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Analise de pacientes com leucemia mieloide crénica com resisténcia primaria ou
secundaria ao mesilato de imatinibe
Analysis of chronic myelogenous leukemia patients with primary or secondary resistance to

imatinib mesylate

Rita de Céssia S. Alves

Introducéo

O mesilato de imatinibe, como terapia alvo, se revelou altamente eficiente na leucemia
mieldide cronica. Um desafio é a resisténcia primaria ou secundaria, principalmente
nas fases avancadas da doenca. Na secundaria, as mutag@es pontuais no dominio
quinase ABL sdo o mecanismo mais frequente. Estudou-se no periodo de outubro de
2000 a dezembro de 2005, 112 pacientes no Servi¢o de Hematologia e Hemoterapia da
Santa Casa de S&o Paulo. O objetivo foi caracterizar o perfil dos resistentes e pesquisar
a presenca de mutac&o. Encontrou-se maior porcentagem de resistentes nas fases mais
avancadas. Foram fatores de risco para resisténcia na fase cronica o nimero de
plaquetas superior a 450.000/mm? pré-imatinibe ou plaquetas inferior a 50.000/mm3
durante o tratamento. A taxa de resposta hematoldgica completa e o tempo para obtencao
foram semelhantes entre os resistentes e ndo resistentes. Observou-se menor sobrevida
global nos resistentes. Destacaram-se dez pacientes resistentes com resposta citogenética
completa pos 12 meses, "responsivos tardios", cuja freqtiéncia de resposta hematolégica
e citogenética foi semelhante aos néo resistentes (100%). A sobrevida livre de progressao
foi similar até aos 40 meses e a sobrevida global até aos 70 meses. A sobrevida global
e as respostas foram superiores aos demais resistentes. Referente a pesquisa de mutagéo,
analisou-se 22 resistentes, dos quais oito apresentaram mutacg&o (36,4%). Caracterizou-
se maior risco para a condi¢do de mutacao, a presenca de blastos no sangue periférico
ao diagndstico nos pacientes em fase cronica. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;
31(3):166-177.

Palavras-chave: Leucemia mieloide cronica; inibidor de proteina tirosina-quinase;
mesilato de imatinibe; resisténcia; mutacao.

formagéo de um gene defusdo, BCR-ABL, responsavel pela
sintese de uma proteina com atividade de tirosina quinase,

A leucemia mieloide crénica € uma doenca mielo-
proliferativa clonal resultante da transformacéo neoplésica
associada a uma lesdo genética especifica, isto &, a trans-
locacdo balanceada, t(9;22) (g34; q11), formando 9g+ e o pe-
gueno 22g-, conhecido como Philadelphia (Ph) (Nowel,
Hungerford, 1960). Como resultado desta translocagéo na

cuja acdo participa natransformagéo do fendtipo de células
hematopoéticasin vitro ein vivo.! Com ademonstragéo que
BCR-ABL sozinho poderiainduzir leucemiamiel oide cronica
e que algumas mutagdes, que inativam afuncéo de quinase,
resultariam em uma proteina defeituosa, criaram-se as
condicdes para o desenvolvimento de terapia alvo, as quais
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proporcionaram mudangas radicai s no tratamento dadoenca
€ um novo paradigma naterapiado cancer.!

A partir de 1990, varios pesquisadoresiniciaram proje-
tos paraasintese de moléculas, capazes deinibir aatividade
detirosinaquinase daproteinaBCR-ABL, através de compe-
ticdo naocupacado no sitio de ligacdo de adenosinatrifosfato
(ATP), no dominio quinase BCR-ABL . Destacou-se naclas-
sedos compostos conheci dos como 2-fenilaminopirimidinas,
STI-571 (mesilato de imatinibe), o qual apresentaum efeito
inibidor especifico sobretréstirosinas quinases: ABL (BCR-
ABL, Vv-ABL, c-ABL), PDGF (fator de crescimento derivado
de plaguetas), c-Kit e atirosinaquinase ABL. Através desta
caracteristicapromove umaatividade antiproliferativaem|i-
nhagens celulares que expressam proteina ABL ativada e
levam amorte celular por apoptose.!

O mesilato deimatiniberevel ou-se um excepcional agen-
teterapéutico particularmente para os pacientes em fase cré-
nica, porém com aexperiénciaobservou-se que umaminoria
de pacientes em fase cronicae umaalta propor¢éo de pacien-
tes em fase avancadas evoluem com refratariedade ao trata-
mento (resisténciaprimaria) ou com aperdadasensibilidade
ao longo do tempo e recaida (resisténcia secundéria).?

A resisténciaao imatinibetem sido associadacom mal-
tiplos mecanismos heterogéneos, porém ha um menor co-
nhecimento dos processos moleculares responsaveis pela
refratariedade. Col oca-se que muitos mecani smos que atuam
independente da atividade de BCR-ABL so responsaveis
pelaresisténcia primaria,® como a ativagéo de PI3K/AKt, /
LyneSrc.2

Em relacdo aresisténciasecundéria, € conhecido que a
maioria dos casos se deve a reativacdo de BCR-ABL. As
mutactes no dominio quinase ABL representam o0 mecanis-
mo mais comum, sendo responsavel por 50% a 90% dos ca-
sos. Atuam impedindo aligag&o do imatinibe ao BCR-ABL
ou induzem a uma transi¢do da conformacdo inativa paraa
ativa, naqual o farmaco é incapaz de se ligar. Aproximada-
mente em 10% dos casos ha superproducdo de BCR-ABL,
mais comumente por amplificagdo génica ou aquisicdo de
cromossomos Ph adicionais.®

Tendo em vista aimportancia que o desenvolvimento
daresisténcia representa no tratamento, principal mente nas
fases mais avangadas, decidiu-se analisar pacientes resis-
tentes, em uso de mesilato de imatinibe, objetivando-se de-
terminar fatores de risco para estabel ecimento dessa condi-
¢do eidentificou-se, entre 0s mecanismos responsaveis pelo
processo, a presenca de mutagdo no dominio quinase ABL.

Casuistica e Método

No Servico de Hematologia e Hemoterapia da Santa
Casa de Séo Paulo, no periodo de outubro de 2000 e dezem-
bro de 2005, foram acompanhados 112 pacientescom leucemia
mieloide cronica em fase cronica, fase acelerada ou crise
blastica. Os primeiros 61 pacientes fizeram parte do estudo
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de acesso expandido fase Il - STI571. Com o término desse
estudo, em 28 defevereiro de 2002, os demaisforam admiti-
dos com 0s mesmos critérios.

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de
Eticaem Pesquisaem seres humanos efoi obtido o termo de
consentimento livre e esclarecido dos pacientes ao estudo
de mutacdo do dominio quinase ABL. Foram considerados
como critério deinclusdo, pacientes com leucemiamieloide
crénica Ph positivo, em fase crbnica resistentes ou intole-
rantes ao IFN-o., em fase acelerada ou crise bléstica.

Resisténciaao IFN-a definiu-se como auséncia de res-
posta hematol 6gica completa com uso no minimo por trés
meses e cari6tipo com 65% ou mais células Ph positivo apds
um ano detratamento. Intolerénciaao IFN-o. definiu-secomo
desenvolvimento detoxicidade ndo hematol 6gicagrau 3 ou 4.

Oscritériosde exclusao foram: gestacéo; estratificacdo
de performance> 3 (ECOG - Eastern Cooperative Oncology
Group Performance States Scal€); transaminases, bilirrubina
total sérica e creatininaduas vezes o limite superior de nor-
malidade; faléncia cardiaca classes 111 e IV (classificacdo:
New York Heart Association) e pacientes que receberam ou-
tros agentes quimioterapicos dentro de duas semanas do
comego do estudo, exceto hidroxiureia.

Os critérios para definicéo dafase cronicaforam: por-
centagem inferior a 10% de blastos, 20% de basofilos e 30%
de blastos mai's promiel 6citos em sangue periférico ou me-
dula 6ssea; contagem de plaquetas igual ou superior a
100.000/mm?. Fase crénicainicial etardiadefiniu-se segun-
do o intervalo entre o diagndstico e o inicio da terapéutica,
ou sgja, inferior ou superior a doze meses, respectivamente.
Parafase acelerada: porcentagem de blastos superior a 15%
e inferior a 30% em sangue periférico ou medula 6ssea, ou
blastos mais promiel écitos superior a 30%, ou basofilos su-
perior a 20% no sangue periférico ou medula 6ssea, ou con-
tagem deplaguetasinferior a100.000/mm?, ndo rel acionadaa
terapia, ou esplenomegalia progressiva com mais de 10 cm
do rebordo costal esquerdo ou evolucdo clonal. Para crise
blastica: porcentagem de blastos superior a 30% em sangue
periférico ou medula éssea ou doenca extramedular, exceto
linfonodo, bago ou figado.

Em relacdo aterapia, 0s pacientes em fase cronicarece-
beram 400 mg e 600 mg nafase acel eradae crise blastica.

Os pacientes foram classificados para resisténcia ao
mesilato de imatinibe, segundo critérios hematolégicos e
citogenético, como resistentes primarios, ou sgja, droga é
ineficaz no inicio tratamento, ou resistentes secund&rio, isto
€, com perdadaeficaciadadrogadepoisdarespostainicial a
terapia.

Considerou-seresi sténciahematol 6gica, nafase croni-
caafaltaou perdadanormalizagéo das contagens celulares
do sangue, com diferencial normal e do tamanho o bago. A
resposta hematol dgica completa deveria ser obtida até 12
semanas. Nas fases avangadas foi determinado como falta
do retorno afase crénica ou recaida hematol 6gica apos res-
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postainicial. Quanto a resisténcia citogenética considerou-
se como fataou perdade respostacitogenéticaparcia (=35%
de metéafases Ph positiva) em seismeses ou dacompleta (0%
de metéfases Ph positivo) em 12 meses.

Os eventos considerados para definic&o da sobrevida
livre de progressdo foram: perda da resposta hematol 6gica
completa ou citogenética completa, progressdo para fase
acelerada ou crise blastica e 6hito.

Considerou-se responsivo tardio o paciente em fase
cronica e com resisténcia citogenética, que obtém resposta
citogenéticacompletaapds 12 meses (lacobucci et al, 2006).

No Laboratdrio de Citogenética da Santa Casa de Sao
Paulo, foi realizado o estudo citogenético convenciona em
medula Gsses, através da técnica da Banda G A andlise foi
realizada em 20 metéfases segundo as normas do Sistema
Internacional de Nomenclatura de Citogenética Humana
(ISCN - Mitelman, 1995), no sistemaautomatizado de cario-
tipagem.

A andlise molecular, realizadano laboratério de biolo-
giatumoral do Hospital das Clinicas daFMUSP, compreen-
deuinicialmente aextracdo de RNA, apartir de 20ml de san-
gue periférico colhido em EDTA, pelatécnicaTrizol/Cloro-
formio. A partir do DNA complementar (cDNA) realizamos
primeiramente um PCR qualitativo paradefini¢cdo de quebra
em BCR-ABL b282(342pb) ou b3a2 (417pb). A PCR emtempo
real ou PCR quantitativo QPCR permitiu a determinacdo da
guantidade do produto amplificado. Para cada gene estuda-
do foi preparada umareagéo especificaem diferentes exons
do geneb2a2 com 96ph: primer foward: 5'atc cgt ggagct gca
gat g-3'; Reverse primer: 5'cgc tga agg cgt tct tcc tt; Sonda:
5'ccaact cgt gtg tgaaac tce agactg tec; gene b3a2 com 74pb:
Forward primer: 5'ggg ctc tat ggg ttt ctg aat g; Reverse
primer: 5'cgc tga agg gct ttt gaa ct; Sonda: 5'cat cgt cca ctc
agc cac tgg att taagc; gene BCR com 67pb: Forward primer:
5'cet teg acg tcaataacaagg at; Reverse primer: 5'cct geg atg
cgc ttc ac, Sonda: 5'tcc atc teg cte atc atc acc gac a ,equipa-
mento Rotor-Gene RG 3000 (Corbett Research), com a
tecnologia TagM an(Applied Biosystems).

Para deteccdo de mutacdes no dominio quinase do gene
ABL, utilizou-se atécnicaRT-PCR "seminested”, e utilizamos
o primer senso localizado no exon b2 do gene BCR: 5TGA
CCAACTCGT GTCTGAAACTC 3 eoantissenso naregido
dequinase do geneABL: 5TCCACT TCG TCT GAGATA
CTGGAT T 3, posteriormente foram amplificados novamen-
te, mas utilizamos o primer senso daregido quinase do gene
ABL:5CGCAACAAGCCCACTT 3.Areacdofoi redizada
emtermociclador PTC 200(MJResearch, USA), eo material
amplificado foi sequenciado com atécnicado Big Dye Ver-
sdo 3.1 em um sequenciador automatico 3130 (Applied
Biosystem, USA).

Estatistica
Paraasvariaveis continuas, as médias foram compara-
dasutilizando um modelo deandlisede variancia(ANOVA).
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Utilizou-se o teste Qui quadrado de Pearson (y?) ou teste
exato de Fisher paraas variaveis categoricas, considerando-
se como significantes osvalores de (p) menores do que 0,05.
Model osderegressdo logisticaforam utilizados paraavalia-
¢do daassociacdo entreresisténciae variaveis, selecionadas
com base na andlise univariada e pela selecdo de variaveis
pelo método Stepwise forward.

Curvas de sobrevida foram calculados pelo método
Kaplan Meier (K-M) e a comparacdo entre as duas curvas
pelotestelog-rank ou teste de Breslow. O programautilizado
foi STATA versdo 8 e SPSSversdo 13.0.

Resultados

Fase Cronica

Constituiu-se de setenta pacientes com idade mediana
igual a42,3 meses(19,2-71,8 meses) com seguimento media-
noigua a43,5meses(5,7-73,3). Destes pacientes, 67 (95,7%)
fizeram uso do interferon-o. e desenvolveram intolerancia
(22,4%) ou resisténciahematol 6gicaou citogenética (58,2%)
ou recidivahematol 6gica ou citogenética (19,4%). Ao final
daandlise 48 pacientes (68,6%) permaneciam sob tratamento
com imatinibe. As caracteristicas clinicas podem ser obser-
vadasnaTabelal.

Houve obtencdo de resposta hematol 6gica completa
em 98,6% erespostacitogenéticamaior ecompletaem 61,4%
e 55,7%, respectivamente. A sobrevida livre de progresséo
foi igual a67,6% em 60 meses (Figural).

Segundo os critérios de resisténcia hematolégica e
citogenética, caracterizaram-se 45 pacientes (64,3%) resis-
tentes e 25 (35,7%) ndo resistentes. Identificou-se um paci-
ente com resisténcia primariahematol 6gica (1,4%) e 34 com
citogenéticaprimaria(49,3%).

Referente aresisténcia secundariahouve umavariagdo
de 17,3% a32,4%, entre 18 e 60 meses, respectivamente.

Caracterizaram-se dez pacientes com resi sténcia secun-
daria, dos quais trés apresentaram perda da resposta cito-
genética compl eta e sete evoluiram para fases mais avanca-
das da doenca.

Considerando-se os dez pacientes em fase cronicaini-
cial, houve um caso com resisténcia secundéria (10%) e, na
tardia, 35 com resisténciaprimariae nove em resisténciase-
cundaria(73,3%), como pode ser observado naFigura3. Ca-
racterizou-se umadiferencaestatisticasignificante.

A respostamol ecular, atravésde RTQ-PCR, foi estudada
em 26 (57,8%) pacientes resistentes e nos 25 pacientes ndo
resistentes, pois esta analise iniciou-se em outubro de 2005.

Fase Acelerada

Treze pacientesem fase acel erada, com umaidade me-
dianaigual a 48,9 anos (19 - 76,7) e um tempo mediano de
seguimento igual a14 meses. Destes, dez (76,9%) fizeram uso
delFN-o dosquaisseis (60%), desenvolveramintolerénciae
os demais resisténcia hematolégica ou citogenética. As
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caracteristicas clinicas podem ser observadas na Tabela 1.

Sete pacientes (53,95) obtiveram respostahematol dgica
completa. A avaliagdo darespostacitogenéticafoi prejudica-
da por exames inconclusivos ou n&o realizados, sendo pos-
sivel caracterizar ausénciade resposta citogenéticamaior em
quatro pacientes e presenca de resposta citogenética com-
pletaem um paciente.

Todos os pacientes foram definidos como resistentes
(100%), dos quais classificaram-se oito (61,5%) com resis-
téncia priméria, sendo seis hematol égica (46,1%) e dois
citogenética(15,4%).

Crise Blastica

Vinte e nove pacientes em crise bl astica, com umaida-
demedianaigual a48,2 anos(23,1-76,6) com tempo mediano
deseguimentoigual a6,7 meses(0,2 - 50,3). Dezoito pacien-
tes(62,1%) fizeram uso do | FN-o., dosquais 14 (77,3%) evo-
[uiram com intolerancia e 4 (22,2%) com resisténcia hema-
tolégica ou citogenética. As caracteristicas clinicas podem
ser observadas na Tabela 1.

A resposta hematol 6gica completafoi obtidaem nove
pacientes (31%). A avaliacao citogenéticafoi prejudicadapor
resultados inconclusivos e ndo avaliaveis, mas dois pacien-

tes atingiram resposta citogenética completa, aos 11 e 16
meses respectivamente.

Vinte e oito pacientes (96,5%) foram classificados como
resistentes, dos quais 20 com resisténcia hematol dgica pri-
méria(69%) e um paciente com citogenéticapriméria. Entre
os sete pacientesrestantes, foi possivel definir um caso como
resi sténciahematol 6gica secundériae osdemaisndo tiveram
estudo citogenético conclusivo, mas apresentam perda da
resposta hematol 6gica.

Como pode ser visto na Figura 3, houve um aumento
crescente da porcentagem daresisténcia dafase crénicaini-
cial asfases avancadas (10% a 100%).

Realizadaandlise univariadae multivariadareferentea
variaveisclinicas e laboratoriais entre os 45 pacientesresis-
tentes e 25 ndo resistentes em fase cronica.

A Tabela2 sumarizao estudo univariado dosfatoresde
risco para desenvolvimento da resisténcia, onde se observa
associ agao estatisticasignificante com o nimero de plaguetas
pré-imatinibe (>450.000/ mm?®) ecom umacontageminferior a
50.000/mm? durante o tratamento. Os resultados do estudo
multivariado demonstraram que a chance de ser resistente
foi igual a 4,7 vezes para os pacientes com nimero de
plaquetas superior a450.000/mm? pré-imatinibe ou 5,6 vezes

para aquel es que apresentaram ndmero inferior a
50.000/mm?e durante o tratamento (Tabela3).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos 112 pacientes com leucemia mieldide

cronica, segundo fase da doenga(Santa Casa de S&o Paulo, 2000 a 2003)

Fase Fase
Crbnica Acelerada
|dade 423 489
(19,2-71,8) (19-76,7)
Tempo de diagnostico 26,8 455
até inicio do imatinibe (0,9-129,5) (3,9-218,7)
Tempo de seguimento 435 14
com imatinibe (5,7-73,3) (0,7-78,2)
Tempo de uso do 92 79
IFN-o (meses) (0,1-113,3) (1,2-64,7)
Sexo
Masculino 36 (51,4) 9(69,2)
Feminino 34 (48,6) 4(30,8)
Usosﬁz IFN- o 3(43) 10 (76,9)
Nao 67 (95,7) 3(23,1)
Slalt:t*:;.leer:é;eclggao do IFN- a 15 (22,4) 2 (20)
Resistanoia Ci » 23 (34,3) 1(10)
esisténcia Citogenética
o L 16 (23,9) 5(50)
Resisténcia Hematoldgica 4(60 0
Recidiva Citogenética 9(33‘4) 2 (20)
Recidiva Hematologica 4)
Status atual
Saida estudo 7(10) 0
Fim de seguimento 2(29) 2(154)
Obito pela doencga 10(14,3) 10(76,9)
Obito por outra causa 3(4,2) 0
Vivos em seguimento 48 (68,6) 1(7,7)

*: Numeros de pacientes com uso do IFN-u«

Respostas hematolodgica, citogenética e

B(Iza,r;f;a sobrevida global entre resistentes e n&o resistentes
N&o houve diferenca estatistica entre a
48,2 obtencdo de resposta hematol gica completa
(23,1-76.6) entre ndo resi stentes (100%) e resistentes (97,8%)
471 € 0 tempo para suaobtencdo, como pode ser visto
(1,4-309.8) nas Tabelas4 e 5. Mas como é apontado naTabela
6,7 4, houve uma diferenca na resposta citogenética
0.2-50,3) completa.
6,1 Na Figura 4, observa-se que 14 pacientes
(0.9-44,2) resi stentes obtém aresposta citogenéticacompleta
em um tempo mediano igual a 57,5 meses. Dez
14 (48,3) : . .
15 (51.7) paci entes_a adquiriram ap0s 12_meﬁ_es (respon-
sivostardios), em um tempo medianoigual a29,2
18 (62,1) meses, como é demonstrado naFigura5.
11 (37,9) N&o houve diferenca entre pacientes resis-
tentes e ndo resistentes quanto aidade ao iniciar
124 (1717%8) o imatinibe, tempo de uso do interferon-o. e
2E11:1; evolucdo clonal (Tabelas4 eb).
0 A sobrevida global dos 45 pacientes resis-
0 tentesfoi significantemente menor em relagcéo aos
25 pacientes ndo resi stentes, como observado na
1(34) Figura 6. Contudo, os pacientes resistentes com
7 (24,3) resposta citogenéticacompletapds 12 meses apre-
21(72,4) sentaram, em relacdo aos ndo resistentes, sobre-
g vidaglobal semelhanteaté 0s 70 mesesesobrevida
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livre de progressdo até os 40 meses, como é
observado nas Figuras 7 e 8 respectivamente.
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Pesquisa de mutacdo no dominio quinase ABL

| dentificaram-se oito pacientes (36,4%) entre 22 pacien-
tes resistentes analisados para a pesquisa de mutagéo pontual
no dominio quinase ABL, em um tempo mediano igual a42
meses (18- 63) apGsoinicio do tratamento com imatinibe.

10—
0,9— L
08— L Fase Crénica
0,7
06—
05—
04—
03—
0,2

P (Sobrevida livre de progressao)

0,1—

I R A P A AN A A I
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

Meses

Figura 1. Sobrevida livre de progressdo em 35 pacientes com
leucemia mieloide crénica em fase cronica
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Figura 2. Distribuicdo de frequéncia da resisténcia entre dez
pacientes com leucemia mieloide crénica em fase cronica inicial e
60 pacientes em fase cronica tardia
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Figura 3. Distribuicdo de frequéncia da resisténcia segundo fase
da leucemia mieloide cronica
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Na Tabela 6 observa-se que foram identificadas oito
mutagBes diferentes, sendo que em um paciente, em crise
blastica, caracterizaram-se duas mutagdes. Nestatabelaveri-
fica-se a distribuicdo dos pacientes segundo a fase da doen-
¢a, com aidentificac&o de apenas um paciente em fase croni-
cainicia e com mutagdo. Referente ao tipo de resisténcia,
caracterizaram-se, entre aguel es com mutagéo, cinco com re-
sisténcia primaria (62,5%) e trés com secundaria (37,5%).
Todos sem mutagao apresentaram resisténcia primaria.

Houve progressdo para fases mais avancadas em cin-
€O casos sendo quatro pacientes com mutacdo e um sem
mutacdo. Remissdo hematol Ggica e citogenética, ao final do
estudo, ocorreu em dois pacientes com mutacdo e dois sem
mutag&o.

Fatores de risco para mutacao pontual no dominio

quinase ABL

Realizada andlise univariada entre sete pacientesresis-
tentes em fase crénicacom mutacdo e 13 em fase cronicasem
mutacdo paravaridveisclinicaselaboratoriais. Observa-se na
Tabela 7 que a presenca de blastos no sangue periférico ao
diagndstico apresentou associagdo estatisticasignificante com
acondicdo de mutacéo.

Resposta e sobrevida livre de progressdo

Todos os pacientes sem mutagdo e seis (35,7%) com
mutacdo obtiveram resposta hematol égica completa. Como
observado naFigura9, ndo houve diferencaparao tempo até
obtenc&o desta resposta, mas, como demonstrado na Figura
10, ha uma diferenca estatistica significante em relagcéo ao
tempo para a perda da resposta hematol 6gica compl eta.

Dois pacientes com mutagdo e quatro sem obtiveram
resposta citogenética completa. Nao houve diferencaparao
tempo até a obtengéo dessa resposta, como é observado na
Figura1l. Como observado naFigural2, ndo houve diferen-
¢a estatistica entre as curvas de sobrevida livre de pro-
gressao.

Discussao

A resisténciaaoimatinibe, expressacomo refratariedade
ou recaida, é documentada em todas as fases da doenca,
principa mente nafase acel erada e crise bl éstica. Nesse estudo
houve demonstragdo dessa condi¢o, com a constatagéo de
um aumento dafrequénciadaresisténciadafase cronicainicial
paraas fases mais avangadas, ou sgja, 10% a 100%.

Outro aspecto observado foi a baixafrequénciadare-
sisténciaprimariahematol 6gica (1,4%) nafase crénica, con-
dizente com o encontrado por outros pesquisadores, como
3% “e 4%.5 Em contraposto, a frequéncia da resisténcia
citogenética primaria— 49,3% — foi superior ao descrito na
literatura, como documentado, por exempl o, no seguimento
de 454 pacientes em fase cronica, intol erantes ou resi stentes
a0 IFN-o,, com um seguimento de 29 meses, onde se caracte-




Alves RCS Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(3):166-177

Tabela 2. Analise Univariada de variaveis clinicas pré-imatinibe e laboratoriais de 45 pacientes com LMC
em fase cronica resistentes e 25 nao resistentes (Santa Casa de Sao Paulo, 2000 a 2005)

Variavel Resistentes N&o Resistentes p
Sexo
Feminino 24(533) 12 (48) 0,669
Masculino 21(46,7) 13 (52)
Total 45 (100) 25 (100)
Hasford 0,228
Baixo 12 (36,4) 13 (59,1)
Intermédio 12 (36,4) 6 (27,3)
Alto 9(27,3) 3(13,6)
Total 33 (100)* 22 (100)*
Sokal 0,086
Baixo 7(21,2) 6 (28,6)
Intermedio 10(30,3) 11 (52,4)
Alto 16 (48,5) 4(19)
Total 33 (100)* 21 (100)*
Hemoglobina (g/dl) 0,125
<12 17 (37.,8) 5 (20)
>12 28 (62,2) 20 (80)
Total 45 (100) 25 (100)
Leucdcitos 0,447
< 40 mil 41(91,1) 24 (96)
> 40 mil 4(8,9) 1(4)
Total 45 (100) 25 (100)
Blastos no sangue periférico 0,113
0 35 (77,8) 24 (96)
1e2 5(11,1) 0(0)
23 5(11,1) 1(4)
Total 45 (100) 25 (100)
Blastos na medula 6ssea 0,957
<5 43 (95,6) 23 (95,8)
>5 2(4,4) 1(4,2)
Total 45 (100)* 24 (100)*
Plaquetas (p/mnT) 0,022
< 450 mil 28 (62,2) 22 (88)
451 a 700 mil 6(13,3) 3(12)
> 700 mil 11 (24,4) 0(0)
Total 45 (100) 25 (100)
Plaquetas (p/mm3 26 (57.8) 22 (88) 0,009
> 50mL 19 (42,2 3(12
—oml (422) (12)
Total 45 (100) 25 (100)
Suspensao da medicagéo 0,354
< 4 semanas 20 (44,4) 14 (56)
> 4 semanas 25 (55,6) 11 (44)
Total 45 (100) 25 (100)
Mutagéo no dominio quinase ABL >0,99
Nao 13 (28,9) 1(4)
Sim 7(15,6) 0(0)
Total 20 (100)* 1(100)*
Resposta ao IFN- « 0,086
Resisténcia Citogenética 14 (31,8) 9(39,1)
Recidiva Citogenética 1(23) 3(13,1)
Resisténcia Hematoldgica 14 (31,8) 2(8,7)
Recidiva Hematolégica 7(15,9) 2(8,7)
Intolerancia 8(18,2) 7(30,4)
Total 44 (100)* 23 (100)*

: numero de pacientes avaliaveis
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Tabela 3. Analise multivariada de fatores de risco para
resisténcia entre 45 pacientes com LMC em fase cronica e
25 nao resistentes (Santa Casa de Sao Paulo, 2000 a 2005)

Variavel Estimativa da |.C. 95% Valor
da razéo dep
de chances
Plaguetas ao iniciar
o imatinibe 47 12 19 00 29
(>450.000/mm 3)
Plaguetas durante
a terapia 56 14 223 00 14

(<50.000/mm3)

|.C.: Intervalo de confianga.

Tabela 4. Distribuigéo dos 45 pacientes com leucemia mieloide crénica em fase cronica
resistentes e 25 néo resistentes segundo resposta hematologica, citogenética e
evolugéo clonal (Santa Casa de Sao Paulo, 2000 a 2005)

rizaram 36% dos pacientes com esse tipo resisténcia.®

Referente aresisténcia secundérianafase cronica, ob-
Servou-se umavariacdo de 17,3% a 32,4% em 18 a 60 meses,
respectivamente. O encontro dessa frequéncia crescente é
compativel com publicagBes naliteratura.>%” Mas, distingue-
se nesse estudo, em particular, o fato de que houve uma
concentracdo dos eventos, Nos primeiros meses, isto €, 73,2%
dos pacientes, classificados como resistentes secundérios,
recairam nos primeiros 32 meses. A seguir assemel hou-se ao
publicado.>5”

Um enfoque foi a tentativa de identificar fatores de
risco para o desenvolvimento da resisténcia, uma vez que
este reconhecimento pode proporcionar um diagnéstico mais
precoce e conseguentemente uma otimizagéo daterapia.

A andlise entre variaveis
clinicaselaboratoriaisentre os paci-
entesresistentese ndo resistentesem
fase crénica, encontrou uma asso-
ciacdo estatistica significativa entre

Variaveis Resistentes (%) N&ao Resistentes (%) o nimero de plaquetas superior a
Resposta hematologica Nf’:o 1(2,2) 0(0) 450.000/mm? no exame pré-imatinibe
conaplgtg TS |m| 4; (gz’g ) gg “gg ou o desenvolvimento de um nimero
p=0,4 ota 45 (100) (1 ) -
inferior a 50.000/ mm?® durante o
Resposta molecular Nao 26 (57,8) 14 (56) tratamento
RM mai 0(0 8(32 R ,
RM céﬂn?‘f;ta 0 Eog 3 E12; Em relacéo ao alto nimero de
p<0,001 Total 26 (100)* 25 (100)* plaguetas, pode-se citar os pesqui-
Resposta Citogeneética Outras 23 (69,7) 0(0) S?dores C.:ervant? gt ?Ls aISrI]"Ieed et
aos 12 meses Parcial/completa 10(30,3) 25 (100) al, osquals, apartir aetr 0scom
p<0,001 Total 33 (100)* 25 (100)* pacientes em fase cronica, caracteri-
Evolucao donal N3 34 (756) 25 (100) zam a associacdo desse achado com
volugao clona Ele} , .~

Sim 1 (24.4) 0(0) menor tfi)_(a de aqui Ss; ¢80 deresposta

p=0,007 Total 45 (100) 25 (100) citogeneticamaior.®

*

RM = resposta molecular; * : nimero de pacientes avaliaveis

Tabela 5. Medidas descritivas para variaveis continuas segundo a condi¢ao de resisténcia
para os 45 pacientes com leucemia mieloide crénica em fase cronica resistentes e
25 pacientes nao resistentes (Santa Casa de Sao Paulo, 2000 a 2005)

Quanto a condicdo de
trombocitopenia, € apresentada, por
diferentes autores, sua associagéo
com menor obtencdo de resposta
citogenética maior®® e, particular-
mente, pelos pesquisadores Marin

et al, o maior risco de progressdo.’°

Resisténcia N  Média E::r‘;g Mediana Minimo Maximo \éﬂ"‘; Uma observagéo a ser colo-
: cadaéarespeito damielotoxidade, a
~ Idade a0 Sim 45 439 134 416 194 718 qual pode refletir uma doenca mais
iniciar imatinibe Nao 25 449 16,1 435 19,2 70,8 0,786 de hamenor reservade
(anos) Total 70 443 143 423 192 718 avancada, onde _
DI Si 45 391 257 327 27 1295 0043 céulas progenitoras normals & com
im y y 3 ) ] ) i il a
(meses) Nao 25 264 231 203 09 828 maior prohahilidede de progressdo
Total 70 346 254 277 09 1295 resisténcia. Mas, outro aspecto
Uso do IFN- Sim 44 180 232 7.7 05 1133 .o pogd.eravf.’" N queeg citotoxicidade
(meses) Nao 23 202 230 1272 01 796 podeimplicar em reducao ou mesmo
Total 67 187 230 92 01 1133 na suspensdo do imatinibe e,
Tempo até a Sim 3 12 09 09 02 49 . consequentemente aum traiamento
RHC Nao 11 09 0,4 0,9 0,4 15 insuficiente.
(meses) Total 46 1,2 08 09 02 49 Um comentério aser destacado

N = Numero de pacientes estudados; TDI= Tempo do diagnédstico até inicio do imatinibe;

RHC = Resposta hematolégica completa; IFN-«. = Interferon Alfa

172

diz respeito a repercussdo negativa
daresisténcia na evolucdo dos paci-
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Tabela 6. Status e progressédo de 8 pacientes com leucemia mieloide cronica e mutagdo no dominio quinase ABL e 14 sem mutacédo

Pac.  TD Fase da ™ Status FA/ Status TS
Ne, Meses doenga Mutagédo Meses Mutagédo R CBM Final Meses
1 35 FCT Dupla 18 RH/RC Nao HS FA Fim
Populagéo/ seguimento 17,5
Q252L
2 36,3 FCT Dupla 59 RH Sim /RC CP - RHe
Populacao/ Nao RC Sim 68,7
Q2521
L248V/ CP CBM Fim
3 62,4 CBM F486S 45 RH/RC Nao seguimento 37
RH Sim /RC RH Sim
4 2,7 FCI T315l 32 Nao CS - RC Nao 4.2
Fim
5 53 FCT S5348L 63 RH/RC Néo HS FA seguimento 73
Saida
6 47,4 FCT E450G 54 RH/RC Nao cP - Estudo 54,5
RH Sim /RC Saida
7 48,7 FCT M351T 39 Nao HP FA Estudo 43,1
RHe
8 21,4 FCT F359v 28 RH e RC Sim CcpP - RC Sim 30,8
RH Sim /RC RH Sim /
9 211 FCT - 19 Nao cP - RC Nao 28,5
RH Sim /RC Saida
10 17,5 FCT - 13 Nao cP - Estudo 12,2
RH Sim /RC Saida
11 18,1 FCT - 26 Nao cP - Estudo 222
RH Sim /RC RH Sim
12 60,8 FCT - 64 Nao CcpP - RC Nao 63,2
Saida
13 87,2 FCT - 45 RH/RC Nao CcP - Estudo 448
RH Sim /RC RH Sim /
14 27,4 FCT - 13 Nao cP - RC Nao 241
RH Sim /RC RHe
15 251 FCT - 34 Nao cP - RC Sim 437
RH Sim /RC Saida
16 32,7 FCT - 53 Nao cP - Estudo 53,8
RH/
17 47,5 FCT - 26 RH/RC Nao cP - RC Nao 354
RH Sim /RC RH Sim / 37,5
18 242 FCT - 30 Nao cP - RC Nao
RH Sim /RC RH Sim /
19 65,6 FCT - 53 Nao cP - RC Nao 545
RH Sim /RC RH Sim /
20 15 FCT - 36 Nao cP - RC Nao 37,9
RHe
21 14,7 FCT - 57 RH e RC Sim CcP - RCC Sim 66,9
Obito pela
22 92 FA - 60/61 RH/RC Néo CP  CBM doenca 50,1

Abreviaturas: Pac.= Pacientes, R= resisténcia, TD=Tempo de diagnéstico; TM=Tempo da Mutagdo; FCT=Fase Crbnica Tardia;
FCl=Fase Cronica Inicial; CBM = Crise Blastica Mielbide; FA = Fase Acelerada; RH = Remissdo Hematolégica; RC = Remisséo
Citogenética; ND = N&ao Disponivel; CP= Citogenética Primaria; CS= Citogenética Secundaria HP= Hematolégica Primaria; HS=
Hematolégica Secundéaria; RTQ-PCR% = sem queda=100%; queda de 1 Log=10%; queda de 2 Log= 1%; queda de 3 Log=0,1%;

gueda de 4 Log= 0,01%.

entes com desenvolvimento dessa condic&o, o que pode ser
evidenciado. Nesse trabalho, por exemplo, com a avaliagcéo
dasobrevidaglobal, aqual foi significantemente menor nos
resistentes em relacdo aos ndo resistentes, ou sgja73,8e57,5
meses respectivamente.

Entre os 45 pacientes resistentes em fase cronica, des-
tacaram-se dez pacientes, cujapeculiaridade foi aaquisicdo
da resposta citogenética completa, apds 12 meses de tera-
péutica. A avaliagdo desses pacientes em relagdo aos ndo
resistentes mostrou que obtiveram e mantiveram aresposta
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Figura 10. Tempo até a perda da resposta hematolégica completa
em meses para 13 pacientes com leucemia mieloide crdnica em
fase cronica resistentes sem mutagéo pontual no dominio quinase
ABL e para sete pacientes com mutagéo
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Figura 11. Sobrevida livre de progress@o em 13 pacientes com leucemia
mieléide cronica em fase cronica resistentes sem mutacéo pontual no
dominio quinase ABL e nos sete pacientes com mutagédo pontual

hematol 6gica completa como esses. Em relagdo a sobrevida
global foi semelhante até os 70 meses e asobrevidalivre de
progressdo até os 40 meses.

Segundo os pesquisadores lacobucci et al, pacientes
gue no periodo de 12 meses apresentam uma boa resposta
citogenética, aresposta completa pode requerer mais de um
ano e o seguimento mostra umaevolugdo favoravel, como o
observado nos dez pacientes do presente estudo.!

Uma suposi ¢o seria que a heterogeneidade do perfil
génico da doenca e do paciente permitiria diferentes com-
portamentos de resposta, possibilitando desde aquele pa-
ciente que mantém o potencial de resposta, mesmo quetar-
diamente, até aquele que desenvolve refratariedade ou
recidiva

Em termos dafrequénciadaresisténciapriméariahema-
tol6gicaobservadanafase aceleradaecriseblastica, 45,1% e

Meses

Figura 12. Tempo até obtencéo da resposta citogenética completa
para 13 pacientes com leucemia mieloide crénica resistentes com
mutagdo pontual no dominio quinase ABL e nos sete pacientes sem
mutacao (Santa Casa de S&o Paulo, 2000 a 2005).

69% respectivamente, se assemelham as da literatura?® e
refletem agravidade dadoencaealimitagdo daeficiénciado
inibidor quinase nafases mais avangadas.

Quanto aos mecanismos responsaveis pela resistén-
cia, nesse estudo destacou-se a identificacdo de mutagdo
pontuais no dominio quinase ABL. Em 22 casos estudados,
caracterizou-se em 36,4% dos pacientes. Entre as mutactes
encontradas, evidenciaram-se por serem descritos frequen-
temente em recaida: Na regido P-loop:Q-252L ; no sitio de
ligacéo: T315l enodominio catalitico M351T e F359V.% Des-
tacou-se amutacdo T315I, pelo seu carédter de atainsensibi-
lidade, inclusive para inibidores de tirosina-quinase de se-
gunda geragéo.

Um objetivo desse estudo foi adefinicéo defatoresde
risco para o desenvolvimento de mutacdo, apartir daandlise
de variaveis clinicas e laboratoriais entre pacientes com e
sem mutac&o em fase crénica. Encontrou-se associagdo es-
tatistica significante apenas para 0 nimero de blastos no
sangue periférico ao diagnostico.

Embasaaimportanciadesse achado, um trabalho desen-
volvido pelos pesguisadores Branford et al, em pacientesem
fase cronica, onde uma estratificagdo de risco é proposta
segundo a porcentagem de blastos no sangue periférico e/ou
ointervalo entre o diagnostico e o inicio do imatinibe.*®

Outro dado a se destacar € aausénciade umadiferen-
caestatisticasignificante paraasobrevidalivre de progres-
s80 entre 0s grupos com e sem mutacdo, embora seja des-
critaamaior probabilidade de progresséo paraafase acele-
rada ou crise bl astica e menor sobrevidanos pacientes com
mutagdo. 1617

Deve se destacar que, independente da auséncia da
diferenca da sobrevidalivre de progressdo, a evolugéo para
fase acelerada ou crise blastica ocorreu apenas nos pacien-
tes com mutaco.

175



Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(3):166-177

Alves RCS

Tabela 7: Andlise univariada de caracteristica clinicas e laboratoriais

Conclusoes

para mutacéo entre 13 pacientes em fase crénica sem mutagao no

dominio quinase ABL e sete com mutacao

Sem Mutacgéo

Com Mutagao

Os pacientescom leucemiamieloide cronica

P em fase cronica tardia, em relagdo aos da fase

Idade ao iniciar o imatinibe 425 423
Sexo
Masculino 5(38,5) 4(57,1)
Feminino 8(61,5) 3(42,9)
Total 13 (100) 7 (100)
Tempo do diagndstico até iniciar
o imatinibe (meses) 349 351
Hasford
Baixo 6 (54,5) 0(0,0)
Intermediario 4(36,4) 2 (40)
Alto 1(9,1) 3(60)
Total 11 (100)* 5(100)*
Sokal
Baixo 4(36,4) 1(20)
Intermediario 3(27,2) 0(0)
Alto 4(36,4) 4 (80)
Total 11 (100)* 5(100)*
Blastos no Sangue Periférico (%)
ao diagndstico
0 6 (54,5) 0(0)
1e2 5(45,5) 4(66,7)
>3 0(0) 2(33,3)
Total 11 (100)* 6 (100)*
Evolugéo clonal
Nao 9(69,2) 5(71.,4)
Sim 4(30,8) 2 (28,6)
Total 13(100) 7(100)

cronica inicial, tiveram mais frequentemente
resisténcia primaria e secundéria ao imatinibe.
Caracterizou-se como fatores de risco para o de-
senvolvimento de resisténcia nafase crénicaum
ndmero de plaquetas superior a450.000/mm3, no
exame hematimétrico pré-imatinibe ou para um
ndmeroinferior a50.000/mm? durante o tratamento.
Embora as taxas de respostas hematol 6gica com-
pleta e o tempo mediano para sua aquisic¢ao
tenham sido semelhantes entre os pacientes na
fase crénica com e sem resisténcia, houve dife-
rencga estatistica significante para a resposta
molecular, uma vez que nenhum resistente
apresentou resposta maior ou completa.

| dentificaram-se entre osresistentesem fase
croni ca paci entes com resposta citogenéticacom-
pleta apos 12 meses de terapéutica (responsivos
tardios), os quais se destacaram por apresentar
respostas hematol Ggica e citogenética semelhan-
tes aos ndo resistentes. Esses pacientes apresen-
taram sobrevidaglobal semelhante aosnéo resis-
tentesaté os 70 meses de seguimento, o quediferiu
dosdemaisresistentes, cujasobrevidafoi signifi-
cantemente menor em relacdo ao ndo resistente. A

0,877
0,642

0,643

0,059

0,385

0,025

0,99

* . numero de pacientes avaliaveis

Um outro aspecto a ser comentado € a respeito da
maior frequénciadas mutagdes em pacientes com resisténcia
secundariaem relagdo aprimaria, segundo varios autores. 83
Porém, no presente trabal ho, 62,5% dos pacientes com mu-
tacdo apresentaram resisténciaprimaria, o que pode refletir
a relevancia desse mecanismo nesse tipo de resisténcia.
Embasa esse achado a publicacdo de Soverini et al (2005),
onde, naandlise de 40 pacientes com leucemiamiel oide cro-
nica em fase cronica tardia e resisténcia citogenética
primaéria, identificaram-se 19 pacientes (48%) com mutagéo
pontual.

Com esse estudo é possivel denotar que, embora o
mesilato deimatinibe modifique ahistérianatural dadoenca,
acondicao de resisténcia ainda é um desafio, apresentando-
se em uma propor¢do consideravel de pacientes, principal -
mente nas fases avancadas da doenca. Com premissa,
torna-se essencial o conhecimento de fatores que possam
identificar o risco do desenvolvimento de resisténciae com
iSSO orientar um monitoramento maisrigoroso, um diagnosti-
€0 mais precoce e um direcionamento terapéutico. Igualmen-
te importante € a identificagdo e o diagnostico precoce da
mutacdo, cujo papel no fendtipo daresisténcia deve ser in-
terpretado no contexto clinico.
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sobrevida livre de progresséo dos responsivos
tardiosfoi semelhante até 0s40 mesesem relagcdo
a sobrevida dos pacientes ndo resistentes.

Houve identificagdo de mutagéo pontua no dominio
quinase ABL em 36,4% de 22 pacientes resistentes estuda-
dos.

Entre os pacientes em fase cronicacom e sem mutacéo
nado houve diferenca nas taxas das respostas hematol 6gica e
citogenética, mas apenasem relacdo asobrevidalivrede pro-
gressdo hematol égica, superior naqueles sem mutagéo.

N&o existiu diferencaparaasobrevidalivre de progres-
s80 entre esses subgrupos.

Observou-se uma associacao significativa entre o nd-
mero de blastos no sangue periférico ao diagnostico e apre-
senca de mutagdo pontual .

Abstract

Imatinib mesylate, as target therapy, is highly efficient in chronic
myelogenous leukemia. A challenge is primary and secondary
resistance, particularly in the advanced phases of the disease. In
secondary resistance, point mutations in the ABL dominion are
the most common mechanism. From October 2000 to December
2005, 112 patients were investigated in the Hematology and
Hemotherapy Service of Santa Casa of Sao Paulo. The aim was to
characterize the profile of resistance and study the presence of the
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mutation. The majority of resistant patients were in the most
advanced phases of the disease. Risk factors for resistance in the
chronic phase were a platelet count higher than 450,000/mm3
before imatinib treatment or less than 50,000/mm3 during
treatment. The total hematological response rate and the time to
achieve this were similar between resistant and non-resistant
patients. Lower overall survival was observed with resistance. It
was notable that ten resistant patients had complete cytogenetic
responses after 12 months (late responses) with both hematological
and cytogenetic response rates similar to non-resistant patients
(100%). Survival free from progression was similar up to 40
months and the overall survival rate was comparable up to 70
months. The overall survival and response to treatment were better
than for the other resistant patients. In respect to the investigation
of mutations, 22 resistant patients were investigated with eight
presenting with the mutation (36.4%) The presence of blast cells
in the peripheral blood at diagnosis of patients in the chronic
phase was characterized as a higher risk factor for this mutation.
Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(3):166-177

Key words: Chronic myelogenous leukemia; tyrosine-kinase
inhibitor; imatinib mesylate; resistance; mutation.
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