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Resumo

A leucemia é uma doenca neoplasica que afecta a normal producéo,
desenvolvimento e diferenciacdo das células sanguineas, apresentando uma incidéncia
relevante a nivel mundial, especialmente no sexo masculino. Existem quatro tipos
fundamentais de leucemia: a leucemia mieldide aguda, leucemia mieldide cronica,
leucemia linfoblastica aguda e leucemia linfoblastica cronica. Todos estes tipos de
leucemia diferem entre si na etiologia, epidemiologia e tratamento.

Em relacdo ao seu tratamento, existem farmacos considerados de primeira linha
no tratamento de cada um dos tipos de leucemia, como por exemplo o imatinib na
leucemia mieldide cronica ou 0 metotrexato na leucemia linfoblastica aguda. O imatinib
é um inibidor selectivo do dominio BCR-ABL tirosina quinase, sendo muito eficaz no
tratamento da leucemia mieldide crénica uma vez que o principal mecanismo etioldgico
desta doenga consiste numa translocacdo (9;22), da qual resulta o rearranjo do gene
BCR (cromossoma 22), e do gene ABL (cromossoma 9).

Outro exemplo, o metotrexato foi o primeiro farmaco a induzir remissao total em
criangas diagnosticadas com leucemia linfobléstica aguda, e cujo mecanismo de ac¢do
consiste na sua intervencao no ciclo do acido folico.

Para além da importancia dos farmacos mencionados no tratamento da leucemia,
sabe-se que outro factor condicionante da resposta terapéutica € o proprio gendétipo de
cada individuo, uma vez que se verificam varia¢des inter-individuais na resposta aos
farmacos utlizados no tratamento de qualquer doenca. O principal mecanismo de
variacdo sdo os denominados SNP (Sinlge Nucleotide Polymorphism).

Sabe-se que as enzimas de metabolizacdo (como a CYP3A5, GST e a MTHFR)
e as proteinas transportadoras (como a ABCB1 e a SLC22A1), entre outras, tém um
papel fundamental na captacdo, biodisponibilidade e eficacia terapéutica de todos os
farmacos, pelo que se pretende avaliar se os polimorfimos nos genes codificadores
destas proteinas terdo alguma influéncia na resposta terapéutica oferecida pelos

farmacos utilizados na terapéutica da leucemia.

Palavras-Chave: Leucemia, farmacogenética, SNP, imatinib






Abstract

Leukemia is a neoplasic disease that affects the normal production, development
and differentiation of blood cells, presenting a considerable impact worldwide,
especially in males. There are four main types of leukemia: acute myeloid leukemia,
chronic myeloid leukemia, acute lymphoblastic leukemia and chronic lymphoblastic
leukemia. All these types of leukemia differ in etiology, epidemiology and treatment.

Regarding its treatment, there are first-line drugs in the treatment of each type of
leukemia, such as chronic myeloid leukemia imatinib or methotrexate in childhood
acute lymphoblastic leukemia. Imatinib is a selective inhibitor of the BCR-ABL domain
tyrosine kinase, being very effective in the treatment of chronic myeloid leukemia as the
most important etiologic mechanism of this disease is a translocation between the BCR
gene on chromosome 22 and chromosome 9 ABL gene.

Moreover, the mechanism of action of methotrexate is at intervention in the folic
acid cycle and was the first drug to induce complete remission in children diagnosed
with acute lymphoblastic leukemia.

Apart from the importance of the drugs mentioned in the treatment of leukemia,
it is known that another constraint factor of therapeutic response is each individual
genotype, in the sense that there is an inter-individual variation in the response to drugs
in the treatment of any disease. The main mechanism of variation is called SNP (Single
Nucleotide Polymorphism).

It is known that metabolizing enzymes (CYP3A5, GST and MTHFR) and
transporters (ABCB1 and SLC22A1), among others, have a fundamental role in the
uptake, bioavailability and therapeutic efficacy of all drugs for which it is intended to
evaluate whether polymorphisms in the genes encoding these enzymes have a strong
influence on the response offered by the therapeutic agents used in the treatment of

leukemia.

Keywords: Leukemia, pharmacogenetics, SNP, imatinib
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1 - Introdugéo

1 — Introducao

Estima-se que em cada ano ocorram cerca de 57.000 mil novos casos de
leucemia, a nivel mundial. Ndo existe unanimidade acerca da etiologia exacta de cada
tipo de leucemia, mas sabe-se que o desenvolvimento desta pode estar intimamente
relacionado com agentes externos, como radiacdo ionizante, benzenos ou como
consequéncia de tratamentos longos e exaustivos de quimioterapia. Outros factores,
como por exemplo o ciclo do &cido félico nas células malignas, esté relacionado com o
desenvolvimento de alguns tipos de leucemia (Qin et al., 2014).

Todos os tipos de cancro, nos quais se inclui a leucemia, apresentam bases
genéticas muito fortes, quer na sua predisposicao quer no desenvolvimento e progressdo
da doenca. O conhecimento do cancro a nivel molecular tem sido desbloqueado ao
longo dos Gltimos anos com o projecto de sequencia¢do do genoma humano bem como
pelo desenvolvimento de areas de estudo fundamentais, como a farmacogenética e a
farmacogendémica. Com o grande avanco nestas areas foi possivel desenvolver farmacos
direccionados para o alvo terapéutico, contribuindo para um tratamento mais
personalizado e preciso (Gonzalez de Castro, Clarke, Al-Lazikani, e Workman, 2013).

Durante a ultima década os avancos nestas duas areas foram de extrema
importancia na compreensdo de alguns fendmenos relacionados com as diferencas entre
individuos na resposta aos farmacos, maioritariamente na area da quimioterapia (Weng,
Zhang, Peng e Huang, 2013).

A toxicidade e eficacia dos farmacos utilizados no tratamento do cancro, nos
quais se inserem naturalmente os compostos utilizados em quimioterapia no tratamento
da leucemia, podem ser afectadas pela existéncia de polimorfismos presentes em genes
que codificam para as proteinas transportadoras, receptores, alvos terapéuticos, e ainda
para as enzimas responsaveis pela metabolizacdo desses farmacos (Kishi et al., 2007).

Os SNP (single nucleotide polymorphism) sdo mutagOes pontuais que podem
ocorrer no DNA de individuos pertencentes a uma determinada populagdo. Os estudos
farmacogenéticos comprovam que estas pequenas alteracfes sdo o suficiente para
originar modificagBes no genoma, alteragdes que serdo traduzidas em discrepancias e
diferengas na resposta terapéutica a um determinado tratamento, oscilagdes no grau de
toxicidade dos farmacos e ainda alterages na taxa de sobrevivéncia dos doentes (Pei-
pei et al., 2012).
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No ambito desta dissertacdo, e tendo em conta o elevado numero de farmacos
susceptiveis de integrarem os protocolos de tratamento dos quatro tipos de leucemia
mencionados ao longo do trabalho, verificou-se a impossibilidade de mencionar todos
eles. Deste modo, optei por focar dois farmacos, igualmente considerados de primeira
linha no tratamento da leucemia mieldide cronica e da leucemia linfoblastica aguda. Sao
eles respectivamente, o imatinib e o metotrexato. A escolha recaiu sobre estes dois
farmacos uma vez que, e de acordo com a literatura consultada, apresentavam maior
interesse para o trabalho, dado o elevado numero de polimorfismos existentes ao nivel
da sua metabolizacdo e transporte. Tal como sera possivel observar ao longo da
dissertagdo, estes polimorfismos sédo de extrema importancia para a compreensdao do
grau de eficécia e toxicidade apresentada por estes farmacos.

Em relacdo aos outros dois tipos de leucemia que ndo foram mencionados, a
leucemia mieldide aguda e a leucemia linfoblastica cronica, estes serdo obviamente alvo
de estudo. No entanto, a analise destes dois tipos de leucemia ndo terd como foco
apenas um farmaco, mas sera sim um sumario das caracteristicas farmacogenéticas por
eles apresentadas e sera feito um levantamento dos principais biomarcadores existentes
para estas doencas, o que vai contribuir igualmente para a compreensao dos melhores
mecanismos para 0 seu tratamento.

O imatinib € um inibidor especifico do dominio BCR-ABL com elevada taxa de
eficacia no tratamento de doentes com leucemia mieldide cronica (Nambu et al., 2011).
Este farmaco apresenta excelentes niveis de resposta a nivel hematoldgico e
citogenético, chegando mesmo a ser fundamental para se obter uma resposta molecular
completa, caracterizada pela reducdo de pelo menos 4 log, que corresponde a nao
deteccdo da transcricdo do dominio BCR-ABL através da técnica de RT-PCR. Esta
resposta molecular completa é o primeiro passo para a cura e para a descontinuacdo do
tratamento com o imatinib (Angelini et al., 2012).

Varios polimorfismos tém sido associados a ac¢do do imatinib. De facto, para
explicar esta variabilidade entre individuos, tém sido feitos varios estudos com o
objectivo de descobrir quais os determinantes genéticos com influéncia na resposta
farmacoldgica do farmaco. Associados a eficacia do farmaco, foram detectados varios
polimorfismos em genes que codificam para proteinas transportadoras (ABCB1,
ABCG2, SLC22A1), enzimas de metabolizagdo (CYP3AS5), entre outros (Gervasini e
Vagace, 2012).

Por outro lado, 0 metotrexato € um inibidor do ciclo dos folatos que tem sido ao
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longo dos anos alvo de diversos estudos farmacogenéticos com vista a identificar
possiveis determinantes genéticos associados a toxicidade deste farmaco. A
determinacéo de polimorfismos associados a este farmaco é importante para promover a
seguranca no tratamento, a eficicia e para contribuir para a instituicdo de terapéuticas
individualizadas. Tal como no imatinib, foram descobertos diversos polimorfismos quer
em genes codificadores de enzimas envolvidas no metabolismo do farmaco, quer em
genes codificadores para as suas proteinas transportadoras. Destes, destacam-se 0s
genes MTHFR, DHFR, ABCG2, SLC19A1, RFC1, SLCO1B1 e ABCC2 (Gervasini e
Vagace, 2012; Ramsey et al., 2012; Liu et al., 2014).

A metodologia usada na pesquisa de informacdo para a realiza¢do da dissertacao
consistiu na utilizacdo de bancos de dados bibliogréficos, ente os quais o PubMed e o
B-on. A pesquisa foi realizada em 100 artigos datados entre 2001 e 2014.
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2- Leucemia

2 — Leucemia

2.1 -0 que é a leucemia

A leucemia é uma neoplasia que afecta o normal desenvolvimento e
diferenciacéo das células sanguineas, nomeadamente através da acumulagdo dos blastos
na medula dssea. Os blastos sdo por definicdo as células sanguineas (leucocitos) que se
encontram num estado imaturo da sua formacéo e desenvolvimento, o que se traduz por
um crescimento anormal e uma acumulacao descontrolada destes percursores na medula
Ossea. Para além destes factos, a acumulacdo destas células imaturas na medula 6ssea
impede a formacdo das células sanguineas normais, tais como os glébulos brancos,
glébulos vermelhos e as plaquetas (Chiabai, Lins, Pogue, e Pereira, 2012).

Para além da medula 0ssea e das células sanguineas, a leucemia pode ainda
afectar diversas zonas do tecido linfatico, tais como os nédulos linfaticos. De um ponto
de vista genético a leucemia pode ser definida como resultado de um conjunto de
mutacdes genéticas ao nivel do DNA das denominadas stem-cell ou células percursoras,
originando alterac6es nos glébulos vermelhos, globulos brancos e plaquetas que podem
ser traduzidos para quadros de anemia, sangramento, aumento da susceptibilidade
imunoldgica, e consequentemente morte (Leukemia & Lymphoma Society, 2014).

Existem quatro tipos principais de leucemia: a leucemia linfoblastica aguda
(ALL), leucemia mieléide aguda (AML), leucemia linfoblastica crénica (CLL), e a
leucemia mieldide cronica (CML). Sabe-se que a medula dssea é responsavel quer pela
formacdo de linfécitos quer pela formacdo de células miel6ides (glébulos vermelhos e
plaquetas), razdo pela qual foram criadas as defini¢cGes dos varios tipos de leucemia, de

acordo com o tipo de células afectadas (Leukemia & Lymphoma Society, 2012).
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2.2 — Tipos de leucemia

2.2.1 — Leucemia Mielbéide Aguda (AML)

O desenvolvimento deste tipo de leucemia esté relacionado com uma sucessédo
de alteragdes genéticas e epigenéticas que ocorrem nas células hematopoiéticas, e que
sdo responsaveis pela alteragdo dos processos celulares convencionais ao nivel do
crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celular (Mrozek, Marcucci, Paschka,
Whitman, e Bloomfield, 2007). E nos adultos que esta doenca apresenta maior
incidéncia, por volta dos 65 anos, podendo ainda ser encontrada em crian¢as mas numa
taxa muito mais reduzida. Esta patologia pode surgir na forma “de novo”, ou sob a
forma de leucemia mieldide aguda secundaria, em doentes com historial clinico de
sindromes mielodisplasicos ou com neoplasia mieloproliferativa. A sua exacta etiologia
ainda ndo é totalmente conhecida, mas cré-se que a susceptibilidade genética e as
agressdes externas podem ser um factor chave para o desenvolvimento da doenca. Por
outro lado, sabe-se que as enzimas metabolizadoras como por exemplo as GST e a
familia das CYP sdo outro factor de risco para a doenca, pois a ac¢do destas enzimas
liberta no organismo metabolitos potencialmente nocivos (Daraki et al., 2014).

Os tipos de AML com melhor progndstico de tratamento sdo a leucemia pro-
mielocitica aguda com t(15;17) (922;912), e a AML com t(8;21) (q22;922), ou com
inv(16) (p13.1922) (Fey e Buske, 2013).

Alguns dos principais sintomas da doenca sdo a neutropenia, anemia e a

trombocitopenia (Tallman, Gilliland, e Rowe, 2005).

2.2.2 — Leucemia Mieléide Crénica (CML)

A leucemia miel6ide cronica (CML) pode ser definida como uma desordem ao
nivel das células hematopoiéticas percursoras (stem-cell), e que se caracteriza por uma
translocacéo reciproca entre 0os cromossomas 9 e 22. Esta mutagdo tem como resultado a
formagéo do cromossoma Ph (Philadelphia Chromosome) (Singh, Chan, Lin, Heng, e

Chowbay, 2012). A translocacdo ocorre entre o gene BCR do cromossoma 22 e o
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oncogene ABL do cromossoma 9. Desta fusdo resulta o gene BCR-ABL, que €
responsével pela producgdo activa de tirosina quinase que por sua vez seré responsavel
pela proliferacdo descontrolada e desregulada de células da linhagem miel6ide (Rizzieri
e Moore, 2012).

Mais especificamente, sabe-se que o gene BCR-ABL codifica para uma
oncoproteina P210, localizada no citoplasma, e é esta oncoproteina que apresenta
intensa actividade como tirosina quinase, sendo consequentemente responsavel pela
alteracdo das stem-cell sanguineas. Os sintomas da doenca ndo sao muito especificos,

destacando-se a perda de peso, astenia e a febre (Baccarani et al., 2012).

2.2.3 — Leucemia Linfoblastica Aguda (ALL)

Este tipo de leucemia, que afecta essencialmente criancas, é, de um ponto de
vista etioldgico, resultado de alteracdes genéticas que podem ocorrer num linfoblasto, e
que sdo posteriormente transmitidas a linhagem celular seguinte. A acumulacdo no
compartimento medular destas células com capacidade proliferativa acrescida origina
situacOes de pancitopenia, em que 0s elementos sanguineos se encontram reduzidos, e,
se ndo for tratada com urgéncia, pode mesmo levar a morte. As alteracdes genéticas
mencionadas ndo tém ainda uma razdo de fundo, mas pensa-se que podem ser
despoletadas por factores externos como a radiacdo, alimentos, tabaco, agente quimicos
ou até infeccdes (Gregers, 2012).

A leucemia linfoblastica aguda corresponde a cerca de 25% de todos os cancros
diagnosticados em criangas, e engloba cerca de 75% de todos os casos de leucemia. No
entanto, é também o que apresenta maior taxa de remissao, fixada nos 80%. Por outro
lado sabe-se que a resposta ao tratamento e o aparecimento de efeitos secundarios estdo
dependentes de factores como a idade, sexo e outras condi¢des genéticas (Chiabai et al.,
2012).

O metabolismo do éacido fdlico apresenta também um papel de relevo no
desenvolvimento da doenca, na medida em que os metabolitos do &cido folico podem
provocar desordens ao nivel da expressdo genética e da estabilidade do DNA. Do
mesmo modo, 0 metabolismo do folato tem um importante papel em diversas funcoes
celulares, como a metilagdo do DNA, sintese e reparacdo do DNA, podendo desta forma

dar origem a translocacOes, deleccdes e inversdes nas stem cells hematopoiéticas, que
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posteriormente evoluem para leucemia (Qin et al., 2014).

A idade preferencial para este tipo de leucemia situa-se entre os trés e os cinco
anos de vida. O que torna esta patologia mais dificil de tratar prende-se com a
disseminacéo das células cancerigenas na corrente sanguinea, acumulando-se em 0rgaos
como o figado, bago, rins, cérebro e &rgdos reprodutores, dificultando assim o
tratamento. Os principais sintomas desta doenga estdo intimamente relacionados com a
falta de elementos sanguineos, destacando-se a anemia, falta de forca, falta de ar,
hemorragias, febre e maior susceptibilidade a infecgdes (Manual Merck para a Familia,
2009).

2.2.4 — Leucemia Linfoblastica Crdnica (CLL)

A leucemia linfoblastica crénica é caracterizada pela acumulacéo de linfécitos-B
CD5+ com predisposicao para evitarem o processo de apoptose (Willander et al., 2013).
Ainda pouco se sabe acerca dos mecanismos etioldgicos da doenca, mas sabe-se que a
historia familiar de doenca é um importante factor de risco para as gerag@es seguintes.
A leucemia linfoblastica cronica é uma doenca autossomica dominante, e, nos EUA,
12% das pessoas diagnosticadas revelaram ter familiares com historial de anomalias
linfoproliferativas, e cerca de 6-9% apresentam casos na familia de CLL. Deste modo,
conclui-se facilmente que familiares de primeiro grau apresentam maior probabilidade
de transmissdo da doenca (Brown, 2013).

Outros estudos evidenciam também a importancia da angiogénese no
desenvolvimento da leucemia linfobléstica crénica. Sabe-se que a desregulacdo deste
processo contribuiu para o desenvolvimento do cancro, pois o desenvolvimento de
qualquer massa tumoral necessita da producdo de novos vasos para O Seu
enriquecimento e desenvolvimento, o que pode também afectar o normal
desenvolvimento das células hematopoiéticas. O factor VEGF € essencial no processo
de angiogenese, e sabe-se que apresenta um papel importante na manutencao das células
B leucémicas, através de mecanismos de inibicdo da apoptose (Wrdbel et al., 2013).

Através de métodos de imunofluorescéncia (FISH), foram detectadas varias
anomalias na grande maioria das células tumorais dos pacientes com CLL, destacando-
se as deleccOes dos cromossomas 11qg, 13q e 17p e ainda casos de trissomia no
cromossoma 12 (Willander et al., 2013).
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2.3 — Incidéncia e Epidemiologia

2.3.1 - Leucemia Miel6ide Aguda

Na Europa, a incidéncia anual da AML atinge os 5-8 casos por cada 100.000
individuos, com um ligeiro aumento na populacdo acima dos 70 anos, onde a incidéncia
cresce consideravelmente para os 15-25 casos em cada 100.000 pessoas. Relativamente
a taxa de mortalidade, verificam-se em média 4 a 6 mortes por cada 100.000 individuos
(Fey e Buske, 2013).

2.3.2 - Leucemia Mieldide Crénica

Este tipo de leucemia apresenta uma incidéncia entre os 10 e os 15 casos por
ano, em cada 10° individuos, ndo se verificando diferencas significativas em termos de
raca, ou na area geografica onde se verifica a doenca. Na Europa o diagnostico mais
frequente é feito entre os 60 e 0s 65 anos de idade, apesar de ser mais baixo em paises
com uma populagdo menos envelhecida. Tem-se verificado que a prevaléncia da
leucemia mieldide cronica tem aumentado, também em fungdo do aumento da taxa de
remissdo e sobrevivéncia, que € resultado de mais e melhores tratamentos (Baccarani et
al., 2012).

2.3.3 - Leucemia Linfoblastica Aguda

O cancro infantil € uma doenca que afecta 1 em cada 70.000 criangas com
menos de 14 anos. A leucemia linfoblastica aguda ¢ um dos principais tipos de cancro
diagnosticados em criangas, representando cerca de 40% de todos os cancros infantis
(Fukushima et al., 2013).

Comparativamente a leucemia linfoblastica aguda, a leucemia mieléide aguda é
menos comum, representando apenas 18% dos casos de leucemia identificados em
criangas. A incidéncia da AML nos EUA, entre os anos 2005-2009, era de 7,7 casos em
cada 1 milhdo de criancas de idades compreendidas entre os 0 e os 14 anos. Por outro
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lado, a taxa de sobrevivéncia em criangcas com menos de 15 anos diagnosticadas com
AML encontrava-se nos 64,3% nos EUA, entre os anos de 2002 e 2008 (Puumala, Ross,
Aplenc, e Spector, 2013).

2.3.4 - Leucemia Linfoblastica Cronica

Nos paises ocidentais, a leucemia linfoblastica cronica é o tipo de leucemia com
maior taxa de incidéncia (4.2 casos por ano, em cada 100.000 individuos). Contudo,
esta aumenta para mais de 30, caso nos estejamos a referir a individuos com mais de 80
anos. Em média, o diagndstico é feito aos 72 anos, sendo que apenas 10% dos doentes
apresentam uma idade inferior a 55 anos (Eichhorst, Dreyling, Robak, Montserrat, e
Hallek, 2011). Este tipo de leucemia é o mais comum em paises como os EUA, com
cerca de 16.000 novos casos durante o ano de 2013 (Brown, 2013).

Os paises com maior incidéncia de leucemia linfoblastica cronica sdo a
Australia, EUA, Irlanda e Italia. Por exemplo, nos EUA a incidéncia desta doenca é
estimada em 3,7 novos casos por ano, em cada 100.000 habitantes, correspondendo este
tipo especifico de leucemia a cerca de 30% de todas as leucemias diagnosticadas neste
pais. Outro dos paises em que este tipo de leucemia representa uma fatia importante é a
Dinamarca, com uma prevaléncia de 40%. Por outro lado, sabe-se que 0s paises
asiaticos, como por exemplo o Japdo e a China, apresentam uma incidéncia
significativamente mais baixa (3-5%) quando em compara¢do com paises ocidentais.
Este dado revela que a etiologia da doenca nao deve ser dissociada de factores raciais e
demograficos. Para comprovar este facto, dados mostram que individuos japoneses e
chineses residentes nos EUA apresentam também baixos indices de CLL (Yamamoto e
Figueiredo, 2005).

Relativamente a diferenca de prevaléncia da leucemia de acordo com 0 sexo,
sabe-se que na sua generalidade ¢ uma doenca que afecta mais 0s homens que as
mulheres, sendo a nona e a décima causa de morte por cancro em homens e mulheres,

respectivamente (Rajabli et al., 2013).
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2.3.5 — Dados epidemioldgicos da leucemia em Portugal

A partir da analise das Figuras 1 e 2 abaixo apresentadas, podemos aferir que 0s
tipos de leucemia linfobléstica e mieldide tém seguido um curso distinto ao longo dos
ultimos anos. Atentando na figura 1, verifica-se um aumento no nimero de casos em
2007, ap6s o qual se registou um decréscimo, voltando a aumentar em 2011. Por outro
lado, a Figura 2 indica que de 2007 para 2008 se registou um decréscimo do namero de
casos. De 2008 a 2010 registou-se novamente um aumento, e em 2011 a tendéncia
voltou a ser de decréscimo (Miranda et al., 2013).

Leucemia Linfoide
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Figura 1 - Namero de novos casos de leucemia linféide nos hospitais de Portugal Continental, entre
2007-2011 (Miranda et al., 2013).
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Figura 2 - Nimero de novos casos de leucemia mieléide nos hospitais de Portugal Continental, entre
2007-2011 (Miranda et al., 2013).

2.4 — Diagnostico

2.4.1 — Leucemia Mieldide Aguda

De modo a ser obtido um diagnéstico de AML o mais fiavel e concreto possivel,
existe toda uma bateria de testes que podem ser feitos, tais como analise do sangue
periférico e das células presentes na medula dssea. Esta analise deve ser feita sob um
ponto de vista morfoldgico, citoquimico, citogenético e de genética molecular. Técnicas
como 0 PCR e FISH sdo deste modo imprescindiveis para uma eficaz deteccdo da
doenca.

Sob um ponto de vista quantitativo, a % de blastos presentes na medula dssea é
também um factor importante de diagnostico, considerando-se que estamos perante um
quadro de AML quando se encontram pelo menos 20% no sangue periférico ou na

medula dssea (Fey e Buske, 2013).
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2.4.2 — Leucemia Mieldide Crénica

Muitas vezes 0s sintomas ndo séo claros ou sdo pouco frequentes, pelo que em
40% dos casos o diagndstico acaba por ser furtuito, resultado de andlises de rotina ao
sangue. Em mais de metade dos casos, o sinal fisico mais evidente é a esplenomegalia.
A nivel sanguineo, as principais evidéncias da doenca sdo a leucocitose com basofilia, e
com a presenca de granuldcitos imaturos. A trombocitose € também frequente
(Baccarani et al., 2012).

Para se confirmar a presenca do cromossoma Filadélfia (Ph), bem com a
mutacdo BCR-ABL, tém de ser aplicadas técnicas de andlise do carittipo, FISH, e de

analise PCR por transcriptase reversa (Tabelal) (Rizzieri e Moore, 2012).

Tabela 1 - Método de diagnéstico da Leucemia Mieldide Crénica (adaptado de Rizzieri e Moore,
2012).

Meétodo Alvo Sensibilidade  Vantagens Desvantagens

Citogenética Ph* (metafase) 1-5% Amplamente Baixa
disponivel sensibilidade;
apenas analise
da medula
Ossea

FISH Fusdo do gene  0.1-5% Réapido (1a 2 N&o detecta
BCR-ABL dias) outras
alteracdes; nao
permite
analisar a
resposta dos
TKI

gRT-PCR Sequénciade  0.001-0.01% Muito sensivel ~ Técnica
RNA exaustiva

2.4.3 — Leucemia Linfoblastica Aguda

O diagndstico compreende uma quantidade acima dos 20% de linfoblastos,
presentes em amostras de medula 0ssea. A avaliacdo do progndstico da doenga bem
como o desenho da metodologia de tratamento implica a analise dos linfoblastos na
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medula éssea ou no sangue periférico, recorrendo-se a varias tecnicas como a
cariotipagem das bandas G dos cromossomas em metafase, FISH para detectar outras
anomalias genéticas, e ainda RT-PCR para testar as mutacfes em BCR-ABL (“NCCN
Clinical Practice Guidelines in Oncology (NCCN Guidelines®) Acute Lymphoblastic
Leukemia,” 2014).

2.4.4 — Leucemia Linfoblastica Cronica

O diagndstico da leucemia linfoblastica cronica contempla os seguintes critérios:
presenca de mais de 5000 linfécitos monoclonais tipo B/ul no sangue periférico, por um
periodo nunca inferior a trés meses. Por outro lado, as células leucémicas encontradas
no esfregaco de sangue sdo normalmente pequenas, linfécitos maduros com uma borda
estreita de citoplasma, e com um nudcleo pouco denso e pouco visivel. A expressdo de
antigénios CD20 e CD79b encontra-se baixa em comparacdo com as células B normais.
A técnica de FISH é muito importante para a deteccdo de alteracBes cromossomais,
como por exemplo del (17p) e del (11q). A bidpsia de medula 6ssea ndo é essencial para
o diagndstico mas € importante que seja feita para se estudar qual a melhor sequéncia de
tratamento (Eichhorst et al., 2011).

2.5 — Tratamento com recurso a quimioterapia

2.5.1 — Leucemia Mielb6ide Aguda

O tratamento de primeira linha da leucemia miel6ide aguda consiste na
associagao do farmaco citarabina com uma antraciclina (normalmente a daunorrubicina
ou a idarrubicina). O farmaco mitoxantrona pode também ser utilizado. A taxa de
remissdo da doenca em resultado da utilizagdo deste esquema de quimioterapia fixa-se
entre 0s 50 e 0s 75% (Tallman et al., 2005).

De acordo com as guidelines do NCCN (National Comprehensive Cancer

Network) transcreve-se o tratamento preferencial para a AML, que consiste no seguinte:
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- Doentes com idade inferior a 60 anos: infusdo continua de citarabina numa dose de
100-200 mg/m? durante 7 dias, em associacdo com idarrubicina 12 mg/m? durante 3
dias (ou daunorrubicina 90 mg/m? também durante 3 dias);

- Doentes com idade superior ou igual a 60 anos: infusdo continua de citarabina numa
dose de 100-200 mg/m? durante 7 dias, em associacdo com idarrubicina (de preferéncia)
12 mg/m? durante 3 dias. A idarrubicina pode ser substituida por daunorrubicina 45-90
mg/m?, ou por mitoxantrona 12mg/m® (“NCCN Clinical Practice Guidelines in
Oncology (NCCN Guidelines®) Acute Myeloid Leukemia,” 2014).

2.5.2 — Leucemia Mieldide Crénica

O tratamento da leucemia miel6ide cronica tem sido aperfeicoado ao longo dos
tempos. Nos anos 90 o tratamento de primeira linha consistia na administragdo do
interferdo alfa. No entanto, e ap0s a introducdo dos inibidores da tirosina quinase (TKI),
estes passaram a ser os farmacos de eleicdo do tratamento desta doenca, e 0s recentes
avancos na terapéutica tiveram como objectivo aumentar o potencial e a eficacia deste
grupo terapéutico (Baccarani et al., 2012).

Dentro do grupo terapéutico dos inibidores da tirosina quinase, o imatinib
(Gleevec®, Novartis, 2001), foi o primeiro farmaco a ser utilizado no tratamento da
CML, com resultados muito satisfatérios. Sendo o imatinib um inibidor competitivo da
proteina BCR-ABL tirosina quinase, actua directamente numa das possiveis origens
etiologicas da doenca. A eficacia do imatinib é indicada pelo pardmetro MMR, que €
definido pela reducdo do BCR-ABL em 3 log apds um tratamento de 12 meses (Dulucq
et al., 2008).

Para o0s pacientes com resisténcia ou intolerdncia ao imatinib, foram
desenvolvidos outros dois farmacos inibidores da tirosina quinase, o dasatinib
(Sprycel®), e o nilotinib (Tasigna®). Comparativamente ao imatinib, estes dois farmacos
apresentam caracteristicas que os tornam mais eficazes e sensiveis: o nilotinib tem uma
capacidade de ligacdo ao dominio BCR-ABL trinta vezes superior, ao passo que 0
dasatinib tem a capacidade de se ligar ndo s6 ao gene BCR-ABL, mas também ao gene
SRC que também esta envolvido no desenvolvimento de cancro. As vantagens destes

dois farmacos permitem-lhes ser, juntamente com o imatinb, farmacos de primeira linha
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no tratamento da leucemia mieloide cronica (Rizzieri e Moore, 2012).

De acordo com as guidelines do NCCN, o tratamento da CML inclui uma dose
diaria de 400 mg de imatinib, ou em alternativa 300 mg de nilotinib duas vezes ao dia,
ou ainda uma dose diaria de 100 mg de dasatinib (“NCCN Clinical Practice Guidelines
in Oncology (NCCN Guidelines®) Chronic Myelogenous Leukemia,” 2014).

Nos Anexos 1,2 e 3 podem ser encontradas as especificacdes a partir das quais
se define o panorama de tratamento e a evolugdo da leucemia mieldide cronica ao longo

dos meses ou anos de tratamento.

2.5.3 — Leucemia Linfoblastica Aguda

O regime de tratamento para a leucemia linfoblastica aguda consiste em
esquemas de quimioterapia cujo ponto forte é a associacdo de varios farmacos como por
exemplo a vincristina, glucocorticoides, metotrexato, tiopurinas, asparaginase com ou
sem antraciclinas, inibidores da Topoisomerase Il e ainda citarabina e ciclofosfamida. O
periodo de tratamento com estes farmacos tem de duracdo de dois ou trés anos (Rocha
et al., 2005).

No entanto, e apesar de todos os farmacos ja mencionados, 0 metotrexato
(MTX) é um dos principais farmacos de primeira linha no tratamento da leucemia
linfoblastica aguda, especialmente a que ocorre em criangas. Este farmaco actua ao
nivel do ciclo do acido folico, através da inibicdo da enzima dihidrofolato redutase que
é importante no processo de sintese de DNA (Fukushima et al., 2013).

Apesar do metotrexato apresentar caracteristicas que Ihe permitem ser um bom
farmaco a usar em quimioterapia e em especial no tratamento da ALL, é na associacao
de varios farmacos que se encontra o segredo para a percentagem bastante consideravel
de remissdo da doenca que € conseguida através destes tratamentos. A importancia da
utilizacdo de outros farmacos que actuem noutras etapas do ciclo celular das celulas
cancerigenas é enorme, de modo a aumentar a probabilidade de éxito do tratamento. Os
agentes alquilantes (ciclofosfamida), os antimetabolitos como a citarabina, e 0s
inibidores da topoisomerase Il como o etoposido sdo alguns exemplos ja mencionados
de farmacos que podem ser utilizados concomitantemente com o metotrexato (Gervasini
e Vagace, 2012).
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2.5.4 — Leucemia Linfoblastica Cronica

A resisténcia a quimioterapia representa um importante desafio no tratamento da
leucemia linfoblastica cronica. Esta resisténcia esta relacionada com a auséncia da
proteina p53 (proteina de supressdo tumoral), como consequéncia de alteracdes no gene
TP53 do cromossoma 17p. Os doentes que apresentem esta mutacao constituem o grupo
com pior progndstico de tratamento da doenca, representando cerca de 10% dos doentes
com CLL. Para estes doentes a quimioterapia deve ser evitada, sendo mais aconselhavel
0 tratamento com recurso ao anticorpo monoclonal alemtuzumab (anti-CD52) em
associacdo com elevadas doses de glucocorticdides como a metilprednisolona (Johnson,
Carr, Pirmohamed, e Pettitt, 2014). Este anticorpo foi o primeiro anticorpo humanizado
a ser utilizado contra a glicoproteina CD52, que é expressa na maioria das células
linféides. O Alemtuzumab actua através de mecanismos de activagdo do complemento e
inducdo da apoptose (Carrico e Gadelha, 2003).

Para os doentes com leucemia linfoblastica crénica que ndo tenham a mutacao
no gene TP53, a quimioterapia volta a surgir como a opcdo mais eficaz, destacando-se
como primeira linha a utilizacgio em simultdneo dos farmacos fludarabina e
ciclofosfamida em associacdo com o anticorpo monoclonal rituximab (esquema
vulgarmente conhecido como FCR), podendo em alternativa ser administrada a
bendamustina com o rituximab. Nestes esquemas o rituximab surge como elemento
fundamental, devido a sua ac¢do contra os antigénios CD20 das células B leucémicas,
que sdo expressas nos casos de CLL. As suas funcdes sdo de activacdo do sistema de
complemento, opsonizacdo dos macrofagos e activacdo do mecanismo de apoptose
(Tausch, Mertens, e Stilgenbauer, 2014).
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3- Farmacogenética e Polimorfismos

3.1 — Nota Introdutoria

A resposta dos individuos aos diversos tratamentos e farmacos que temos hoje
ao nosso dispor resulta de diversos factores importantes quer a nivel fisioldgico quer
também devido a condicionalismos externos. A nivel fisiolégico podemos referir alguns
factores importantes como a idade, 0 sexo, raca e peso, bem como parametros como a
funcdo renal e hepatica. Por outro lado, condicionantes externos como a alimentacéo,
medicacdo concomitante e exposicdo a agentes quimicos podem também influenciar a
resposta que um individuo pode oferecer quando sujeito a um determinado tratamento
(Koo, Jon, e Lee, 2006).

Na area da oncologia, a variabilidade de resposta aos tratamentos € um tema
premente e que necessita de um constante estudo, uma vez que falamos de doencas
graves e cuja inadaptacdo do doente ao tratamento que Ihe é proposto pode ser fatal,
devido a toxicidade elevada que estes farmacos apresentam, bem como ao risco de
morte que esté inevitavelmente ligado a este tipo de patologia. Por exemplo, o protocolo
de tratamento da AML é constituido por farmacos com uma taxa de mortalidade
consideravel devido aos niveis elevados de toxicidade encontrados nos individuos
sujeitos a estes tratamentos (Davies, Downing e Nolan, 2006).

A eficacia e a toxicidade dos farmacos utilizados no tratamento do cancro
variam também de individuo para individuo, uma vez que, tal como ja foi dito estas
dependem de vérios factores, externos e internos. Falando apenas de factores
intrinsecos, ou seja, factores que dependem da predisposicdo genética e metabdlica de
cada individuo, sabe-se que farmacos presentes na mesma dose, em invididuos
diferentes, podem apresentar diferencas de relevo ao nivel da sua farmacodinamica e
farmacocinética, diferencas essas que depois se traduzem numa distinta resposta ao
tratamento ou numa potenciagcdo dos seus efeitos adversos. Ora, um dos principais
factores responsavel pelas diferencas enunciadas é a existéncia de polimorfismos em
genes envolvidos nos processos farmacocinéticos e farmacodindmicos, como o
transporte do farmaco, enzimas de metabolizagdo de fase | e fase Il e na seleccdo das
proteinas alvo onde o farmaco vai actuar, bem como em outros genes envolvidos na

resposta terapéutica (Deenen, Cats, Beijnen, e Schellens, 2011).
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A presenca de polimorfismos nos genes codificadores das proteinas acima
mencionadas é, tal como ja foi mencionado, responsavel pela elevada heterogeneidade
verificada na resposta aos farmacos utilizados em oncologia. Por exemplo, sabe-se que
0 défice na enzima metabolizadora CYP2D6, aumenta consideravelmente os niveis de
toxicidade em cerca de 40 farmacos, uma vez que a eliminacdo destes se encontra
comprometida. Este polimorfismo é encontrado em cerca de 7% da populacdo
caucasiana e em cerca de 1% da populacdo do este asiatico. Nos humanos existem
dezenas de enzimas metabolizadoras de farmacos com polimorfismos conhecidos, e o
seu estudo torna-se essencial na area da quimioterapia, pois é onde estdo inseridos
alguns dos farmacos com margem terapéutica mais reduzida (Sekine e Saijo, 2001).

Polimorfismo (do grego: multiplas formas) pode ser definido como o conjunto
de todas as formas alternativas que uma sequéncia de DNA pode apresentar entre
individuos diferentes, num determinado locus (posicdo de um gene) no genoma
(Gregers, 2012). As variacBes genéticas mais comuns séo as SNP, representando cerca
de 90% de todas as alteracdes verificadas no genoma humano. A base de dados do
NCBI contém ja registados cerca de 12 milhdes de SNP humanos. No entanto, apenas
60.000 estdo localizados nas regies codificantes dos genes, e destes, apenas 30.000
originam efectivamente alteracfes na sintese de amionoacidos e, consequentemente na
expressdo proteica. Estima-se que existam 7 milhdes de SNP em humanos com MAF
(minor allele frequency), que corresponde a frequéncia do alelo menos comum numa
populacdo (Cheok, Pottier, Kager e Evans, 2009).

Normalmente os SNP séo bi-alélicos, apesar de poderem ser encontrados na
forma tri e tetra-alélica. No genoma humano, a frequéncia dos SNP é de cerca de 1 em
cada 1000 pb. No entanto esta frequéncia ndo € linear, e podem ser encontrados SNP
distanciados um do outro por milhares de pares de base. A maioria destes encontra-se
em regides ndo codificantes, ou seja, ndo terdo influéncia na expressdo proteica. No
entanto podem ser utilizados como marcadores preditivos em estudos gendmicos.
Quando presentes em regides codificantes, os SNP vao alterar a sintese proteica, quer a
nivel estrutural quer a nivel funcional, podendo originar doengas ou alteragdes na
resposta de um farmaco (S. Kim e Misra, 2007).

O tratamento personalizado de determinadas patologias como o cancro depende
do histérico pessoal de cada individuo, do seu perfil genético e da utilizacdo de
biomarcadores especificos na pesquisa da doenca. Surge entdo a farmacogenética, que

consiste na estratificagdo e tratamento dos doentes de acordo com uma analise prévia do
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seu perfil genético e molecular, que € um importante factor na determinacéo da resposta
que um determinado individuo ter4 quando Ihe for administrado um farmaco, ou de
possiveis efeitos adversos que se possam desenvolver. Este paradigma é totalmente
diferente do da medicina dita tradicional, em que sdo desenvolvidos protocolos de
tratamento que sdo depois utilizados em varias pessoas sem ter em consideracdo
factores genéticos (Dorfman, Khayat, Sieminowski, Golden, e Lyons, 2013).

O principal objectivo da farmacogenética é o de estabelecer o perfil genético dos
doentes, ajudando deste modo os médicos a tomarem as melhores decisdes quanto ao
tratamento mais adequado a seguir, na dose certa e com 0 maximo de eficacia e o
minimo de toxicidade possivel (Koo et al., 2006).

Neste contexto insere-se também a farmacogendmica, que trata do estudo do
genoma humano de modo a detectar diferencas entre cada individuo na absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excre¢do de farmacos, bem como diferencas na eficacia e
toxicidade dos farmacos. Esta area assume um papel importante quando nos referimos a
area da oncologia, onde os farmacos apresentam uma janela terapéutica reduzida
(Paugh, Stocco, e Evans, 2013).

Actualmente encontram-se a disposicdo uma série de plataformas de facil acesso
e com informacdes pertinentes sobre a farmacogenética, tais como o catadlogo das
doencas genéticas ou a identificacdo de todos os polimorfismos até agora identificados
nas CYP (Anexo 4) (Cheok et al., 2009).

3.2 — Enzimas de metabolizacéo

As enzimas de metabolizacdo podem ser divididas em dois grupos: enzimas de
fase | e enzimas de fase Il. As enzimas de metabolizacdo de fase | estdo envolvidas nos
processos de oxidacdo, reducdo e hidrolise, resultando destes processos a activacao ou
inactivacao dos farmacos, conforme estes sejam classificados de pro-farmacos ou caso
seja 0 proprio farmaco e ndo os seus metabolitos a apresentar ac¢do terapéutica. Por
outro lado, as enzimas de metabolizacdo de fase | sdo importantes também no aumento
da polarizacdo dos farmacos, facilitando a sua excre¢do (Figura 3). Apos a ac¢éo destas
enzimas, segue-se a actuacdo das enzimas de fase Il que promovem o aumento da

solubilidade dos farmacos. No entanto, a ac¢do destas enzimas ndo depende da
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intervencdo prévia das enzimas de fase | (Deenen et al., 2011; Umamaheswaran,
Kumar, e Adithan, 2014).

Hidrolise———~0_— Fase | 1
Oxidagdo————=- Metabolismo
g /

Reducéo - Glucuronizagao
/ Acetilagio
// S- Metilacéo
Fase Il / / Conjugagéo com glutatiéo
x Metabolismo

———— Conjugacéo grupos sulfato
y

Farmaco A Farmaco B

conjugado/ Conjugado/Inacti

Inactivado vado

Excrecdo

Figura 3 - Processo de metabolizacdo mediado pelas enzimas de fase | e fase 11 (adaptado de Deenen
etal., 2011).

3.2.1 — Enzimas de Fase |

Na terapéutica do cancro, a administragdo de um determinado farmaco, em doses
iguais, em individuos diferentes, vai ter um comportamento diferente em cada um, ao
nivel da resposta do farmaco e também da toxicidade por ele atingida. Estas diferencas,
que sdo verificadas quer a nivel farmacocinético quer a nivel farmacodindmico, sdo o
resultado de polimorfismos genéticos nos genes envolvidos nos processos de transporte,
nas enzimas de metabolizacgdo fase | e fase 1, e nos receptores (Deenen et al., 2011).

As enzimas de fase | envolvidas na metabolizacdo de farmacos pertencem ao
grande complexo enzimatico do citocromo P450. Estas enzimas sdo responsaveis por
varias reacgdes tais como hidrdlise, oxidagéo e reducdo, nos quais 0s grupos funcionais
de um determinado substrato sdo adicionados ou deletados. O dominio do CYP450
estende-se a cerca de 90% dos farmacos que passam pelo organismo, destacando-se as

enzimas de metabolizacdo pertencentes as subfamilias CYP1, CYP2 e CYP3
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(Umamaheswaran et al., 2014).

A nivel genético, os genes mais frequentemente associados a metabolizacdo de
farmacos administrados em quimioterapia sdéo CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6, CYP3A4 e CYP3A5 (Deenen et al., 2011). Esta grande familia de enzimas de
metabolizacdo tem sido alvo de uma atencdo especial no que respeita a pesquisa
farmacogenética, mais propriamente a pesquisa de polimorfismos nos genes que possam
afectar o normal funcionamento destas enzimas (Koo et al., 2006).

Relativamente ao papel destas enzimas na alteracdo dos perfis farmacocinéticos
e farmacodindmicos dos farmacos utilizados no tratamento da leucemia, sabe-se que a
CYP2D6 e a subfamilia da CYP3A sdo as enzimas que de facto tém maior
responsabilidade nesse capitulo. Uma vez que sdo responsaveis pela metabolizacdo de
grande parte dos farmacos utilizados no tratamento da leucemia, a existéncia de
polimorfismos nestes grupos vai obviamente originar alteracdes na metabolizacdo dos
farmacos, podendo alterar a resposta ao tratamento bem como elevar a toxicidade
apresentada pelos farmacos (Aplenc e Lange, 2004). A alteracdo na resposta ao
tratamento resultante da existéncia destas variac@es entre individuos, pode ser resultante
quer do aumento do catabolismo do farmaco, quer da diminuicéo da porcédo activa deste.
Por outro lado, o aumento da toxicidade dever-se-4 fundamentalmente a uma
acumulacdo do farmaco no organismo e/ou acumulacdo de grandes quantidades de
metabolitos toxicos (Sekine e Saijo, 2001).

A enzima CYP2D6 é altamente polimdrfica, tendo sido descritas multiplas
variacOes alélicas, sendo que a maioria tem como consequéncia a diminui¢cdo ou mesmo
a auséncia de actividade desta enzima. Os principais SNP descritos para esta enzima séo
CYP2D6*4 (1846G> A), CYP2D6*5, que origina a completa deleccdo do gene, e
CYP2D6*10 (100C> T) (Deenen et al., 2011). A enzima CYP2D6 é responsavel pela
metabolizacdo de farmacos anticancerigenos, antiarritmicos, antipsicoticos, e
antidepressivos, entre outros, actuando em cerca de 25% dos farmacos. O gene
CYP2D6 encontra-se localizado no cromossoma 22913.2 (Umamaheswaran et al.,
2014)

A subfamilia da CYP3A, na qual se incluem as enzimas CYP3A4 e CYP3A5
(cromossoma 7¢21.1), € o maior complexo de metabolizacdo de farmacos, e expressa-se
no figado e intestino delgado. Este complexo é responsavel pela metabolizacdo de mais
de 50% dos farmacos utilizados na prética clinica, nos quais estdo incluidos os farmacos

utilizados em oncologia, tais como o imatinib, etoposido, paclitaxel, ciclofosfamida,
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erlotinib, entre outros. A metabolizacdo destes farmacos pode ser condicionada, tal
como ja foi mencionado, pela existéncia de polimorfismos, mas factores como a idade,
nivel hormonal, estado de salde e factores ambientais sdo também importantes na
expressao destas enzimas (Deenen et al., 2011).

Ao longo dos ultimos anos tém sido identificados varios polimorfismos nestas
enzimas. As principais variacdes alélicas verificadas nestas enzimas sdo CYP3A5*3 e a
CYP3A5*6 (Aplenc e Lange, 2004). O polimorfismo no intrdo 3 (CYP3A5*3) do gene
CYP3A5 pode ser responsavel pela diminuicdo da producdo desta enzima, numa
proporcéo de 1/1000 quando comparada com a producdo desta com o alelo selvagem
(CYP3A5*1). Este polimorfismo caracteriza-se pela substituicdo de uma adenina por
uma guanina na posic¢ao 6986, que vai originar um codédo de stop prematuro no mRNA.
Por outro lado, o alelo selvagem apresenta uma adenina na posicédo 6989, verificando-se
a producdo normal de mRNA, da qual resulta uma elevada expressdo desta enzima
(Sailaja, Rao, Rao, e Vishnupriya, 2010). O outro polimorfismo identificado
(CYP3A5*6, caracterizado pela substituicdo de uma guanina por uma adenina na
posicdo 14690 no exdo 7) é responsavel pela completa auséncia da enzima CYP3AS5 nos

tecidos de algumas pessoas (Umamaheswaran et al., 2014).

3.2.2 — Enzimas de fase 11

As enzimas de fase Il encontram-se envolvidas em reaccdes de sulfatacédo,
acetilacdo, conjugacdo e glucuronidagédo. Estes mecanismos sdo muito importantes na
eliminacdo de alguns farmacos devido ao aumento da sua hidrofilia ou pela
desactivacdo de substratos altamente reactivos. As principais enzimas envolvidas nestes
mecanismos sdo as GST, a N-acetiltransferase 1 e 2 e a TPMT (Umamaheswaran et al.,
2014).

Os genes GSTM1, GSTP1 e GSTTL1 estdo localizados respectivamente, nos
cromossomas 1p13.3, 22q11.23 e 11q13. Os polimorfismos mais comuns nestes genes
dizem respeito a delecgdo da GSTM1 e GSTT1, e aos SNP na GSTP (GSTP1*B e
GSTP1*C). A maior ou menor frequéncia das variacbes depende de uma distribuicao
racial (Aplenc e Lange, 2004).

As GST fazem parte da classe dominante de enzimas de fase Il. Tém um papel

muito importante na biotransformacdo e na destoxificacdo de varias substancias,

40



3- Farmacogenética e Polimorfismos

incluindo um ndmero elevado de farmacos. Tém ainda como funcdo de proteger as
células contra os radicais de oxigénio. Sabe-se que os polimorfismos verificados nesta
familia ttm um papel importante na susceptibilidade ao cancro, bem como na variancia
verificada na resposta aos farmacos e no prognoéstico da doenca (Umamaheswaran et al.,
2014).

Por fim, a tiopurina metiltransferase € uma enzima responsavel pela
metabolizacdo dos farmacos 6-mercaptopurina, tioguanina e azatioprina. Estes farmacos
sdo utilizados no tratamento da leucemia linfoblastica aguda. O gene TPMT esta
localizado no cromossoma 6p22.3, tendo sido ja& identificados varios polimorfismos
associados a este gene, sendo de destacar o TPMT*2 (G238C), TPMT*3A (G460A e
A719G), TPMT*3B (G460A) e TPMT*3C (A719G), pois sdo 0s mais prevalentes.
Estes alelos mutados sdo responsaveis diminuicao os niveis celulares da proteina TPMT
(Ashavaid et al., 2009).

3.3 — Proteinas transportadoras

As proteinas transportadoras tém como funcdo o transporte de substancias ao
logo das membranas bioldgicas, como por exemplo farmacos e outros xenobioticos.
Apresentam deste modo um papel relevante na captacdo, biodisponibilidade, eficéacia,
toxicidade e clearance dos farmacos. Dentro do grupo de transportadores, as proteinas
mais importantes envolvidas no transporte de farmacos sdo as pertencentes ao complexo
ABC, bem como a familia SLC. A familia ABC é considerada transportadores de efluxo
(para o exterior da célula) enquanto a familia SLC sdo transportadores de influxo (para
o interior da célula) (Umamaheswaran et al., 2014).

As proteinas do grupo ABC estdo envolvidas no tipo de transporte ATP
dependente, que engloba o transporte quer de moléculas pequenas como ides até
grandes péptidos, que estdo associados a estrutura da grande maioria dos farmacos
(Sekine e Saijo, 2001). Este tipo de tipo de transporte activo estd também envolvido na
absorcdo de farmacos utilizados na quimioterapia (Deenen et al., 2011).

A familia ABC vem sido associada a resisténcia das células tumorais em alguns
tipos de tratamentos oncologicos, bem como a alteragdes na disposigdo e funcionamento
desses farmacos, e ainda a um aumento da sua toxicidade. Dentro desta familia
destacam-se os dominios ABCB1 (ou MDR1) e 0o ABCG2 (Koo et al., 2006). O gene
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MDR1 esta localizado no cromossoma 7g21.1. Este gene é altamente polimorfico, tendo
sido ja identificados mais de 50 SNP, dos quais se destacam o polimorfismo 2677G>
T/A/C no exdo 21, 3435C> T no exdo 26 e 0 1236C> T no exdo 12 (Umamaheswaran et
al., 2014).

O gene MDRL1 codifica para a glicoproteina P, e é esta proteina o principal
mecanismo transportador no que diz respeito a familia ABC. A glicoproteina P é
responsavel pelo transporte de um grande nidmero de farmacos hidrofdbicos, dentro dos
quais se destacam os farmacos citotdxicos, como a doxorrubicina e o paclitaxel, entre
outros. Relativamente aos polimorfismos ja enunciados, a sua frequéncia é bastante
variavel: o polimorfismo C3435T tem uma frequéncia que varia entre os 73-84% em
individuos de origem africana, e uma frequéncia entre os 34-59% em europeus e
asiaticos. Esta variabilidade alélica do gene MDR1 demonstra que as diferencas na
resposta aos farmacos, pode ter, sob um ponto de vista farmacocinético, uma relacao
com a raga de cada individuo (Lee, Lockhart, Kim, e Rothenberg, 2005).

Outro dos genes importantes dentro da familia ABC é o gene ABCG2 (também
designado por BCRP). Esta proteina é expressa ao nivel do figado, rins, cérebro,
coracdo e tracto gastrointestinal, e actua em varios farmacos utilizados em
quimioterapia como o metotrexato, mitoxantrona, imatinib, entre outros (Deenen et al.,
2011). Em casos de leucemia miel6ide aguda e leucemia linfoblastica aguda foi
verificado que o gene ABCG2/BCRP confere resisténcia aos farmacos utilizados no
tratamento destas doencas. Esta resisténcia é devido aos polimorfismos apresentados
pelo gene, nos quais se destacam o 421C> A e o 376C> T (Noguchi, Katayama, e
Sugimoto, 2014).

Por outro lado, dentro da familia SLC, destaca-se o0 gene SLC22A1, responsavel
pela captacdo, eliminacdo e distribuicdo de varios farmacos nos quais se inclui o
imatinib (Umamaheswaran et al., 2014). Os principais polimorfismos apresentados por
este gene (cromossoma 6025.3) sdo: 1022C> T no exdo 6, 1222A> G no exd 7 e 0
1386C> A num intréo localizado entre os exdo 8 e 9 (Singh et al., 2012).

Outro dos genes fundamentais pertencentes a esta familia é o gene SLCO1B1
(cromossoma 12p12.2), que codifica para uma proteina transmembranar com 0 mesmo
nome e que tem como principal funcdo a captacdo hepatocelular de diversas
substancias, incluindo as de caracter anidnico. Dos farmacos que interagem com esta
proteina destacam-se as estatinas, o metotrexato e a rifampicina. Sabe-se que o0s
polimorfismos neste gene, SLCO1B1*1B exdo 5 (388A> G), SLCO1B1*4 (463C> A) e
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SLCO1B1*5 exdo 6 (521T> C) alteram a funcdo da proteina podendo influenciar as
caracteristicas farmacocinéticas e o perfil de toxicidade de farmacos como o
metotrexato (Umamaheswaran et al., 2014).

3.4 — O papel da farmacogenética no tratamento de doencas: o exemplo da TPMT

A toxicidade dos farmacos utilizados no tratamento do cancro, nos quais se
inserem naturalmente os compostos utilizados em quimioterapia no tratamento da
leucemia, pode ser afectada pela existéncia de polimorfismos presentes em genes que
codificam para as proteinas transportadoras, receptores, alvos terapéuticos, e as enzimas
de metabolizacdo desses farmacos (Kishi et al., 2007).

Um dos primeiros estudos farmacogenéticos envolvendo farmacos administrados
em oncologia foi elaborado a partir da analise do metabolismo das tiopurinas, das quais
fazem parte o farmaco 6-mercaptopurina, antimetabolito muito utilizado no tratamento
da leucemia linfoblastica aguda em criancas (Aplenc e Lange, 2004).

Muito sinteticamente, o0 mecanismo de ac¢do da 6-mercaptopurina consiste na
inibicdo da producdo de nucledtidos essenciais para a sintese correcta de RNA e DNA.
Este farmaco é metabolizado por s-metilagdo pela enzima tiopurina metiltransferase
(TPMT, cromossoma 6p22.3), resultando desta reaccdo um conjunto de metabolitos
inactivos (Lee et al., 2005).

Devido ao elevado namero de polimorfismos ja identificados na sequéncia
codificadora desta enzima, a actividade da TPMT apresenta muitas variacdes dentro da
populacdo, e sabe-se que estas variagdes sdo responsaveis por alteracdes significativas
na acgdo e nos efeitos adversos resultantes da administragdo da 6-mercaptopurina.
Efectivamente sabe-se que quando a TPMT ndo esta a exercer correctamente a sua
funcdo, verifica-se no farmaco uma melhor eficacia terapéutica, mas também um
aumento da sua toxicidade (Weng et al., 2013).

Os alelos mutados que sdo detectados na popula¢do com maior frequéncia (cerca
de 95%) sdo o TPMT*2 (238G> C), TPMT*3A (460G> A e 719A> G), TPMT*3B
(460G> A) e 0 TPMT*3C (719A> G). Cerca de 90% da populagdo apresentam os dois
alelos selvagens (TPMT*1) que se traduz numa actividade enzimatica dita normal; 5 a

10% da populagdo apresenta um alelo selvagem e outro mutado, apresentando uma
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actividade enzimatica intermédia; por fim, 1 em cada 300 individuos possuem os dois
alelos mutados, apresentando consequentemente deficiéncias na actividade enzimética
da TPMT (Cheok et al., 2009; Umamaheswaran et al., 2014).

Face ao elevado numero de polimorfismos evidenciados pela TPMT, a FDA
resolveu decretar a genotipagem dos SNP da enzima quando se pretende administrar a
6-mercaptopurina. Se 0s pacientes apresentassem o alelo modificado, do ponto de vista
clinico iria ser sugerida uma reducdo da dose de 6-mercaptopurina a administrar ao
doente, para minimizar a toxicidade que o farmaco poderia vir a revelar (Weng et al.,
2013). Esta medida foi muito importante uma vez que estudos farmacogenéticos da
enzima TPMT revelaram que pacientes com défice na actividade desta enzima
apresentam maior suceptibilidade de desenvolver toxicidade hematopoiética, devido a
acumulacdo de elevadas quantidades intracelulares de metabolitos. Estes pacientes
requerem uma reducdo da dose na ordem dos 90%, sendo que a dose tradicional é de
cerca de 75 mg/m?/dia (Cheok et al., 2009)

Por outro lado, estudos mostraram que pacientes com ALL que apresentassem
pelo menos um alelo mutado respondiam melhor ao tratamento com 6-mercaptopurina
do que os pacientes que possuissem os dois alelos selvagens (Cheok et al., 2009). Para
além das variacOes verificadas na eficacia e toxicidade da 6-mercaptopurina, oS
polimorfismos na enzima TPMT podem originar outras complicacbes como
mielossupressao, leucopenia e pancitopénia (Ashavaid et al., 2009).

A andlise da actividade enzimatica da TPMT tornou-se deste modo um dos
primeiros testes farmacogenéticos a ser desenvolvido na pratica clinica, dado que em
1989 a baixa actividade desta enzima foi directamente relacionada com o aumento da
toxicidade da 6-mercaptopurina. Consequentemente este facto foi comprovado com uma
série de ensaios clinicos desenvolvidos nos anos 90 em pacientes diagnosticados com
leucemia e outras patologias (Weinshilboum, 2001).

O estudo dos polimorfismos apresentados por esta enzima contribuiu bastante
para o desenvolvimento de diagnésticos mais sensiveis, definir a margem de tratamento
de acordo com a genotipagem que é feita a cada individuo, e desta forma reduzir os
efeitos adversos resultantes da administracdo de farmacos como a 6-mercaptopurina,
criando um novo paradigma daquilo que viria a ser o futuro da farmacogenética

aplicada ao  tratamento de  doencas  (Ashavaid et al.,  2009).
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4 — Imatinib e a Leucemia Mieldide Cronica

4.1 — Mecanismo de Accéo

Este farmaco pertence ao grupo dos inibidores selectivos do complexo tirosina
quinase, mais especificamente da proteina BCR/ABL tirosina quinase, e € um dos
principais farmacos utilizados no tratamento da leucemia mieldide cronica (D. H. D.
Kim et al., 2010). Todas as células necessitam para sobreviver do correcto
funcionamento das proteinas responsaveis pela transmissdo do sinal que leva ao
crescimento e desenvolvimento celular. Este sinal s6 é transmitido com a adi¢do de um
grupo fosfato, e, por sua vez, este grupo é activado pelas enzimas tirosina quinase. Nas
células normais o sinal é activado ou desligado consoante as necessidades, ao passo que
na leucemia mieldide cronica (Ph*), a enzima BCR/ABL se encontra constantemente
ligada, o que faz com que os grupos fosfato estejam constantemente a ser produzidos,
contribuindo para a proliferacdo descontrolada destas células.

E neste mecanismo que interfere o imatinib, pois bloqueia a accdo da enzima
BCR/ABL, impedindo-a de adicionar os grupos fosfatos. Sem estes, as células param de
crescer e acabam por morrer por apoptose (Goldman e Melo, 2003). A importancia e as
vantagens deste farmaco ndo se ficam por aqui, porque a enzima BCR/ABL tirosina
quinase encontra-se presente apenas nas células cancerosas, pelo que o imatinib ndo
representa qualquer ameaca para as células normais, atacando apenas as células
malignas, num mecanismo designado por terapia direcionada (Fausel, 2007).

Para além da sua capacidade de inibir a actividade da proteina BCR/ABL
tirosina quinase, o imatinib apresenta ainda um papel importante na reversao da
angiogénese que ocorre na medula 6ssea e ainda na diminuicdo da concentracdo
plasmatica do factor de crescimento vascular e endotelial (VEGF) nos doentes com
CML (D. H. Kim et al., 2009).

4.2 — Farmacocinética

O Imatinib apresenta do ponto de vista farmacocinético caracteristicas bastante

interessantes, destacando-se a rapida e quase total biodisponibilidade oral, na ordem dos
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98%. O seu tempo de semi-vida € de 20h, o que permite uma maior comodidade aos
doentes pois requer apenas uma administracdo diaria. No entanto, e apesar destas
condigbes favoréveis, apresenta invariavelmente algumas interacgbes com outros
farmacos, uma vez que interage com algumas enzimas metabolizadoras do complexo
P450. A sua exrecdo é feita no rim, ao passo que a sua metabolizacédo é levada a cabo no
figado, essencialmente pelas enzimas CYP3A4 e CYP3A5, e, em menor quantidade,
pelas enzimas CYP1A2, CYP2D6, CYP2C9 e CYP2C19. O seu metabolito mais
comum é o CGP74588, que representa cerca de 20% da concentracdo de farmaco no
plasma dos pacientes, apesar de ser biologicamente similar ao Imatinib na sua forma
nativa (Wang et al., 2008).

Existem varios mecanismos de resisténcia ao imatinib, no qual se inclui a ideia
de que a variabilidade farmacogenética dos doentes promove diversas alteracdes
farmacocinéticas neste farmaco. A farmacocinética do imatinib esta intimamente
relacionada com a resposta que o farmaco dara nos casos de leucemia mieldide cronica.
Sabe-se por exemplo que os SNP detectados em algumas das enzimas do citocromo
P450 e nas proteinas transportadoras véo ter influéncia na ac¢do do imatinib, levando a
resisténcias ao tratamento ou ao aparecimento de sintomas caracteristicos da toxicidade
(Seong et al., 2013).

4.3 — Outras aplicacdes clinicas

Para além de ser o farmaco de primeira linha no tratamento da leucemia
mieldide cronica, este farmaco pode ser também administrado em doentes com tumores
gastrointestinais estromais avangados, mastocitose e outras doencas mieloproliferativas

(Dulucq e Krajinovic, 2010).
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4.4 — Farmacogenética do Imatinib no tratamento da Leucemia Mieldide Cronica

4.4.1 — Polimorfismo no gene ABCBL1

Um estudo efectuado em doentes (n=90) com CML teve como objectivo analisar
os polimorfismos mais frequentes no gene ABCB1 (MDR) e verificar se estes
polimorfismos estariam ou ndo relacionados com o facto de os doentes atingirem o
estado de MMR quando sujeitos a um tratamento com apenas uma Unica dose diaria de
imatinib. Os polimorfismos estudados para o gene MDR foram o 1236C> T, 2677G>
T/A e 0 3435C> T. Verificou-se que 85% dos doentes que apresentavam homozigotia
para o alelo 1236T atingiram a MMR quando tratados com imatinib, ao passo que 0s
pacientes com outros gendtipos apenas atingiram a MMR numa frequéncia de 47,7%.
Por outro lado, em relacdo ao polimorfismo 2677G> T/A, verificou-se que a presenca
do alelo G est4 intimamente relacionada com um pior prognostico da doencga (47,1%
para GG/GA/GT), quando em comparagdo com os outros alelos (77,8% para TT/TA).
Foi ainda possivel observar que os individuos com gendtipo 1236TT apresentavam uma
concentracdo plasmatica de imatinib mais elevada e que ndo se verificou qualquer
relagdo entre 0 SNP C3435T e a eficacia do tratamento com o imatinib (Dulucq et al.,
2008).

No entanto, a informacdo sobre o papel do gene MDR na resposta que 0s
doentes oferecem quando submetidos a tratamento com imatinib é controversa, pois
existem outros estudos que contradizem o que foi dito anteriormente, 0 que sugere que a
pesquisa nesta area ainda requer muitos avangos. Um desses estudos visou recriar no
essencial as mesmas condi¢cdes fornecidas no estudo anterior, com excepcdo da
alteracdo da dose de imatinib (de 400 para 800 mg), e do nimero de pacientes (n=46).
Ao contrario do outro estudo, a MMR foi obtida numa frequéncia de 92% (ap6s um ano
de tratamento) nos individuos homozigoticos em 1236C, e numa frequéncia menor nos
restantes genotipos (52% para CT e 50% para TT). Outra conclusdo importante deste
estudo foi que individuos homozigdticos para o 3435T e 2677T apresentaram pouca
probabilidade de atingir CMR, pelo que se verifica que o gendtipo TT é aquele que

apresenta pior prognostico (Deenik et al., 2010).
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4.4.2 — Polimorfismo no gene ABCG2

O gene ABCG2, também designado por BCRP é um membro da subfamilia
ABCG cuja actividade parece estar relacionada com a resisténcia que alguns farmacos,
nomeadamente o imatinib, apresentam na sua actuacdo contra alguns tipos de cancro.
Esta resisténcia pode ser explicada pela existéncia de polimorfismos neste gene, dos
quais se destacam 0 421C> A e 0 34G> A (Noguchi et al., 2014).

Num dos principais estudos envolvendo este gene, foram analisados 229
individuos diagnosticados com leucemia mieldide crénica Ph* e que durante os anos
2000 e 2006 foram tratados com imatinib em doses de 400, 600 ou 800 mg/dia. Foram
estudados varios polimorfismos quer em enzimas de metabolizacdo quer em proteinas
transportadoras, destacando-se neste grupo os polimorfismos do gene ABCG2 (421C>
A e 034G> A). O polimorfismo 421C> A foi utilizado no estudo da resposta molecular
major e resposta molecular completa enquanto o polimorfismo 34G> A foi utilizado na
deteccdo da resposta citogenética major e resposta citogenética completa. Relativamente
ao SNP 421C> A com o gendtipo AA verificou-se uma percentagem elevada de doentes
que atingiram quer a resposta molecular completa quer a resposta molecular major ao
passo que para o0 SNP 34G> A o prognostico de evolucdo da doenga € muito pouco
favoravel para o gendtipo GG (D. H. D. Kim et al., 2009).

Este estudo permitiu aferir acerca da importancia do dominio ABCG2/BCRP
como indicador clinico da eficacia dos inibidores da tirosina quinase no tratamento da
leucemia mieldide cronica. Por outro lado, foi revelada a importancia que diferentes
gendtipos podem ter na resposta de um individuo quando tratado com determinado

farmaco (Noguchi et al., 2014).

4.4.3 — Polimorfismo no gene SLC22A1

Os transportadores de membrana sdo muito importantes na determinagdo dos
processos farmacodindmicos e farmacocinéticos de qualquer farmaco. Nos doentes com
leucemia mielGide cronica cujo tratamento consiste na administracdo de imatinib, a

captacdo deste farmaco é feita essencialmente através dos transportadores de influxo,
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nomeadamente o hOCT1 (gene SLC22A1). Deste modo podemos aferir que a expressao
e a actividade deste transportador sdo muito importantes para que o imatinib apresente
uma resposta clinica favoravel. Do mesmo modo, polimorfismos afectos a este gene
podem originar uma diminuicdo da expressdo do transportador, e consequentemente,
levar a uma diminuicao da resposta do imatinib (Giannoudis et al., 2013).

Do mesmo modo que a expressao deste transportador pode originar uma menor
resposta do imatinib, sabe-se também que a expressao elevada de hOCT1 pode originar
uma reducdo de 3 log na transcricdo do dominio BCR-ABL originando uma MMR. Para
confirmar este facto, foi elaborado um estudo em 132 individuos ingleses com leucemia
mieldide crdnica e cujo tratamento de base consistia na administragdo de 400 mg de
imatinib. Foram analisados diversos polimorfismos no hOCT1, dos quais se destacam o
R61C, P341L e 0 1201G> A. De todos os polimorfismos analisados, apenas 0 1201G>
A mostrou estar relacionado com a resposta do imatinib no organismo. De facto os
doentes com o gen6tipo GA apresentaram uma maior probabilidade de desenvolver uma
maior resposta molecular. No entanto, por tal se ter verificado em apenas 6 individuos,
as conclusdes que daqui se podem retirar nunca serdo totalmente fiaveis (Bazeos et al.,
2010).

Outro estudo levado a cabo por Kim et al em 229 pacientes canadianos
diagnosticados com CML concluiu que o polimorfismo 480C> G esta relacionado com
0 risco de perda de resposta terapéutica e até mesmo falha total da terapéutica com
imatinib, quando esta variacdo se encontra em individuos com o geno6tipo GG (D. H. D.
Kim et al., 2009).

4.4.4 — Polimorfismo no gene CYP3A5

Para um estudo de polimorfismos no gene CYP3A5 foram selecionados 265
pacientes indianos com leucemia mieldide cronica. Os polimorfismos analisados foram
0 CYP3A5*3 (A6986G) e CYP3A5*6 (A14690G), tendo sido verificado que para o
gendtipo GG, o primeiro polimorfismo diminui consideravelmente a resposta
hematolégica dos pacientes tratados com 400 mg de imatinib. Neste estudo o
polimorfismo CYP3A5*6 ndo foi detectado. Podemos concluir que este polimorfismo

pode ser responsavel pelo aumento da toxicidade do imatinib, contribuindo largamente
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para a progressao da doenca dado que a diminuigéo da expressao da CYP3A5 pode estar
associada com a acumulacdo de metabolitos toxicos, dai ter sido verificada uma
diminuicdo na resposta hematoldgica (Sailaja et al., 2010).

Outro estudo levado a cabo por Kim et al em 229 canadianos com leucemia
mielGide cronica apresentou outro tipo de resultados. De acordo com este estudo, o
genotipo AA para o polimorfismo CYP3A5*3 é o gendtipo que apresenta menor
resposta citogenética quando os pacientes foram tratados com imatinib (D. H. D. Kim et
al., 2009).

No final da dissertacdo é apresentada uma tabela com o resumo das principais
caracteristicas dos estudos que foram mencionados anteriormente, de forma a permitir
uma melhor interpretacdo dos resultados obtidos e da relacdo que os polimorfismos

podem ter na resposta terapéutica oferecida pelo imatinib (Anexo 5).
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5 — Metotrexato e a Leucemia Linfoblastica Aguda

5.1 — Mecanismo de ac¢ao

O metotrexato € um antimetabolito pertencente ao grupo dos antineoplasicos,
usado em doentes com leucemia linfoblastica aguda e cujo potencial clinico é
amplamente reconhecido h& mais de cinco décadas (Gomez-Gdémez et al., 2012).

Os metabolitos do folato presentes na carcinogénese podem influenciar a
expressao e estabilidade do DNA, dando origem a translocacdes, delec¢bes ou inversdes
nas stem-cell hematopoiéticas o que pode levar ao desenvolvimento de leucemia. O
metabolismo dos folatos participa na metilacdo, sintese e reparagdo de DNA, e é
precisamente aqui que actua o metotrexato (Qin et al., 2014).

O ciclo do acido félico tem como objectivo a conversdo do acido folico na forma
de tetrahidrofolato. No plasma o é&cido folico existe sob a forma de 5-
metiltetrahidrofolato, e a sua entrada na célula é feita com o auxilio do transportador
RFC. Uma vez dentro da célula, o 5-metiltetrahidrofolato sofre a accdo da enzima
folilpoliglutamato sintetase, convertendo-se em 5-metiltetrahidrofolato poliglutamato
(5-MeTHFp). Apo6s esta reaccdo o 5-MeTHFp € reduzido a tetrahidrofolato
poliglutamato devido a cedéncia de um grupo de carbono durante a reaccdo de
conversdo da homocisteina em metionina. Para finalizar o ciclo, a metionina é
convertida em S-adenosilmetionina, que tem um papel fundamental na sintese de DNA.
Por outro lado, o tetrahidrofolato poliglutamato pode ser convertido em 5,10-
metilenotetrahidrofolato poliglutamato que é importante na sintese de timidilato ou de
bases purinas de DNA (Gregers, 2012).

Resumidamente, 0 mecanismo de ac¢do do metotrexato consiste na inibicdo do
ciclo do &cido folico através da inibicdo de duas enzimas fundamentais: a enzima
dihidrofolato redutase (DHFR), responsavel pela conversdo dos folatos na sua forma
activa (tetrahidrofolato), e a enzima timidilato sintetase. O tetrahidrofolato é um
substrato da enzima timidilato sintetase, e sem esta ndo se verifica o emparelhamento
das bases purinas nem a producdo de timidina, essenciais na sintese de DNA. Do
mesmo modo, a inibi¢do directa da enzima timidilato sintetase vai provocar depleccédo
nas cadeias de DNA (Figura 4) (Fukushima et al., 2013).
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A eficacia do metotrexato é limitada pelo elevado nimero de efeitos adversos
que pode provocar, pelo que é importante restringir e seleccionar correctmente o tipo de
doentes abrangidos por este tratamento. Deste modo a terapéutica individualizada surge
como uma medida atil para limitar a toxicidade apresentada pelo farmaco. A anélise e
deteccdo de polimorfismos que possam prejudicar a eficacia do farmaco sdo muito
importantes dado que sdo conhecidos varios polimorfismos que potenciam 0s seus
efeitos adversos (Niedzielska, Tompol-Weclawek, Kocjan-Matkowska, e Chybicka,
2013).

MTX

ABCB1 ABCC2

C3435T ABCCH
ABCG2

SLC19A1
GEDA

.......................................

\ / DHF
MTX-PG \ * f
\ 5,10-CHy THF
TS MTHFR
2R/ * Ge677T

UTR-6bp-gel A1298C

SN—MTHFD1 —

Figura 4 - Representacao esquematica da ac¢do do metotrexato (Gervasini e Vagace, 2012).
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5.2 — Farmacocinética

O metotrexato € absorvido na por¢cdo proximal do jejuno em quantidades
consideraveis, podendo variar entre os 40 e os 100%. Este é rapidamente absorvido no
tracto gastrointestinal em doses inferiores a 25 mg/m? e quando sdo administradas
doses mais elevadas normalmente opta-se pela administracdo intravenosa. Este farmaco
apresenta um tempo de semi-vida entre as 3 e as 10 horas quando administrado por via
oral em doses baixas. No entanto, e ap6s administracdo intravenosa de doses mais
elevadas, a eliminacdo do metotrexato segue um modelo trifasico: primeiro verifica-se
uma distribuicdo muito répida, seguida de uma fase que corresponde a clearance renal
com um tempo de semi-vida de 2-3 horas, finalizando numa terceira fase com semi-vida
entre 8 a 15 horas. O metotrexato liga-se as proteinas plasmaticas em cerca de 50-60%,
podendo chegar aos 95% em doses mais elevadas. E metabolizado nas células pela
enzima folilpoliglutamato sintetase (Gregers, 2012).

5.3 — Outras aplicacdes clinicas

Para além da sua importancia no tratamento da leucemia linfobl&stica aguda, o
metotrexato apresenta outras aplicacdes clinicas em oncologia. Destas, destacam-se o
osteossarcoma, cancro da mama, cabeca e pescoco, bem como o linfoma ndo-Hodgkin,
podendo ser ainda utilizado em determinadas doencgas auto-imunes como a artrite

reumatdide (GOmez-Gomez et al., 2012; Ramsey et al., 2012).

5.4 — Farmacogenética do Metotrexato no tratamento da Leucemia Linfoblastica
Aguda

A tabela 2 apresenta os polimorfismos mais comuns do farmaco metotrexato,
entre os quais se destacam aqueles que afectam as enzimas que participam no ciclo dos
folatos, bem como algumas enzimas metabolizadoras e proteinas de transporte que estao

invarialvelmente associadas a biodisponibilidade do farmaco. Para além dos
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polimorfismos indicados na tabela serdo mencionados outros que possam estar
igualmente relacionados com a perda de eficacia e/ou aumento da toxicidade do

farmaco.

Tabela 2 - Alguns tipos de polimorfimos identificados no metotrexato, de acordo com a base de
dados do PharmgKB (adaptado de Chiabai, Lins, Pogue, e Pereira, 2012).

Polimorfismo
MTHFR 677C> T
MTHFR 1298A> C
GSTP 313A> G
RFC 80G> A
MTHFD 1958G> A
ABCC2

5.4.1 — Polimorfismos nos intervenientes no ciclo dos folatos

O metotrexato, sendo um agonista dos folatos apresenta a capacidade de também
poder ser transportado pela proteina RFC para o interior da célula. No interior desta, o
metotrexato é convertido na sua forma activa (metotrexato poliglutamato) devido a
accdo da enzima folilpoliglutamato sintetase. Apds esta conversdo este farmaco afecta
todo o metabolismo do acido félico pois, tal como ja foi mencionado no capitulo
referente ao seu mecanismo de acg&o, vai inibir as duas enzimas fundamentais no ciclo
dos folatos: a enzima DHFR e a timidilato sintetase (Niedzielska et al., 2013).

Os principais polimorfismos identificados nas enzimas responsaveis pelo ciclo
dos folatos, e que, de forma directa ou indirecta podem alterar o normal funcionamento
do metotrexato sdo: DHFR C829T e DHFR A317G, MTHFR C677T e MTHFR
A1298C, MTRR A66G e MS A2756G (de Deus, de Lima, Seabra Silva, Leite, e
Cartaxo Muniz, 2012; Gomez-Gomez et al., 2012; Fukushima et al., 2013; Niedzielska
etal., 2013).

Relativamente ao gene DHFR, pensa-se que o0s dois polimorfismos
anteriormente mencionados (C829T e DHFR A317G), estejam relacionados com a

sobrevivéncia e/ou risco de recaida dos doentes diagnosticados com leucemia
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linfoblastica aguda tratados com metotrexato. Um estudo levado a cabo por Goémez-
Gomez et al, visou confirmar precisamente esta relacdo. O estudo foi feito em 70
pacientes mexicanos (com idades compreendidas entre os 1 e o0s 18 anos)
diagnosticados com ALL, entre 1996 e 2009. Em relacdo ao polimorfismo A317G os
doentes que apresentassem o genotipo GG tinham maior probabilidade de sofrer uma
recaida, quando em comparacdo com os doentes de gendtipo AA. Em relacdo ao
polimorfismo C829T conclui-se que o gendtipo com pior progndstico de recaidaé o TT,
em comparagdo com o gendétipo CC que apresenta o pior progndéstico. Relativamente a
relacdo destes polimorfismos com a sobrevivéncia dos doentes, verificou-se que para o
polimorfismo A317G o gen6tipo GG apresenta pior prognostico da doenca, ndo tendo
sido encontrada qualquer nivel de significancia para o polimorfismo C829T (Gémez-
Gbmez et al., 2012).

O gene MS encontra-se localizado no cromossoma 143, e codifica para um
enzima muito importante no metabolismo dos folatos, uma vez que é responsavel pela
conversdao do 5-metiltetrahidrofolato em tetrahidrofolato, com a respectiva perda do
grupo metil, que é posteriormente adicionado na homocisteina, dando origem ao
aminoacido metionina que desempenha um papel fundamental na metilacdo do DNA. O
polimorfismo identificado, A2756G, origina a troca do aminodcido glicina pelo
aminoacido aspartato, e desta troca resulta a perda de funcdo da enzima, e
consequentemente problemas ao nivel da sintese de DNA (Niedzielska et al., 2013).

Relativamente ao polimorfismo identificado no gene MS (A2756G), um estudo
feito em 120 pacientes com ALL, 200 pacientes com linfoma ndo Hodgkin e 257
individuos saudaveis, permitiu concluiu que 0s pacientes que apresentassem o genétipo
GG tinham um risco de desenvolvimento de ALL cinco vezes menor que 0s pacientes
com outro gend6tipo (Gemmati et al., 2004).

A enzima MTHFR desempenha um papel muito importante no ciclo do acido
félico na medida em que promove a conversdo do 5,10-metilenotetrahidrofolato em 5-
metiltetrahidrofolato. Deste modo, os polimorfismos identificados para este gene, irdo
muito provavelmente implicar alteracdes na sua actividade o que pode levar a falhas
terapéuticas no tratamento com farmacos que tambem actuem no ciclo dos folatos,
como por exemplo o metotrexato. Tal como ja foi mencionado, os dois principais
polimorfismos identificados para a MTHFR sdo o C677T e o0 A1298C. Cerca de 8-10%
dos caucasianos sdo homozigéticos para o alelo 677T e cerca de 40% sdo

heterozigoticos (de Deus et al., 2012).
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O polimorfismo C677T ocorre no exdo 4 e leva a substituicdo de de uma alanina
por uma valina no coddo 222. Individuos que apresentem homozigotia 677TT tém a
enzima MTHFR a funcionar apenas a 30% da sua capacidade, enquanto que nos
invididuos com genotipo 677CT a actividade enzimatica situa-se nos 60%. Por outro
lado, o polimorfismo A1298C ocorre no exdo 7 e promove a troca de um glutamato por
uma alanina, verificando-se uma igualmente uma reducdo da actividade da enzima
MTHFR (Qin et al., 2014).

Um estudo levado a cabo por Fukushima et al analisou 82 criangas com ALL e
21 criancas com linfoma ndo Hodgkin tratadas com metotrexato, para verificar se de
facto os polimorfismos do gene MTHFR estariam ou néo relacionados com o risco de
recaida ou morte em pacientes tratados com o metotrexato. Verificou-se que o0s
pacientes que apresentavam o genétipo AC ou CC no polimorfismo A1298C néao
morreram nem tiveram um recaida. Por outro lado, o gendtipo CT ou TT para o
polimorfismo C677T promove um aumento da concentracdo hepética da enzima e
consequentemente atrasos na administracdo de elevadas doses de metotrexato
(Fukushima et al., 2013).

Outro estudo levado a cabo por de Deus et al visou analisar os polimorfismos
C677T e A1298C em 126 criangas de idades compreendidas ente 0os 0 e 0s 18 anos e
diagnosticadas com ALL e tratadas com metotrexato. Em relagdo ao polimorfismo
C677T verificou-se que o genotipo com maior taxa de sobrevivéncia (98%) é o gendtipo
TT, comparativamente aos gendtipos 677CC (77%) e 677CT. Para o polimorfismo
A1298C, o melhor progoéstico esta associado ao genétipo CC (93%), ndo obstante os
genotipos AC e AA também apresentarem uma percentagem de sobrevivéncia bastante
consideravel, respectivamente 80 e 85% (de Deus et al., 2012).

A substituicdo de uma adenina por uma citosina no polimorfismo MTHFR
A1298> C resulta na substituicdo do aminoacido glutamina por uma alanina na posicao
429 da MTHFR, o que se traduz por uma menor actividade desta enzima. Os
linfoblastos com o gendtipo CC para esta enzima requerem menores concentracfes de
metotrexato para inibir 50% da actividade da enzima TS, quando em comparagdo com o
gendtipo AC. Daqui se compreende que o gendtipo AA sera aquele que apresenta pior
prognostico dado que a diminui¢do da actividade da MTHFR leva a uma redugdo na
conversdo do 5,10-metilenotetrahidrofolato em 5-metiltetrahidrofolato, o que resulta
numa maior actividade da enzima TS e consequentemente mais sintese de DNA e

menor sensibilidade ao metotrexato. Do mesmo modo, cré-se que o polimorfismo
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C677T na MTHFR leva a uma menor eliminacdo do metotrexato (Fukushima et al.,
2013).

5.4.2 — Polimorfismos nas proteinas de transporte

O metotrexato tem dois mecanismos possiveis de entrada nas células: através da
proteina RFC ou através da proteina SLCO1B1 (Radtke et al., 2013).

O gene SLC19A1, que codifica para a proteina RFC encontra-se localizado no
braco longo do cromossoma 21. O principal polimorfismo identificado nesta proteina
membranar resulta da substituicdo de uma adenina por uma guanina na posi¢éo 80.
Desta variacdo resulta a expressdo do aminoacido histidina em vez da tradicional
arginina presente na estrutura natural desta proteina. Supde-se que o resultado préatico
desta alteracdo consista numa menor afinidade da proteina RFC para os folatos bem
como para o metotrexato (Niedzielska et al., 2013).

Efectivamente, estudos apontam para que uma diminui¢cdo na expressdo da
proteina RFC leve a falha do tratamento com metotrexato (Gémez-Gomez et al., 2012).

Um dos primeiros estudos com foco no polimorfismo 80G> A, identificado no
gene RFC responsavel pelo transporte da forma reduzida do acido félico, bem como de
farmacos como o metotrexato, revelou que a substituicdo de uma arginina por uma
histidina na posicéo 27 da proteina RFC, resultado do polimorfismo enunciado, provoca
uma perda de afinidade para com o receptor membranar, alterando o transporte do
metotrexato (Niedzielska et al., 2013).

Sabe-se que o polimorfismo 80G> A esta relacionado com o risco de recaida nos
pacientes diagnosticados com leucemia linfoblastica aguda. Um estudo desenvolvido
em 204 pacientes com este tipo de leucemia, o gen6tipo AA para este polimorfismo esta
associado com os maiores niveis de concentracdo de metotrexato encontrados no soro
destes pacientes. Daqui se pode concluir que os polimorfismos nesta proteina, e em
especial o genotipo AA, esta intimamente relacionado com a diminuicdo da afinidade
do RFC para o metotrexato, o que também pode contribuir para a potenciacdo dos seus
efeitos adversos (Laverdiére, Chiasson, Costea, Moghrabi, e Krajinovic, 2002).

Os polimorfismos do gene SLCO1B1 sdo responsaveis pela alteracdo dos

parametros farmacocinéticos inerentes ao metotrexato. De facto sabe-se que o
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polimorfismo 37041T> C provoca a substituicdo do aminoacido valina por uma alanina
na posicdo 174, e tal variacdo é depois caracterizada pela perda de actividade da enzima,
principalmente reducdo da captacdo de metotrexato. De facto, este polimorfismo é
responsavel pelo aumento da AUC e da C,4n do metotrexto, e também pela diminuicdo
da clearance. Estes factores promovem uma acumulacdo de metotrexato o que potencia
a sua toxicidade (Radtke et al., 2013).

Por fim, sabe-se que o transportador ABCC2 (cromossoma 10g24) é responsavel
pelo efluxo do metotrexato, 0 que € importante para a excrecao a nivel biliar do proprio
metotrexato bem como dos seus metabolitos toxicos. Um dos polimorfismos do gene
ABCC2, o 24C> T, podera estar relacionado com alteracdes nas concentracoes
plasmaéticas de metotrexato. De facto, sabe-se que o gendtipo TT para este polimorfismo
esta associado as concentracdes plasmaticas mais elevadas de metotrexato, o que podera

contribuir para potenciar os efeitos adversos do farmaco (Liu et al., 2014).
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As mutacdes verificadas na proteina tumoral 53 (TP53) sdo anomalias
verificadas com grande frequéncia em varios tipos de tumor, sendo ao mesmo tempo
um dos marcadores mais relevantes para o prognéstico do desenvolvimento da leucemia
mieldide aguda. Este gene supressor tumoral (braco curto do cromossoma 17), é
responsavel pelo desencadeamento da reparacdo do DNA e também pela inducdo da
apoptose quando necessario. Varios estudos revelam que as mutacdes na TP53 se
encontram presentes em cerca de 5 a 25% de todos os casos de AML, estando
relacionados com a resisténcia & quimioterapia e como consequéncia a um pior
prognostico de evolucdo deste tipo de leucemia (Zeichner, Alghamdi, Elhammady,
Poppiti, e Castellano-Sanchez, 2014).

A perda de funcionalidade da proteina TP53 através de varios mecanismos como
mutaces, deleccbes ou interaccbes com outras proteinas estd na base do
desenvolvimento de cerca de metade dos tumores actualmente conhecidos e
diagnosticados. Sabe-se que esta proteina esta intimamente relacionada com a
prevencdo do desenvolvimento do tecido tumoral, através de mecanismos de inibicéo do
processo de formacdo de metastases. Outro mecanismo de controlo tumoral oferecido
por esta proteina consiste na inibicdo da angiogénese, uma vez que apresenta a
capacidade de interagir com o centro regulador da hipoxia e pela inibicdo dos factores
pré-angiogénicos, bem como pelo aumento da producdo de outros inibidores
enddgenos. A combinacdo de todos estes mecanismos faz da proteina TP53 um
elemento chave na regulacdo do processo de desenvolvimento tumoral (Dunna et al.,
2012).

A partir da anélise da importancia desta proteina, facilmente se percebe que
possiveis polimorfismos nesta proteina serdo responsaveis pela diminuicdo da sua
actividade e consequentemente pela desregulacdo de todo o processo de supressdo
tumoral, o que podera constituir um progndstico muito negativo no desenvolvimento de
varios tipos de cancro, entre 0s quais a leucemia mieldide aguda. O SNP no coddo 72 €
um dos polimorfismos mais comuns nos cancros diagnosticados em humanos, e codifica
para a expressdo do aminoacido prolina ou arginina na porcdo hidrofobica da TP53
(Zeichner et al., 2014).

Tal como ja foi mencionado, este SNP ¢é responsavel pela perda de
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funcionalidade e eficicia da proteina TP53, o que pode ser traduzido em falhas na
inducdo da apoptose ou na progressdo do processo de desenvolvimento das células
malignas. A expressdo da arginina no coddo 72 esta mais relacionada com o processo de
apoptose, uma vez que apresenta maior afinidade para a localizagdo mitocondrial para
induzir a morte celular, ao passo que a prolina no coddo 72 apresenta menor capacidade
de desencadear a apoptose estando mais relacionada com o ciclo celular das células
malignas mais especificamente na fase G1, pelo que se conclui que os polimorfismos no
coddo 72 estdo claramente relacionados com uma maior predisposi¢cdo para o
desenvolvimento de varios tipos de cancro, destacando-se a AML. Estas duas formas
polimérficas apresentam diferencas ao nivel da sua estrutura e da sua migragdo em
electroforese (Ellis et al., 2008; Dunna et al., 2012).

Vaérios estudos relacionam a presenca deste polimorfismo com uma maior
susceptibilidade de desenvolvimento da leucemia miel6ide aguda e com uma evolugédo
menos favoravel do prognostico desta doenca (Ellis et al., 2008; Dunna et al., 2012;
Zeichner et al., 2014).

Para além do polimorfismo identificado na proteina TP53, outros polimorfismos
foram identificados em pacientes diagnosticados com leucemia miel6ide aguda.

Um estudo levado a cabo por Zhou et al teve como objectivo verificar se haveria
alguma relacdo entre os polimorfismos no gene GST e o desenvolvimento da AML.
Entre 2009 e 2012 foram selecionados 163 pacientes diagnosticados com AML, e 0s
polimorfismos alvo de pesquisa foram 0 GSTM1, GSTT1 e GSTPL1. O estudo concluiu
que os polimorfismos GSTM1 e GSTP1 ndo estariam associados ao desenvolvimento de
leucemia miel6ide aguda. Por outro lado, verificou-se que o polimorfismo no GSTT1
com o genotipo “null”, ou seja o gendtipo que se traduz por uma total auséncia de
funcdo da proteina, podera estar relacionado com a desenvolvimento de AML (nivel de
significancia P<0.05). Por outro lado, o maior risco de desenvolvimento da doenca é
verificado nos individuos que apresentaram a combinacdo dos gendtipos “null” do
GSTM1 e GSTT1, bem como o geno6tipo GSTP1 Val/Val. Conclui-se entdo que estes
polimorfismos poderdo ser importantes marcadores para a avaliagéo do risco de AML,
possivelmente por induzirem falhas na funcdo da GST, nomeadamente no processo de
destoxificacao de produtos cancerigenas (Zhou, Zhu, Zhang, Li, e Liu, 2013).

Os SNP identificados nas CYP estdo associados com a susceptibilidade de
desenvolvimento de varios tipos de cancro, entre 0s quais 0s hematoldgicos como a

leucemia mieldide aguda. O polimorfismo G516 T na CYP2B6 resulta na substituicdo de
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uma guanina por uma timina no exdo 4 do nucledtido 516, o que se traduz pela
substituicdo do aminoacido glutamina pelo aminodcido histidina na posi¢do 172 da
cadeia de amino&cidos. Desta alteracdo resulta uma diminuicdo na actividade
metabolica da CYP2B6 por diminuicdo da transcricdo de RNA mensageiro. Individuos
que apresentem este polimorfismo com o gendtipo TT ou GT encontram-se mais
susceptiveis ao desenvolvimento de AML, pois ndo conseguem metabolizar de forma
eficaz os produtos tdxicos o que resulta na sua acumulacéo nas células. Para além deste
facto estes individuos podem desenvolver AML secundaria devido a acumulacéo de
metabolitos tdxicos de farmacos como a ciclofosfamida e a ifosfamida (Daraki et al.,
2014).

Estudos apontam também para uma relacdo entre o polimorfismo A7488G no
gene IL-17F e uma maior predisposicdo para a leucemia mieldide aguda. A presenca
deste polimorfismo com o gendtipo GG pode ser encontrada com maior frequéncia em
doentes com AML em comparacdo com doentes perfeitamente saudaveis. A interleucina
17F é produzida pelas células Thl7 (helper), e tem como funcdo a producdo de
citoquinas inflamatérias, TNF-o e IL-6, que sdo importantes nos processos de controlo
do desenvolvimento tumoral (Wrobel et al., 2014).

Desde 1960 que a citarabina (ou ara-C) é um dos farmacos de primeira linha no
tratamento da leucemia miel6ide aguda, podendo ser também administrado por exemplo
na leucemia linfoblastica aguda e na leucemia miel6ide cronica (Lamba K, 2010).

A citarabina é um farmaco andlogo da deoxicitidina trifosfato, e o seu
mecanismo de acgdo consiste precisamente na sua incorporagdo no DNA em
substituicdo da deoxicitidina trifosfato, provocando o blogueio da cadeia, parando
consequentemente a sintese quer de DNA quer de RNA, levando a morte das células
malignas (Gamazon et al., 2013). Tratando-se de um prd-farmaco, a citarabina necessita
previamente de ser fosforilada para ser convertida em citarabina trifosfato (Mitra et al.,
2011).

Para que a citarabina possa apresentar efeito terapéutico, tem primeiro de
conseguir penetrar dentro das células malignas. Este transporte € feito maioritariamente
(80%), pela enzima transportadora hENT1 (SLC29A1). Deste modo conclui-se
facilmente que as concentracfes intracelulares de citarabina dependem directamente da
sua captacdo pela hENT1. Individuos cujas células leucéemicas ndo expressem
guantidades satisfatdrias deste transportador apresentam pior prognostico para a AML,

devido a incapacidade da citarabina de penetrar dentro das células (Lamba K, 2010).
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O processo de fosforilacdo da citarabina é levado a cabo pela enzima DCK, ao
passo que a enzima CDA é responsavel pela conversdo da ara-C em ara-U, que
corresponde a forma inactiva da citarabina (Pei-pei et al., 2012).

A maioria das resisténcias verificadas no tratamento com citarabina pode estar
relacionada com os niveis reduzidos da enzima DCK, ou niveis aumentados da enzima
CDA (Gamazon et al., 2013).

De facto, um estudo desenvolvido por Pei-Pei et al procurou verificar a relacdo
entre os polimorfismos identificados nas enzimas DCK e CDA e a resposta clinica
oferecida por pacientes diagnosticados com AML sob tratamento com citarabina. A
tabela 3 apresenta os polimorfismos que foram alvo de estudo. Entre os anos de 2008 e
2011 foram analisados 151 pacientes, e, de acordo com os dados do Anexo 6 podemos
concluir que os individuos com o SNP 57C> A (DCK) e com gen6tipo CC apresentam
maior taxa de resposta completa (CR) ao tratamento e remissdo parcial da doenca (PR).
Em relacdo ao SNP 1356T> C (DCK) com gendtipo TT e TC verificou-se um melhor
progndstico em comparagdo com o genotipo CC. Por fim, em relagdo ao polimorfismo
208G> A da enzima CDA, verificou-se que a presenca do alelo G esta relacionada com

um progndstico bastante favoravel (Pei-pei et al., 2012).

Tabela 3 -Principais SNP identificados nas enzimas DCK e CDA (adaptado de Pei-pei et al., 2012).

CDA 79A> C (Lys27GlIn)
CDA 208G> A (Ala70Thr)
DCK 57C> A (Ser19Ser)
DCK 1356T>C
DCK 359A> G (Glu120Gly)

Outro factor que se cré estar relacionado com a resisténcia a citarabina sdo 0s
niveis elevados da enzima NT5C2 (Gamazon et al., 2013). Esta enzima pertence a
familia das 5°- nucleotidases que sdo responsaveis pela desfosforilacdo de diversos
compostos. Uma vez que a citarabina necessita de ser fosfolarida para se tornar activa, a
presenca de niveis elevados desta enzima ndo permite a fosforilagdo do pro-farmaco, e
consequentemente as concentragdes de citarabina activa que serdo encontradas nas
células de AML serdo diminutas (Mitra et al., 2011).
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A leucemia linfoblastica cronica é uma doenca que apresenta uma grande
heterogeneidade e variabilidade no que diz respeito a sua biologia e manifestacfes
clinicas nos pacientes. Clinicamente, o rumo da doenca pode variar desde uma condigdo
assintomética que se estende por varios anos, a uma manifestacdo aguda logo no
primeiro diagndstico. Os principais factores preditivos da evolucdo da CLL sdo a idade
e 0 estagio da doenca, no entanto, hoje em dia novos marcadores tém sido definidos
como podendo ser utilizados para uma caracterizacdo mais fiavel da doenca
(Diamantopoulos et al., 2014).

Outros factores importantes para o prognostico da leucemia linfoblastica créonica
poderdo ser a analise das mutacdes no gene IGHV, variagdes nos genes supressores de
tumores como o TP53, e a anélise da expressdo do CD38 e do ZAP-70 (Chiorazzi,
2012; Tausch et al., 2014). A tabela 4 apresenta alguns dos genes que apresentam mais

mutagdes na CLL e que serdo alvo de estudo neste capitulo da dissertacao.

Tabela 4 - Alguns dos principais genes na CLL (adaptado de Landau e Wu, 2013).

Gene Frequéncia na Funcdo do IGHV Prognostico
CLL gene
TP53 7.5-13% Apoptose, N&o mutado Fraco
reparagao
SF3B1 10-14% Splicing N&o mutado Fraco
NOTCH1 10-17% Crescimento N&o mutado Fraco
celular

A andlise das imunoglobulinas dos receptores das células B-tumorais permitem
alcancar um maior conhecimento acerca do comportamento e da patogénese tumoral.
De facto, a andlise do gene IGHV das células B da leucemia linfoblastica cronica
permitiu estratificar o tratamento e criar melhores metodos de progndstico para a CLL
(Forconi et al., 2009). Sabe-se que os pacientes com CLL que ndo tenham nenhuma
mutacdo no IGHV (ou diferindo menos de 2% da linhagem original) apresentam um

prognostico muito pior quando comparado com doentes que apresentem mutagdes neste
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gene (Patten et al., 2012).

A enzima CD38 encontra-se presente na superficie das células, participando nos
processos de adesdo celular, transducdo de sinal e regulacdo dos niveis de calcio. Por
outro lado, é capaz de promover a metabolizacdo de ATP e NAD em produtos que
possam posteriormente ser captados pelas células. O aumento da producéo desta enzima
esta relacionado com o aumento da proliferacdo linfocitaria e consequentemente com a
progressdo da leucemia linfoblastica cronica. Por outro lado, a expressdo de clones
CD38 positivos € responsavel pelo aumento da producao de VEGF e consequentemente
de factores inibidores da apoptose, 0 que torna a presenca de CD38 num prognostico
negativo para os pacientes com CLL. O pior progndstico é verificado quando as células
B-CLL apresentam na sua superficie o CD38 numa percentagem superior a 30%
(Sagatys e Zhang, 2012).

A proteina ZAP-70 tem a funcdo de tirosina quinase, e a sua expressao a nivel
intracelular, quando igual ou superior a 20%, ¢ um importante indicador da taxa de
sobrevivéncia da leucemia linfoblastica crdnica, e serve também para determinar qual a
melhor altura para se instituir o tratamento para este tipo de leucemia. Os niveis de
expressao desta proteina estdo directamente relacionados com a presenca da mutacdo no
gene IGHV e com a expressdao de CD38. No entanto, esta proteina é por si s6 um
marcador independente de avaliacdo da CLL. Sabe-se que as células da CLL que
expressam a ZAP-70 tém maior capacidade de producdo de moléculas adesivas,
citoguinas e factores de inibi¢do da apoptose (Chiorazzi, 2012).

A presenca da forma ndo mutada do IGHV est4 associada com niveis elevados
de CD38 e ZAP-70". Se considerarmos uma combinagdo destas trés proteinas
indispensaveis, verificamos que o0s pacientes que apresentam um progndstico mais
favoravel sdo aqueles que tém ZAP-70", associado a CD38 e a mutacdo no IGHV. Estes
pacientes podem viver até mais 8 anos que os restantes doentes (Sagatys e Zhang,
2012).

Um dos primeiros marcadores e preditores no tratamento da leucemia
linfoblastica crénica foi a presenca ou a auséncia de mutagBes na proteina p53,
responsavel por variagdes no gene TP53 localizado no cromossoma 17. Estas muta¢Ges
no gene TP53 estdo fundamentalmente associadas a resisténcia ao tratamento com
quimioterapia, sendo este o pior prognostico de avaliacdo da CLL. As mutacdes neste
gene encontram-se presentes em cerca de 10% dos pacientes diagnosticados, e em cerca

de 50% dos doentes com doenca refrataria apos tratamento com fludarabina (Johnson et
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al., 2014).

As mutagdes no gene NOTCHL1 sdo outro factor importante no progndstico da
leucemia linfoblastica crénica. De facto as mutacdes verificadas neste gene conferem
aos pacientes que a possuirem o pior prognadstico no tratamento da CLL. A expressédo
deste gene pode ainda ser utilizada no diagnéstico de novos casos de CLL, pois quer o
gene NOTCHL1 quer o gene NOTCHZ2 sdo expressos apenas pelas células B-CLL, e ndo
pelas células normais (Willander et al., 2013).

O gene NOTCH1 codifica para a activacdo de um factor de transcricdo muito
importante no desenrolar de varios mecanismos envolvidos no crescimento celular. A
mutacdo c.7544 7545fsdel é a mutagdo mais frequente neste gene, representando cerca
de 80% de todas as mutacGes encontradas. Como consequéncia da deleccdo, forma-se
um coddo de stop no dominio PEST, que é responsavel pelo controlo da ac¢do do
NOTCH1. Daqui resulta a acumulacdo da forma activa do NOTCH1, e
consequentemente, um aumento da estimulacdo e crescimento celular das células
malignas presentes na leucemia linfoblastica aguda. Esta deleccdo estd presente em
cerca de 10% dos individuos com CLL (Landau e Wu, 2013).

O gene SF3B1 codifica para a proteina SF3B1 que tem um papel muito
importante no processo de splicing, que consiste na remogdo das sequéncias nao
codificantes do mRNA (intres). Este processo é levado a cabo numa regido
denominada de spliceossoma, e que € constituida por RNA e pequenas subunidades
proteicas ricas em uridina, das quais se destaca a U2. Uma vez que o gene SF3B1 ¢é
responsavel pelo mecanismo que leva a remocao dos intres do mMRNA, pode-se afirmar
que mutagdes verificadas neste gene levam a expressdo anormal de mRNA, o que se cré
que poderd ter um papel importante no desenvolvimento da leucemia linfoblastica
cronica (Rossi et al., 2011).

Sabe-se que os polimorfismos nos mais diversos genes estdo relacionados com
uma maior predisposi¢do para uma determinada doenga. No entanto, para a leucemia
linfoblastica crénica o estudo dos polimorfismos ainda necessita de ser aprofundando,
uma vez que se verifica muita controvérsia quanto a importancia dos SNP no
prognostico desta doenca (Benner et al., 2014).

A fludarabina é um anélogo das bases purinas, sendo a0 mesmo tempo um dos
principais farmacos de primeira linha usado no tratamento da leucemia linfoblastica
cronica. Este fA&rmaco é geralmente administrado em associacdo com outros farmacos

como a ciclofosfamida e o rituximab. Tal como a citarabina, a fludarabina necessita de
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ser fosforilada para exercer accdo terapéutica, pelo que se conclui facilmente que a
enzima DCK volta a ter um papel fundamental na biodisponibilidade deste farmaco.
Sabe-se que o SNP A100A na enzima DCK estd relacionado com alteragcbes na
toxicidade em doentes tratados com FCR. Por outro lado sabe-se que a entrada e saida
da fludarabina das células € um processo mediado por uma grande variedade de
transportadores, dos quais se destacam o hENT1, ABCG2 e ABCC4, pelo que os
polimorfismos nestes transportadores estardo directamente relacionados com alteracGes
na captacdo de fludarabina por parte das células malignas na CLL (Johnson et al.,
2014).

Outro dos genes envolvido no estudo da leucemia linfoblastica cronica € o
VEGF. A desregulacdo do processo de angiogénese pode ser encontrada numa enorme
diversidade de cancros, entre os quais a CLL, na medida em que estudos realizados em
doentes com CLL detectaram a presenca de niveis plasmaticos e celulares de factores
pro e anti-angiogénicos, bem com outras citoquinas. Por outro lado, cré-se que o VEGF
é responsavel pela manutencdo da integridade das células B-CLL devido a producéo
elevada de proteinas envolvidas no bloqueio da apoptose. Podemos entdo concluir que
polimorfismos no VEGF poderdo ser considerados um elemento importante no
prognostico da CLL (Wrdébel et al., 2013).

O gene VEGFA encontra-se localizado no cromossoma 6pl.2, e nele foram
encontrados diversos polimorfismos que poderdo estar relacionados com alteracGes na
expressao do gene, e consequentemente alteracdes no desenvolvimento e prognostico de
doengas como a leucemia linfoblastica cronica. Os principais polimorfismos
identificados para este gene sdo 1540C> A, o 460T> C e o 405C> G. Estes
polimorfismos estdo relacionados com uma maior producdo de factores angiogénicos e
factores de resisténcia da apoptose, pelo que se conclui que estes polimorfismos

poderéo estar relacionados com a progressao da CLL (Lozano-Santos et al., 2014).
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Apesar da sua descoberta nos anos 60, ainda ndo sdo totalmente conhecidas
todas as potencialidades da farmacogenética aplicada aos métodos terapéuticos. Apesar
de ja terem sido identificados inimeros polimorfismos responsaveis pela variabilidade
na resposta aos farmacos, e de se reconhecer que a farmacogenética pode solucionar
muitos dos problemas associados a eficicia e toxicidade dos farmacos, esta é uma
pratica que ainda ndo é corrente, sendo pouco aplicada e maioritariamente estudada
apenas em laboratdrios especializados. A pratica clinica dos dias de hoje ainda néo esta
habituada a proceder a testes de genotipagem antes da instituicdo de um determinado
tratamento, mesmo em substratos amplamente conhecidos e cujos polimorfismos com
maior significado ja se encontram perfeitamente identificados, com por exemplo nas
CYP (Koo e Lee, 2006).

O futuro do tratamento individualizado requer ndo s6 um conhecimento
profundo do genoma do cancro, mas também o desenvolvimento de bases de dados com
listas de todos os biomarcadores preditivos do cancro (Gonzalez de Castro et al., 2013).

Para além dos estudos ja elaborados na identificacdo de SNP, é imperativo que
num futuro proximo sejam desenvolvidos mais estudos farmacogenéticos envolvendo
factores epigenéticos como os miRNA, metilacdo do DNA e modificagdes nas histonas.
Recentemente ja foram feitos alguns passos importantes nesta area pela Cancer Genome
Atlas Network, que conseguiu efectuar uma caracterizacdo gendmica das mutacdes
ocorridas no cancro da mama. A identificacdo destas mutacdes podera permitir criar um
novo espectro na estrutura dos diferentes tipos de cancro, permitindo abandonar de certa
forma o agrupamento dos cancros por 6rgéo afectado, mas sim classifica-los de acordo
com as mutaces apresentadas. Por outro lado, novos estudos farmacogenéticos tém
sido conduzidos no genoma mitocondrial, devido ao elevado nimero de polimorfismos
ja identificados (Weng et al., 2013).

Em relacdo a leucemia mieldide crénica, as opgdes terapéuticas foram alargadas
com o desenvolvimento de novos farmacos da segunda geracao de inibidores da tirosina
quinase. O nilotinib e o dasatinib s&o, em comparagdo com o imatinib, mais potentes e
mais selectivos na inibi¢cdo do dominio BCR-ABL, para além de terem ja demonstrado
serem eficazes em situacOes de resisténcia ao imatinib (Angelini et al., 2012).

Relativamente ao imatinib, e sabendo que existe uma grande variabilidade na resposta
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dos individuos perante este farmaco, devem ser desenvolvidos mais estudos
farmacogenéticos para melhor se compreender o papel que a genética de cada individuo
tem nesta variabilidade de resposta ao tratamento. O foco do estudo devera ter em conta
0S genes cujos produtos sdo essenciais para a accdo do imatinib, de modo a serem
identificados potenciais marcadores de resposta, quer a nivel farmacocinético quer a
nivel farmacodindmico (Dulucq e Krajinovic, 2010).

Em relacdo a leucemia linfoblastica aguda, ndo tem sido fécil introduzir os
estudos farmacogenéticos na pratica clinica. De facto, tém surgido algumas barreiras a
implementacdo da terapéutica personalizada. Para comprovar este facto, apenas 1-2%
dos farmacos reconhecidos e aprovados apresentam bases farmacogenOmicas para
justificar a sua utilizacdo. Dentro do grupo de farmacos normalmente utilizado na
quimioterapia para o tratamento da leucemia linfoblastica aguda em criancas, apenas a
6-mercaptopurina, a tioguanina e a azatioprina possuem testes genéticos de suporte
recomendados para a instituicdo da terapéutica individualizada (teste TPMT). Esta é
uma situacdo que se pretende ver alterada num futuro préximo, com a criacdo de
plataformas genéticas de custos reduzidos que permitam identificar e analisar os
polimorfismos, e, indirectamente, contribuir para o sucesso dos tratamentos e para o
aumento da taxa de remissdo deste tipo de leucemia (Gervasini e Vagace, 2012).

Recentemente tém sido desenvolvidos novas estratégias terapéuticas na leucemia
linfoblastica cronica, no sentido de aumentar a eficcia dos tratamentos e a taxa de
remissdo desta doenca. Sabe-se que a primeira linha de quimioterapia para o tratamento
desta doenca consistia na administracdo de rituximab com farmacos citostaticos como a
fludarabina e a ciclofosfamida, por exemplo. Dos novos farmacos desenvolvidos,
destacam-se os anticorpos ofatumumab, obinutuzumab, a lenalidomida, ibrutinib e o
idelalisib (Figura 5) (Tausch et al., 2014).

O cenério terapéutico da leucemia linfoblastica cronica vai conhecer novos
desenvolvimentos com o desenvolvimento de novos farmacos como o ibrutinib e o
idelalisib, que tém como mecanismo de ac¢do a inibicdo dos receptores das células B,
designadamente a enzima BTK. No entanto, e apesar destes farmacos apresentarem
elevados niveis de eficacia e baixa toxicidade, ndo se verifica resposta terapéutica em
todos os pacientes, e muitos doentes tém mesmo de descontinuar os farmacos devido ao
aparecimento de efeitos adversos. Tal como os agentes utilizados na quimioterapia da
CLL, estes novos farmacos sdo influenciados por polimorfismos que podem afectar a

farmacodindmica e a farmacocinética dos farmacos (Johnson et al., 2014).
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Apesar de ainda estarmos longe de acabar com a era da quimioterapia, estes
novos farmacos, alguns dos quais ainda estdo a ser testados em ensaios clinicos, vdo
alterar o paradigma do tratamento da leucemia linfoblastica cronica. Umas das
estratégias com possibilidade de apresentar niveis de eficacia elevados serd a
combinacdo dos esquemas de quimioterapia actualmente utilizados com estes novos

farmacos desenvolvidos (Tausch et al., 2014).
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Figura 5 - Novos agentes terapéuticos e os seus alvos nas células da leucemia linfoblastica crénica
(Tausch et al., 2014).

No entanto, existem ainda alguns factores que podem dificultar a aplicacdo da
farmacogenética ao diagndstico e tratamento de doencas. As instalacdes requeridas para
se fazer a genotipagem e a analise mutacional ndo se encontram ao dispor de todos, para
além das técnicas usadas serem ainda dispendiosas e morosas. Por outro lado, os
profissionais da area da salde ainda ndo apresentam qualificagdes nem experiéncia
suficiente na area para que esta pratica passe definitivamente a ser uma realidade. Outro
obstaculo que tem travado o desenvolvimento da farmacogenética esta relacionado com
o facto de ainda haver alguma desconfian¢a, na medida em que nalgumas situacdes ndo
existe total confianca para se associar um SNP as alteracGes verificadas na resposta de

um determinado farmaco. Os estudos de genotipagem podem originar alguns falsos
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positivos uma vez que existem outros factores que podem influenciar os resultados do
racio metabolico, tais como a administragcdo concomitante de outros farmacos, o estado
nutricional do individuo, bem como outros aspectos da sua saude (Koo et al., 2006).

As tecnologias e os metodos utilizados para identificar variagbes genéticas
evoluiram muito ao longo dos anos. Hoje em dia existem processos mais rapidos,
automatizados e eficientes. Nos dias de hoje qualquer amostra de sangue pode ser
utilizada para testes de genotipagem, permitindo verificar se as variagdes genéticas
estdo ou ndo associadas a alteracBes na resposta ou toxicidade de um determinado
farmaco. Todas as técnicas mais eficazes de genotipagem sdo baseadas na realizacdo de
um PCR, para amplificar o ADN contendo os polimorfismos que se pretendem estudar.
Apo6s a amplificagdo os polimorfismos podem entdo ser estudados através da analise de
bandas em gel de agarose, ou por sequenciacdo directa do DNA (Lee et al., 2005).

Nas doencas do foro genético, o estudo desta em busca de variacdes genéticas €
feito inicialmente com a seleccdo e genotipagem de SNP de uma populacdo de
individuos que apresentem a patologia que se pretende estudar. Do outro lado estara
uma populacdo de individuos saudaveis para que se possa comparar 0 genotipo destes
com o gendtipo dos individuos afectados pela doenca. Mais tarde conclui-se que
determinado genoétipo e fendtipo é associado a um determinada doenca, e faz-se a
caracterizacdo dos genes responsaveis pelo desenvolvimento desta. Outra aplicacdo
importante dos SNP é como marcadores em estudos farmacogenéticos e
farmacogendémicos, em que estes sdo utilizados para se perceber até que ponto a
presenca de polimorfismos € um factor preditivo de alteracGes na resposta a farmacos,
ou de aumento da sua toxicidade (S. Kim e Misra, 2007).

Em 2004 a FDA aprovou uma técnica para identificacdo de mutacdes nos genes
que codificam para as enzimas de metabolizacdo CYP2D6 e CYP2C19. O teste,
designado de AmpliChip CYP Genotyping® combina a técnica de amplificacdo por
PCR com a técnica de microarrays de DNA, Affymetrix GeneChip®, o que permite
fazer uma analise rapida de multiplos SNP (Koo et al., 2006).

Um dos métodos mais recentes é o Illumina’s HumanlM BeadChip®. Este
método é considerado de alto rendimento pois alia as técnicas de hibridizacéo,
incorporacdo de nucleotidos e ligacdo para originar os produtos especificos dos alelos,
seguindo-se uma amplificacdo por PCR (S. Kim e Misra, 2007). Este método é capaz de

analisar, numa s6 amostra, 1.1 milhdes de loci de SNP (Cheok et al., 2009).
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Dentro dos métodos de deteccdo destaca-se 0 MALDI-TOF MS (Koo et al.,
2006).

No que diz respeito aos métodos utilizados na detecgdo de polimorfismos, um
dos maiores desafios € com toda a certeza a procura de novos métodos que néo
necessitem de serem antecididos da realizacdo de um PCR para amplificar as regides
pretendidas. Existem ja algumas técnicas para sequenciacdo de apenas uma molécula de
DNA, nas quais se destacam a sequenciacdo de nanoporos e a sequenciagcdo por
nanotubos de carbono. Uma vez que a genotipagem de SNP pode levar a identificacédo
das causas genéticas que levam a que haja variabilidade na resposta a farmacos de
individuo para indviduo, o desenvolvimento de novas tecnologias de genotipagem deve
ser tido em consideragdo no futuro, de modo a contribuir para o desenvolvimento da
medicina personalizada, bem como de areas que vdo desde a medicina a biologia (S.
Kim e Misra, 2007).
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9 — Conclusao

A leucemia € uma doenca que afecta milhdes de pessoas em todo o mundo, com
uma incidéncia global e com manifestacdes e prognosticos varidveis de pessoa para
pessoa. De acordo com o tipo de leucemia a que nos estejamos a referir, o diagnostico, o
tratamento e a resposta dos doentes sera diferente. No entanto existem alguns aspectos
em comum, como o facto de todos eles resultarem de uma proliferacdo descontrolada de
células. Por outro lado, sabe-se que a origem de todos os tipos de leucemia podera estar
relacionada com a exposicao a factores externos.

Cada tipo de leucemia apresenta formas e mecanismos de tratamento diferentes:
o imatinib é considerado o farmaco de primeira linha no tratamento da leucemia
mieldide crdnica; o metotrexato € um dos farmacos mais utilizados na leucemia
linfoblastica aguda; no tratamento da leucemia mieldide aguda destaca-se a ac¢do da
citarabina e por fim, relativamente a leucemia linfoblastica cronica, o esquema FCR ¢é
um dos mais utilizados como primeira linha no tratamento deste tipo de leucemia.

Todos estes farmacos enumerados, ao entrarem no nosso organismo, vao sofrer a
accdo de diversas enzimas pertencentes a varios grupos distintos. A sua metabolizacédo
pode ser levada a cabo por enzimas de fase | como as CYP, ou por enzimas de fase 1l
como as GST. Para que possam atingir as células malignas e exercer a sua ac¢do
terapéutica, ou para serem eliminados, os farmacos necessitam de ser transportados, e
esta funcdo é da responsabilidade das proteinas transportadoras, como as pertencendo ao
grupo ABC ou SLC, entre outras.

E possivel entdo concluir que a existéncia de polimorfismos associados aos
genes que codificam estas proteinas esta intimamente relacionada com possiveis
alteracdes verificadas na resposta que os doentes oferecem quando sujeitos a um
determinado tipo de tratamento. Uma vez que estes polimorfismos alteram a
metabolizacdo, captacdo e eliminacdo dos farmacos mencionados, serdo igualmente
responsaveis pelo prognostico que uma doenca apresenta, ao nivel da remissdo da
doenca ou do tempo de sobrevivéncia dos doentes. Esta é uma premissa a ter em conta
quando se pretender instituir uma terapéutica individualizada para uma determinada
doenca, de acordo com o gendtipo e o perfil molecular de cada individuo.

Relativamente ao imatinib foi possivel concluir que existem diversos

polimorfismos responsaveis pela variacdo da resposta terapéutica, quer ao nivel das
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proteinas transportadoras quer ao nivel das enzimas de metabolizacdo. De acordo com
alguns estudos realizados verificou-se que a maioria dos individuos que apresentam
homozigotia para o alelo 1236T no gene ABCBL1 atingem maior resposta terapéutica em
comparagdo com os individuos que apresentassem outro genétipo, quando tratados com
imatinib. Relativamente as enzimas de metabolizacdo verificou-se que individuos que
apresentassem polimorfismos na CYP3A5 (A6986G) e que tivessem o genotipo GG
obtiveram uma menor resposta terapéutica, podendo-se assim concluir que estes
polimorfismos, ao se traduzirem numa menor expressdo da CYP3A5 promovem a
acumulacao de metabolitos tdxicos, dificultando a resposta terapéutica.

Em relacdo ao metotrexato como farmaco de primeira linha no tratamento da
leucemia lifoblastica aguda, foi possivel verificar que os polimorfismos que mais
afectam a biodisponibilidade e a captacdo do farmaco por parte das células sdo os
polimorfismos identificados nas enzimas intervenientes no ciclo dos folatos. Destes,
destacam-se os polimorfismos no gene DHFR, que se provaram estar relacionados com
o risco de recaida em doentes com ALL, e os polimorfismos do gene MTHFR, que leva
a falhas no tratamento com o metotrexato.

A entrada do metotrexato nas células € feita essencialmente pela ac¢do de dois
transportadores diferentes. O RFC e 0 SLCO1B1, e os polimorfismos associados a estes
genes sdo responsaveis por uma menor afinidade do metotrexato para estes
transportadores, verificando-se uma diminuicdo da sua captacdo por parte das células
malignas.

As mutagdes na proteina tumoral TP53 encontram-se presentes em cerca de 50%
de todos os cancros identificados e diagnosticados, e é um dos preditores mais decisivos
na leucemia mieldide aguda. Este gene funciona como supressor tumoral e como
activador do fendmeno de apoptose quando necessario. A perda de funcionalidade desta
proteina estd intimamente relacionada com a desregulacdo de todo o processo de
supressao tumoral, constituindo um prognostico muito pouco favoravel nos casos de
AML.

Um dos farmacos de primeira linha no tratamento da AML ¢ a citarabina, e sabe-
se que os polimorfismos nas enzimas DCK e CDA, que sdo responsaveis
respectivamente pela sua activacdo e eliminacao, poderdo originar falhas na terapéutica
e aumento da sua toxicidade.

Os principais biomarcadores preditivos da leucemia linfoblastica crénica sdo as
mutacdes no gene IGHV, proteina TP53, SF3B1 e NOTCH1, bem como o estudo da
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expressao de ZAP-70 e CD38, e todos eles estdo relacionados com variagfes na resposta
terapéutica. O melhor progndstico de evolugdo da doenca verifica-se quando existem
mutacgdes no gene IGHV.

Ao longo dos ultimos anos o estudo da medicina sob um ponto e vista molecular
trouxe grandes desenvolvimentos no entendimento das doencas. Os avangos na
farmacogenética de enzimas metabolizadoras de farmacos, canais ionicos e
transportadores, bem como o desenvolvimento de novas plataformas bioinformaticas
permitiram importantes avancos naquilo que se quer que seja o futuro do tratamento
oncologico: um diagnostico personalizado e a implementacdo de uma terapéutica
individualizada. O conhecimento do gendtipo de cada paciente permite a optimizacao
do regime de tratamento a instituir, e este novo paradigma no tratamento de doencas
trara beneficios ndo sé do ponto de vista clinico, mas também do ponto de vista social e

econdémico (Koo e Lee, 2006).
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Anexo | — Critérios de resposta em pacientes com Leucemia Miel6ide Cronica, de acordo com o
ELN (2009) e 0 NCCN (2012) (Rizzieri e Moore, 2012).

\ ELN Guidelines \ NCCN Guidelines

Hematological Response

Complete (CHR) « WBC count < 10x10%/L o Complete normalization of
« Platelet count < 450x10°%L | peripheral blood counts with
o Differential: no immature | leukocyte count < 10x10%/L
granulocytes; basophils <5% | e Platelet count < 450x10°%/L

« Nonpalpable spleen « No immature cells, such as
myelocytes, promyelocites, or
blasts, in peripheral blood

« No sings or symptoms of
disease (e.g. no palpable
splenomegaly)

Cytogenetic Response

None >95% Ph+ metaphases -

Minimal 66% to 95% Ph+ metaphases -

Minor 36% to 65% Ph+ metaphases | >35% Ph+ metaphases®

Major - 0% to 35% Ph+ metaphases®
(complete + partial response)

Partial (PCyR) 1% to 35% ph+ metaphases 1% to 35% Ph+ metaphases®

Complete (CCyR) No Ph+ metaphases” No Ph+ metaphases®

Molecular Response

Major (MMR) Ratio of BCR-ABL1 to ABL | >3-log reduction in

(or other housekeeping genes) | International Scale of BCR-
<0.1% on International Scale | ABL mRNA

Complete (CMR) Undetectable BCR-ABL1 BCR-ABL1 mRNA
mMRNA transcripts by real- undetectable by RT-PCR
time quantitative and/or
nested PCR in two
consecutive blood samples of
adequate quality (sensitivity
>10)

CBC = complete blood count; mRNA = messenger RNA; Ph+ = Philadelphia chromosome—
positive; PCR = polymerase chain reaction; RT-PCR = reverse transcription polymerase chain
reaction; WBC = white blood cell.

“A minimum of 20 metaphases should be examined.

®If marrow cell metaphases cannot be obtained or evaluated by chromosome banding analysis,
the definition of CCyR may be based on interphase FISH of blood cells, provided that it is
performed with BCR-ABL1 extrasignal, dual color, dual fusion, or in situ hybridization
probes, and that at least 200 nuclei are scored. CCyR = < 1% BCR-ABL1-positive nuclei. In
many studies, PCyRs and CCyRs are counted together and reported as major CyRs.

Adapted with permission from NCCN Guidelines for Chronic Myelogenous Leukemia.13

Additional data from O’Brien SG, et al. N Engl J Med 2003;348)11):994-1004;10 Baccarani
M, et al. Best Pract Res Clin Haematol 2009;22(3):331-341;12

Hughes TP, et al. N Engl J Med 2003;349(15):1423-1432.22




Anexo Il — Recomendacdes para a monitorizacéo e avaliacdo temporal dos pacientes com Leucemia
Miel6ide Cronica, de acordo com o0 ELN e 0 NCCN (Rizzieri e Moore, 2012).

ELN Guidelines NCCN Guidelines
Assessment Optimal Assessment Optimal
Response Response
3 months » Hematology * CHR and at * Hematology * CHR
least mCyR
« QRT-PCR? * qRT-PCR
« Cytogenetics”
6 months « qRT-PCR? * At least PCyR | « qRT-PCR * CCyR or
PCyR
« Cytogenetics™® « Cytogenetics®'
12 months « qRT-PCR? « CCyR * gQRT-PCR « CCyR
« Cytogenetics™® » Cytogenetics®?
18 months * QRT-PCR * MMR * QRT-PCR * CCyR
« Cytogenetics™® » Cytogenetics®

CHR = complete hematologic response; mCyR = minor cytogenetic response; CCyR =
complete cytogenetic response; MMR = major molecular response; PCyR = partial cytogenetic
response; gRT—PCR = quantitative reverse transcription polymerase chain reaction.

*Repeat every 3 months until MMR is confirmed, then every 6 months.

®Perform with chromosome banding analysis of marrow cell metaphases.

‘Repeat every 6 months until a CCyR is confirmed, then every 12 months if no regular
monitoring and always when myelodysplastic features, suboptimal response, or failure occurs.

‘Repeat every 3 months. If a CCyR is achieved, repeat every 3 months for 3 years, then every 3
to 6 months.

*Perform on bone marrow.

"If no CCyR at 6 months, repeat cytogenetics at 12 months.

%If no CCyR at 12 months, repeat cytogenetics at 18 months.

Adapted with permission from the NCCN Guidelines for Chronic Myelogenous Leukemia.13

Additional data from Baccarani M, et al. Best Pract Res Clin Haematol 2009;22(3):331-341.12




Anexo 111 — Defini¢Bes de resposta do tratamento de primeira linha com o Imatinib na Leucemia
Mielbide Cronica de fase cronica, de acordo com o ELN (Rizzieri e Moore, 2012).

Evaluation Time Response
Optimal Suboptimal Failure Warning
Baseline *NA *NA * NA * High risk
3 months * CHR and at * No cytogenetic | ¢ Less than CHR | « NA
least mCyR response
6 months * At least PCyR | ¢ Less than * No CyR *NA
PCyR
12 months * CCyR * PCyR * Less than * Less than
PCyR MMRb
18 months * MMR" * Less than * Less than *NA
MMR® CCyR
Any time durig | * Stable or + Loss of MMR” | « Loss of CHR * Increase in
treatment improving transcript levels®
MMR® * Mutations® * Loss of CCyR
*» Negative for
« Mutations® CCA/Ph
* Positive for
CCA/Ph

CCA = clonal chromosome abnormality; CCyR = complete cytogenetic response; CHR =
complete hematological response; mCyR = minor cytogenetic response; MMR = major
molecular response; NA = not applicable; PCyR = partial cytogenetic response; Ph =
Philadelphia chromosome.

%CCA/Ph+ is a warning factor at diagnosis, although its occurrence (i.e., clonal progression)
during treatment is a marker of treatment failure. Two consecutive cytogenetic tests are
required and must show the same CCA in at least two Ph+ cells.

®MMR indicates a ratio of BCR—ABL1 to ABL1 or other housekeeping genes of < 0.1% on the
International Scale.

‘BCR-ABL1 kinase domain mutations still sensitive to imatinib.
YBCR—ABL1 kinase domain mutations poorly sensitive to imatinib.

®The significance of the increase may vary by a factor of 2 to 10, depending on the laboratory.
Data from Baccarani M, et al. Best Pract Res Clin Haematol 2009;22(3):331-341.12




Anexo IV — Sitios da Internet com relevancia em farmacogenética (adaptado de Cheok et al., 2009).

Nome Sitio de Internet

Human Genome Project (HGP) www.ornl.gov/TechResources/Human_Geno

me/home.html

UCSC Genome Browser http://genome.ucsc.edu/

The Sanger Institute www.sanger.ac.uk/

Gene Expression Omnibus (NCBI) www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/

dbSNP (NCBI) www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/

International HapMap Project snp.cshl.org/

Weizmann Institute GeneCards bioinfo.weizmann.ac.il/cards/

OMIM Catalog of Genetic Diseases www.nchi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=omim
Glossary of Genetic Terms (NIH) www.nhgri.nih.gov/DIR/VIP/Glossary
RxList - The Internet Drug Index www.rxlist.com/

PCS Performance Drug List www.druglist.com/

P450 (CYP) Allele Nomenclature | www.imm.ki.se/cypalleles/

Committee

PharmGKB:The Pharmacogenetics and | www.pharmgkb.org/

Pharmacogenomics Knowledge Base

NIGMS:Pharmacogenetics  Research | www.nigms.nih.gov/Initiatives/PGRN
Network

The Pharmacogenomics Journal www.hature.com/tpj/index.html




Anexo V - Resumo dos estudos de eficacia do tratamento com Imatinib e a sua relacdo com os

variantes farmacocinéticos (adaptado de Dulucq e Krajinovic, 2010).

Genes SNP (n° Base N° Critério de Dose de Associacao
retirado do | substituida Pacientes resposta Imatinib
NCBI)
ABCB1 rs1128503 C1236T 90 MMR em 400 mg Elevada
12 meses MMR com
o alelo
1236T
ABCB1 rs1128503 C1236T 46 MMR e 800 mg Elevada
CMR em 12 MMR e
meses CMR como
genétipo CC
ABCBl | 152032582 | G2677T/A 90 MMR em 400mg | Baixa MMR
12 meses com o alelo
2677G
ABCB1 rs2032582 | G2677T/A 46 MMR e 800 mg Baixa CMR
CMRem 12 como
meses genotipo TT
ABCB1 rs1045642 C3435T 90 MMR em 400 mg Né&o
12 meses
ABCG2 rs2231142 C421A 229 CyRe MR | 400, 600 ou Elevada
de 1-5 anos 800 mg CMR como
genotipo
AA
ABCG2 rs2231137 G34A 229 CyRe MR | 400, 600 ou Elevada
de 1-5 anos 800 mg CMR como
genotipo
AA
SLC22A1 | rs683369 C480G 229 CyRe MR | 400, 600 ou Falha
de 1-5 anos 800 mg terapéutica
com GG
SLC22A1 rs34130495 G1201A 132 MMR




Anexo V — Continuagéo.

CYP3A5 rs776746 AB6986G 265 Resposta 400 mg Baixa RH
hematoldgica com GG
CYP3A5 rs776746 A6986G 229 CyR e MR | 400, 600 ou | Baixa
de 1-5 anos 800 mg MCyR e
CCyR com

AA




Anexo VI — Genétipo das enzimas DCK e CDA e a sua relagdo com a resposta ao tratamento nos

pacientes com AML (Pei-pei et al., 2012).

P=0.0267

NR+early death
160 P=0.9887 B CR+PR
] P=0.0263
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CC CA AA TT TC CC GG GA
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