de
granulos contendo perforinas e granzimas ou ligacdo de FasL, presente nas células T
CD8" ativadas, com o Fas expresso na superficie das células alvo, ambos mecanismos
medeiam a ativacao de caspases e, consequentemente, a morte da célula alvo por apoptose
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Além disso, assim como células T CD4* do
perfil Thl e células NK, as células T CD8+ também secretam INF-y estimulando as
células fagociticas a eliminar células tumorais (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).
As células T auxiliares, além de secretarem INF-y, secretam TNF que, juntos, podem
aumentar a expressdao de MHC de classe | pelas celulas tumorais e aumentar a sua
susceptibilidade pelas células T CD8* (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Figura 6 — Captura, apresentacdo e reconhecimento de antigenos e diferenciacdo de
linfocitos T CD4"e T CD8".
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Nota | Os antigenos teciduais sdo capturados pelas células dendriticas e transportados via sistema linfatico;
enquanto que antigenos que alcancam o sangue sdo capturados pelas células dendriticas no baco;
independente da via de transporte, os antigenos sdo levados aos drgaos linfoides para que possam ser
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apresentados aos linfocitos T virgem. Nos érgdos linfoides, a depender do tipo de antigeno, o complexo
peptideo-MHC de classe Il ou de classe | (primeiro sinal), expresso nas células dendriticas ativadas, é
reconhecido pelos TCRs dos linfocitos T CD4* e/lou T CD8* respectivamente. As células dendriticas
ativadas expressam moléculas coestimulatéria (segundo sinal) B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86) que séo
reconhecidos pelas moléculas CD28 presentes nesses linfocitos T. A liberagdo de 1L-12, pelas células
dendritica e/ou macrofagos, juntamente com INF-y, por células NK proporcionam a diferenciagdo dos
linfécitos T CD4* em células do perfil Thi.

Outra parte dos linfocitos T CD4" ativados permanecem no 6rgao linfoide e
sdo chamadas de célula T auxiliar folicular; essas células sdo importantes na ativacao de
linfécitos B, as quais apresentam antigenos proteicos (antigenos T-dependentes) para as
célula T auxiliar folicular (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; DEN HAAN; ARENS;
VAN ZELM, 2014). Dessa forma, as células B se tornam ativadas e se diferenciam em
plasmdcitos de vida longa secretores de imunoglobulina, as quais saem dos 6rgaos
linfoides e migram para a medula 6ssea e conferem protecdo imediata em um segundo
contato com o antigeno que o ativou (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; DEN
HAAN; ARENS; VAN ZELM, 2014). Alguns linfécitos B se diferenciam em células de
memoria ndo secretoras de anticorpos, mas que, ao entrarem em contato com 0 mesmo
antigeno que o estimulou, sdo capazes de montar uma resposta rapida frente a esse
antigeno. Esse tipo de ativagdo ocorre a partir das interac6es peptideo-MHC de classe 11,
CD28-B7 e CD40L-CDA40, as quais sdo importantes para gerar anticorpos da classe 1gG,
IgA e IgE (troca de isotipo ou mudanca classe) e gerar anticorpos de maior afinidade
(maturacéo de afinidade) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; DEN HAAN; ARENS;
VAN ZELM, 2014; CHAPLIN, 2010). Além dessa via de ativacao, os linfocitos B podem
ser ativados pela ligacdo de antigenos multivalentes (carboidratos e lipidios com epitopos
idénticos) denominados antigenos T-independentes, os quais geram plasmacitos de vida
curta secretores de IgM (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; DEN HAAN; ARENS;
VAN ZELM, 2014; CHAPLIN, 2010). Os anticorpos contra antigenos tumorais
produzidos por essas células B podem se ligar aos tumores, 0s quais se tornam alvo de
macrdfagos e células NK que apresentam receptores Fc e, portanto, sdo capazes de media
citotoxicidade mediada por anticorpo (ADCC) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

1.16.4 Importancia da molécula CTLA-4

A molécula de CTLA-4 é uma glicoproteina expressa tanto em células T
CD4*, TCD8" e Treg, sendo considerada o maior inibidor negativo da resposta de célula
T (WALKER; SANSOM, 2011; GREENWALD; FREEMAN; SHARPE, 2005; TEFT;
KIRCHHOF, MADRENAS, 2006; BRUNNER-WEINZIERL; HOFF, BURMESTER,
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2004). A molécula CD28 também é uma glicoproteina, no entanto, diferente de CTLA-4,
exerce efeito coestimulatorios sobre as funcbes de células T. Ambas as moléculas se
ligam as proteinas B7-1 e B7-2, sendo CD28 constitutivamente expresso na superficie
de células T, enquanto que CTLA-4 é rapidamente up regulado apos a ativagdo, ndo sendo
expressa em células T virgens. Apds a ativacao de células T, hd um aumento continuo na
concentracdo intracelular de CTLA-4, sendo, em seguida, estocada em vesiculas
(WALKER; SANSOM, 2011; GREENWALD; FREEMAN; SHARPE, 2005; TEFT,;
KIRCHHOF; MADRENAS, 2006). Interessantemente, a expressdo de CTLA-4 na
superficie celular ocorre em baixos niveis (menos de 10% do total de CTLA-4) (TEFT;
KIRCHHOF; MADRENAS, 2006). As proteinas B7-1 e B7-2, nas APCs, também
diferem quanto a cinetica de expressdo, B7-2 é constitutivamente expresso em baixos
niveis e up regulado rapidamente e B7-1 € induzido um pouco depois de B7-2
(WALKER; SANSOM, 2011; GREENWALD; FREEMAN; SHARPE, 2005). Outra
diferenca entre CD28 e CTLA-4 consiste na afinidade da ligacdo com seus ligantes, sendo
a ligacdo de CTLA-4 com as moléculas B7 mais forte do que a ligagdo com CD28
(WALKER; SANSOM, 2011). A moléecula de CTLA-4 parece funcionar atraves de
alguns mecanismos, por exemplo, tem sido proposto que (1) a ligacdo de CTLA-4 com
seu ligante B7 resultaria em uma sinalizacdo inibitoria direta; (2) a molécula de CTLA-4
poderia prevenir a ligacdo de CD28 com B7, resultando em menor ativacdo células T;
nesse mecanismo as moléculas de CTLA-4 solGveis também seriam capazes de prevenir
a ligacdo de CD28 com B7; (3) a ligagdo de CTLA-4 com B7 sobre as APCs resultaria
em um sinal reverso sobre as APCs, induzindo a atividade de indoleamina-2,3-
dioxigenase (IDO) que cataboliza o aminoacido triptofano localmente resultando em
inibicdo da proliferacdo de células T; (4) a ligacdo de CTLA-4 com B7 nas APCs
provocaria uma inibicdo da fungdo da APCs mediada por citocinas produzidas pelas
células CTLA-4%; (5) as células CTLA-4* promoveria a trans-endocitose do complexo
CTLA-4-B7 (WALKER; SANSOM, 2011). Embora varios mecanismos tenham sido
propostos, acredita-se que os sinais inibitérios de CTLA-4, que ocorrem quando as células
T ativadas encontram com as moléculas B7 presentes na APCs, e a remoc¢do das
moléculas coestimulatdria B7 pelas células Treg e células T ativadas sejam os principais
mecanismos envolvidos com o bloqueio da resposta imunologicas de células T (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015). Dessa forma, as células T ativadas podem ser inibidas
quando expressam moléculas de CTLA-4 na superficie celular, o que ocorre apos 24-48
horas de sua ativacdo. Ademais, células Tregs e células T CTLA-4" podem, através da
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captura de B7, impedir a ativacdo de células T virgens, limitando, assim, a resposta

imunoldgica dessas células (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Figura 7 — Principais mecanismos inibitorios desencadeados pelas moléculas CTLA-4.
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Nota | (a) Acredita-se que os sinais inibitorios de CTLA-4 ocorrem quando as células T ativadas encontram
com as moléculas B7 presentes na APCs; (b) A remogdo das moléculas coestimulatdria B7 pelas células
Treg e células T ativadas previne a ativagao da resposta imunolégicas de células T.

1.17 Efeitos dos ITKs no sistema imunolégicos
Os ITKs (imatinibe, nilotinibe e dasatinibe) séo utilizados para o tratamento

da LMC e agem através da inibi¢cdo da oncoproteina BCR-ABL (MELO; BARNES,
2007). Esses inibidores, no entanto, sdo capazes de inibir outras quinases que ndo o BCR-
ABL e o perfil de inibicdo é diferente entres os diferentes ITKs (HANTSCHEL, RIX,
SUPERTI-FURGA, 2008). O imatinibe e o nilotinibe apresentam um perfil de inibigcdo
semelhante, sendo capazes de inibir ABL, ARG, BCR-ABLL, c-KIT, PDGFR-a, DDR1
e NQO2, ja o dasatinibe apresenta uma faixa de inibicdo mais ampla, sendo capaz de
inibir diversas proteinas da familia SRC (FGR, FYN, SRC, YES, BLK, HCK, LCK,
LYN), TEC (BMX, BTK, ITK, TEC, TXK) e SYK (SYK e ZAP-70) (HANTSCHEL,
RIX, SUPERTI-FURGA, 2008). Muitas dessas proteinas sao importantes no contexto do
sistema imunoldgico. Por exemplo, LCK, FYN, ITK e ZAP-70 sdo essenciais na
sinalizagdo de células T, enquanto LYN, SYK e BTK estdo envolvidos na sinalizag&o de
células B (BRADSHAW, 2010; WANG et al., 2010).

Relatos prévios tém mostrado o potencial dos ITKs de modular o sistema

imune. Dietz et al. (2004) tém mostrado, in vitro, que na faixa de dose utilizada
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terapeuticamente o imatinibe foi capaz de inibir a proliferacdo de células T estimuladas
com celulas dendriticas e com fitohemaglutinina. Além disso, tem sido mostrado,
também, o potencial do imatinibe em inibir, de forma reversivel, células T CD4* e CD8"
de forma independente de APCs, sendo essa inibi¢do associada a reducdo da produgéo de
INF-y (CWYNARSKI et al., 2004). De forma complementar, Leder et al. (2007) tém
mostrado, em camundongos, uma reducdo da producdo de INF-y por células T CD4" e
CD8" na presenca do imatinibe. Essas alteragfes ndo sdo restritas ao imatinibe e relatos
também tém sido documentados com o dasatinibe e nilotinibe. Estudos prévios tém
mostrado que o dasatinibe é capaz de inibir a proliferacdo, ativacdo e a producdo de
citocinas de células T (SCHADE et al., 2008; WEICHSEL et al., 2008). Ja o nilotinibe
foi relatado desempenhar um papel inibidor sobre a proliferacéo e producao de IFN-y em
células T CD8" (CHEN et al., 2008).

Outras alteracdes em células do sistema imune também tém sido relatadas
com o uso dos ITKs, tais como: disfun¢des em células dendriticas, linfocitos B, linfocitos
Treg e células NK (CARULLI et al., 2010; CHEN et al., 2012; FEI et al., 2009, 2010;
LARMONIER et al., 2008; SALIH et al., 2010; SANTACHIARA et al., 2008; SATO et
al., 2003). Como mostrado acima, as células NK, conhecidas pelo suas propriedades
anticancer (VIVIER et al., 2012), parecem exercer um papel importante no sucesso da
parada do tratamento com ITKs (ILANDER et al., 2017; REA et al., 2017). Até o
momento, um numero relativamente pequeno de estudos existe sobre a o papel dos ITKs
sobre essas células NK, um deles publicado por Chen et al. (2012) tem mostrado defeitos
guantitativos (expanséo limitada) e funcionais (reducdo da degranulacdo em resposta as
células K562) nas células NK em pacientes com LMC tratados com imatinibe. Além
disso, um estudo anterior de Cebo et al. (2006) mostraram que o tratamento com imatinibe
inibiu a via de ativacdo da NKG2D, um imunorreceptor de ativacao, e que a modulacéo
da NKG2D pelo imatinibe interferiu no reconhecimento e citélise das células NK. Em
contraste com esses resultados, Salih et al. (2010) mostram que o imatinibe ndo exerceu
influéncia direta na reatividade das células NK in vitro.

Assim como para o imatinibe, relatos prévios sobre a influéncia do dasatinibe
sobre as células NK tém mostrado resultados controversos, enquanto que Salih et al.
(2010) encontraram uma reducdo da citotoxicidade e producdo de citocinas em células
humanas e Fraser et al. (2009) uma reducao da citotoxicidade de células NK em modelo
animal in vivo, Hayashi et al. (2012) tém mostrado que as células NK de pacientes
tratados com dasatinibe apresentam uma maior capacidade de matar células K562.
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Salih et al. (2010) também avaliaram a influéncia do nilotinibe sobre células
NK e encontram que, em altas concentragfes, esse inibidor prejudicou a producédo de
citocinas de células NK. Além disso, Hayashi et al. (2012) reportaram que o nilotinibe
diminuiu a citotoxicidade de células NK.

A despeito desses estudos avaliando a influéncia dos ITKs sobre a funcéo de
células T CD4*, T CD8" e NK em pacientes com LMC, pouco se sabe a respeito da
influéncia desses inibidores sobre receptores especificos presentes em células NK e célula
T. Dada a importancia demonstrada do sistema imunoldgicos, sobretudo a importancia
de células NK e células T, no controle da LMC nos estudos de descontinuacdo do
tratamento, nos propomos a avaliar a expressdo do gene NKp46, o “Natural Cytotoxicity
Receptors” (NCR) de células NK mais importante no reconhecimento e lise tumoral, e a
expressdo do gene CTLA-4, o maior regular negativo das funcdes de linfocitos T, em
pacientes com diferentes graus de resposta ao tratamento com diferentes ITKs, para,
assim, verificarmos seu potencial como marcador de melhor resposta ao tratamento e a
influéncia de cada inibidor na expressdo desses genes. Ademais, afim de investigar o
comportamento desses marcadores em pacientes com LMC, associamos a expressao
génica desses marcadores do sistema imunoldgico com diversos dados clinicos e

laboratoriais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar a expressdo génica do receptor de citotoxicidade natural de células NK
NKp46 e do inibidor de checkpoint imunoldgico CTLA-4 em pacientes com leucemia

mieloide cronica tratados com diferentes inibidores de tirosina quinase.

2.2 Objetivo Especificos

e Determinar o perfil sociodemografico (sexo e idade) dos pacientes com LMC e
grupo controle;

e Determinar o perfil clinico-laboratorial (cariotipo, transcritos, escores de risco)
dos pacientes com LMC;

e Investigar se ha associacdo entre a expressdao dos genes NKp46 e CTLA-4 de
pacientes com LMC em tratamento com diferentes inibidores de tirosina quinase
e com 0 grupo controle;

e Auvaliar a possivel correlacdo entre o nivel de expresséo dos genes NKp46 e CTLA-
4 com o tempo de uso dos inibidores de tirosina quinase;

e Investigar a possivel associacdo entre a expressdo dos genes NKp46 e CTLA-4 de
pacientes com LMC com os dados sociodemogréaficos e clinicos-laboratoriais;

e Comparar a expressao dos genes NKp46 e CTLA-4 entre pacientes com LMC em
uso de diferentes inibidores de tirosina quinase, com diferentes niveis de resposta

molecular e com o grupo controle.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Casuistica

Trata-se de um estudo de transversal com 71 pacientes adultos com
diagnostico clinico e molecular de LMC, sendo 52 pacientes em tratamento com
imatinibe, 10 tratados com nilotinibe e 9 tratados com dasatinibe (QUADRO 3).

Além desses pacientes, 25 voluntarios declaradamente saudaveis composto
por alunos e funcionarios provenientes da Universidade Federal do Ceara (UFC) foram
incluidos no estudo com grupo controle.

Quadro 3 — Distribui¢do dos pacientes de acordo com o ITK utilizado.

Imatinibe
(n=52)

71 pacientes

com LMC Nilotinibe

(n=10)

Dasatinibe
(n=9)

Legenda | Leucemia mieloide crénica (LMC); Inibidor de tirosina quinase (ITK).

Os pacientes foram provenientes do ambulatorio do Servico de Hematologia
do Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC), estruturado no Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Ceara (HEMOCE). Atualmente, o servico atende em
média 130 pacientes com LMC, estando a maior parte desses pacientes em uso de
imatinibe (90 pacientes). Para os pacientes em uso de ITKs de 22 geracdo, ha uma
distribuicdo muito semelhante com média de 20 pacientes para cada ITK (nilotinibe e
dasatinibe). A Tabela 6 mostra a distribuicdo dos pacientes no servi¢o quanto ao tipo de

ITK utilizado e o percentual obtido correspondente em cada grupo analisados no estudo.

Tabela 6 — Distribuicdo dos pacientes no servigo quanto ao tipo de ITK utilizado e o
percentual obtido correspondente a cada grupo analisados no estudo.

ITK Servigo Amostragem Percentual (%)
Imatinibe 90 52 57,8
Nilotinibe 20 10 50
Dasatinibe 20 9 45

Total 130 71 54,6

Legenda | Inibidor de tirosina quinase (ITK).
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As doses dos ITKs utilizadas pelos pacientes do estudo no momento da

coleta € mostrada na Tabela 7.

Tabela 7 — Dose dos ITKs utilizada no momento da coleta.

N e percentual de pacientes em uso (%)

ITK N Dose Dose reduzida Dose
habitual ou aumentada alternada
Imatinibe 52 49 (94,2) 2 (3,8)? 1(2)°
Nilotinibe 10 7 (70%) 3 (30%)° -
Dasatinibe 9 8 (88,9) 1(11,2)¢ -
Total 71 64 (90,1) 6 (8,4) 1(1,5)

Nota | Dose habitual para o imatinibe 400 mg/dia; Dose habitual para o nilotinibe 800 mg/dia; Dose habitual
para o dasatinibe 200 mg/dia. Legenda| (® Dois pacientes utilizavam a dose de 300 mg/dia; (°) Um
paciente utilizava dose alternada de 200/400 mg/dia; (°) Dois pacientes utilizavam dose de 400 mg/dia e
um utilizava dose 200 mg/dia; () Um paciente utilizava a dose de 20 mg/dia.

3.2 Selecdo da amostra

> Pacientes:

Critérios de Incluso:

e Pacientes adultos (> 18 anos), voluntarios, de ambos os sexos, com diagnostico clinico
e molecular de LMC em uso de ITKs, atendidos no ambulatério do servico de
hematologia do HUWC.

Critérios de Excluséo:

e Pacientes que foram submetidos a transfusdo sanguinea nos ultimos 6 meses;

e Pacientes com prontuarios indisponiveis;

e Pacientes com diagnostico de outra doenga hematoldgica concomitante;

e Pacientes com doencas imunes (artrite reumatoide, diabetes tipo 1, doenca celiaca,

esclerose multipla, 1Gpus eritematoso sistémico entre outros).

» Grupo controle:

Critérios de Incluséo:

e Individuos saudaveis, voluntarios, adultos, de ambos 0s sexos.
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3.3 Local do estudo

O estudo foi realizado no HEMOCE, onde foram coletadas amostras
sanguineas, no Laboratdrio de Pesquisa em Hemoglobinopatias e Genética das Doencas
Hematolodgicas (LPHGDH) e no Laboratério de Analises Clinicas e Toxicol6gicas
(LACT) do Curso de Farmacia da Universidade Federal do Ceara (UFC), onde foram
realizados o processamento das amostras e analises moleculares. Os outros dados

laboratoriais e alguns dados clinicos foram obtidos a partir de prontuarios médicos.

3.4 Coleta de amostras e dados

Foram selecionados aleatoriamente os pacientes atendidos pelo ambulatorio
do servico de hematologia do HUWC no periodo de marco de 2018 a agosto de 2019. Os
pacientes foram abordados de forma aleatdria no setor de coleta localizado no HEMOCE,
onde os pacientes do servigo de hematologia do HUWC eram atendidos.

Para os pacientes que aceitaram participar da pesquisa, foram colhidos 2 tubos
de 4 mL de sangue periférico contendo EDTA como anticoagulante para quantificacdo
da expressdo dos genes NKp46 (NCR1) e CTLA-4. Os dados clinicos e os demais dados
laboratoriais, bem como as informacdes sobre a utilizacdo dos ITKs foram obtidos dos
prontuarios médicos. As varidveis analisadas foram divididas em duas categorias,
variaveis sociodemograficas (sexo, idade e dados sobre tabagismo e etilismo) e variaveis
clinico-laboratoriais (expressdo dos genes NKp46, CTLA-4, escores de risco Sokal,
Hasford, EUTOS e ELTS, tempo de uso dos ITKs, transcritos do gene BCR-ABL no dia
da coleta, cari6tipo ao diagnostico, resposta citogenética no dia da coleta, resposta
molecular no dia da coleta, niveis de células sanguineas no dia da coleta). As analises de
expressdo dos genes NKp46, CTLA-4, que fazem parte das variaveis clinico-laboratoriais,
foram realizadas no LPHGDH, as demais variaveis clinico-laboratoriais foram
provenientes dos prontuarios médicos. Os respectivos parametros utilizados para o

calculo de cada score de risco sao mostrados no Quadro 4.



60

Quadro 4 — Parametros utilizados para o calculo dos escores de risco na LMC.

Sokal Hasford EUTOS ELTS
| J | | L ]
Idade; * Bacgo; * Idade;
* Bago; :
» Basofilos * Baco;
* Plaquetas; .
* Plaquetas;
* Blastos;

* Eosinoéfilos;
¢ Basofilos.

Legenda | Leucemia mieloide cronica (LMC); European Treatment and Outcome Study (EUTOS); EUTOS
long-term survival score (ELTS). Nota| Para o calculo dos escores de risco, 0s pardmetros devem ser
coletados ao diagndstico e antes de tratamento, o baco deve ser medido em centimetros abaixo do rebordo
costal esquerdo. Fonte | Hasford et al. (1998; 2011); Pfirrmann et al. (2016); Sokal et al. (1984).

3.5 Analises de expressao génica
3.5.1 Extracdo de RNA

Para a separacdo do pool celular do sangue periférico, foi realizada a
transferéncia da amostra para um tubo do tipo Falcon de 50 mL no qual foi adicionado
solucdo de lise (25 mL de solugéo de cloreto de aménio 0,144 M e bicarbonato de amdnio
0,01 M) para lisar as hemécias. O contetdo foi homogeneizado lentamente por 3 minutos
e centrifugado a 13200 rpm por 10 minutos a 4° C. Em seguida, foi desprezada a fase
aquosa e acrescentado 250 uL. de PBS. Para a extracdo de RNA total, foi misturado 250
uL desse material com 750 uL. guanidina isotiocianato (Trizol LS Reagent®) e 10 uL (20
ng/ml) de glicogénio em microtubos. Essa mistura foi mantida em banho de gelo por 10
minutos e, em seguida, foi adicionado 200 uL de cloroférmio gelado. O contetido foi
homogeneizado em vortex por ~30 segundos e, em seguida, centrifugado a 14.000 rpm
por 15 minutos a 4°C. Apos a centrifugacdo, foi retirado cuidadosamente o sobrenadante
contendo RNA e transferido para novos microtubos. Nesses microtubos, foram
adicionados 400 pL de isopropanol gelado e, sem seguida, o material foi homogeneizado
por inversdo e mantido a -20°C overnight para a precipitacio do RNA. Apos a
precipitagdo, o material foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi descartado por inversdo. O pellet formado foi ressuspenso em etanol
70% e centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi
novamente descartado por inversdo e o pellet ressuspenso em 20ul de agua livre de
RNAse. Os RNAs foram quantificados e congelados em freezer a -80°C. A figura 6

mostra 0 esquema com todas as etapas de extracédo de RNA.
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Figura 8 — Esquema do protocolo de extracdo de RNA.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5.2 Quantificagdo do RNA

Para a quantificagdo do RNA, foi seguido o protocolo contido no manual do
fabricante do reagente Trizol LS Reagent®. O RNA total obtido das amostras foi
quantificado através de leitura em nanoespectrofotdbmetro no comprimento de onda de
260 nm, utilizando equivaléncia de 40 ug/mL para 1 unidade de absorbancia. O grau de
pureza das amostras foi avaliado através da razdo entre as absorbancias (A260/A280)
obtidas com os comprimentos de onda de 260 e 280 nm. Amostras com razdo entre 1,6 e

2,0 foram consideradas puras.

3.5.3 Sintese de cDNA
Foi utilizado cerca de 2000 ng do RNA extraido de cada amostra para a

sintese de 20 uL cDNA. A sintese do cDNA foi realizada com a utilizacdo do Kit para
Transcricdo Reversa da Applied Biosystems® (High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit Applied Biosystems®). Os procedimentos referentes a sintese do cDNA
foram realizados de acordo com as recomendacdes do fabricante. ApGs esse processo, as
amostras de cDNA foram diluidas 5 vezes e armazenadas em freezer a -20- C até o

momento das analises moleculares.
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3.5.4 (@PCR (PCR quantitativa em tempo real)

A quantificacdo da expressao dos 2 genes estudados e do gene de referéncia
(TABELA 7) foi realizada a partir da técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (QPCR) no aparelho CFX96 Real-time System (Bio-Rad Laboratories, Inc..,
Hercules, California, USA) disponivel no Laboratério de Andlises Clinicas e
Toxicologicas (LACT).

Tabela 8 — Lista dos genes que foram avaliados por gPCR.

Nome Gene Sonda TagMan
B2-microglobulina B2M Hs99999907_m1
Rece_ptor 1_ d_esencadeador NKp46 Hs00183118_m1
de citotoxicidade natural
Proteina 4 associada ao CTLA-4 Hs00175480_m1

linfocito T citotéxico

As reacOes foram realizadas em placas transparentes de 96 pogos utilizando-
se 0 TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA,
USA) otimizado para reacdes com sonda TagMan assay® com marcacdo FAM-MGB e
contendo a AmpliTag Gold DNA polimerase, dNTPs e tampdo otimizado. O volume final
de cada reagdo foi de 10 uL, sendo 2 pL de agua, 5 uL de TagMan® Universal PCR
Master Mix, 0,5 uL de sonda (TagMan Assay®) e 2,5 uL de cDNA. As condicOes de
termociclagem compreenderam uma incubacdo a 50° C por 2 minutos, 95° C por 10
minutos (para ativacdo da DNA polimerase), seguidos por 40 ciclos de 95° C por 15
segundos (desnaturacdo) e 60° C por 1 minuto (anelamento e extensdo simultaneos).
Todas as amostras (teste, controles normais e controle interno das reagdes) foram
realizadas em duplicatas. Como controle de contaminantes da PCR foram incluidos na
placa os NTCs (no-templante controls), no qual agua foi adicionada no lugar do RNA.
Para normalizar os dados de expresséo dos genes que foram avaliados neste estudo o gene
S2-microglobulina (B2M) foi utilizado como gene de referéncia (YU et al., 2017).

Na analise de PCR em tempo real, a quantificacdo é baseada no ciclo de
quantificacdo (Cq), que é inversamente proporcional ao logaritmo do nimero de copias
iniciais (TYAGI; BRATU; KRAMER, 1998). O Cq é definido como o primeiro ciclo de
amplificagdo no qual a fluorescéncia indica que os produtos de PCR se tornaram

detectaveis. Os resultados foram avaliados através da obtencdo dos valores de Cq (ciclo
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de quantificacdo). Ao final de cada corrida, os dados foram exportados para planilhas do
software Excel® para o célculo dos valores de ACq. A nomenclatura padrao utilizada
para os experimentos da PCR quantitativa em tempo real foi baseada no imatinibeQE
(Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments)
(BUSTIN et al., 2009). Posteriormente, os resultados dos Cq para cada gene de estudo
foram normalizados para cada amostra, subtraindo o valor da média do Cq do gene de
referéncia, obtendo o valor de ACq, utilizado para o calculo de valores de expressdo (22¢9)

(PFAFFL, 2001), segundo a formula abaixo:

2ACq= média do Cq do gene alvo — média do Cq do gene de referéncia.

3.6 Aspectos éticos

Todos os participantes da pesquisa foram esclarecidos a respeito do projeto e
tiveram a liberdade para participar ou desistir a qualquer momento da pesquisa. Aqueles
que concordaram em participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (APENDICE A). Os dados dos participantes da pesquisa foram
mantidos em sigilo, bem como todas as informagdes contidas nos formulérios utilizados
pelos pesquisadores responsaveis. O projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFC com namero de parecer 6.066.725 (ANEXO A).

3.7 Andlise estatistica

A anélise estatistica foi realizada através do Programa GraphPad Prism 6.0.
Os testes realizados foram determinados de acordo com a normalidade dos dados usando
o teste de Shapiro-Wilk. Para as analises de dois grupos foi utilizado o teste de Mann
Whitney, para as analises de 3 ou mais grupos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Para
a andlise de correlacdo foi utilizado o teste de Correlagdo de Spearman e de Pearson.
Quando presentes, os outliers foram excluidos das analises afim obter um grupo mais
homogéneo. O nivel de significancia utilizado foi de 5% (o < 0,05) e foram considerados

resultados estatisticamente significantes aqueles com valores de p <0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Dados sociodemograficos e clinico-laboratoriais

A distribuicdo dos pacientes para as analises dos dados sociodemograficos,
clinico-laboratoriais, bem como as analises moleculares foram realizadas de acordo com
a disponibilidade dos dados em prontuarios médicos e/ou critérios de elegibilidade
(QUADRO 5).

A mediana e a amplitude de idade ao diagnostico dos pacientes com LMC foi
de 42 (12 — 92) anos. A mediana e a amplitude de idade no momento da coleta dos
pacientes com LMC foi de 49 (19 — 94) anos e para os pacientes controles foi de 29 (21
—67) anos. Setenta e um pacientes com diagndstico clinico, hematoldgico e molecular de
LMC foram avaliados. Destes 71 pacientes, 37 (52,1%) eram do sexo masculino, 34
(47,9%) eram do sexo feminino, 71 (100%) estavam em fase cronica da doencga. Dos 25
controles, 6 (24%) do sexo masculino e 19 (76%) do sexo feminino.

Quadro 5 — Distribuicdo dos pacientes e controle de acordo com as variaveis.

71 pacientes

com LMC
] \
- Sexo e idade
Analise molecular (n=71) Dados
.. demograficos
| Imatinibe (n=71)

e 20 d (n=51) Etilismo e ‘
xpressédo do gene tabagismo —
NKp46 (n=70) ] Nilotinibe (d|sp0n|b|||dade) Dados Clln_ICO-

e CTLA-4 (n=69) (n=10/9) laboratorial
(disponibilidade)
| | Dasatinibe
(n=9)

Legenda| Leucemia mieloide cronica (LMC); fase cronica (FC). Nota | Para os dados clinicos-
laboratoriais, 0 nimero total limitou-se a disponibilidade dos dados nos prontuarios médicos. A diferenca
observada entre o n total e 0 n para cada grupo dentro da andlise de expressdo génica ocorreu devido a
indisponibilidade de alguns dados. Para o grupo em uso de imatinibe, cujo n total é de 52, ndo houve
disponibilidade de um dado para cada gene estudado. Para o grupo em uso de nilotinibe, ndo houve,
também, disponibilidade de um dado de expressdo génica de CTLA-4.

Ao diagndstico, 44 (62%) pacientes apresentaram citogenética tipica apenas
com a t(9;22), 6 (8,4%) pacientes apresentaram outra(s) alteracdo(des) citogenética(s)
além da translocagdo (9;22) e em 21 (29,6%) pacientes ndo foi possivel essa avaliacdo
por falta do referido exame nos prontuarios. Para os pacientes sem esse dado no

prontuéario, o diagnostico foi estabelecido por gPCR.
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Quanto ao uso dos ITKs, 52 (73,2%) utilizavam imatinibe, 10 (14,1%)
pacientes utilizavam nilotinibe e 9 (12,7%) dasatinibe. A distribuicdo dos pacientes
quanto ao nivel de resposta molecular alcangada no momento da coleta com os diferentes

ITKs é mostrada na Tabela 8.

Tabela 9 — Perfil de resposta molecular alcangada pelos pacientes com diferentes ITKs
no momento da coleta (n=71).

Sem RMM ComRMM  Com RMP Sem classificacdo

ITHs n (%) n (%) n (%) n (%)
Imatinibe 14 (27) 15 (28,8) 15 (28,8) 8 (15,4)
Nilotinibe 1(10) 2 (20) 7 (70) 0(0)
Dasatinibe 0 (0) 4 (44,5) 2 (22,2) 3(33,3)

Legenda | Inibidor de tirosina quinase (ITK), resposta molecular maior (RMM), resposta molecular
profunda (RMP). Nota | A classificacdo de resposta alcancada considerada foi a do dia da coleta ou a data
mais proxima da coleta. Pacientes sem classificacdo sdo aqueles cujo os dados ndo estavam disponiveis nos
prontuérios médicos.

Quanto ao tipo de transcrito do gene BCR-ABL, 17 pacientes (23,9%)
expressavam o transcrito b2a2, 23 (32,4%) expressavam o transcrito b3a2, 13 (18,3%)
expressavam ambos os transcritos b2a2/b3a2. Entre os pacientes que expressavam ambos
0s transcritos, um expressava, também, o transcrito ela2. Dezoito pacientes (25,4%) ndo
apresentaram esse dado nos prontuarios médicos.

Os escores de risco Sokal, Hasford, ELTS e EUTOS foram calculados a partir
dos dados disponiveis nos prontudrios, sendo os pacientes classificados como risco alto,
risco baixo e, adicionalmente, para os trés primeiros sistemas de classificagcbes, como
risco intermediario. A Tabela 9 mostra a quantidade de pacientes com diferentes

classificacGes de risco em diferentes escores de progndstico.

Tabela 10 — Classificagdo de risco em diferentes escores de prognostico (n=71).

e Sokal Hasford EUTOS ELTS
Classificacéo
n (%) n (%) n (%) n (%)
Baixo 23 (32,4) 32 (45,1) 53 (74,8) 22 (31)
Intermediério 19 (26,8) 21 (29,7) - 23 (32,4)
Alto 20 (28,2) 9 (12,6) 9 (12,6) 17 (24)
Sem classificacéo 9 (12,6) 9 (12,6) 9 (12,6) 9 (12,6)

Legenda| European Treatment and Outcome Study (EUTOS); The EUTOS long-term surviva (ELTS).
Nota| Pacientes sem classificacdo sdo aqueles cujo os dados ndo estavam disponiveis nos prontuarios
medicos.
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4.2 Expressao dos genes NKp46 e CTLA-4 em pacientes com LMC em uso de diferentes ITKs
e no grupo controle

A andlise da influéncia dos diferentes ITKs na expressao dos genes NKp46 e

CTLA-4 é mostrada no grafico 1. Para o gene NKp46, os pacientes em uso de nilotinibe

apresentaram maior expressdo comparado com o grupo controle (GC) e com o grupo que

utilizava dasatinibe (p<0,001; p<0,05, respectivamente), mas ndo apresentou diferenca

estatistica com o grupo em uso de imatinibe (p>0,05). Quanto ao gene CTLA-4, ndo houve

diferenca entres os pacientes em uso dos diferentes ITKs.

Gréafico 1 — Expressdo dos genes NKp46 e CTLA-4 em pacientes com LMC em uso de

ITKSs.
p=0,0022 p=0,9581
10000 A $ 5000~
a,b N
1 S 2 °
8000 - < 4000
-
'_
(6]
6000 - £ 30001 |
<
: T
v
4000 4 .
° o - 2000
° o
a b g
2000 4 ,J-_l T © 1000 -
T = s -
0 T T T T i 0 T T T T
GC Gl GN GD w CG Gl GN GD

ap<0,001 na comparagdo GN vs GC

bp<0,05 nacomparagdo GN vs GD

Legenda| Grupo controle (GC); Grupo imatinibe (Gl); Grupo nilotinibe (GN) e Grupo dasatinibe (GD).
Grafico 1.1 — Expressdo dos genes NKp46 em pacientes com LMC em uso de ITKs . Grafico 1.2 —
Expressdo dos genes CTLA-4 em pacientes com LMC em uso de ITKs. Nota | Para a realizacdo do teste de
Kruskal-Wallis, os outliers foram excluidos da analise afim obter um grupo mais homogéneo e minimizar
possivel influéncia de outras variaveis na expressdo dos genes NKp46 e CTLA-4. Os dados no gréafico
representam a mediana e intervalo interquartil em cada grupo. (NKp46 = ngc=23; ngi=46; nen=10;
nGD:Q/CTLA-4: Nec= 5; nG|:46; nGN:9; nGng)-

O teste de correlacdo de Spearman e a de Pearson foram utilizados para
avaliar uma possivel relacdo entre o tempo de uso em meses dos ITKs e o nivel de
expressao dos genes NKp46 e CTLA-4. A analise dos resultados mostrou que o tempo de
uso dos ITKs parece ndo estar correlacionado com o nivel de expressdo dos genes NKp46
e CTLA-4 (TABELA 10).



67

Tabela 11 — Comparacdo do tempo de uso em meses dos ITKs com a nivel de expressdo

do gene NKp46 e CTLA-4.

Média Média
Parametros (minimo — maximo)  (Mminimo — maximo) r p Valor
Tempo médio (meses)  Expressao do gene
Tempo de uso em meses
de ITK (NKp46)
Imatinibe 41,6 (1-141) 2017 (441-8561) 0,12  0,38922
Nilotinibe 83,5 (18 — 147) 3611 (268 —-8726)  -0,09 0,7986"
Dasatinibe 84,3 (12 -122) 1107 (348 -2088)  -0,35 0,3494°
ITKs 61,3 (1 —201) 2128 (268 —8726)  -0,02 0,8924%
Tempo de uso em meses
de ITK (CTLA-4)
Imatinibe 43,9 (1-141) 2113 (360 — 9228) 0,27  0,0562%
Nilotinibe 81,2 (18 — 147) 1346 (238 — 2469) 0,16  0,6893"
Dasatinibe 84,3 (12 - 122) 1590 (445 — 2825) 0,02 0,9575P
ITKs 61,3 (1 -201) 1945 (238 — 9228) 0,12 0,32912

Legenda | Correlacéo de Spearman (a); Correlacdo de Pearson (b).

4.3 Comparagdo do nivel de expressao dos genes NKp46 e CTLA-4 em pacientes com LMC

com parametros sociodemograficos e clinico-laboratoriais.

A Tabela 11 mostra a comparacéo das variaveis sociodemogréficas e clinico-

laboratoriais com o nivel de expressdo do gene NKp46. As analises mostram uma possivel

influéncia do escore de risco EUTOS na expressdao do gene NKp46, mostrando que

pacientes com risco alto apresentaram uma expressdo estatisticamente maior do gene

NKp46 quando comparado com os pacientes de baixo risco (p=0,0386). As demais

variaveis nao apresentaram diferenca estatisticas com o nivel de expressdo do gene

NKp46.

Tabela 12 — Comparagdo do nivel de expressdo do gene NKp46 em pacientes com LMC
com o0s parametros sociodemograficos e clinico-laboratoriais.

Média ou r Média ou r
Variaveis Expressdo  p Valor Variaveis Expressao p Valor
de NKp46 de NKp46
Sexo EUTOS
Masculino 1431 0,28712 Baixo 1489 0,03862
Feminino 1626 Alto 3288
PRCgC (18 meses) 0,04 0,7312°
Idade
(Diagndstico) ELTS
Masculino -0,16 0,3401° Baixo 1490 0,9753°¢
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Feminino
Ambos

Idade (Coleta)

Masculino
Feminino
Ambos

Tabagismo

Fumantes
Néao fumantes

Etilismo

Etilista
N&o etilista

Sokal

Baixo
Intermediério
Alto

Hasford

Baixo
Intermediério
Alto

0,25
0,01

-0,27
0,15
-0,04

1341
1737

1539
1539

1490
1350
1884

1485
1918
2371

0,1156°
0,9271°

0,1137°
0,3822°
0,6957°
0,17002

0,8425?

0,4977°¢

0,8351°

Intermediario

Alto
Transcritos

b2a2

b3a2

Ambos
Cariotipo

Sem ACA

ACA

Resposta citogenética

RCgC
Sem RCgC

Resposta molecular

Sem RM
RMM
RMP

Células sanguineas

Linfécitos
Leucécitos

1613
1674

1423
1754
1833

1531
1583

1475
1790

1444
2206
1780

-0,15
0,12

0,7192°

0,7624%

0,4192%

0,4487°¢

0,2272°
0,3419°

Legenda | Teste de Mann Whitney (a); Correlagdo de Spearman (b); Teste de Kruskal-Wallis (c);
Probabilidade de resposta citogenética em 18 meses (PRCgC); Anormalidade citogenética adicional
(ACA); Resposta citogenética completa (RCgC); Resposta molecular (RM); Resposta molecular maior
(RMM); Resposta molecular profunda (RMP). Nota | Para a realizacdo dos testes estatisticos, os outliers
foram excluidos das anélises afim de obter um grupo mais homogéneo e minimizar possivel influéncia de
outras variaveis na expressdo do gene NKp46.

Para avaliar a possivel influéncia do tipo de tratamento no nivel de expressao

do gene NKp46 e a possivel influéncia da resposta molecular, analisamos uma série de

comparag0es entre os diferentes grupos (TABELA 12).

Tabela 13 — Comparacdo do nivel de expressao do gene NKp46 entre pacientes com LMC
em uso de diferentes ITKs, com e sem resposta molecular e com grupo controle.

Meédia (Minimo —
molmoular n Méximo) p Valor
Expressao de NKp46
Controle x>RMM (ITKSs)
Controle 23 1164 (618 — 1968) 0,00722
>RMM 39 1790 (268 — 4928)
Controle x>RMM (GI)
Controle 23 1164 (618 — 1968) 0,0028%
>RMM (GI) 25 1793 (628 — 4392)
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Controle x>RMM (GN)

Controle 23 1164 (618 — 1968) 0,00222
>RMM (GN) 9 3042 (268 — 8146)

Controle x>RMM (GD)
Controle 23 1164 (618 — 1968) 0,31172
>RMM (GD) 6 956,4 (348 — 1481)

Controle x <RMM (GI)
Controle 23 1164 (618 — 1968) 0,1210°
<RMM (GI) 14 1444 (441 — 3221)

RMM (GI) x RMP (GlI)
RMM (GlI) 14 2526 (841 — 5756) 0,3470?
RMP (GI) 13 1595 (628 — 2738)

>RMM (GI) x>RMM (GN)
>RMM (GI) 25 1793 (628 — 4392) 0,0936?
>RMM (GN) 9 3042 (268 — 8146)

>RMM (GI) x >RMM (GD)
>RMM (Gl) 25 1793 (628 — 4392) 0,0099%
>RMM (GD) 6 956,4 (348 — 1481)

>RMM (GN) x >RMM (GD)
>RMM (GN) 9 3042 (268 — 8146) 0,01762
>RMM (GD) 6 956,4 (348 — 1481)

Legenda| Grupo imatinibe (Gl); Grupo nilotinibe (GN); Grupo dasatinib (GD); Teste de Mann Whitney
(a); Teste de T ndo pareado (b); Resposta molecular maior (RMM); Resposta molecular profunda (RMP).
Nota | Para a realizagdo dos testes estatisticos, os outliers foram excluidos das anélises afim de obter um
grupo mais homogéneo e minimizar possivel influéncia de outras variaveis na expressao do gene NKp46.

A Tabela 12 mostra que a >RMM pode exercer alguma contribuigdo no
aumento da expressdo do gene NKp46, pelo menos para os pacientes em uso de imatinibe
e nilotinibe e que, para os pacientes em uso de imatinibe, o nivel de resposta molecular
além da RMM parecer ndo exercer uma contribuicdo adicional na expressdo do gene
NKp46.

A comparacao do nivel de expressdo do gene CTLA-4 em pacientes com LMC
com o0s parametros sociodemograficos e clinico-laboratoriais € mostrada na Tabela 13.
Nossos resultados mostraram um nivel de expressdo do gene CTLA-4 maior em pacientes
com LMC com RCgC (p=0,0230). Além disso, nossas analises revelaram um aumento na
média de expressdo do gene CTLA-4 em pacientes com niveis crescentes de resposta
molecular (RM), no entanto, como observado no Grafico 2.1, com teste de Kruskal-
Wallis, evidenciamos uma diferenca estatisticamente significante apenas entre 0s grupos
sem RMM e RMP (p<0,05).
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Tabela 14 — Comparacdo do nivel de expressdo do gene CTLA-4 em pacientes com LMC
com o0s parametros sociodemograficos e clinico-laboratoriais.

Meédiaou r Média ou r
Variaveis Expressdo  p Valor Variaveis Expressao p Valor
de CTLA-4 de CTLA-4
Sexo EUTOS
Masculino 1769 0,09872 Baixo 1245 0,3485¢
Feminino 2126 Alto 1378
Teggs(): 18 g5 0,6807"
Idade
(Diagnéstico) ELTS
Masculino 0,00 0,9828° Baixo 1127 0,4859°¢
Feminino 0,23 0,1937° Intermediario 1459
Ambos 0,12 0,3213° Alto 1340
Idade (Coleta) Transcritos
Masculino -0,07 0,6580° b2a2 1327 0,3800°¢
Feminino 0,31 0,0706° b3a2 1404
Ambos 0,11 0,3503° Ambos 1771
Tabagismo Cariotipo
Fumantes 1573 0,6953? Sem ACA 971,1 0,1812%
Nao fumantes 1532 ACA 1682
Etilismo Eigggritéiica
Etilista 1472 0,5811° RCgC 1679 0,0230?2
Nao etilista 1553 Sem RCgC 1085
Sokal Resposta molecular
Baixo 1566 0,7263°¢ Sem RM 1045 0,0228°
Intermediario 1220 RMM 1443
Alto 1311 RMP 1878
Hasford Células sanguineas
Baixo 1503 0,2847¢ Linfocitos -0,03 0,7779°
Intermediario 1513 Leucocitos 0,14 0,2526°
Alto 1025

Legenda | Teste de Mann Whitney (a); Correlacdo de Spearman (b); Teste de Kruskal-Wallis (c); Teste T
ndo pareado (d); Probabilidade de resposta citogenética em 18 meses (PRCgC); Anormalidade citogenética
adicional (ACA); Resposta citogenética completa (RCgC); Resposta molecular (RM); Resposta molecular
maior (RMM); Resposta molecular profunda (RMP). Nota| Para a realizagdo dos testes estatisticos, 0s
outliers foram excluidos das andlises afim de obter um grupo mais homogéneo e minimizar possivel
influéncia de outras variaveis na expressdo do gene CTLA-4.

Ao juntarmos os grupos com RMM e RMP (>RMM) e compararmos com 0s

pacientes sem RMM, observamos que a diferenca entre o grupo sem RMM e com >RMM

se manteve (GRAFICO 2.2). Além disso, a0 compararmos 0s pacientes sem RMM com
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0 GC foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os pacientes (p=0,0136)
(GRAFICO 2.3). Em contraste com as anélises do Grafico 2.3, a comparaco entre 0s
pacientes com >RMM e 0 GC presente no Grafico 2.4, indicando que o nivel de expressdo
do gene CTLA-4 pode ter sido restaurado com a >RMM, uma vez que nenhuma diferenca

foi encontrada.

Grafico 2 — Expressdo do gene CTLA-4 em pacientes sem RMM e com diferentes graus
de resposta molecular e grupo controle.
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Legenda | Grupo controle (GC); Resposta molecular maior (RMM); Resposta molecular profunda (RMP);
RMM + RMP (>RMM). Gréfico 2.1 — Expressdo dos genes CTLA-4 em pacientes sem RMM, com RMM
e com RMP. Gréfico 2.2 — Expressdo dos genes CTLA-4 em pacientes sem RMM e com >RMM. Grafico
2.3 — Expressdo dos genes CTLA-4 no GC e em pacientes sem RMM. Gréfico 2.4 — Expressdo dos genes
CTLA-4 no GC e em pacientes >RMM. Nota | Para a realizacdo do teste de Kruskal-Wallis e Mann Whitney,
os outliers foram excluidos da analise afim obter um grupo mais homogéneo e minimizar possivel
influéncia de outras variaveis na expressao do genes CTLA-4. Os dados no grafico representam a mediana
e intervalo interquartil em cada grupo.
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que a expressdo do gene NKp46 foi maior nos
pacientes que utilizavam nilotinibe. Além disso, nenhuma correlagdo com o tempo de uso
de ITK foi encontrada, sugerindo que o nilotinibe parecer modular positivamente a
expressdo do gene NKp46 de uma maneira tempo-independente. Em contraste com as
analises do gene NKp46, o nivel de expressao do gene CTLA-4 ndo se alterou com o tipo
de ITK utilizado. A>RMM também parece exercer alguma contribuicdo no aumento da
expressdo do gene NKp46, pelo menos para os pacientes em uso de imatinibe e nilotinibe.
Para 0 grupo em uso de imatinibe, a comparacao entre pacientes com RMM e RMP foi
analisada, mostrando que o nivel de resposta molecular além da RMM parecer nédo
exercer uma contribuicao adicional na expressdo do gene NKp46. Para o gene CTLA-4,
um menor nivel de expressdo foi observado nos pacientes sem RMM, enquanto que para
0s pacientes com >RMM o nivel de expressdo parece ser restaurado a niveis normais,
semelhante ao encontrado no GC. Um padréo de expressdo semelhante foi encontrado em
pacientes com e sem RCgC. Alem disso, a expressdo do gene NKp46 quanto ao escore de
risco EUTOS foi avaliada, mostrando que pacientes de alto risco apresentam maior
expressao do gene (p=0,0386).

Em nosso estudo, a mediana de idade dos pacientes com LMC ao diagnostico
foi de 42 anos, muito semelhante ao encontrado nas casuisticas nacionais que tém
mostrado uma mediana de idade variando de 40 a 46 anos (BANDEIRA et al., 2006;
CAMPOS et al., 2006; FUNKE et al., 2005; LORAND-METZE et al., 2005). Em
casuisticas internacionais, a mediana de idade variou de 47 a 55 anos, discretamente maior
ao encontrado em nosso estudo (BENELUX CML STUDY GROUP, 1998; BONIFAZI
et al., 2001; HASFORD et al., 1998; HEHLMANN et al., 2003; KANTARJIAN et al.,
2006). Alguns trabalhos internacionais, sobretudo os mais antigos, tém mostrado uma
mediana de idade ao diagnéstico de 7 — 9 anos maior em comparacdo aos trabalhos
nacionais, nos hipotetizamos que as limitacGes no estabelecimento do diagnostico em
diferentes épocas e regides poderiam ser responsaveis por atrasos no diagnoéstico e,
consequentemente, na idade mais elevada observada nesses trabalhos. Quanto a
proporcdo da doenca entre 0s sexos, nosso trabalho mostrou uma maior frequéncia no
sexo masculino, corroborando com os dados publicados em outros estudos (BENELUX
CML STUDY GROUP, 1998; BONIFAZI et al., 2001; HASFORD et al., 1998;
HEHLMANN et al., 2003).
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A proporc¢ao de algumas variaveis clinico-laboratoriais, tais como o cariétipo
e 0 tipo de transcrito, também estdo de acordo com os dados publicados na literatura.
Jabbuor, Kantarjian, (2022) tém mostrado que a proporcao de pacientes com alteracGes
adicionais além da translocacgdo t(9;22) é de 5%, semelhante aos 8,4% encontrado em
nosso estudo. Nossos resultados também tém mostrado uma maior proporcao de pacientes
expressando o transcrito b3a2, esse achado corrobora com os dados publicados pelo nosso
grupo de pesquisa, mostrando uma maior proporcdo desses transcritos na mesma
populacdo e em outras (DE ALMEIDA FILHO et al., 2019). A distribuicéo de frequéncia
dentro da estratificacdo de risco dos diferentes escores, Sokal, Hasford, EUTOS e ELTS,
sdo diferentes entre os trabalhos na literatura, sugerindo que tal variavel se distribui de
forma aleatdria em cada populacédo estudada (BENELUX CML STUDY GROUP, 1998;
BONIFAZI et al., 2001; HEHLMANN et al., 2003; HOFFMANN et al., 2013;
PFIRRMANN et al., 2020). Ademais, as estratificagdes de risco dependem de parametros
do diagnostico, que podem variar a depender do tempo para o estabelecimento do
diagnostico, que é diferente para cada paciente, explicando, assim, as diferentes
proporgdes encontradas nos diferentes trabalhos.

Na LMC, fatores associados ao sistema imunoldgico tém ganhado
importancia devido a possivel relacdo com RLT sustentada (REA et al., 2017; ILANDER
et al., 2017). Nesse cenario, a células NK tém ganhado destaque, uma vez que 0s
pacientes com percentual aumentado de células NK no momento da interrup¢do do
medicamento tiveram maior probabilidade de permanecer em remissdo (ILANDER et al.,
2017). Essas células apresentam um importante receptor de ativacdo conhecido como
receptor de citotoxicidade natural (NCR), NCR1 (NKp46), NCR2 (NKp44), NCR3
(NKp30), sendo o NKp46 o mais importante receptor de citotoxicidade nas células NK
(SIVORI et al., 1999; BARROW; MARTIN; COLONNA, 2019). Na LMC, pouco se
sabe a respeito da influéncia dos ITKs sobre a expressdo do gene NKp46. Nosso estudo
tem mostrado uma maior expressdo desse gene nos pacientes em uso de nilotinibe em
comparagdo com o GC e com o0s pacientes em uso de dasatinibe, no entanto ndo houve
diferenca com o grupo em uso de imatinibe. Nés hipotetizamos que o nilotinibe pode,
pelo menos em parte, aumentar a expressdo do gene NKp46 e, mesmo tendo um espectro
de inibicdo proteico semelhante ao do imatinibe, parecer ser dotado de efeitos adicionais
que ndo estdo presentes nos outros ITKs. Ademais, nenhuma correlacdo com o tempo de
uso de ITK foi encontrada, sugerindo que o nilotinibe parecer modular positivamente a

expressdo do gene NKp46 de uma maneira tempo-independente. Em contraste com nossos
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achados, dados preliminares de um pequeno estudo publicado por Binotto et al. (2014)
tém mostrado um aumento da expressdo proteica dos trés receptores de citotoxicidade
natural em pacientes com LMC tratados com imatinibe. N6s sugerimos que essa diferenca
pode advir de varios fatores que poderiam influenciar o sistema imunolégico, tais como:
comorbidades de carater inflamatorio, doencgas autoimunes e uso de anti-inflamatorios.
Naturalmente, por se tratar de amostras bioldgicas humanas, os resultados de Binotto et
al. (2014) podem ter sofrido influéncia de alguns desses fatores, uma vez que tem
reportado presenca de 6 pacientes com doencas imunologicas num total de 25 pacientes
em uso de imatinibe.

Tem sido reportado na literatura que a proporcdo aumentada de células NK
associada a resposta TH1 de células T CD4" e o auxilio de células T CD8" foi encontrado
em pacientes que conseguiram manter a RLT ap06s a interrup¢do do imatinibe, sugerindo,
assim, que esse perfil pode exercer algum papel no controle da LMC (ILANDER et al.,
2017; imatinibeZOGUCHI et al., 2013; OHYASHIKI et al., 2012). Dada a importancia
dessas células, avaliamos, em nosso estudo, a expressao do gene CTLA-4, que codifica
um receptor inibitério encontrado em células T (células T CD4+, CD8+ e, mais
recentemente, Treg), células B e mondécitos (KRUMMEL, ALLISON, 1995; LEVINGS,
SANGREGORIO, RONCAROLO, 2001; WANG et al., 2002). Diferente do gene
NKp46, nossos resultados mostraram que o tratamento com diferentes ITKs e tempo de
uso de ITK ndo exerceu qualquer influéncia sobre a expressao génica de CTLA-4.

Avaliamos, também, a possivel relacdo entre a expressao desses genes com
as variaveis sociodemogréficas e clinico-laboratoriais. No entanto, a comparacéo do nivel
de expressdo do gene NKp46 com essas variaveis ndo apresentou diferenca estatistica,
exceto na comparagdo com escore EUTOS. Apesar da diferenca estatistica encontrada
entre 0s grupos de baixo risco e alto risco, acreditamos que esse resultado seja espurio e
represente uma limitacdo do nosso estudo, uma vez que, com a estratificacdo de risco no
escore EUTOS, a maioria dos pacientes sdo classificados como de baixo risco, tornando
0 grupo de alto risco pequeno. Ademais, por essa limitagcdo, ndo conseguimos estratificar
0s pacientes quanto aos ITKs, podendo esse ser um fator influenciador responsavel pela
diferenga encontrada.

O nivel de expressdao do gene NKp46 ndo apresentou diferenca estatistica
entre 0s pacientes com e sem resposta molecular. No entanto, ao estratificarmos 0s
pacientes quanto ao ITK utilizado e os comparamos entre eles e com o grupo controle,

encontramos alguns resultados interessantes. Nossos resultados mostraram que a >RMM
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pode contribuir, para uma maior expressdao do gene NKp46 para o grupo em uso de
imatinibe e nilotinibe. Hantschel, Rix, Superti-Furga, (2008) tém mostrado um perfil
semelhante de inibicdo proteica desses dois ITKs, o que poderia explicar o
comportamento semelhante no que diz respeito a expressdo do gene NKp46. Apesar de
semelhantes, nilotinibe parece exercer uma modulacdo positiva mais pronunciada,
sugerindo efeitos adicionais que ndo estariam presentes nos outros ITKs. Um estudo
publicado por Hughes et al. (2017) tém mostrado que o sistema imunolégico é restaurado
com a RMM ou RM4,5. Hughes et al. (2017) compararam pacientes ao diagndstico,
pacientes com a RMM ou RM4,5 e um grupo controle, demonstrando que diversos
marcadores de resposta imunologica estavam suprimidos ao diagnéstico, mostrando,
assim, que mecanismos fisiopatoldgicos no inicio da doenca podem induzir
imunossupressao. Entre os marcadores do sistema imunoldgico restaurados com a RMM
e RM4,5 reportado por Hughes et al. (2017) esta o receptor de ativagdo NKp46, o que
reforca nossos achados de que a >RMM contribui para um melhor perfil de expressédo do
gene NKp46. Interessantemente, o estudo de publicado por Hughes et al. (2017) néo
incluiu andlises da influéncia dos ITKs na expressdo de NKp46, e nosso trabalho é
pioneiro em mostrar a contribuicdo dos ITKs na expressao desse importante receptor de
citotoxicidade. Embora ndo tenha sido encontrado diferenca estatistica com o grupo
controle, dasatinibe apresentou menor média de expressdo do gene NKp46. Hantschel,
Rix, Superti-Furga, (2008) tém mostrado que dasatinibe inibe diversas proteinas, algumas
envolvidas com a resposta imunoldgica, tais como TEC, BMX, BTK, dessa forma é
possivel que, devido seu amplo espectro de inibicdo, dasatinibe seja o ITK com o maior
potencial de imunossupressao.

A importancia do receptor NKp46 em malignidades hematoldgicas tem sido
reportada por Costello et al. (2002,2012) e Fauriat et al. (2007), mostrando que a
expressao diminuida de NKp46 tem sido associada a menor citotoxicidade dessas células
na leucemia mieloide aguda (LMA) e na leucemia linfocitica crénica (LLC). Em nosso
estudo, apesar de ndo termos realizado testes de citotoxicidade, tem sido mostrado o efeito
benéfico de alguns dos diferentes ITKs e da >RMM na expressdo do gene NKp46 o que,
em tese, poderia conferir uma protecdo adicional aos pacientes em uso desse farmaco,
uma vez que, 0 aumento da expressdo génica e, consequentemente, do receptor NKp46
pode estar ligada ao aumento da citotoxicidade de células NK.

Para o gene CTLA-4, foi evidenciado uma menor expressao em pacientes sem

RMM e em pacientes sem RCgC. O baixo nivel de expressdo do gene CTLA-4 nos
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pacientes sem RMM pode ser explicado, pelo menos em parte, pelos achados publicados
no estudo Pistillo et al. (2003) que tém mostrado baixa quantidade de RNAm de CTLA-4
em células com alta expressdo de CTLA-4 de superficie, sugerido um rapido
processamento e traducdo do RNAmM e consequente expressao da proteina CTLA-4 de
superficie. Outro mecanismo envolvido pode estar relacionado a uma down regulacéo do
RNAmM de CTLA-4delTM em células ativadas, uma forma alternativa da proteina que nao
apresenta a regido transmembrana, sendo conhecida como CTLA-4 sollvel (sSCTLA-4)
(MAGISTRELLI et al., 1999).

Apesar de ndo termos comparado a expressdo do gene CTLA-4 em pacientes
ao diagnostico, é possivel que o nivel de expressdo do gene CTLA-4 nesses pacientes seja
semelhante ou ainda mais baixo do que o encontrado em nosso estudo para pacientes sem
RMM, uma vez que, ao diagndstico, ha uma grande carga leucémica. De fato, no estudo
de Hughes et al. (2017) a maioria dos fatores associados a resposta imunolégica avaliada
no estudo foram semelhantes em pacientes ao diagndstico e em pacientes pré-RMM (sem
RMM), sendo restaurados na medida em que alcancavam melhores respostas
moleculares, atingindo restauracdo maxima com o alcance de RM4,5. De forma
semelhante, ao compararmos o0s pacientes com LMC com >RMM com o GC néo
evidenciamos diferenca estatistica, no entanto a comparacao entre pacientes sem RMM e
0 GC mostrou niveis de expressao estatisticamente inferiores em pacientes sem RMM,
sugerindo que os niveis de expressdo do gene CTLA-4 sdo restaurados com o alcance de
melhores RMs. Interessantemente, o estudo publicado por Briick et al. (2018) tém
demonstrado uma elevada expressdo da proteina CTLA-4 de superficie em pacientes com
LMC ao diagnostico, o que pode, por extrapolacédo, significar um aumento de CTLA-4
de superficie em pacientes sem RMM, visto que representam um grupo intermediario e
com consideravel carga leucémica, assim como encontrado nos pacientes ao diagnostico.
Tomados juntos, esses dados podem explicar, pelo menos em parte, a presenca de um
sistema imunolodgico disfuncional associado ao inicio da doenca e que podem perdurar
até que o alcance de RMP. A saber, ao diagnostico, as células T CD8" apresentam
expansdo, toxicidade e producéo de citocinas limitada, aumento da expressédo de PD1,
outro inibidor da funcéo de células T, em células T CD4* e TCD8*, aumento da populagéo
de células Treg (células T CD4*CD25%) e aumento no nimero de monécitos MDSC
(células supressoras derivadas mieloide), todos restaurados em pacientes com RMM ou
RM4,5 (HUGHES et al.,, 2017; REUBEN et al., 2000). Nossos dados também

demonstraram uma maior expressdo do gene CTLA-4 em paciente com RCgC, no entanto
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esse resultado ndo estabelece necessariamente uma relacdo entre esse nivel de resposta
alcancado e o nivel de expressdo do gene CTLA-4, uma vez que a maioria dos pacientes
com RCgC também apresentavam >RMM.

Evidéncias da importancia de CTLA-4 na LMC tem sido demonstrada no
estudo com pCDs que expressam ligantes de CTLA-4 (CD86 ou B.7) (SCHUTZ et al.,
2017). As pCD sao capazes de exercer efeitos duais sobre o sistema imunoldgico,
podendo induzir a expansdo de células Thl CD4*, Th2 CD4" e T CD8" de memodria e
virgens ou, ainda, exercer efeitos supressores e tolerogénicos através da inducdo de
anergia de células T CD4*, producdo prejudicada de IL-2 e IFN-y, produgédo de IL-10 e
inducdo de células Treg (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2023). Na LMC, essas células
parecem exercer feitos supressores, uma vez que os dados publicados de Schiitz et al.
(2017) tém demonstrado que pacientes com altas contagens de pCD CD86" tiveram maior
risco de recaida depois da descontinuacdo com ITK e correlacdo com um perfil de
exaustdo (mensurado pela expressao de PD-1) de células T CD8* especificas da leucemia.
Dessa forma, Schiitz et al. (2017) tem sugerido 3 mecanismos supressores envolvendo
pCD CD86": (1) as pCD CD86" que através da ligacdo do CTLA-4, presentes em célula
T CD4" e T CD8", com CD86, presente em pCD, poderia restringir a ativacao de células
T; (2) promocdo da manutencdo e tolerancia induzida por células Treg (que expressam
CTLA-4 de forma constitutiva) e (3), em um cenario de coestimulagéo cronica, promover
exaustdo de células T. Embora o estudo que Schitz et al. (2017) ndo tenham avaliado
células NK, um importante componente celular do sistema imunoldgico também
envolvido no controle da doenca apds descontinuacdo dos ITKSs, é possivel que as pCD
CD86" possam exercer algum efeito supressor sobre essas células, uma vez que as células
NK também expressam CTLA-4. Os dados publicados por Esen, Deniz e Aktas (2021)
tém mostrado que células NK CD56%™CD16°(menos madura) apresentam maiores niveis
de PD-1, CTLA-4, ambos associados a maior producéo de IL-10 e menor de IFN-y, TNF-
a, granzimas A e perforinas. Interessantemente, Rea et al. (2017) mostraram que o perfil
citotoxico de células NK CD3°CD56%™CD16* (mais maduras) de pacientes com LMC
estavam aumentados em pacientes que ndo apresentaram recaida da doenga no momento
da descontinuagdo do tratamento com imatinibe. Esses dados despertam para o
envolvimento de varias células e moléculas que podem interagir e promover o controle
ou permitir a recaida da doenca. Embora as diferencas entres 0s pacientes que permitem
o0 controle ou a recaida da doenca seja desconhecido, essas vias de interacbes podem ser

importantes como estratégias terapéuticas futuras.
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Em suma, nossos dados mostram um melhor desempenho do nilotinibe em
up regular a expressdo de NKp46 em paciente com LMC em fase cronica da doenca, 0
que pode representar um efeito benéfico adicional desse medicamento, uma vez que
NKp46 é um importante receptor de citotoxicidade de células NK. Ademais,
evidenciamos, em nosso estudo, uma restauracdo da expressdo génica de CTLA-4 em
pacientes com melhores RMs ao tratamento com ITKs, no entanto nenhum beneficio
adicional foi notado em pacientes em uso de diferentes ITKs. Destacamos que o sistema
imunoldgico é composto por diversas células e moléculas que trabalham de forma
conjunta para nos proteger, mas que podem ser modulados por diferentes doengas. Na
LMC, muitos marcadores da resposta imunologica parecem ser restaurados com o alcance
de melhores RMs, no entanto ndo sdo suficientes para eliminar as células tronco
leucémica ou, pelo menos, controlar a doenca. Isso € verdade para uma parte dos
pacientes, podendo existir mecanismos supressores/de espace do sistema imunoldgico
que podem estar envolvidos na recaida de pacientes ap6s a descontinuacdo do tratamento
com ITKs. Nesse contexto, a ligacdo de CTLA-4 em células T CD4* T CD8* e NK com
as moléculas de CD86 presentes, por exemplo, em células pCD, pode representar um
importante mecanismo supressor e sua inibicdo com farmacos tais como, ipilimumabe,

abre perspectivas para uma nova abordagem no controle da doenca.
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6 CONCLUSAO

No que diz respeito ao perfil sociodemografico, nosso estudo apontou uma maior
frequéncia sexo masculino entre os pacientes com LMC e uma maior frequéncia
do sexo feminino no GC. Em ambos os grupos, LMC e GC, diversas faixas etarias
foram observadas, no entanto o grupo com LMC foi caracterizado por individuos
mais velhos.

Quanto ao perfil dos pacientes em relacdo aos dados clinicos-laboratoriais
(caridtipo, transcritos e escores de risco), a maioria dos pacientes apresentaram
alterac@es citogenéticas tipicas (cromossomo Ph) da LMC, o transcrito b3a2 foi o
mais prevalente e nos escores Sokal, Hasford e EUTOS, houve uma maior
frequéncia de pacientes classificados com baixo risco. Para o escore ELTS, a
distribuicdo dos pacientes quanto a classificacdo de risco foi muito semelhante
entres os pacientes de risco baixo e intermediario, porém ambas foram maiores do
que o grupo de alto risco;

A expresséo do gene NKp46 foi maior nos pacientes uso de nilotinibe, no entanto,
para o gene CTLA4, nenhuma diferenca foi observada entres os pacientes em uso
de diferentes ITKS;

Nenhuma correlacdo com a expressdo dos genes NKp46 e CTLA4 com o tempo
de uso de ITK foi observada;

A expressdo do gene NKp46 foi maior em pacientes de baixo risco para o escore
EUTOS, no entanto a diferenca encontrada parece ser espuria. Para o gene CTLA4
foi encontrada uma maior expressao em pacientes com RCgC e com RMP.

Em pacientes com >RMM a expressdo do gene NKp46 foi maior em pacientes que
utilizavam imatinibe ou nilotinibe em relagédo aos controles, no entanto, por
apresentar a maior média de expressao, nilotinibe pareceu exercer um efeito mais
pronunciado. Para o gene CTLA4, a média de expresséo foi gradativamente maior
com o alcance de melhores RMs, tendo os pacientes com RMP a maior média de
expressdo. Considerando pacientes com >RMM, néo houve diferengca com os
controles, indicando que os niveis de expressdo do gene CTLA4 foram

restaurados.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECITO

(TCLE)

TEFMLO DE CONSENTIMENTO LIVEE E FRCTARFCIDN (TCLE)

Voce esta sendo convidado por Romelia Pinkeiro Goncalve: Leme: como
participante da pe:quiza intitulada ““Avaliacio dos mecanimo: de reparo do DNA e
sistema imune em pacientes com lencemia mieloide cromica™ Voce nao deve participar
comfra a sua vontade Leia atentamente a3 informacie: abaito & faca qualquer pergunta
que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquiza sejam esclarecidos.

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquiza & estudar o material penetico de pacientss portadores de
leucemis mieloide cromica gerando dados que favorecam a wma melhor compreensio do
surgimento, evohigso chnica, rezposta 20 tratamento e acompanhamento desta doenga.

PROCEDIMENTOS A SEREM FEALIZATOS E RESPFONSABILIDADES

Az coletss das amostras serdo realizadas no Ambulstorio de Hematologia do
Hospital Universitario Walter Cantidio (HUTWC).

_imnmhmluﬂmmhmdammepemmﬂe-muﬂeamedﬂanﬂﬁ
Eﬂacnmﬂpnnﬂeaumteﬂdﬂhqmdn—gdaumquemqmummdmmm Ia medula
oezea 330 produzidos o= componentes do zangue: 3@ hemaciss @dmlm 1=Hmelhm},
leucocitos {globulos brancos) e a= plaguetas. A coleta da medula ossea sera realizada por
medico hematologista experiente com agulha de mislograma mediants puncio esternal O
0250 do esterno @ um oss0 chato e plano localizado no centro do torax (regiso peitoral). A
coleta para 3 pesquiza sara realizads no momento das realizagdes dos exames de rotina (como
puelosrama e utue&u.éuca} para o disgndstico e acompanhamento ambulatorial do
participante. Serao coletadas, para a pesquisa somente 4 ml. de amosira de medula 0szea com
onsndemaagﬂarpmﬁcamnazpn-;&ndam&ﬂﬂausae&hdnnprmaimﬂnﬁe
coleta sara realizado mediante admimistracio de anestésico local com duragio maxima de 15
minutos. O procedimento para a coleta de medula omsea atraves da pungio esternal pode,
raramenis, deferminar o aparscimento de wma mancha armoxeada ao redor do local da coleta,
dezaparecendo em poucos dias. Poders, também ocomrer dor discreta e de fBcil alivio e
ocasionalmente dor de maior intensidede. Excepcionalmente. podera oComer sangramento
local e, raraments, poderas ocorer imfecgio local Para paciemtss com maior sensibilidade
dioloroza exizie a possibilidade de reslizar o procedimento sob anestesia geral. A recolsta
deste matarial & neceszaria apenas am Ca0s excepcionaiz. pela amostra zer insuficients ou
inadequads para analize.

Alem da medula 0s3ea, serio coletados dois tubos de 4 ml de sangue periferico
contendo EDTA como anticoamilants & 1 tubo de 5 ml com gel separador para obtengio do
=0r0. As amostras de sangue serio obtidas a partir de uma puncio venoza no brago. A pungao
venosa, n3o ira lhe expor 3 nenhum risco que possa Compromster 3 mua saude havendo
apenas a poszibilidade de dor e formagso de uma maencha rooa devido 2 coleta. Caso haja um
dano na o3 integridade fizica e mental serio minimirados pela garamtia de atendimento
medico e psicologico.

Mecezzitamos, tambem que ¢ Sr(a) agtorize a coleta de dados, como: nome,
idade, sexo, eacolaridade, ocupagdo, comfato, data de dissmostico (LAMC), nimero do
pmnminnemﬁxma;uar&laumadasmumﬁem&&mm&mnamdhashpﬂmmé
pesquiza, que serao coletadas em um Omico momento straves da splicacao de questionario ou
atraves de coneultas 30 580 pronruario.
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PARTICIPACAOQ VOLUNTARIA

Sua participacio & wohmtaria & voce tera a liberdade de desistir ou interromper a
partidpacio meste estudo no momento em gue desejar. Meste cazo, voce devera informar
imedistamente sua decizao a0 pesquizador responsavel ou a qualguer membro de sus equipe,
=em necessidade de qualguer explicacdo e sem gue isto venha interferir no sen stendimento
nezza instingicio.

Independentamente de zeu dessjo e consentimento, sus participecio no estudo
podera ser interrompida. em funcao da ocorrencia de qualquer doenca que, a criterio medico,
prejudique 2 continnagdo de sua participagio no esude, do nio Cumprimento das normas
estsbalecidas, de qualguer outro motivo que, a criterio da pesquizadora, seja do nteresze da
=21 proprio bem-estar ou dos demais participantes &, por fim da maspenszio do estudo como
um todo.

Endersco dios, a5) responzavel(is) pela pesquiza:

Nome: Romelia Pinbkeiro Goncalve: Lemes

Institwicao: Univerzidade Federal Do Ceara

Endereco: Rua Capitao Francisco Pedro, 1210, Rodolfo Teofilo, Fortalera, Ceara,
Braszil

Telefone: para contato: (35) 336652464
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| ATENCAO: 3e vocs tiver alzuma consideracio ou divida, sobre 3 mua participagio na |

pesquiza, entre am comtato com o Comits de Etica am Pesquiza da UFC/PROPESQ — Fua
Coronsl Nunes de Malo, 1000 - Rodolfo Teofilo, fone: 3366-8344. (Horario: 08:00-12:00
horas de segunds 3 sevta-feira). O CERUFC/PROPES( & 3 metancia da Universidade Federal
do Ceara responzavel pela avaliscio e acompanhamento dos aspectos tcos de todas a=
pesquizas emvolends seres omanos.

O abaibme smsmado s amns BG
ﬁe-::la:aqueedehireeemammdequeemmmupmamtedempmaEu
declaro que i cuidadozarments aste Termo de Conzentimento Livre e Esclarecido e que, apos
=3 leftura, tive a oportmidads de fazer persuntas zobre o seu contendo, como tamberm sobre
3 pesquiza, e recebi explicagdes que responderam por completo minhas davidas. E declaro,
amda estar recebendo 1wma via aszinada deste terma.

Fortaleza 7
Mome do participants da pesquaiza Dizts Aszinatura
Mome do pesquizsdor Diata Azzinatura
Nome da testenninbs Data As=zinanmra
{ze o participante nio soubsr ler)
Mome do profizsionsl gue aplicon o Dizts Aszinatura
TCLE
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PEDQUISA

UNINERSIDADE FEDERAL DO
CEARA PROPESQ - UFC

PARECER CONSUBSTANCIADD DD CEP
DADDS DA EMENDA
Titulo da Pesquisa: AVALIACAD DOS MECAMISMOS DE REFPARD DO OMA E SISTEMA IMUNE EM

PACIEMTES COM LEUCEMIA MIELDIDE CROMICA

Pesquisador: ROMELLA PINHEIRO G::I'N'.';.'.-!-.L".."ES LEMES
Area Tematica:
Versao: 3
CAAE- TR55ETIE 0.0000 5084

Instituigio Proponente: UNIVERIDADE FEDERAL DO CEARA
Patrocinador Principal: Financamento Proprio

DADDS DO PARECER
Mumers do Parecer: 8088 725

Apresentagio do Projeto:

Foi solicitado a inclusao no projeto dos genes CTLA-Y, POLM, REVAL, POLB, REV1,

POLL & PCHA para avaliagao da expressao génica nas amostras ja coletadas, sem alterago na
metodologia & no cronograma ja aprovados.

Objetivo da Pesquisa:

Cbjetivo geral

Byalizr os mecanismos de reparo do DMA e o sistema imune em pacientes com kewcemia mieloide crdnica
com & Sem uso de inibidores da tirosino quinase por meio da associagdo da express3o de genes de
resposta das céhlas NK e de reparo no DMA, da contagem de céhlas MK como seus receptores e co-
receptores e do perfil de citocinas com caracteristicas clinicas, laboratoriars, score de risco da doenga,
niveis de resposta ao tratamento, polimorfismo genético & sobrevida global.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

M50 houve aiteragio.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Foram inseridos os genes CTLA-4, POLM. REVAL, POLB, REV1, POLL & PCNA sem alteragdo na
metodologia e cronograma aprovados anteriomente.

Enderego:  Fua el Bunes de Meio, 9000

Ealro: Rodofs Tedflio CEF: §0430-275
WWF: CE Munloipla: FORTALEZA
Telfors: [35)3385-8344 E-mall: oomepefBufc br

Pigira 31 ga 33
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO =
CEARA PROPESQ - UFC
ConSmengie 43 Pascar 00 722

Slfuagao oo Parscer

Aprovaao

Mecasslta Apreciagao da CONEP:
M0

FORTALESA, 16 de Malo de 2023

Assinado por:
FERMANDO ANTOMIO FROTA BEZERRA
[Coordenadorial)

Endarets: Fua Cal Mures oo Mals, 1000
Bakire: Roaksls Tedflln

LiF: CE Munkspks: FORTALETE
Telefone: 55 gidg

CEP: &0 430 J75

E-maill: covrapafiult iy
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