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RESUMO

Introdugcdo: Na Leucemia Mieldide Crénica (LMC), a monitorizagao de
resposta ao tratamento com inibidores de tirosina-cinase (TKI) baseia-se na
avaliacdo da resposta hematoldgica, citogenética e molecular ao longo do
tempo, estando definidos critérios de resposta 6ptima, sub-6ptima e faléncia
aos 3, 6 e 12 meses de tratamento. Os doentes com mais de 10% de
transcrito BCR-ABL1 aos 3 meses sédo considerados como tendo resposta
sub-6ptima e pior prognostico a longo prazo. No entanto, existe uma
proporgdo de doentes que atingem respostas moleculares favoraveis

posteriormente.

Objectivos: Num grupo de doentes com LMC, em fase crénica, sob
tratamento com Imatinib (IM), avaliar as diferencas clinico-laboratoriais entre
os doentes com resposta molecular 6ptima e resposta sub-Optima aos 3
meses de tratamento. Nos doentes com resposta sub-6ptima, avaliar a
capacidade do halving time e da reducg&o logaritmica de predizer respostas

moleculares subsequentes.

Material e Métodos: Analise retrospectiva de um grupo de 24 doentes com
LMC, em fase cronica, diagnosticados no nosso centro entre 1 de Janeiro de
2006 e 31 de Agosto de 2014. Revisao dos parametros clinico-laboratoriais e
avaliagdo de resposta 6ptima, sub-optima e faléncia aos 3, 6 e 12 meses de
tratamento. Determinagédo do halving time e redugao logaritmica da %BCR-
ABL1 em doentes com resposta sub-6ptima aos 3 meses de Imatinib.

Resultados: Aos 3 meses de tratamento, 14 doentes tinham resposta optima
e 10 sub-6ptima. Os doentes com resposta sub-6ptima apresentavam um
valor mais elevado de transcrito ao diagnéstico (p<0,05). Neste grupo de



doentes, o halving time tem valor preditivo de faléncia de resposta
(AUC=0,83; p=0,02) e de resposta molecular Optima aos 6 meses
(AUC=0,93; p<0,0001). A reducao logaritmica aos 3 meses foi preditiva de
resposta molecular éptima aos 6 meses (AUC=0,96; p<0,0001) e aos 12
meses (AUC=0,83; p=0,03). Um valor de 22,59 dias de halving time e uma
reducao logaritmica de -1,1log aos 3 meses de tratamento, parecem ter um
bom poder discriminativo dos doentes que alcancam resposta molecular

Optima aos 6 meses.

Conclusao: Estes resultados sublinham a importancia da quantificacido de
transcrito ao diagnostico na interpretagdo da resposta molecular obtida aos 3
meses, assim como o contributo, numa fase precoce de tratamento, de
parametros de cinética de decréscimo de transcrito na discriminagdo dos
doentes com resposta sub-Optima aos 3 meses que alcangarao

posteriormente respostas moleculares favoraveis.

PALAVRAS-CHAVE

Leucemia Mieldide Crénica; BCR-ABL1>10%; resposta sub-Optima; halving

time; reducgao logaritmica



ABSTRACT

Introduction: In Chronic Myeloid Leukaemia (CML), the response to
treatment with tyrosine-kinase inhibitors is monitored based on the evaluation
of hematologic, cytogenetic and molecular responses, with specific criteria
defining responses as optimal, suboptimal or failure at 3, 6 and 12 months of
treatment. Patients with BCR-ABL1 transcript above 10% at 3 months are
considered suboptimal responders, with worse long-term outcomes. However,
a proportion of these patients will still achieve a favourable molecular

response.

Aims: To evaluate the clinic and laboratory differences between patients with
optimal and suboptimal response at 3 months, in a group of patients with
chronic-phase CML treated with Imatinib. Within suboptimal responders, to
evaluate the predicting value of subsequent molecular response of the halving

time and logarithmic reduction.

Methods: Retrospective analysis of a group of 24 patients with chronic-phase
CML, diagnosed in a single centre between January 2006 and August 2014.
Review of the clinic and laboratory parameters and response evaluation at 3,
6 and 12 months of treatment. Determining the halving time and logarithmic
reduction of %BCR-ABL1 in the group of patients with suboptimal response at
3 months of treatment with Imatinib.

Results: After 3 months of treatment, 14 and 10 patients had optimal and
suboptimal responses, respectively. Patients with suboptimal response
presented with a higher transcript value at diagnosis (p<0,05). In this group of
patients, the halving time was predictive of response failure (AUC=0,83;
p=0,02) and optimal response at 6 months (AUC=0,93; p<0,0001). The



logarithmic reduction at 3 months was predictive of optimal molecular
response at 6 (AUC=0,96; p<0,0001) and 12 months (AUC=0,83; p=0,03). An
halving time of 22,59 days and a -1,1log reduction at 3 months of treatment
showed a good predictive value of achieving an optimal response at 6

months.

Conclusion: These results outline the importance of transcript quantification
at the time of diagnosis in the interpretation of the 3-month molecular
response, as well as the role of kinetic parameters of transcript decrease, at
an early timepoint, in discriminating patients with suboptimal response at 3

months that will respond favorably in the long-term.

KEYWORDS

Chronic Myeloid Leukemia; BCR-ABL1>10%; suboptimal response; halving

time; logarithmic reduction
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1. INTRODUGCAO

A Leucemia Mieldide Cronica (LMC) € uma Neoplasia Mieloproliferativa com
origina na célula hematopoiética pluripotente da medula 6ssea, estando
consistentemente associada a presenca do cromossoma Filadélfia
(Cromossoma Ph), resultante da translocagéo reciproca entre o brago longo
do cromossoma 9, contendo o oncogene ABL, e o brago longo do
cromossoma 22, contendo o gene BCR, (1(9;22(q34;q11)) . Esta
translocacédo origina o gene de fusdo BCR-ABL1 (breakpoint cluster region-
abelson 1), responsavel pela produgdao da proteina tirosina-cinase
constitutivamente activa BCR-ABL1, responsavel por iniciar inumeras vias de
sinalizagdo intracelular que permitem a proliferacdo e sobrevivéncia das
células leucémicas. A sintese de BCR-ABL1 em todas as linhagens
mieldides, algumas células linféides e endoteliais, € responsavel pela

expanséo clonal de células mieldides diferenciadas.

Dependendo dos locais de quebra, o gene de fusdo resultante da
translocacao 1(9;22)(q34;911) produz diferentes transcritos BCR-ABLA1,
habitualmente envolvendo a regido a montante do exdo 2 do gene ABL e a
regido major do gene BCR (M-bcr), exdes 13 elou 14, produzindo os
transcritos e13a2 e/ou e14a2. Assim, o gene de fusdo BCR-ABL1 origina, em
95% dos casos, um transcrito de mRNA que codifica uma proteina
citoplasmatica com actividade tirosina-cinase de 210kDa (p210). A maioria
dos doentes expressa uma de duas variantes do transcrito, produzidas por
splicing alternativo, e13a2 (b2a2) ou e14a2 (b3a2), existindo raros casos em
que sao expressos os dois simultaneamente. Nos restantes 5% dos casos, é
codificada uma proteina de 190kDa (p190), mais frequentemente associada a
Leucemia Linfoblastica Aguda Ph positiva ou, mais raramente, 230kDa

16



(p230). A expressao de transcritos atipicos, envolvendo a regido minor (m-

ber) é rara (<1%) @.

A histéria natural da Leucemia Miel6ide Cronica sem tratamento € bi ou
trifasica, constituida por uma fase inicial crénica indolente (FC), seguida de
uma fase acelerada (FA), crise blastica (CB) ou ambas (.

O primeiro relato desta entidade data de 1845, quando Hughes Bennet
descreveu pela primeira vez uma doenga, inicialmente considerada
infecciosa, caracterizada por leucocitose e hepato-esplenomegalia.
Simultaneamente, Rudolf Virchow publicava um caso em que descrevia um
quadro clinico semelhante, no entanto ndo considerava que a origem fosse
infecciosa e descreve-a pela primeira vez como leucemia. Em 1872, Ernst
Neumann estabeleceria a medula éssea como o local de origem da leucemia,
assim como o de todas as células sanguineas. Mais de um século depois, em
1960, Peter Nowell e David Hungerford descobrem e descrevem pela
primeira vez o cromossoma Filadélfia, e seria em 1973 que Janet D. Rowley
se notabilizaria pela descoberta do mecanismo de translocagao envolvido na

sua origem ©

A descoberta da funcéo de tirosina-cinase da proteina resultante do gene de
fusdo BCR-ABL1 ocorreria no final dos anos 90, levando ao desenvolvimento
e introducdo de inibidores de tirosina-cinase (TKIls) no tratamento destes
doentes. Até entdo, o unico tratamento com intuito curativo consistia no
transplante alogénico de progenitores hematopoiéticos, com taxas de morbi-
mortalidade consideraveis e contraindicado em alguns doentes cuja unica
opgao terapéutica era o Interferao alfa (IFNa) ou o Bussulfan. Estes
progrediam, num curto periodo de tempo, para crise blastica e leucemia

aguda.
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1.1 Epidemiologia e apresentagéo clinica

Com uma incidéncia anual de 1-2 casos/100.000 habitantes no mundo inteiro,
a Leucemia Mieldide Cronica € uma doencga rara, representando 15-20% de

todas as leucemias ¥

. Pode apresentar-se em qualquer idade, apesar de
surgir sobretudo a partir da 5%-6% década de vida, sendo rara em criangas,
com discreto predominio do sexo masculino. Antes da introdugéo do Imatinib,
o primeiro inibidor de tirosina-cinase, a sobrevivéncia média dos doentes aos

10 anos era inferior a 10%. Actualmente, ela ultrapassa os 75% .

Em cerca de 20-40% dos casos o diagnéstico é feito de forma ocasional,
através da realizagcdo de um hemograma, em doentes normalmente
assintomaticos. Em 50% dos casos os doentes surgem com sintomas leves a
moderados de astenia, anorexia, perda de peso, sudorese nocturna,
sintomas decorrentes do aumento das dimensdes do bago (como dor
abdominal ou enfartamento pds-prandial) e anemia. Ao diagndstico, apesar
de se poder apresentar em qualquer das fases de doenga, a maioria (80%)

dos doentes encontra-se em fase cronica (34,

1.2 Critérios de diagnodstico

O diagnéstico de Leucemia Mieldide Cronica requer a realizagdo de uma
historia clinica e exame fisico detalhados, e observacdo do esfregago de
sangue periférico para identificacdo das alteragbes morfologicas
caracteristicas. A realizagdo de um medulograma €& importante para a
contagem de blastos e é imprescindivel a realizagdo de um cari6tipo para
comprovar a presenca da 1(9;22)(q34;911) e de eventuais alteragbes
cromossomicas adicionais. Apesar de ndo ser mandatério, a pesquisa da
translocagao por analise de FISH (Fluorescence in situ Hybridization) pode
mostrar-se util pela rapidez dos resultados e pela conveniéncia de poder ser
feito em amostras de sangue periférico. Através de técnicas de biologia
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molecular € efectuada a identificacdo do transcrito de fusdo BCR-ABL1, em
amostras de sangue periférico ou medula éssea, que servira para monitorizar

posteriormente a resposta molecular ao tratamento.

E ainda necessario estabelecer em que fase a doenca é diagnosticada. As
definigbes de fase cronica, fase acelerada e fase blastica variam consoante o
grupo de trabalho que as propde e encontram-se sumarizadas na Tabela 1.
Segundo a European Leukemia Net (ELN), a fase cronica é estabelecida
quando, na presenga do cromossoma Ph, a contagem de blastos no sangue
periférico ou na medula é inferior a 15%, com menos de 20% de basofilos
periféricos ou medulares, com ou sem esplenomegalia ®) A fase acelerada é
definida por uma contagem de 15-29% de blastos no sangue periférico ou
medula, ou contagem de blastos mais promielécitos superior a 30% (com
menos de 30% de blastos), basofilia superior ou igual a 20%, trombocitopenia
persistente nao-relacionada com tratamento, ou anomalias cromossomicas
clonais nas células Ph positivas (ACA/Ph+) que surgem sob tratamento. A
crise blastica € definida por uma contagem de blastos periféricos ou
medulares igual ou superior a 30% e proliferagdo extramedular de blastos
(exceptuando o bago).

Com algumas diferengas, a Organizagao Mundial de Saude (OMS) define
fase crénica quando a contagem de blastos é inferior a 10%, com contagem
plaquetar entre 100x10%uL e 1000x10%/uL, com os restantes critérios iguais
aos da ELN. Define, igualmente, de forma diferente a fase acelerada,
estabelecendo a contagem de blastos entre 10-19%, acrescentando critérios
como a presenga de trombocitose superior a 1000x10%/uL resistente ao
tratamento e o aumento do bago e da contagem leucocitaria sob tratamento.
A crise blastica € definida por uma contagem de blastos igual ou superior a
20%, proliferagao extramedular de blastos (exceptuando o bago) e presenga

de agregados de blastos na biopsia ¢ssea "

Existem ainda outras definicbes para fase acelerada e crise blastica, como a
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da International Bone Marrow Transplant Registry, e os critérios modificados
do MD Anderson Cancer Center, mais frequentemente usados em ensaios
clinicos, e sumarizados nas recomendagdes da National Comprehensive
Cancer Network (NCCN) ©.

Tabela 1. Critérios de diagnéstico de fase crdnica, fase acelerada e fase blastica na

Leucemia Mieldide Croénica

CRITERIOS DA ELN CRITERIOS DA OMS
. Blastos no SP ou MO <15% . Blastos no SP ou MO <10%
< . Basofilos no SP ou MO <20% . Basofilos no SP ou MO <20%
FASE CRONICA Plaquetas > 100 x10°/uL . Plaquetas >100 e < 1000 x10%/pL
. Baco normal ou aumentado . Bago normal ou aumentado
. Blastos no SP/MO 15-29% ou . Blastos no SP ou MO 10-19%
blastos mais . Basdfilos no SP 220%
promieldcitos >30% (com blastos . Trombocitopenia persistente
<30%) (<100x10%/uL) ndo
. Basofilia no SP 220% relacionada com o tratamento
FASE . Trombocitopenia persistente . Trombocitose (>1000x103/pL)
ACELERADA (<100x103/pL) nao resistente ao
relacionado com tratamento tratamento
. Anomalias cromossémicas . ACA/Ph*
clonais nas células . Aumento do bacgo e da contagem
Ph+ (ACA/Ph™), major route, sob  leucocitaria
tratamento resistente ao tratamento
. Blastos no SP ou MO 220%
. Blastos no SP ou MO 230% . Proliferagéo extramedular de
FASE BLASTICA . Proliferagdo de blastos blastos (excepto bago)
extramedular, excepto baco . Grandes focos ou agregados de

blastos na BO

SP - sangue periférico; MO - medulograma; BO - biopsia 6ssea; ACA/Ph* - anomalias
cromossomicas clonais adicionais nas células Ph positivas; ELN - European Leukemia Net,

OMS - Organizagao Mundial de Saude.

1.3 indices de prognéstico

Foram descritos varios factores prognosticos que, ao diagnostico, permitem

predizer pior resposta ao tratamento. Os indices progndsticos existentes -
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Sokal, Hasford e EUTOS - permitem identificar os doentes de alto risco, que

terdo piores respostas (Tabela 2).

O indice de Sokal foi introduzido em 1984, por Sokal et al " e aplicado a
doentes sob tratamento com Bussulfan. Posteriormente, foi validado em
doentes sob tratamento com Imatinib, mantendo o seu impacto progndstico.
Este indice tem em conta as seguintes variaveis: idade, tamanho do bago a
palpagcédo (centimetros abaixo do rebordo costal), contagem plaquetar e
percentagem de blastos presentes no sangue periférico. Define trés grupos
de risco (baixo, intermédio e alto). O indice de Hasford ®, estabelecido em
doentes sob tratamento com IFNa, define também trés grupos de risco. Para
além dos critérios incluidos no indice de Sokal, tem em conta a percentagem
de basodfilos e de eosindfilos no sangue periférico. A sua validagdo em
doentes sob tratamento com Imatinib ndo foi efectuada.

O indice progndstico mais recente € o do EUTOS (European Treatment and
Outcome Study), desenvolvido pelo grupo da ELN ), num grupo de doentes
com diagnostico de novo tratados com Imatinib em primeira linha. Este indice
tem em conta unicamente o tamanho do bago e a percentagem de basdfilos
no sangue periférico ao diagnostico, definindo dois grupos de risco, baixo e
alto. Actualmente ndo esta estabelecido qual dos sistemas prognosticos é
superior em termos de predicdo de resposta. No entanto, pela sua
simplicidade e validagdo com base em doentes sob tratamento ab initio com
Imatinib, os indices EUTOS e de Sokal, respectivamente, sdo os mais

utlizados na pratica clinica.
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Tabela 2. indices de prognéstico na Leucemia Miel6ide Crénica

iNDICE

PROGNOSTICO

CALCULO GRUPOS DE RISCO

Exp[(0,0116x(idade-43,4)+0,0345/(baco- Baixo <0,8
Sokal 7,51)+0,188x (plaquetas/700)2- Intermédio 0,8-1,2
0,563))+0,0887x(blastos-2,10)] Alto>1,2

[0,6666xidade (0se<50,
1se>50)+0,042xbago+

Baixo <780
1,0956xplaquetas(0se1500,

Hasford 9 Intermédio >781<1480
1se>1500x10°/L)+0,0584x%blastos+

Alto>1480
0,2039x%basofilos(0se<3 e
1se>3)+0,0413x%eosino6filosx1000]
Baixo<87
EUTOS Bacox4+basdfilosx7
Alto>87

1.4 Critérios de resposta hematolégica, citogenética e molecular

A monitorizagdo dos doentes sob tratamento com TKIs consiste na avaliagao
de resposta hematoldgica, citogenética e molecular ao longo do tratamento.
Os critéerios de resposta hematologica e citogenética encontram-se

sumarizados na Tabela 3.

A Resposta Hematolégica Completa (RHC) corresponde a normalizagdo da
contagem leucocitaria (<10x10°/uL) e plaquetar (<450x10°/uL), na auséncia
de observacado de formas imaturas no esfregaco de sangue periférico, com
uma percentagem de basdfilos periféricos inferior a 5% e perante o
desaparecimento de doenga extramedular (hepato-esplenomegalia) ©.

Em 2006, o grupo de trabalho da ELN sistematizou a resposta citogenética
em 5 grupos '%: nula (>95% de metafases Ph*), minima (66-95%), minor (36-
65%), parcial (1-35%) e completa (0%). Para avaliar o grau de resposta
citogenética, a analise das bandas cromossomicas deve ser feita em pelo

menos 20 metafases de células de uma amostra medular.
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Tabela 3. Critérios de resposta hematolégica completa e citogenética.

‘ CRITERIO DE RESPOSTA DEFINICAO ‘

. Plaquetas <450x10°/L
PO 3
Resposta Hematolégica LRl S
. Auséncia de formas imaturas no ESP

. Basofilos no SP <5%

Completa

. Auséncia de esplenomegalia

. Completa: Ph* 0%

. Parcial: Ph* 1-35%
Resposta Citogenética . Minor: Ph* 36-65%

. Minima: Ph* 66-95%

. Nula: Ph* >95%

ESP - esfregaco de sangue periférico; SP - sangue periférico; Ph+ - cromossoma Filadélfia.

A definigdo de resposta molecular na Leucemia Miel6ide Crénica tem sofrido
varias actualizagbes, muito devido ao facto das metodologias laboratoriais
para a quantificacdo dos transcritos BCR-ABL1 ndo serem, até ha

relativamente pouco tempo, uniformes entre os laboratorios.

O estabelecimento de critérios de resposta molecular para o transcrito BCR-
ABL1 tem acompanhado a evolugdo das técnicas de Polymerase Chain
Reaction (PCR) para a identificagao/quantificagdo de mRNA. Inicialmente, a
monitorizacdo dos doentes passava pela avaliagdo da presencga ou auséncia
de transcrito, através de técnicas de PCR qualitativa de amplificagao simples
(") Em 1993, Cross et al '® introduziram a técnica de PCR competitivo, que
permitia a determinagdo da concentragdo de transcrito por micrograma de
RNA leucocitario, e posteriormente, introduziram o conceito do calculo de
uma razdo entre o transcrito amplificado e um gene controlo (BCR-
ABL1/ABL) ®, adaptada para a reaccdo de PCR quantitativo em tempo real
(QRT-QPCR), em 1998, por Mensink et a/ '*. Um ano mais tarde, Branford et
al ® desenvolveram um método de quantificacdo de BCR-ABL1 através de
gRT-PCR em amostras de sangue periférico, que se correlacionava
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positivamente com as medigdes feitas em amostras de medula dssea,

simplificando o processo de monitorizagdo molecular.

Para a quantificagdo do transcrito BCR-ABL1 sdo propostos trés genes-
controlo como sendo adequados - ABL, BCR e o GUSB (glucoronidase beta).
A escolha de um gene-controlo adequado € de extrema importéncia para
tornar os resultados fiaveis e reprodutiveis ('®. Este deve satisfazer os
seguintes critérios: (1) a sua expressao ao diagnostico deve ser semelhante a
do transcrito BCR-ABL1; (2) deve ter estabilidade semelhante a do BCR-
ABL1; (3) os primers usados para a amplificagédo do gene controlo ndo devem

amplificar outras sequéncias gendmicas, nomeadamente pseudogenes.

Em 2003, Hughes et al ") introduziram, pela primeira vez, o conceito de
redugado logaritmica (logio) para normalizar a linguagem de afericdo de
resposta ao tratamento com TKls em doentes de diferentes areas
geograficas. Nesse mesmo ano, o grupo da Europe Against Cancer Program
(18) estabeleceu protocolos standardizados para a quantificacdo molecular na
Leucemia Miel6ide Cronica por forma a tornar as metodologias sensiveis e

reprodutiveis.

") propuseram a Escala Internacional (IS)

Foi em 2006 que Hughes et al |
como meio de reportar os resultados moleculares de uma forma uniforme. Ao
converter resultados individuais de cada laboratério em valores de uma
escala estandardizada internacionalmente, através de um factor de
conversédo calculado em centros de referéncia e atribuido a cada laboratorio,
o valor basal de transcrito BCR-ABL1 ao diagnodstico passou a ser
considerado como 100%, e a redugédo de 3 log a partir desse valor,

considerado como 0,1% (Resposta Molecular Major, RMM ou RM®) (Figura

1),
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100%

10%

1%

RM* (reducdo 24 log; <0.01%'S) 0.1% (RM3)

0.01%
RM4S (redugdo >4 log; 50.0032%'5)5

~_—|oo00%

5.0 3 . Is
RM>0 (redugdo 25 log; <0.001%") BCR-ABL indectavel

Figura 1. Definigdes de resposta molecular, segundo a Escala Internacional.
A Escala Internacional expressa a quantificagdo do BCR-ABL1 por gRT-PCR como uma
percentagem e fixa-se em dois valores-chave: 100% corresponde ao valor basal e 0.1% ao

limite superior da resposta molecular major (RMM), também denominada RM®. RM -

Resposta molecular; IS - escala internacional. Adaptado de Cross et al (19

As resposta moleculares subsequentes, correspondendo a redugdes
logaritmicas de 4 a 5 vezes o valor basal, foram também estabelecidas
(Tabela 4). A Escala Internacional preconiza que esta apenas possa ser

aplicada quando sédo usados o gene ABL e o GUSB como genes-controlo
(2,20,11)

Tabela 4. Critérios de resposta molecular profunda.

Doenga detectavel <0,01% BCR-ABL1"™ ou indetectavel para >10.000 ABL7 ou
224.000 GUSB

Doenga detectavel <0,0032% BCR-ABL1" ou indetectavel para 232.000 ABL7 ou
277.000 GUSB

Doenga detectavel <0,001% BCR-ABL1™ ou indetectavel para =100.000 ABL7 ou
>240.000 GUSB
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1.5 Monitorizagao e critérios de resposta terapéutica

A crescente evidéncia de que os TKIs de segunda geragdo resultam em
respostas moleculares mais rapidas e mais profundas, comparadas com o
Imatinib, em doentes com diagndstico de novo, fez crescer a ideia de que a
Leucemia Mieldide Crénica pode ser uma doenga curavel e de que o
tratamento pode ser interrompido. Estes novos paradigmas de tratamento
fomentaram a necessidade de estabelecer metodologias estandardizadas,
robustas e reprodutiveis, tanto intra como inter-laboratérios, no que toca a
avaliacdo de resposta molecular °). Por outro lado, levaram & actualizacdo
consecutiva dos critérios de resposta ao tratamento. A actualizagdo mais
recente destes critérios foi desenhada em 2013 pela ELN ©), estabelecendo
timings especificos para a monitorizagdo dos doentes e definindo trés grupos
consoante a resposta: grupo com resposta Optima, grupo com resposta sub-
Optima (warning) e grupo com faléncia terapéutica (Tabela 5).

O conceito de resposta Optima significa que a resposta obtida com o
tratamento se associa a taxas de sobrevivéncia global 6ptimas, ndo sendo
necessario, perante boa tolerancia, mudar a terapéutica. Faléncia terapéutica
inclui doentes em que a probabilidade de resposta 6ptima € escassa e que
deverdo mudar de tratamento para inibidores de tirosina-cinase de segunda
linha. O grupo de resposta sub-6ptima corresponde a uma situagao
intermédia entre resposta 6ptima e faléncia, em que o decréscimo do clone
Ph* é mais lento do que o esperado para uma resposta Optima, mas em que
ainda existe a possibilidade de obtengdo do grau de resposta desejada 7.
Assim, a resposta 6ptima aos 3 meses ocorre quando a resposta citogenética
€, pelo menos parcial e/ou a quantificagéo do transcrito BCR-ABL1 é igual ou
inferior a 10% (QPCR3M=<10%). Aos 6 meses, a resposta citogenética devera
ser completa e/ou o nivel de transcrito BCR-ABL1 inferior a 1%
(QPCR6M<1%). Aos 12 meses, considera-se resposta 6ptima quando o
doente alcanca resposta molecular major (RM3, QPCR=<0,1%).
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Tabela 5. Definicdo de resposta ao tratamento de primeira linha segundo a ELN®

‘ RESPOSTA OPTIMA SUB-OPTIMA FALENCIA
Alto risco
Basal NA ou NA
ACC/Ph+
BCR-ABL1=10% BCR-ABL1>10% Auséncia de RHC
3 meses el/ou el/ou el/ou
Ph+ <35% Ph+ 36-95% Ph+>95%
BCR-ABL<1% BCR-ABL=1-10% BCR-ABL1>10%
6 meses e/ou e/ou el/ou
Ph+ 0% Ph+ 1-35% Ph+>35%
BCR-ABL1>1%
12 meses BCR-ABL1<0,1% BCR-ABL1>0,1-1% elou
Ph+ >0%
. Perda de RHC,
Apartirdos o CR-ABL1SO,1% ACAPh-(-7ou7q)  RCYCOURMM
12 meses . Mutagbées
. ACA/Ph+

NA - ndo aplicavel; RHC - resposta hematolégica completa; RCyC - resposta citogenética
completa; RMM - resposta molecular major; ACC/Ph+ - anomalias cromossdmicas clonais
adicionais em células Ph+; ACC/Ph- - anomalias cromossémicas clonais adicionais em

células Ph-.

A evidéncia de faléncia terapéutica aos 3 meses da-se quando ndo ha
resposta hematolégica completa e/ou a resposta citogenética é nula. Aos 6
meses, uma quantificagdo de transcrito superior a 10% (QPCR6M>10%) e/ou
uma resposta citogenética diferente de completa ou parcial, s&o critérios de
faléncia. Aos 12 meses considera-se faléncia terapéutica quando a
quantificagéo de transcrito € superior a 1% (QPCR12M>1%) e/ou a resposta

citogenética é diferente de completa.

No que diz respeito ao grupo de resposta sub-Optima, aos 3 meses esta &
definida por um nivel de transcrito superior a 10% (QPCR3M>10%) e/ou a
resposta citogenética € minor. Aos 6 meses, os doentes incluem-se neste

grupo se o valor de ftranscrito estiver entre 1-10% e/ou a resposta
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citogenética for parcial. Aos 12 meses, considera-se resposta sub-optima se
a resposta molecular estiver entre 0,1-1%.

1.6 Avaliacao de resposta molecular precoce

Desde a introdugdo do Imatinib no tratamento da LMC, a resposta
citogenética foi considerada como o mais importante factor preditivo
progndstico ?*%*). Doentes com Resposta Citogenética Completa (RCyC) até
aos 12 meses de tratamento apresentam melhores resultados em termos de

sobrevivéncia global e sobrevivéncia livre de progressao.

A avaliagao de Resposta Molecular Precoce (RMP), isto €, a determinagao da
percentagem de transcritos BCR-ABL1 aos 3 e 6 meses de tratamento
(QPCR3M=<10% e QPCR6M<1%), demonstrou descriminar os doentes com
maior probabilidade de alcancgar resposta citogenética completa aos 12
meses, predizendo assim melhores resultados a longo prazo ##24%°2027) Nos
doentes com resposta citogenética completa, a quantificagdo do transcrito
BCR-ABL1 aos 3 meses de tratamento demonstrou ter melhor valor preditivo
em termos de sobrevivéncia global e sobrevivéncia livre de progresséo, do
que a dos 6 meses ?®*?")_ |sto pode ser explicado pelo facto de, & medida que
o tratamento continua, outros factores como a adesdo terapéutica e a
necessidade de ajustar doses do tratamento devido a toxicidade,
influenciarem a resposta aos inibidores de tirosina-cinase ¥”). Em doentes
com valores de transcrito superiores a 10% aos 3 meses de tratamento, a
probabilidade de atingir resposta citogenética completa até aos 12 meses é
menor e o risco de progressao para fase acelerada/blastica aumenta, com
menor sobrevivéncia global e, embora ndo em todos os casos ?*, menor

sobrevivéncia livre de progressao.

A avaliagdo do impacto prognostico da RMP fomentou a ideia da alteragéo
precoce da terapéutica para TKls de segunda linha quando a resposta
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molecular atingida sob tratamento com Imatinib fosse inferior a considerada
desejavel. Antes da ultima actualizagdo de ambas as guidelines, tanto a
NCCN como a ELN recomendavam a mudanga de tratamento para TKls de
segunda linha aos 3 meses neste grupo de doentes 3%, No entanto, alguns
autores, como Rohon et al ®, discordavam da mudanca de terapéutica
demasiado precoce, uma vez que has suas séries ndao observaram o0s
mesmos resultados. Nesse sentido, a ELN actualizou em 2013 © as suas
recomendacdes de 2009 9 considerando que um doseamento Unico aos 3
meses nao € suficiente para considerar faléncia terapéutica que obrigue a
mudanca de tratamento, ressalvando que nestes doentes a mudanga de TKI
deve ser ponderada tendo em conta quantificagdes consecutivas, aos 3 e 6

meses, e entre estas se necessario.

Entretanto, outros grupos investigaram que factores influenciam a obtencao
de RMP. Lee et al ® observaram que um menor nimero de blastos ao
diagnostico e uma concentragdo sérica de Imatinib mais elevada no dia 29 de
tratamento estavam associados a maior probabilidade de atingir resposta
molecular 6ptima aos 3 meses. Factores como maior redugao logaritmica do
BCR-ABL1, doses médias de Imatinib administrado aos 6 meses superior a
350mg/dia e um score de Sokal baixo, influenciavam positivamente a
obtencao de resposta molecular 6éptima aos 6 meses. Os doentes com RMP
apresentavam maior probabilidade de alcangar resposta citogenética
completa e RMM aos 18 meses, com beneficio na sobrevivéncia livre de
progressdo, mas sem diferengca na sobrevivéncia global. Este estudo
evidencia o facto de factores individuais influenciarem a obten¢cdo de RMP,
sendo essencial identifica-los quando se pondera alterar estratégias

terapéuticas.
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1.7 Cinética de decréscimo do transcrito BCR-ABL1

Actualmente, a resposta molecular aos 3 meses de tratamento € um ponto
critico de decisao terapéutica em doentes com diagnostico de novo tratados
com Imatinib. Esta resposta, como ja referido, pode ser influenciada por
varios factores, pelo que alguns autores investigaram outros critérios que
possam predizer respostas moleculares e prognostico a longo prazo,
nomeadamente, a cinética de declinio do transcrito BCR-ABL1. Vigneri et al
3 observaram que os doentes com niveis de transcrito ao diagndstico mais
elevados apresentam pior progndstico em termos de sobrevivéncia livre de
progressdo e sobrevivéncia livre de faléncia, mas ndo em termos de
sobrevivéncia global. Adicionalmente, verificaram que o tipo de gene-
controlo, ABL ou GUSB, usado na quantificacado influenciava a avaliacdo de
resposta. De facto, a correlagdo entre nivel de transcrito basal e a resposta
citogenética ao tratamento com Imatinib foi maior quando aplicado o GUSB
como gene-controlo. Estes autores concluiram que o nivel basal de transcrito,
quando quantificado através de uma razao BCR-ABL1/GUSB, apresentava
uma maior capacidade discriminativa dos doentes que obteriam piores

resultados sob Imatinib.

Por outro lado, Hanfstein et al ®?, através do calculo da redug&o logaritmica,
avaliaram o impacto da velocidade de decréscimo do transcrito BCR-ABL1
entre o diagnostico e os 3 meses de tratamento, na resposta terapéutica e no
prognostico. Usando o GUSB como gene-controlo, os autores estabeleceram
uma reducgao de 0,5log aos 3 meses de tratamento de Imatinib como o valor
de cut-off 6ptimo para predizer resposta molecular e prognostico favoravel a
longo prazo.

O grupo de Branford et al ®** analisou dentro do grupo de doentes que aos 3
meses apresentavam niveis de transcrito considerados sub-Optimos e, assim,
com pior prognéstico, o valor discriminativo do halving time do transcrito

BCR-ABL1 para predizer resposta e prognoéstico. Ja previamente aplicado a
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marcadores tumorais de outros tipos de neoplasias, o halving time consiste
no tempo durante o qual uma determinada carga tumoral reduz para metade.
Usando o BCR como gene-controlo, os autores concluiram por um halving
time inferior a 76 dias como sendo capaz de discriminar os doentes com
melhores taxas de respostas moleculares subsequentes, sobrevivéncia
global, sobrevivéncia livre de faléncia e sobrevivéncia livre de progressé&o.
Neste estudo os autores determinaram um cut-off de 1,4% de BCR-ABL1
como o valor ideal de transcrito aos 3 meses capaz de predizer obtencao de
resposta molecular major até aos 12 meses de tratamento. De forma similar,
Huet et al ®* identificaram os valores de cut-off ptimos de transcrito, halving
time e reducgado logaritmica aos 3 meses de tratamento, para predizer
resposta. Usando o ABL como gene-controlo, eles determinaram um valor de
halving time igual ou inferior a 19 dias, uma reducéo de 1,7log e um valor de
transcrito aos 3 meses inferior a 0,99% como preditivos de obtengédo de RMM
até aos 12 meses de tratamento. Quando aplicado o GUSB como gene-
controlo, os valores foram semelhantes (halving time de 21 dias, redugao
logaritmica de 1,45log e valor de 0,36% de transcrito aos 3 meses).

Estes estudos, ainda que com resultados diferentes e usando diferentes
genes-controlo, enfatizam a ideia de que o prognostico dos doentes com
respostas moleculares sub-6ptimas aos 3 meses de tratamento com Imatinib
€ heterogéneo e de que, a longo prazo, outros factores influenciam a
resposta e o prognodstico. Mais do que a avaliagao de valores estaticos e fixos
no tempo, outros determinantes de resposta devem ser tidos em conta,
nomeadamente a cinética de declinio do transcrito durante os primeiros
meses de tratamento, quando estd em causa a tomada de decisdes clinicas,

nomeadamente a de mudanca de terapéutica.
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1.8 Factores que influenciam resposta terapéutica
1.8.1 Adesao terapéutica

A resposta ao tratamento na LMC varia muito entre os doentes, e apesar da
principal razdo ser a heterogeneidade biologica da leucemia, a adeséo a
terapéutica cronica desempenha um papel muito importante e € um problema
bem reconhecido. Alguns autores sugerem que, em doentes sob tratamento
com Imatinib ha muito tempo, a faléncia na adesao terapéutica aumenta, com
impacto significativo no grau de resposta ao tratamento, sendo a principal
razdo para perda de resposta citogenética e respostas moleculares sub-
éptimas ©°),

Marin et al ®® reconheceram que a adeséo terapéutica ao Imatinib € menor
em doentes mais jovens. Observaram igualmente que a adesao diminui em
doentes com efeitos adversos cronicos ligeiros, mas frequentes, como
astenia, nauseas, caibras musculares e artralgias, em doentes que tomam a
medicagao fora dos horarios das refei¢gdes, e em doentes em que a dose do
Imatinib tenha sido aumentada. Neste mesmo estudo foi possivel aferir uma
correlagao forte entre a adesao terapéutica e a probabilidade de atingir RMM.
Numa extensdo deste estudo, lbrahim et al ®® avaliaram o impacto da
adesao terapéutica na probabilidade de perder RCyC: doentes com uma taxa
de adesao inferior a 85% apresentavam um probabilidade significativamente
maior de perder RCyC aos 2 anos, em comparagao com o grupo de doentes
com taxa de ades3o igual ou superior a 95%. Noens et al ®” concluiram que,
num contexto de pratica clinica real, um tergco dos doentes sob Imatinib ndo
eram cumpridores, e apenas 14% dos doentes tomava a dose total prescrita.
Paradoxalmente, a percepcao de adesao, tanto pelos doentes como pelos
médicos, era bastante alta.
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1.8.2 Farmacocinética do Imatinib

A administracdo de Imatinib na dose de 400mg id € o tratamento standard
nos doentes adultos com LMC em fase cronica. Todavia, alguns autores,
como Hehlmann et al ®®, demonstraram que a administragdo de uma dose
de 800mg id de Imatinib na fase inicial de tratamento resultava em respostas
mais profundas e mais rapidas, com impacto na sobrevivéncia. Em particular,
Proetel et al ®® demonstraram que uma dose de Imatinib de 800 mg id
permitia alcangar melhores taxas de resposta citogenética e molecular em

doentes idosos (265 anos).

Apesar da excelente eficacia terapéutica do Imatinib, a resposta dos doentes
é heterogénea, devendo-se, em parte, a sua variabilidade farmacocinética
“9) A molécula de Imatinib é metabolizada no hepatécito pelo citocromo
P450, nomeadamente pelas isoformas CYP3A4 e 3A5. O transporte do
Imatinib para o interior da célula é mediado, principalmente, pelo
transportador hOCT1 (codificado pelo gene SLC22A71), enquanto que o
transporte para fora da célula é mediado pelos transportadores ABC, em
particular o transportador ABCB1 (também denominado MDR1) e ABCG2 “").
A variabilidade de resposta ao Imatinib pode assim ser influenciada pela sua
concentragdo intracelular, determinada pelo seu maior ou menor
influxo/efluxo pela membrana citoplasmatica. Foram identificados alguns
polimorfismos nos genes que codificam estas proteinas que poderao explicar
a maior ou menor sensibilidade de alguns doentes ao Imatinib, com
repercussao evidente na probabilidade de alcancar RMM e assim condicionar

respostas clinicas e sobrevivéncia.

Muitos factores podem influenciar o grau de exposigdo ao farmaco, como a
capacidade de absorcéo, distribuicdo e metabolismo, assim como interacdes
com outros farmacos, com impacto no seu beneficio terapéutico maximo. A
concentracido plasmatica do Imatinib parece, assim, ser determinante na taxa

de respostas citogenéticas e moleculares e apresenta uma correlagéo
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positiva com estas, na medida em que doentes com concentragcdes séricas
mais elevadas apresentam maiores taxas de RCyC e RMM, com impacto na

sobrevivéncia “?*¥,

1.8.3 Resisténcia ao tratamento com inibidores da tirosina-cinase

O tratamento com Imatinib, apesar de reconhecidamente eficaz em doentes
naive com LMC em fase crdénica, com bom perfil de tolerabilidade, esta
sujeito ao desenvolvimento de resisténcias, primarias ou secundarias. A
resisténcia primaria ocorre em doentes que nunca alcangam respostas
clinicas satisfatorias, enquanto os doentes que perdem a resposta inicial séo

considerados como desenvolvendo resisténcia secundaria.

Enquanto que os mecanismos de resisténcia primaria aos TKIs estdo ainda
mal compreendidos a nivel molecular, os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento de resisténcia secundaria tém sido amplamente estudados
“4) O principal, mas ndo o Unico, mecanismo de resisténcia secundaria ao
Imatinib é o desenvolvimento de mutagdes pontuais a nivel do gene ABL na
regido que codifica o dominio cinase da proteina de fusdo, dificultando ou
mesmo impedindo a ligagdo dos inibidores tirosina-cinase a proteina de fusao
BCR-ABL1. Diferentes mutagbes conferem graus variaveis de resisténcia ao
Imatinib *°).

O Imatinib ocupa a interface entre os sub-dominios N-terminal e C-terminal
do dominio cinase da proteina de fuséo (Figura 2). A sua ligagéo sobrepde-se
ao local de ligagdo do ATP, actuando como um inibidor competitivo do ATP,
induzindo igualmente uma mudanga conformacional da alga rica em Gly (ATP
phosphate-binding loop, P-loop) do dominio cinase. Esta alteracao
conformacional aumenta a superficie de complementaridade com o Imatinib,

estabilizando a sua interacgao.
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Thr-315: gatekeeper residue
Controls access to the hydrophobic site 2.
Makes a crucial hydrogen bond with Imatinib.

Gly-rich loop
Folds down over Imatinib.
The loop conformation is
maintained by a water medi-
ated hydrogen bond between
Tyr-253 and Asn-322.
DFG-out conformation
Displacement of Phe-382
exposes hydrophobic site 1.
Asp-381 is withdrawn from the
ATP binding site
Activation loop
In this inactive Abl confor-
mation, Tyr-393 occludes
the mouth of the kinase
domain and prevents
substrate binding.

Figura 2. llustragcdo esquematica da ligagdo do Imatinib ao dominio cinase ABL da

proteina de fusdo BCR-ABL1. Retirado de Lamontanara et a/ “a)

Outra regido da proteina de fusado, ndao envolvida na interacgao com o ATP, é
modulada por uma parte diferente da molécula do Imatinib, contribuindo para
a sua elevada especificidade, cujo acesso € controlado por um residuo de
treonina (T315l), denominado residuo gatekeeper. A mutagdo ABL T315I
(mutagcado gatekeeper) foi a primeira mutacéo identificada em doentes com
recaida de doenga. A auséncia do grupo hidroxilo no residuo T315I previne a
formagao da ligacdo de hidrogénio com o Imatinib. Para além de impedir a
ligacdo do Imatinib, esta mutagdo leva a uma ainda maior activagdo do
dominio cinase. Ela confere resisténcia ndo s6 ao Imatinib, como a maior
parte dos TKls disponiveis para o tratamento da LMC, com excepgédo do
Ponatinib.

As mutagdes envolvendo a P-loop mais frequentemente observadas séo as
mutagdes G250E, Q252H, Y253H/F e E255K/V. Comparando com a
resisténcia conferida pela mutacdo T315l, as mutagdes envolvendo a P-loop
conferem um grau de resisténcia apenas moderado. Nao obstante, elas sdo
capazes de restaurar a actividade cinase da interac¢do BCR-ABL mesmo na
presenca de Imatinib, perpetuando clones com uma destas mutacgdes.

46)

Branford et al “® demonstraram que, nos doentes que desenvolviam
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resisténcia ao tratamento com Imatinib, a maioria apresentava mutacdes
adquiridas envolvendo a P-loop. Este grupo de doentes apresentava pior
prognoéstico, com uma taxa de mortalidade mais elevada do que doentes com

mutagdes fora do dominio P-loop.

Ocorrem, igualmente, mutagdes envolvendo a alga de activagdo do dominio
cinase (A-loop), actuando através da sua estabilizagdo conformacional na
forma activa e diminuindo a forga de ligagdo do Imatinib. Trés mutagdes sao
descritas: F382L, L387M e H396P/R. As mutag¢des mais frequentes envolvem
o residuo H396.

Para além destas mutagdes, que envolvem regides no dominio cinase da
proteina de fusdo BCR-ABL1 implicadas na ligagao do Imatinib, muitas outras
estdo descritas, envolvendo residuos dispersos pelo dominio cinase e
distantes da regido de interacgdo com o Imatinib. Uma mutagcdo comum € a
mutacao M351T.

Fora do dominio cinase, mutagdes envolvendo os dominios reguladores, SH3
e SH2, influenciam a estrutura conformacional da regido cinase,
comprometendo igualmente a sensibilidade aos TKls. Um exemplo de
mutacdes do dominio regulador € a mutagdo T212R. Outros mecanismos de
resisténcia ao Imatinib incluem a amplificacdo do BCR-ABL e a presenca de
mutagcdes em dominios cinase independentes do BCR-ABL (mutagdes nas
cinases SRC).

1.8.4 Tipo de transcrito

A possibilidade de existirem diferengas de fendtipo e de progndstico entre as
variantes e13a2 e e14a2 do gene de fusdo BCR-ABL1 tem sido amplamente
discutida, levantando a hipotese de que, se estas diferencas existem, entdo a
resposta ao tratamento com TKIs podera ser diferente. Embora alguns
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estudos n&o encontrem diferencas progndsticas entre os tipos de transcritos
nem diferentes caracteristicas clinicas “"*® outros conseguem essa

associacao.

Num estudo recente de Hanfstein et al “®), o grupo de doentes com transcrito
e13a2 apresentava ao diagnostico trombocitose mais elevada e o grupo com
transcrito e14a2 leucocitose mais elevada. Lucas et al ®® observaram uma
maior sensibilidade do transcrito e14a2 ao Imatinib, apesar de nao influenciar
a obtencdo de resposta citogenética. Pelo contrario, Lemos et al ©"
concluiram por uma resposta molecular mais rapida e profunda no grupo de

doentes com transcrito e13a2.

Polampalli et al ©?

nao encontraram diferencas nos parametros
hematologicos consoante o transcrito expresso, mas descreveram uma maior
associagao entre o transcrito e13a2 e a ocorréncia de crise blastica. Nesta
mesma analise, a taxa de RMM aos 6 e 12 meses de tratamento foi maior no

grupo de doentes com transcrito e13a2, embora sem significado estatistico.

Assim, apesar de alguns autores considerarem que se deva ter em conta o
tipo de transcrito quando se avalia resposta ao tratamento “), os resultados
dos estudos disponiveis parecem ser ainda pouco consistentes e as
conclusbes demasiado discordantes quanto ao significado clinico e
prognostico dos dois tipos de transcrito mais frequentes.

1.8.5 Anomalias cromossomicas clonais adicionais

A ocorréncia de anomalias cromossomicas clonais adicionais nas células Ph+
(ACA/Ph+), ndo envolvidos na translocacdo BCR-ABL1, parecem ter
inequivoco impacto progndstico, uma vez que ocorrem em contexto de
evolugdo clonal e progressdo de doencga. Cortes et al ®3) encontraram
diferencas na sobrevida global de doentes com evolugéo citogenética clonal
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sob tratamento com Imatinib, tanto em fase crénica como acelerada, apesar
de ndo haver diferengas nas taxas de resposta citogenética. Pelo contrario,
Fabarius et al ® concluiram por piores taxas de sobrevivéncia global e
sobrevivéncia livre de progressao, assim como tempo até resposta
citogenética completa e molecular major mais demoradas. De forma
semelhante, Schoch et al ©®® encontraram menores taxas de resposta
citogenética neste grupo de doentes que se encontravam, na maioria, em

fase blastica ao diagnostico.

De facto, a presenga de anomalias cromossomicas clonais adicionais é
critério para definir fase acelerada e o seu aparecimento durante o tratamento

com TKI é critério de faléncia terapéutica.
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2. OBJECTIVOS

Este trabalho centra-se na analise retrospectiva de uma populagcdo de
doentes com Leucemia Mieldide Cronica, com os objectivos de:

- analisar se existem diferencas clinico-laboratoriais entre os doentes que
atingem respostas moleculares consideradas Optimas aos 3 meses de

tratamento com Imatinib e os doentes que n&o atingem;

- nos doentes com respostas sub-6ptimas aos 3 meses, analisar factores que

distinguem e permitem predizer respostas moleculares subsequentes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Populagao em estudo

Estudo retrospectivo de 24 doentes com LMC, diagnosticados entre 1 de
Janeiro de 2006 e 31 de Agosto de 2014, seguidos no Servico de
Hematologia Clinica - Pdlo Hospital Geral do Centro Hospitalar e Universitario
de Coimbra, Coimbra, Portugal, de acordo com os critérios diagnosticos da
OMS 2008/2001. Ao diagndstico todos os doentes estavam em fase cronica,
tendo iniciado tratamento de primeira linha com Imatinib na dose 400mg id.
Em 12 doentes foi necessario introducdo de terapéutica com
Hidroxicarbamida com o intuito de citorredu¢do temporaria. Nenhum doente

recebeu tratamento com Interferdo antes de iniciar Imatinib.

3.2 indice EUTOS e Sokal

Para cada doente, foram calculados os indices de prognéstico EUTOS e de
Sokal.

3.3 Estudos moleculares

A pesquisa, quantificagdo inicial e posterior monitorizagdo molecular do
transcrito BCR-ABL1, foram realizadas no mesmo laboratério em amostras
de sangue periférico, de acordo com técnicas e procedimentos laboratoriais
estandardizados pelo grupo da Europe Against Cancer Program '®. O gene
controlo utilizado foi o ABL1. O resultado da quantificagéo do transcrito BCR-
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ABL1 é dado por BCR-ABL1/ABL1% x Factor de Conversao (CF), de modo a
reportar os valores na Escala Internacional (IS), a excepgao da quantificagao
ao diagndstico, onde nao se aplicada o CF. Os valores de BCR-ABL1 foram
convertidos para a IS utilizando o factor de conversdo especifico deste
laboratorio: 0,37. A monitorizagdo molecular foi feita ao diagnostico, aos 3 e 6
meses de tratamento e, posteriormente, com uma periodicidade de 3 a 6
meses. A afericdo de resposta molecular foi feita durante o periodo em que

os doentes mantiveram tratamento com Imatinib.

3.4 Calculo da redugao logaritmica

A redugéo logaritmica foi calculada aos 3 meses de tratamento com Imatinib,
a partir da equagéo log(a/b), em que a corresponde a quantificagdo de
transcrito aos 3 meses de tratamento e b a quantificagdo ao diagnostico.

3.5 Calculo do halving time

Para cada doente, o halving time foi calculado segundo a equagéo proposta
por Branford et al **), c=-In(2)/k, em que c corresponde ao halving time, k
(k=[In(b)-In(a)]/d) a reducéo de transcrito BCR-ABL1 desde o valor inicial ao
diagnostico (a) e a monitorizagdo aos 3 meses (b), a dividir pelo niumero de
dias decorridos (d) entre as duas avaliagbes. Nos casos em que o valor de
halving time foi negativo, foi atribuido o valor de 2000 dias como

representativo do halving time positivo mais longo.
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3.6 Analise estatistica

A analise estatistica descritiva e inferencial foi realizada com recurso ao
software de analise estatistica Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS, v.21). Para a caracterizagdo das variaveis demograficas e clinico-
laboratoriais foram utilizadas medidas de tendéncia central (média) e
medidas de dispersao (desvio padrao) e realizados testes de hipdteses para
verificar se existiam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05). Na
presenga do cumprimento dos pressupostos de normalidade (Teste de
Shapiro-Wilk), foi utilizado o Teste t de Student para amostras
independentes, assumindo-se igualdade de variancias através da aplicagao
do Teste de Levene. Na auséncia do cumprimento dos pressupostos de
normalidade foi utilizado o Teste U de Mann-Whitney para amostras
independentes. Para os eventos dicotémicos foi utilizado o Teste do Qui-
Quadrado (x°) ou o seu equivalente Teste Exacto de Fisher quando os
pressupostos de normalidade ndo se encontravam cumpridos. Foram feitas
comparagdes de incidéncia cumulativa de resposta molecular através da

aplicacao do Teste Log Rank (Mantel-Cox).

O valor preditivo foi determinado pelo calculo das "areas sob a curva" (AUC,
area under the curve), utilizando o programa de analise estatistica MedCal,
assim como para a constru¢gdo e analise das curvas de ROC (receiver
operating characteristic), ao longo das quais foram identificados os valores de
cut-off 6ptimos, através do calculo do Younden (J) Index.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizagao da populagao em estudo

Entre 1 de Janeiro de 2006 e 31 de Agosto de 2014 foram diagnosticados 24
doentes com Leucemia Mielbéide Cronica. Ao diagndstico todos os doentes se
encontravam em fase crdnica, tendo iniciado tratamento de primeira linha
com IM 400mg id. O tempo médio de seguimento foi de 4,58 anos (min=1,27;
max=9,07). Em 12 doentes foi necessario introduzir terapéutica inicial com
Hidroxicarbamida com o intuito de citorredu¢do temporaria. Nenhum doente

recebeu tratamento com Interferdo antes de iniciar Imatinib.

Dos 24 doentes estudados, 16 eram do sexo masculino (66,7%) e 8 do sexo
feminino (33,3%), com média de idades ao diagndstico de 57,71 anos
(£15,75; min=16; max=76). Os parametros analiticos ao diagndstico estao
resumidos na Tabela 6. Foram calculados os indices de prognostico EUTOS
e Sokal em 21/24 doentes. De acordo com o indice EUTOS, 90,5% (19)
foram classificados de baixo risco e 2 (9,5%) doentes de alto risco. Pelo
calculo do indice de Sokal, 3 (14,3%) doentes foram classificados de baixo
risco, 9 (42,9%) de risco intermédio e 9 (42,9%) de alto risco (Tabela 6).

Durante o tempo de seguimento, 1 doente diminuiu de dose de IM e em 12
doentes foi necessario aumentar a dose. Destes, 4 doentes mudaram de
linha de tratamento para TKI de 22 geragdo: Nilotinib em 2 doentes (por
presenca de mutacdes de resisténcia ao IM) e Dasatinib em 2 doentes (um
doente por presenga de mutagao de resisténcia e outro por n&o atingir RMM
apesar de aumento de dose do IM, com pesquisa de mutagdes negativas).
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Tabela 6. Caracterizagao da populagao em estudo

AMOSTRA TOTAL
N° de doentes (n) 24
Idade (anos) 57,71 £ 15,75
Sexo F/M n (%) 8 (33,3)/ 16 (66,7)
Dados analiticos
Hb (g/dL) 12,42 + 1,81
Leuc (x103/uL) 75,1 (141)
Plaq (x103/uL) 452,92 + 299,51
Basofilos (%) 243118
Blastos (%) 2,3+2,07
LDH (uL) 1302,79 + 852,41
Bago (cm) 135,97
Tipo de transcrito
e13a2 n (%) 8 (33,3)
el14a2 n (%) 16 (66,7)
indice EUTOS
Baixo n (%) 19 (90,5)
Alto n (%) 2 (9,5)
indice de Sokal
Baixo n (%) 3 (14,3)
Intermédio n (%) 9 (42,9)
Alto n (%) 9 (42,9)
QPCR inicial (%) 95,95 + 55,26
Tempo QPCR3M (dias) 93,25 + 18,43

Caracteristicas clinico-laboratoriais ao diagndstico, indices de progndstico e tempo entre
diagndstico e monitorizagdo dos 3 meses (QPCR3M) da populagdo em estudo. Séo
apresentados a média e o desvio padrao para todos os grupos, excepto quando identificadas

as proporgoes (%) ou mediana (med).

4.2 Avaliacao de resposta ao tratamento com Imatinib

Ao diagndstico a quantificagdo do transcrito BCR-ABL1 foi em média de
95,95% (55,26, min=41; max=264). Dos 24 doentes, 66,7% (16)
expressavam o transcrito e14a2 (b3a2) e 33,3% (8) o transcrito e13a2 (b2a2)
do gene de fusdo BCR-ABL1. O tempo decorrido entre a quantificagao ao
diagnostico e a primeira monitorizacdo molecular foi em média 93,25 dias
(218,43, min=58; max=135).
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4.3 Resposta aos 3, 6 e 12 meses de tratamento

Aos 3 meses de tratamento com Imatinib todos os doentes apresentaram
Resposta Hematoldgica Completa (RHC), com excepgao de um doente com
trombocitose mantida apesar de resposta citogenética completa e resposta
molecular 6ptima. Neste doente foi encontrada uma mutagdo no gene CALR
que justificou a persisténcia da trombocitose ao longo do tempo de
observacado. Nenhum doente evoluiu para fase acelerada ou crise blastica.

Tendo em conta a avaliagdo de resposta molecular (RM) aos 3 meses de
tratamento, os doentes foram divididos em 2 grupos: Grupo A (n=14)
incluindo os doentes que apresentavam resposta molecular O6ptima
(QPCR3M<10%), e o Grupo B (n=10) incluindo os doentes que
apresentavam resposta molecular sub-6ptima (QPCR3M>10%) (Tabela 7).

Tabela 7. Analise comparativa dos doentes com resposta 6ptima e sub-6ptima aos 3

meses
QPCR3M=10% QPCR3M>10%

(Grupo A) (Grupo B) p
N° de doentes (n) 14 10 -
Idade (anos) 59,43 + 15,22 55,3+ 16,98 p=0,53*
Sexo
Feminino n (%) 6 (42,9) 2 (20) p=0,38**
Masculino n (%) 8 (57,1) 8 (80) p=0,38**
Dados analiticos
Hb (g/dL) 12,61 £ 1,99 12,14 £ 1,58 p=0,54*
Leuc (x103/uL) 57,55 (104,6) 166 (161,3) p=0,14***
Plaq (x103/uL) 436.86 + 288.68 475,4 + 328,49 p=0,76*
Basofilos (%) 1,96 £ 1,72 3,1+£1,77 p=0,13*
Blastos (%) 1,97 £ 1,8 2,75+243 p=0,38*
LDH (uiL) 1319,21 £ 851,75 1279,8 £ 898,85 p=0,91*
Baco (cm) 11,75 £ 3,09 14,25 £ 8,34 p=0,606*
Tipo de transcrito
e13a2 n (%) 16,7 4 (16,7) _ -
e14a2 n (%) 417 6 (25) gac
indice EUTOS
Baixo n (%) 11 (100)” 8 (80) =0,21**
Alto n (%) 0 (0) 2 (20) p=y,
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indice de Sokal

Baixo n (%) 3(27,3)° 0 (0)

Intermédio n (%) 3 (27,3)” 6 (60) 0 25+
Alto n (%) 5 (45,4)" 4 (40) p=0,
QPCR inicial (%) 73,53 £ 25,52 127,33 £ 70,62 p=0,04*
Tempo QPCR3M (dias) 92,43 + 21,56 94,4 + 13,92 p=0,80*

Comparagao das caracteristicas clinico-laboratoriais, indices de prognéstico e tempo entre
diagndstico e monitorizagdo dos 3 meses, entre o grupo de doentes com resposta optima e
sub-6ptima aos 3 meses. Sdo apresentados a média e o desvio padrdo para todos os
grupos, excepto quando identificadas as proporgées (%) ou mediana (med). *Teste t de
Student para amostras independentes **Teste Exacto de Fisher. ***Teste U de Mann

Whitney para amostras independentes. © 3 missing data

A comparagédo dos parametros demograficos e clinico-laboratoriais, tipo de
transcrito e indice progndstico ndo revelou diferencas estatisticamente
significativas entre os dois grupos (p<0,05). Por sua vez, o grupo com
resposta molecular sub-6ptima aos 3 meses (Grupo B) apresentava valores
de transcrito mais elevados ao diagndstico (127,33+70,62 vs 73,53125,52;

p=0,04), com diferengas estatisticamente significativas.

Ao comparar os dois grupos em termos de respostas moleculares aos 6 e 12
meses de tratamento com Imatinib (Tabela 8) observamos que nenhum
doente com resposta optima aos 3 meses apresentou faléncia de resposta
aos 6 e 12 meses. Os doentes do grupo B, com pior resposta molecular aos 3
meses, obtiveram piores respostas moleculares aos 6 meses, com maior
nuamero de casos de faléncia terapéutica (40% vs 0%, p=0,02) e menor
numero de doentes com resposta molecular 6ptima (20% vs 78,6%, p=0,01).
Da mesma forma, aos 12 meses, o numero de doentes com faléncia de
resposta molecular foi maior no grupo B (40% vs 0%, p=0,02). No que diz
respeito ao atingimento de resposta molecular 6ptima aos 12 meses (RMM),
ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
(p=0,09), no entanto, o numero de doentes com falha de resposta molecular

optima aos 12 meses é superior no grupo B. Foi possivel determinar uma

46




associacdo moderada entre o tipo de resposta molecular aos 3 meses e a
obtencao de resposta molecular favoravel ou ndo aos 6 meses, através do

calculo de V de Cramer.

Tabela 8. Respostas moleculares aos 6 e 12 meses de tratamento com Imatinib nos

grupos Ae B
QPCR3M=<10% QPCR3M>10%
(Grupo A) (Grupo B) v Cramer ‘
N° de doentes (n) 14 10 - -
6 Meses
QPCR6M<1% 11 (78,5) 2 (20) p=0,01** 0,58
(resposta 6ptima)
QPCR6M>10% (faléncia) 0 4 (40) p=0,02** 0,529
12 Meses
e 10 (71,4) 3 (30) p=0,09** 0,41
(resposta 6ptima)
QPCR12M>1% _ **
(faléncia) 0 4 (40) p=0,02 0,529

Andlise comparativa das respostas moleculares aos 6 e 12 meses entre os grupos A e B.
QPCR6M<1%, resposta molecular 6ptima aos 6 meses de tratamento. QPCR6M>10%,
faléncia de resposta molecular aos 6 meses de tratamento. QPCR12M<0,1%, resposta
molecular major aos 12 meses de tratamento. QPCR12M>1%, faléncia de resposta

molecular aos 12 meses de tratamento. **Teste Exacto de Fisher.

De modo a determinar a probabilidade de alcancar respostas moleculares
subsequentes, foi feita comparacéo da incidéncia cumulativa de RMM depois
dos 12 meses de tratamento, RM*°, RM** e RM>? entre os dois grupos,
durante o periodo de tratamento com Imatinib (Figura 3). Observou-se que a
probabilidade de obter RMM ao longo do tempo, assim como de obter
respostas moleculares profundas, entre o grupo de doentes com resposta
molecular O6ptima e sub-6ptima aos 3 meses, nao difere de forma

estatisticamente significativa.
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Figura 3. Incidéncia cumulativa de respostas moleculares com mais de 12 meses de
tratamento com Imatinib Analise da incidéncia cumulativa de respostas moleculares apos
12 meses de tratamento com Imatinib entre os grupos A e B. A) Resposta molecular major;

B) Resposta molecular 4.0; C) Resposta molecular 4.5; D) Resposta molecular 5.0.
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4.4 Doentes com resposta sub-6ptima aos 3 meses de tratamento

Dos 10 doentes com resposta sub-Optima aos 3 meses de tratamento, 4
(40%) atingiram faléncia terapéutica aos 6 meses de tratamento. Nao se
observaram diferengas estatisticamente significativas nos dados clinico-
laboratoriais dos doentes com e sem faléncia de resposta aos 6 meses
(Tabela 9). O tamanho do bago ao diagndstico, apesar de n&o apresentar
diferengcas com significado estatistico, € maior no grupo com faléncia de
resposta aos 6 meses. Quanto aos indices progndsticos ndo houve
diferengas estatisticamente significativas entre os 2 grupos. No entanto, todos
os doentes sem critérios de faléncia aos 6 meses incluiam-se no grupo de

baixo risco, segundo o indice EUTOS.

Tabela 9. Analise comparativa dos doentes do grupo B com e sem faléncia de resposta

aos 6 meses de tratamento

QPCR6M>10% o
(faléncia) QPCR6M<10% p ‘

N° de doentes (n) 4 6
Idade (anos) 55,25 + 22,29 55,33 + 14,86 p=0,99*
Sexo
Mulheres n (%) 1(25) 1(16,7) —q**
Homens n (%) 3 (75) 5 (83,3) p
Dados analiticos
Hb (g/dL) 11,7 (3) 12,8 (4) p=0,47***
Leuc (x10%/uL) 238,52 + 186.84 108,95+ 75,87 p=0,15*
Plaq (x10%uL) 386,5+192,5 534,67 +401,8 p=0,46*
Basofilos (%) 3,77 £2,19 2,65+ 1,47 p=0,35*
Blastos (%) 45+25 2,8+2,02 p=0,33*
LDH (uiL) 1141,25 £ 1077,01 1372,17 £ 855,99 p=0,71*
Baco (cm) 15,5 (19) 0 (0) p=0,06***
Transcrito
e13a2 n (%) 3 (75) 1(16,7) ~0.19**
e14a2 n (%) 1 (25) 5 (83,3) p=0,
indice EUTOS
Baixo n (%) 2 (50) 6 (100) _ -
Alto n (%) 2 (50) 0 p=0.13
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indice de Sokal

Baixo n (%) 0 0

Intermédio n (%) 1(25) 5(83,3) p=0,19**
Alto n (%) 3 (75) 1(16,7)

QPCR Inicial (%) 91,52 + 48,45 151,2 + 76,55 p=0,2*

Analise comparativa dos doentes com e sem faléncia de resposta aos 6 meses de
tratamento, dentro do grupo B. *Teste t de Student para amostras independentes. **Teste
Exacto de Fisher. ***Teste U de Mann Whitney para amostras independentes. E apresentado
a média e desvio padrdo para todos os grupos excepto quando identificado as proporgdes

(%) ou mediana (med).

Apenas 2 doentes alcangaram respostas moleculares 6ptimas ao 6 meses de
tratamento (Tabela 10). Comparando com os doentes que ndo o
conseguiram, observaram-se diferengas estatisticamente significativas no
valor de hemoglobina e de plaquetas ao diagndstico: os doentes com
resposta Optima apresentavam valores mais elevados de hemoglobina (14,2
vs 11,7, p=0,04) e plaquetas (1040,5 vs 332,5, p=0,04).

Tabela 10. Analise comparativa dos doentes do grupo B com e sem resposta éptima

aos 6 meses de tratamento

QPCR6M<1% o

(boa resposta) QPCRGM>1% p ‘
N° de doentes (n) 2 8
Idade (anos) 42,5 (-) 58,5 (20) 0=0,26"**
Sexo
Mulheres n (%) 1 (50) 1(12,5) =0,37**
Homens n (%) 1 (50) 7 (87,5) p=y,
Dados analiticos
Hb (g/dL) 14,2 (-) 11,7 (3) p=0,04***
Leuc (x10%uL) 35,8 (-) 198,5 (121) p=0,08***
Plaq (x10%uL) 1040,5 (-) 332,5 (206) p=0,04***
Basofilos (%) 4,05 2,25 (3,3) p=0,26***
Blastos (%) 1,85 3,9 (4,5) p=0,42***
LDH (uL) 777,5 1434 (2160) p=0,53***
Baco (cm) 0(-) 2 (18) p=0,4***
Transcrito
e13a2 n (%) 0 (0) 4 (50) _ -
e14a2 n (%) 2(100) 4 (50) PR
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indice EUTOS

Baixo n (%) 2 (100) 6 (75) o
Alto n (%) 0(0) 2 (25) p
indice de Sokal

Baixo n (%) 0 0

Intermédio n (%) 1 (50) 5 (62,5) p=1**
Alto n (%) 1(50) 3(37,5)

QPCR lInicial (%) 165,5 79,55 (79,92) p=0,4***

Analise comparativa dos doentes com e sem resposta 6ptima aos 6 meses de tratamento,
dentro do grupo B. *Teste t de Student para amostras independentes. **Teste Exacto de
Fisher. ***Teste U de Mann Whitney para amostras independentes. E apresentado a média e
desvio padrdo para todos os grupos excepto quando identificado as proporgdes (%) ou

mediana (med).

De forma semelhante, analisaram-se as diferencas clinico-laboratoriais entre
os doentes que tiveram faléncia de resposta molecular aos 12 meses (n=4) e
0s que nao tiveram (n=6) (Tabela 11). O grupo com faléncia de resposta aos
12 meses apresentava, ao diagnostico, valores mais baixos de hemoglobina
(10,9 vs 12,9, p=0,03) e de leucdcitos (267,75 vs 89,46, p=0,03). O tamanho
do baco era maior no grupo de doentes com faléncia terapéutica aos 12

meses, embora sem significado estatistico.
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Tabela 11. Analise comparativa dos doentes do grupo B com e sem faléncia de

resposta aos 12 meses de tratamento

()
QPCR12M>1% QPCR12M<1%
(faléncia)
N° de doentes (n) 4 6
Idade (anos) 62 (36) 55 (23) p=0,91%*
Sexo
Mulheres n (%) 1(25) 1(16,7) —q**
Homens n (%) 3 (75) 5 (83,3) p
Dados analiticos
Hb (g/dL) 10,94£0,91 12,9+1,42 p=0,03*
Leuc (x10%uL) 267,75 + 150,94 89,46 + 76,38 p=0,03*
Plaq (x10%uL) 403,25 + 183,79 523,5 + 408,69 p=0,54*
Basofilos (%) 3,9+2,06 2,56 £ 1,49 p=0,26*
Blastos (%) 42+21 2,67 £ 2,31 p=0,36*
LDH (u/L) 1157,5 £ 1070,7 1361,3+ 864 p=0,74*
Bago (cm) 15,5 (19) 0(-) p=0,06***
Transcrito
e13a2 n (%) 2 (50) 2 (33,3) .
e14a2 n (%) 2 (50) 4 (66,7) p
indice EUTOS
Baixo n (%) 2 (50) 6 (100) _ -
Alto n (%) 2 (50) 0 p=0.13
indice de Sokal
Baixo n (%) 0 0
Intermédio n (%) 1(25) 5(83,3) p=0,19**
Alto n (%) 3 (75) 1(16,7)
QPCR Inicial (%) 117,77 £ 99,13 133,7 £ 55,41 p=0,74*

Analise comparativa dos doentes com e sem faléncia de resposta aos 12 meses de
tratamento, dentro do grupo B. *Teste t de Student para amostras independentes. **Teste
Exacto de Fisher. ***Teste U de Mann Whitney para amostras independentes. E apresentado
a média e desvio padrdo para todos os grupos excepto quando identificado as proporgdes

(%) ou mediana (med).

Entre os 3 doentes que atingiram resposta molecular major aos 12 meses de
tratamento e os que ndo o conseguiram fazer (n=7), nao houve diferengas
estatisticamente significativas nos parametros estudados (Tabela 12).
Todavia, nenhum doente com resposta 6ptima aos 12 meses de tratamento
se incluia no grupo de alto risco do indice EUTOS.
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Tabela 12. Anélise comparativa dos doentes do grupo B com e sem resposta éptima

aos 12 meses de tratamento

<0 19
QPCR12Ms0,1% QPCR12M>0,1%

(boa resposta)

N° de doentes (n) 3 7

Idade (anos) 57 (-) 64 (16) 0=0,01%**
Sexo

Mulheres n (%) 1(33,3) 1(14,3) .
Homens n (%) 2 (66,7) 6 (85,7) P
Dados analiticos

Hb (g/dL) 14,2 (-) 11,7 (2) p=0,26***
Leuc (x10%uL) 46,2 (-) 199 (181) p=0,18***
Plaq (x10%uL) 777,33 + 470,71 346 + 151,29 p=0,25*
Basofilos (%) 3,36 +1,87 2,98 + 1,86 p=0,77*
Blastos (%) 3,23+2,48 3,65 +2,33 p=0,85*
LDH (uiL) 1184,67 + 709,7 1320,57+ 1018,6 p=0,84*
Baco (cm) 0(-) 11 (19) p=0,18***
Transcrito

e1332 n (%) 0 4 (57,1) =O 2**
el14a2 n (%) 3 (100) 3 (42,9) p=y
indice EUTOS

Baixo n (%) 3 (100) 5(71,4) .
Alto n (%) 0 2 (28,6) p
indice de Sokal

Baixo n (%) 0 0

Intermédio n (%) 2 (66,7) 4 (57,1) p=1**
Alto n (%) 1(33,3) 3 (42,9)

QPCR Inicial (%) 116 (-) 92 (122,2) p=1%**

Analise comparativa dos doentes com e sem resposta 6ptima aos 12 meses de tratamento,
dentro do grupo B. *Teste t de Student para amostras independentes. **Teste Exacto de
Fisher. ***Teste U de Mann Whitney para amostras independentes. E apresentado a média e
desvio padrdo para todos os grupos excepto quando identificado as proporgdes (%) ou

mediana (med).

4.5 Pesquisa de mutagoes do gene BCR-ABL1

Foram pesquisadas mutagdes de resisténcia ao Imatinib em 5 doentes, todos
com resposta sub-6ptima aos 3 meses. Em 2 doentes foram identificadas as
mutacdes E459K e E359F no dominio cinase do gene de fusdo BCR-ABL1. O
doente com a mutacdo E459K apresentou critérios de faléncia aos 6 e 12

meses, € 0 doente com a mutacdo E359F apresentava respostas sub-
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Optimas aos 6 e 12 meses, assim como os restantes 3 doentes sem

mutagdes identificadas.

4.6 Valor preditivo do halving time e redugao logaritmica

Para o grupo de doentes com resposta sub-Optima aos 3 meses, foi avaliado
o valor preditivo do halving time e da redugédo logaritmica, calculados aos 3
meses de tratamento, nas respostas moleculares subsequentes (aos 6 e 12
meses). Para tal, foram calculadas as AUC para cada uma destas

metodologias e analisadas as suas significancias estatisticas (Tabela 13).

Tabela 13. Valor preditivo do halving time e da redugdo logaritmica na resposta

molecular aos 6 e 12 meses

Avaliagao aos

0,
3 meses Resposta Molecular AUC IC 95% p ‘
QPCR6M<1% 0,93 0,60-1 p<0,0001*
QPCR6M>10% 0,83 0,47-0,98 p=0,02*
Halving Time
QPCR12M=<0,1% 0,81 0,45-0,97 p=0,05
QPCR12M>1% 0,75 0,39-0,95 p=0,23
QPCR6M<1% 0,96 0,64-1 p<0,0001*
QPCR6M>10% 0,79 0,43-0,97 p=0,12
Reducao Log
QPCR12M=<0,1% 0,83 0,47-0,98 p=0,03*
QPCR12M>1% 0,85 0,50-0,99 p=0,01*

Calculo e andlise do valor preditivo do halving time e da redugédo logaritmica na resposta
molecular, calculados aos 3 meses de tratamento, no grupo B. AUC - area sob a curva.

*Significado estatistico entre as variaveis.

Observou-se que o halving time tem valor preditivo de resposta molecular
para a faléncia de resposta aos 6 meses (AUC=0,83; 1C95%=047-0,98;
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p=0,02) e, principalmente, para a resposta molecular éptima (AUC=0,93;
1C95%=0,6-1; p<0,0001).

A reducédo logaritmica aos 3 meses foi fortemente preditiva da resposta
molecular 6ptima aos 6 meses (AUC=0,96; 1C95%=0,64-1; p<0,0001) e aos
12 meses (AUC=0,83; 1C95%=0,47-0,98; p=0,03) de tratamento. A redugao
logaritmica ndo prediz a ocorréncia de faléncia aos 6 meses, no entanto é a
melhor a predizer faléncia (AUC=0,85; 1C95%=0,50-0,99; p=0,01) aos 12

meses de tratamento.

Quando realizada a comparagao por pares destas duas metodologias,
calculando a diferenga de AUC (DAUC), ndo se observaram diferengas
estatisticamente significativas para os valores preditivos de resposta
molecular aos 6 e 12 meses (Anexo 1, tabela 1).

Para cada uma das metodologias, procedeu-se ao calculo do cut-off éptimo
para predizer resposta molecular, através do Younden (J) Index (Tabela 14).

Tabela 14. Valores de cut-off 6ptimos preditivos de resposta molecular do halving time

e da reducgéo logaritmica

Avaliagao aos Resposta Younden index Ponto de cut-off
3 meses Molecular )]
0,87 22,59
() ’ )
QPCR6M<1% (0,50-1) (22,59-29,13) 100 50
0,58 122,31
o I ’
. IR (0,33-0,83) (28,67-503,06) o33 7®
0,57 22,59
0, I 3
QPCR12M<0,1% (0,33-0,85) (22,59 -29,13) 100 33,3
0,58 122,31
o I ’
QPCR12M>1% (0,25-1) (22,59-503,06) 83,3 75
0,87 -1,1
0, ’ ]
QPCR6M<1% (0,50-1) (1.1 = -1) 100 50
QPCR6M>10% o 22 833 75
Redugio Log ( O 5; ) -1, 1_1- )
0, 3 LE
QPCR12M<0,1% (0,23-0,85) (11 = 1) 100 33,3
0,58 -0,2
QPCR12M>1% (0,26-0,83) (1 --0,1) 83,3 75

Calculo dos valores de cut-off 6ptimos preditivos de resposta molecular para o halving time

(em dias) e redugéo logaritmica (em log de reducao), calculados aos 3 meses de tratamento,
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no grupo B. Por forma a obter os intervalos de confianga, foi necessario aplicar o método de
bootstrap para simular a analise para uma amostra de 1000 valores, extrapolando o ponto de

cut-off.

Quando aplicados a predicao de resposta molecular 6ptima aos 6 meses, o
halving time e a redugao logaritmica obtiveram os valores J mais preditivos
(J=0,87). Um valor de halving time de 22,59 dias e uma redugao logaritmica
de -1,1log aos 3 meses de tratamento, parecem ter um bom poder
discriminativo dos doentes que alcangam resposta molecular 6ptima aos 6
meses. Para os restantes pontos, nenhuma variavel apresentou capacidade

discriminativa de resposta aceitavel.
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5. DISCUSSAO

A monitorizagdo de resposta ao tratamento com inibidores das tirosina-
cinases na Leucemia Miel6ide Crénica passa pela avaliagdo da resposta
hematologica, citogenética e molecular em timings bem estabelecidos,
estando definidos critérios de resposta optima, sub-6ptima e faléncia aos 3, 6
e 12 meses de tratamento. Os doentes com mais de 10% de transcrito BCR-
ABL1 aos 3 meses de tratamento com Imatinib sdo considerados como tendo
resposta sub-Optima e pior prognostico a longo prazo. No entanto, existe uma
consideravel propor¢cdo de doentes que atingem respostas moleculares

favoraveis posteriormente.

A Leucemia Mieldide Cronica é uma neoplasia mieloproliferativa associada a
presenca de um gene de fusdo BCR-ABL1, decorrente da translocacao
t(9;22)(q34;911), que sintetiza uma proteina de fusdo oncogénica com
actividade de tirosina-cinase. A monitorizagédo de resposta ao tratamento com
inibidores de tirosina-cinases passa pela avaliagao da resposta hematoldgica,
citogenética e molecular, estando definidos critérios de resposta 6ptima, sub-
Optima e faléncia aos 3, 6 € 12 meses de tratamento. Os doentes com >10%
de transcrito BCR-ABL1 aos 3 meses sao considerados como tendo resposta
sub-Optima ao tratamento e pior progndstico a longo prazo.

A ideia de que a carga tumoral ao diagnostico influencia o tipo de resposta
obtida numa fase precoce de tratamento, levou a que alguns autores
estudassem o contributo da avaliagdo da velocidade de decréscimo do
transcrito BCR-ABL1 entre o diagndstico e os 3 meses de tratamento. Para
além do conceito de reducgéo logaritmica, ja anteriormente utilizado para

monitorizar resposta ao tratamento, o halving time surgiu recentemente como
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um novo parametro de cinética de transcrito que podera melhor discriminar

os doentes com respostas sub-6ptimas aos 3 meses.

Neste trabalho analisamos, retrospectivamente, um grupo de 24 doentes com
Leucemia Miel6ide Crénica, em tratamento com Imatinib, de modo avaliar as
diferengas clinico-laboratoriais entre os doentes que atingiram resposta
optima (QPCR3M<10%) e sub-6ptima (QPCR3M>10%) aos 3 meses de

tratamento.

Ao diagnéstico, todos os doentes se encontravam em fase cronica, nenhum
doente evoluiu para fase acelerada e/ou crise blastica e ndo se registaram
mortes, num tempo médio de seguimento de 4,58 anos. A maioria dos
doentes era do sexo masculino (66,7%) e expressava o transcrito e14a2 do
gene de fusao BCR-ABL1 (66,7%), tal como observado noutros estudos. Ao
diagnodstico a quantificagédo inicial de transcrito BCR-ABL1 foi em média de
95,95% (41-264%). Relativamente aos indices de progndstico, 90,5% (19) do
doentes tinha um EUTOS baixo e apenas 2 tinham de alto risco. Tendo em
conta o indice de Sokal, 57% dos doentes estava no grupo de risco

baixo/intermédio e 43% no grupo de alto risco.

Aos 3 meses de tratamento com Imatinib, dos 24 doentes estudados, 14
apresentavam resposta optima e 10 doentes resposta sub-6ptima. O tempo
decorrido entre o diagndstico e a monitorizagdo molecular dos 3 meses n&o
diferiu de forma significativa entre os dois grupos, assegurando a
possibilidade de comparagcdo dos parametros de resposta molecular e

cinética do transcrito.

A estratificacdo de risco ndo diferiu de forma estatisticamente significativa
entre os dois grupos. No entanto, foi possivel verificar que todos os doentes
com resposta optima aos 3 meses tinham EUTOS baixo e que nenhum
doente com resposta sub-6ptima apresentava um indice de Sokal de baixo

risco.
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Relativamente as restantes caracteristicas clinico-laboratoriais, apenas a
percentagem de transcrito ao diagnéstico diferiu de forma estatisticamente
significativa, sendo superior no grupo de resposta molecular sub-6ptima
(127,331£70,62 vs 73,53+25,52; p=0,04). Estes resultados sugerem que o
valor de transcrito ao diagndstico podera condicionar a capacidade de atingir
valores de transcrito <10% aos 3 meses de tratamento. Neste sentido, a
carga tumoral inicial parece influenciar negativamente a taxa e/ou rapidez de
resposta ao tratamento, e, consequentemente, afectar o prognodstico dos
doentes. De facto, Vigneri et al ®" observaram que o grupo de doentes com
maior carga tumoral ao diagndstico apresentava menores taxas de

sobrevivéncia livre de progresséo e sobrevivéncia livre de faléncia.

Ao comparar a resposta molecular aos 3 meses com as respostas
subsequentes, verificou-se que a propor¢cdo de doentes com critérios de
faléncia aos 6 e 12 meses foi maior no grupo com resposta sub-6ptima sendo
que nenhum doente com resposta Optima aos 3 meses apresentou faléncia.
Estes dados corroboram a associagéo entre resposta molecular precoce aos
3 meses e o tipo de resposta molecular atingida posteriormente. Contudo,
verificou-se que a probabilidade de obter resposta molecular major e resposta
molecular profunda apos os 12 meses nao diferiu de forma significativa entre
0 grupo de doentes com resposta molecular 6ptima e sub-Optima aos 3
meses. De ressalvar que em 12 casos foi necessario aumentar a dose de

Imatinib administrada por respostas citogenética ou molecular sub-6ptimas.

Durante o tempo de seguimento, em 5 doentes com resposta sub-6ptima aos
3 meses, 2 tinham mutagdes no dominio cinase do ABL (E459K e F359V).

No grupo de 10 doentes com resposta sub-Optima aos 3 meses de
tratamento, avaliamos as respostas moleculares aos 6 e 12 meses. Em
relagdo a avaliagdo de resposta molecular aos 6 meses, a maioria dos
doentes nao teve faléncia de resposta (60%) e destes nenhum tinha EUTOS
alto. Este resultados demonstram que o valor de QPCR>10% aos 3 meses
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nao discrimina completamente os doentes neste ponto de avaliagdo
molecular. Ou seja, neste estudo, observamos que a maioria dos doentes
com resposta sub-Optima uma consideravel propor¢ado de doentes com
resposta sub-Optima aos 3 meses, ainda assim, atingiu respostas aceitaveis
aos 6 meses, apenas 2 doentes tiveram critérios de faléncia.

Os 2 doentes que alcancaram respostas moleculares optimas aos 6 meses
apresentavam valores mais elevados de hemoglobina (14,2 vs 11,7, p=0,04)
e de plaquetas (1040,5 vs 332,5, p=0,04) ao diagndstico. No que diz respeito
a avaliacdo de resposta molecular aos 12 meses, a maioria dos doentes nao
apresentou faléncia de resposta (60%), sendo que 50% destes atingiu
resposta molecular major. Nenhum doente com resposta 6ptima aos 12
meses de tratamento se incluia no grupo de alto risco do indice EUTOS. Os
doentes com faléncia de resposta aos 12 meses apresentavam, ao
diagndstico, valores mais baixos de hemoglobina (10,9 vs 12,9, p=0,03) e de
leucécitos (267,75 vs 89,46, p=0,03).

No grupo de doentes com resposta sub-Optima aos 3 meses (n=10),
analisamos a capacidade do halving time e da reducgéo logaritmica calculadas
aos 3 meses, em predizer respostas moleculares aos 6 e 12 meses.
Observamos que o halving time tinha um bom valor preditivo para faléncia de
resposta aos 6 meses (AUC=0,83, p=0,02), mas principalmente para predizer
resposta molecular éptima (AUC=0,93, p<0,0001). Ou seja, o halving time
aos 3 meses parece discriminar quais os doentes que alcangarao respostas
moleculares favoraveis aos 6 meses. No grupo de doentes analisado
encontramos um valor de halving time de 22,59 dias como cut-off 6ptimo para
predizer resposta molecular éptima aos 6 meses. O seu valor preditivo para
resposta molecular Optima aos 12 meses aproximou-se de significancia
estatistica (p=0.05)

Como sublinhado por Branford et al ©®, o halving time complementa o valor
prognostico da quantificagao de transcrito aos 3 meses (inferior ou superior a
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10%), auxiliando na tomada de decisao terapéutica numa fase precoce de
tratamento. Estes autores encontraram um valor de 76 dias para predizer
resposta molecular 6ptima aos 12 meses em doentes com resposta sub-
optima aos 3 meses, utilizando como gene controlo o BCR. Por outro lado,
Huet et al ¥ obtiveram um valor de halving time de 19 e 21 dias, consoante
0 gene-controlo usado, ABL ou GUS, independentemente da resposta aos 3

meses, como discriminativos de resposta molecular major aos 12 meses.

Por outro lado, uma redugéao logaritmica de -1,1log calculada aos 3 meses foi
altamente preditiva de resposta molecular 6ptima aos 6 meses, mantendo o
seu poder preditivo aos 12 meses, embora sem poder estatistico para

calcular um cut-off aceitavel.

Ao contrario do valor de QPCR aos 3 meses, aferido a uma escala
internacional, o halving time e a redugdo logaritmica sdo metodologias
dependentes do conhecimento do valor de transcrito ao diagnéstico. Dai que
a sua aplicagao esteja limitada pelo facto de requerem que a quantificagéo
dos transcritos seja efectuada no mesmo laboratério, de modo a assegurar a

reprodutibilidade dos resultados.

Embora a amostra seja reduzida, os resultados encontrados reforgam a ideia
de que um valor de transcrito inicial mais elevado influencia a resposta
molecular obtida aos 3 meses (superior ou inferior a 10%). Assim, como
descrito noutros estudos, a avaliagdo da velocidade de decréscimo dos
transcrito BCR-ABL torna-se fundamental num ponto de avaliagdo precoce
como é o dos 3 meses. Neste trabalho, o halving time e a redugao logaritmica
revelaram ter um bom valor preditivo para discriminar respostas moleculares
subsequentes em doentes com resposta sub-Optima aos 3 meses. No
entanto, a capacidade para definir um cut-off 6ptimo preditivo de resposta foi
limitada no que diz respeito a avaliagdo dos 12 meses. Deste modo, seria
importante aumentar o tamanho da amostra para poder retirar maior

significado estatistico e avaliar a reprodutibilidade destes resultados.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, analisamos retrospectivamente um grupo de 24 doentes com
Leucemia Miel6ide Cronica, em fase crénica, em tratamento com Imatinib, de
modo avaliar as diferengas clinico-laboratoriais entre os doentes que
atingiram resposta 6ptima e sub-6ptima aos 3 meses.

Observamos que os doentes com resposta sub-Optima aos 3 meses de
tratamento apresentavam um valor estatisticamente mais elevado de
transcrito ao diagndstico, quando comparado com os doentes com resposta
optima. Isto sublinha a importancia que o valor de transcrito inicial tem

quando se trata de uma avaliacado de resposta precoce.

Avaliamos igualmente de que maneira as metodologias de cinética de
transcrito poderiam predizer respostas moleculares subsequentes nos

doentes com resposta sub-6ptima aos 3 meses.

Na avaliagdo de parametros de cinética no grupo dos doentes com resposta
sub-6ptima, verificamos que tanto o halving time como a redugédo logaritmica

apresentam valor preditivo de resposta molecular aos 6 e 12 meses.

A aplicagao destes conceitos, juntamente com a quantificagdo de transcrito,
podera discriminar melhor os doentes com respostas sub-Optimas que
responderdao, num ponto de avaliacdo precoce, como € o dos 3 meses de

tratamento.
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7. ANEXO 1

Tabela 1. Comparagao por pares do valor preditivo de resposta molecular do halving

time e da redugao logaritmica

Avaliagao aos

3 meses Resposta Molecular DAUC IC 95%
QPCR6M<1% 0,03 -0,12-0,18 p=0,69
Halving Time QPCR6M>10% 0,04 -0,13-0,21 p=0,64
Reduc‘;léso Log QPCR12M<0,1% 0,02 -0,09-0,14 p=0,069
QPCR12M>1% 0,10 -0,07-0,28 p=0,26

Comparagao por pares do valor preditivo do halving time e da reducéo logaritmica,
calculados aos 3 meses de tratamento, através do calculo da diferenga da area sob a curva
(DAUC).
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