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Resumo

Os linfomas sdo tumores malignos hematoldgicos, com origem no sistema
linfatico, com distintas caracteristicas morfoldgicas, imunofenotipicas, genéticas,
moleculares e clinicas. Estes podem ser, de uma forma geral, classificados em linfomas
de Hodgkin e Linfomas ndo Hodgkin. Dentro dos linfomas ndo Hodgkin existem ja cerca
de 60 subtipos identificados, entre os quais se destacam o Linfoma Difuso de grandes
celulas B e linfoma folicular como os mais frequentes.

A quimioterapia, por vezes em conjunto com a radioterapia, mantém-se a base do
tratamento das neoplasias hematoldgicas e, apesar das longas taxas de sobrevivéncia, 0s
casos de recidiva sdo significativos, verificando-se por vezes toxicidade decorrente destes
tratamentos. Mutagdes que surgem no tumor ou no individuo ou a combinacédo de varios
factores podem estar na base da diferenca inter-individual das respostas ao tratamento
destes tumores.

Esta variabilidade genética representa cerca de 15% a 30% das diferencas no
metabolismo e eficacia dos farmacos nos diferentes individuos. As principais variacdes
na sequéncia do DNA sdo os SNPs, que tém uma frequéncia de, pelo menos, 1% na
populacéo.

Existem descritas na literatura evidéncias da influéncia de diversos polimorfismos
no desenvolvimento, tratamento e prognostico dos linfomas. Por exemplo, a eficacia e a
toxicidade da doxorrubicina, um dos agentes utilizados no tratamento do linfoma difuso
de grandes células B, parecem ser afectadas por SNPs em genes que codificam
subunidades da NADPH. Em relagdo ao linfoma de Hodgkin verifica-se que
polimorfismos nas enzimas de metabolizacdo UGTAL1,GSTAL,GSTP1,GSTT1 e GSTM1
se relacionam com o risco e resposta a terapéutica.

A andlise do genoma permitira o crescimento do entendimento destas alteragdes
na patogénese desta doenca, 0 seu impacto na farmacoterapia, a identificacdo de
biomarcadores e, em Gltima analise, o desenvolvimento de novos farmacos e terapias mais

eficazes e com menos efeitos tdxicos.

Palavras-chave: Linfoma, farmacogenética, SNPs, genoma
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Abstract

Lymphomas are haematological malignancies with origin in the lymphatic system
with distinct morphologic, immunophenotypic, genetic, molecular and clinical
characteristics. They can be broadly classified into non Hodgkin lymphomas and Hodgkin
lymphomas. Among the non Hoddgkin lymphomas, over 60 subtypes have already been
identified, of which diffuse large B cell lymphoma and follicular lymphoma are the two
most common.

Chemotherapy, sometimes along with radiotherapy, is still the standard treatment
for haematological malignancies and, despite the long survival rates, relapse cases are
still significant and sometimes adverse reactions are observed, as a consequence of this
treatments. Mutations in the tumour of de patient or the combination of several factors
can be the reason for the differences in the response to treatment observed in different
individuals.

There are evidences described in the literature of the association between several
polymorphisms and lymphoma progression, treatment and prognosis. For example the
efficacy and cardiotoxicity of doxorubicin, a drug used in the treatment of diffuse large
B cell lymphoma, seems to be affected by SNPs in genes that codify for NADPH subunits.
Also, polymorphisms in the metabolizing enzymes UGTA1, GSTAL, GSTP1, GSTT1
and GSTM1 are associated with risk and treatment response in patients with Hodgkin’s
lymphoma.

The genome analysis will allow further understanding of this variability in the
pathogenesis of lymphomas and its impact on the pharmacotherapy, identification of
biomarkers and, ultimately, the development of new drugs and more efficient therapies

with less toxic effects.

Keywords: Lymphoma,pharmacogenetics,SNP,genome
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1.Introdugéo

1.Introducéo

Os linfomas sdo neoplasias que afectam o sistema linfatico que continuam a ser
uma causa de morbilidade consideravel em todo o mundo. As estimativas apontam para
cerca de 450 000 novos casos e 225 000 mortes por ano. Estas neoplasias apresentam um
conjunto heterogéneo de caracteristicas morfologicas e clinicas cuja resposta ao
tratamento varia significativamente ente os individuos (Intlekofer & Younes, 2014).

Por vezes os farmacos, apesar de administrados na mesma dose, ndo produzem o
mesmo efeito em todos os doentes, verificando-se em alguns casos efeitos toxicos. Esta
disparidade na resposta ao tratamento pode ser atribuida a diversos factores como a idade,
0 sexo, co-morbilidades, factores ambientais e interac¢des entre farmacos mas, para
alguns doentes, a razdo para esta diferenca pode ser genética (Charlab & Zhang, 2013;
Kitzmiller, Groen, Phelps, & Sadee, 2011).

Deste modo, surge a farmacogenética que tem como objectivo o estudo da
influéncia dos genes na resposta aos farmacos, nomeadamente dos genes envolvidos em
processos de metabolizacdo e transporte de farmacos ou relacionados com alvos
terapéuticos. A sequenciacao do genoma em grande escala, juntamente com 0s avangos
tecnoldgicos, levaram a uma evolucdo do termo farmacogenética para a
farmacogendmica. Este Gltimo diz respeito a analise de todo o espectro de genes presentes
no genoma humano. No entanto, os dois termos sdo intercambiaveis (Weng, Zhang, Peng,
& Huang, 2013).

Em oncologia as mutacdes somaticas (encontradas no tumor) e as mutacbes
germinativas (herdadas) podem influenciar a progressdo da doenca e/ou a resposta a
terapia ou seja, trata-se de biomarcadores de prognostico, quando associados a progressao
da doenca, ou preditivos, que podem ser utilizados na identificacdo de populacGes que
melhor responderdo a determinada terapia (McLeod, 2013).

As variagcOes mais frequentes na sequéncia de DNA sdo SNPs, que dizem respeito
a substituicdo de um nucledtido por outro, e representam cerca de 90% das variagdes no
genoma humano. Gragas ao seu predominio no genoma humano (uma a cada 1000 pb)
estes tém sido amplamente estudados em oncologia (Bag, Bag, & Jyala, 2012). A grande
variabilidade dos genomas tumorais, juntamente com a pequena margem terapéutica dos
agentes anticancerigenos faz com que esta seja uma area bastante apelativa para a
aplicacdo da farmacognética, culminando na terapia individualizada (Charlab & Zhang,
2013).
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Algumas destas variagcdes e 0 seu impacto no tratamento reflectem-se ja na préatica
clinica. No caso de varia¢Oes da linha germinativa, por exemplo, a FDA recomenda a
genotipagem de trés SNPs da enzima TPMT, que metaboliza a 6-mercaptopurina, um
antimetabolito que impede a sintese do DNA. Estas variantes (rs1800462 (G>C),
rs1142345 (A>G) e rs1800460 (G>A)) foram associadas a uma baixa actividade desta
enzima e consequentes efeitos toxicos pelo que, nestes doentes, deve ser feita uma
reducdo da dose de 6-mercaptopurina (Weng et al., 2013).

A farmacogenética anuncia, assim, uma mudanca do paradigma da medicina, com
a possibilidade de um tratamento individualizado, de acordo com o gendtipo, assim como
no desenvolvimento de novos farmacos (Lee et al., 2014).

Os linfomas sdo um grupo heterdgeno de neoplasias linfaticas que sdo, de uma
forma abrangente, classificados em linfomas de Hodgkin e Linfomas ndo Hodgkin
(Campo et al., 2011).

Esta monografia terd entdo como alvo de estudo o DLBCL, o linfoma nédo
Hodgkin mais comum, e o impacto de diversos polimorfismos na resposta dos doentes
aos farmacos utilizados no tratamento de 12 linha: Rituximab, Ciclofosfamida e
Doxorrubicina. Estes polimorfismos encontram-se em diversos genes que codificam para
enzimas de metabolizacdo, genes que codificam proteinas transportadoras e genes
envolvidos no mecanismos de reparacdo do DNA. A analise de perfis de expressao
genética permitiu identificar a presenca de diversas mutacdes em doentes com DLBCL,
com relevancia bioldgica e possivel impacto na gestdo da terapéutica.

Seréo ainda abordados outros linfomas ndo Hodgkin e alguns polimorfismos cujos
estudos demonstraram ter impacto na progressao e prognostico destas neoplasias
hematoldgicas.

No que diz respeito ao linfoma de Hodgkin, apesar da taxa de cura ser cerca 89%,
cerca de 15% a 20% dos doentes morrem no seguimento de uma recidiva (Altés et al.,
2013). Apesar de escassos, existem alguns estudos que sugerem o impacto de
determinados polimorfismos no risco e na progressao deste cancro. Estes serdo
igualmente analisados nesta monografia.

A metodologia utilizada na elaboracgéo desta monografia foi a recolha e posterior
analise da literatura disponivel em bases de dados de artigos cientificos, nomeadamente
o0 PUBMED.

Dissertacdo redigida segundo o antigo acordo ortografico
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2.Linfomas

Linfoma é o nome que se da a um grupo de tumores malignos que afectam o sistema
linfatico. O linfoma desenvolve-se quando um linfocito sofre uma alteracdo maligna e se
multiplica originando um tumor. Estes tumores provocam um aumento dos nddulos
linfaticos e podem afectar outros locais que constituem o sistema imunitério,
nomeadamente pele e outros orgéos. (Leukemia &Lymphoma Society, 2013)

A classificacdo de tumores de tecidos hematopoiéticos e linfaticos da WHO, alterada
em 2008 distingue as neoplasias linfaticas em 5 grupos:

1.Neoplasias linfoides percursoras

2.Neoplasias de células B maduras

3.Neoplasias de células T maduras ou células Natural Killer (NK)
4.Linfoma de Hodgkin
5.Perturbacdes linfoproliferativas associadas a imunodeficiéncia

Esta classificacdo baseia-se nas caracteristicas morfoldgicas, imunofenotipicas,

genéticas, moleculares e clinicas(Swerdlow et al., 2008)

Tabela 1- Alguns subtipos de NHL de acordo com a Classificagcdo da WHO 2008 (adaptado de
Shankland, Armitage, & Hancock, 2012)

LINFOMAS NAO HODGKIN

CELULAS B

CELULAS B Leucemias ou Linfoma de células B percursoras
PERCURSORAS
CELULAS B MADURAS Linfoma linfocitico de pequenas células, Linfoma linfoplasmacitico,

Linfoma esplénico da zona marginal, Linfoma extranodal de células
B da zona marginal, Linfoma nodal de células B da zona marginal,
Linfoma folicular, Linfoma difuso de grandes células B, Linfoma de

células do manto, Linfoma de Burkitt

PROLIFERAGOES DE Granulomatose linfomatoide, Disturbios linfoproliferativos pos-
CELULAS B DE transplante

POTENCIAL MALIGNO

INCERTO
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CELULAS T E NK

CELULAS T Leucemia linfoblastica ou linfoma de células T percursoras

PERCURSORAS

CELULAS T E NK Micose fungoide, Linfoma anaplastico de grandes células, Linfomas

MADURAS extranodal de células T ou NK, Linfomas associado a enteropatia,

EXTRANODAIS _ _ _ _ T
Linfoma hepatoesplénico, linfoma de aparéncia paniculitica
subcutaneo, Linfoma cutdneo primario CD8+, Linfoma cutdneo
primério de células T y/6 , Linfoma cutineo primario CD4+

CELULAS T E NK Linfoma periférico de células T ndo especificado, Linfoma

MADURAS NODAIS angioimunoblastico, Linfoma anapléstico de grandes células ALK

positivo/negativo, Linfoma/Leucemia de células T

Apesar da classificacdo atribuida pela WHO, anteriormente apresentada,
tradicionalmente, os linfomas de Hodgkin tém sido considerados em separado dos outros
tipos de linfomas, os designados linfomas de ndo Hodgkin (alguns enumerados na Tabela
1).

Por sua vez, as perturbaces linfoproliferativas associadas a imunodeficiéncia sdo
proliferacdes linféides que surgem como consequéncia de estados de imunodeficiéncia
(Swerdlow et al., 2008).

Nesta monografia serdo abordados os linfomas de Hodgkin, alguns dos principais
subtipos dos linfomas de Ndo Hodgkin e as possiveis variacBes genéticas que podem

influenciar o seu desenvolvimento e o seu tratamento.

2.1.Linfomas Ndo Hodgkin

2.1.1.Linfomas de células B

Cerca de 85% a 90% dos linfomas ndo Hodgkin surgem de células B. No seu
processo normal de diferenciacdo as células B percursoras (linfoblastos-B) sofrem um
mecanismo de recombinacdo genética dos genes que codificam as regides variaveis da
cadeia pesada e leve das imunoglobulinas, para formar o receptor da célula B (BCR). Este
processo é resultado de uma quebra da cadeia dupla de DNA por accdo das enzimas

RAG1 e RAG2 e é denominado de recombinacdo V(D)J. Uma vez expresso o receptor,
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2.Linfomas

as celulas saem entdo da medula 6ssea e tornam-se maduras (Shankland, Armitage, &
Hancock, 2012;Georg Lenz, M.D., and Louis M. Staudt, M.D., 2010).

Os genes da imunoglobilina de cadeia pesada (IgH) derivam de varios elementos
V (varidvel), D (diversidade) e J (juncdo) enquanto as cadeias leves surgem da
recombinacéo de elementos V e J. Apenas as células que adquirirem 0s genes da regiao
variavel das cadeias leve e pesada que possam ser traduzidos numa proteina sobrevivem.
Caso tal ndo aconteca, a célula sofrerd apoptose (Nogai, Dorken, & Lenz, 2011).

No centro germinativo do nédulo linfatico ocorre, por estimulacdo de antigenios
e sinais emitidos pelos linfocitos-T, a activacao das células B maduras. Este local parece
ser a fonte de muitos linfomas (Shankland, Armitage, & Hancock, 2012).

Durante a reaccao no centro germinativo, mais precisamente na zona cinzenta, da-
se a rapida expansdo dos centroblastos (células B em rapida divisdo com ndcleo nédo
clivado), quando em contacto com as células dendriticas foliculares e as células T
antigénio-especificas. Quando entram na zona clara do centro germinativo 0s
centroblastos convertem-se em centrécitos (células B com o nucleo clivado que nédo se
dividem), retiram o antigénio das células dendriticas e apresentam-no as células T. Os
centrécitos podem diferenciar-se em células de memoria B ou plasmdcitos ou podem
retornar a centroblastos. Sdo duas as possiveis modificacbes do DNA das células B que
podem provocar alterac@es nos receptores destas células:

e Hipermutacdo somatica - mutacdes somaticas nos genes da regido variavel
de imunoglobulinas (IgV)

e Recombinacdo da mudanca de classe de imunoglobulinas -de IgM para
IgA, IgB ou IgE

Estes processos, ambos dependentes da enzima AID (desaminase induzida por
activacdo) vao assim, interferir na especificidade das células B para um antigénio
particular (Wagner, Ahearne, & Ferrigno, 2011). As células B que sofrem mutacdes IgV
nédo sofrem apoptose gracas a re-expressao do BCL2 e de IRF4/MUML1 (Ott et al., 2009).

Estas alteracOes genéticas, apesar de essenciais para o bom funcionamento do
sistema imunitario, podem ser a causa de diversas neoplasias linfaticas. A recombinacéo
V(D)J, a hipermutagdo somatica e a recombinagdo da mudanca de classes representam
processos criticos no desenvolvimento de neoplasias (Figura 1) (Nogai, Dorken, & Lenz,
2011).

Exemplos de translocacGes que ocorrem durante a recombinacdo V(D)J séo a

t(14;18) e a t(11;14). Na primeira, que € detectada em praticamente todos 0s casos de
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linfoma folicular e em alguns casos DLBCL, ocorre 0 BCL2 do cromossoma 18 é
translocado para a regido activa IgH no cromossoma 14, e leva a uma desregulagéo do
gene BCL2 que previne a morte celular programada ( Nogai, Dorken, & Lenz, 2011).

No linfoma de Burkitt, por exemplo, verifica-se que esta translocacédo leva a uma
justaposicdo do gene MYC no cromossoma 8 com o locus IgH causando uma regulacao
do gene MYC (Shankland, Armitage, & Hancock, 2012).

Célula de
Estados de origem Linfomas
desenvolvimento

Linfoma de

Cénias N :
raduta ’\‘ * células do
wgem manto

P cussu
Mutsgao somética
IgVH Acmanto da egressao de Linfoma de
. : Burkitt
GCB DLBCL

Célla B do
centro
germinativo

Célula B
pos
centro
germina
fivo

Figura 1--Linfomas ndo Hodgkin em diferentes fases do desenvolvimento de células B (adaptado
de Guerard & Bishop, 2012)

A translocacdo t (11;14), por sua vez, justapde o gene CCND1 do cromossoma 11
no locus IgH do cromossoma 14, o que resulta numa sobre- expressdo da ciclina D1. Tal
pode ser observado no linfoma de células do manto (Georg Lenz, M.D., and Louis M.
Staudt, M.D., 2010).
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As sequéncias do gene BCL6, um factor de transcricdo, sdo também alvo de
hipermutacGes somaticas que provocam uma desregulacdo na expressao deste gene. Estas
mutag0es estéo presentes em cerca de 50% dos casos de DLBCL e reflectem o papel deste
mecanismo no desenvolvimento dos linfomas (Basso & Dalla-Favera, 2012).

A activacdo NF-«B por varias mutagdes ¢ uma das alteracdes mais importantes no
desenvolvimento das células B. Esta €, normalmente, feita através de varios receptores
presentes nas células B (BCR, BAFF, receptores tipo-Toll). A presenca de mutacdes que
levam a uma activacdo constitutiva da via NF-kB verifica-se em muitos NHL (Suarez &
Lecuit, 2015).

Os linfomas surgem, entdo, em diferentes fases do desenvolvimento de linfécitos

B podendo-se distinguir entre pré e ps- germinais.

2.1.2.Linfomas de células T e NK

Os linfécitos T derivam de um percursor da medula 6ssea que sofre maturacao no
timo. Neste local os linfocitos sofrem um processo de selec¢do positiva de acordo com a
estrutura do TCR (T- cell receptor), diferenciando-se em linfocitos T maduros CD4+ ou
CD8+. As células T podem entdo ser distinguidas em duas classes, de acordo com a
estrutura do seu receptor: aff e yo. As células T aff abandonam o timo e podem, apds
exposicao ao antigénio, tornar-se células de memoria (Swerdlow et al., 2008).

As células NK partilham muitas das caracteristicas das células T e distinguem-se
destas pelo facto de ndo exprimirem o complexo completo do receptor T (Figura 2). Os
mecanismos moleculares de patogénese destas células sdo ainda desconhecidos e sdo
raras as translocacdes que activam oncogenes especificos, com excepcdo da t (2;5) que
envolve ALK (cinase do linfoma anaplasico), envolvida no linfoma anapléstico de
grandes células (Swerdlow et al., 2008).

A biologia do desenvolvimento de linfoma periférico de células T ndo é tdo
compreendida e a maioria dos subtipos ndo estdo associados a alteracGes genéticas ou

biologicas distintas (Shankland, Armitage, & Hancock, 2012).
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Figura 2-Desenvolvimento de células T (adaptado de Swerdlow et al., 2008).

2.2.Linfomas de Hodgkin
Com base nas suas caracteristicas histologicas e morfoldgicas e de acordo com o

fendtipo das células tumorais, os linfomas de Hodgkin subdividem-se em duas classes:
linfoma de Hodgkin classico e linfoma de Hodgkin com predominio linfocitario nodular.
(NLPHL). Dentro do linfoma de Hodgkin classico distinguem-se ainda 4 subtipos:
esclerose nodular, celularidade mista, deplecéo linfocitéria e rico em linfdcitos (Mani &
Jaffe, 2009).

Caracteriza-se pela presenca de células mononucleadas, as células de Hodgkin e
células multinucleadas, células de Reed-Sternberg, designadas no seu conjunto por
células HRS. As células presentes no NLPHL sdo uma variante destas células e sdo
chamadas de células LP (células predominantemente linfocitérias) (Swerdlow, 2008).

Tanto as células HRS como as LP tém origem em células B. As primeiras
expressam marcadores das celulas B, nomeadamente o factor de transcricdo BCL-6 e a
enzima AID envolvida nos processos de hipermutacdo e mudanca de classe das
imunoglobulinas. Em relacdo as células HRS foi demonstrada a presenca de mutacdes e
rearranjos nos genes lg V que sdo caracteristicas das células B. Uma das hipdteses
apresentadas para justificar a presenca das mesmas € que as células HRS derivam de
celulas B do centro germinativo que adquiriram mutagdes no gene da imunoglobulina V,

evitando apoptose (Kippers, Engert, & Hansmann, 2012).
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3.Epidemiologia

3.1.Linfoma nédo Hodgkin

Os NHL representam cerca de 5% dos novos cancros diagnosticados nos Estados
Unidos da América, ocupando o sexto lugar dos cancros mais diagnosticados, e em 2015
estima-se que sejam diagnosticados 71850 novos casos (American Cancer Society, 2015).

Entre 1970 e 1990 verificou-se um aumento da sua incidéncia em varios paises
desenvolvidos. Este aumento é, em grande parte, atribuido a melhoria das técnicas de
diagndstico (Roman & Smith, 2011).

Aproximadamente 85% a 90% dos linfomas derivam de células B, surgindo os
restantes de células T ou NK. Os dois tipos de NHL mais comuns sdo o linfoma folicular
(35%) e 0 DLBCL (20%) (Figura 3) (Swerdlow et al., 2008).

Os padrbes de ocorréncia, juntamente com intensivas investigagdes nas duas
Gltimas décadas, sugerem, fortemente, o papel dos efeitos ambientais e consideravel

variacdo etiologica nos diferentes subtipos de NHL (Chiu & Hou, 2015).

Taxas de Incidéncia de Subtipos de NHL, SEER18 2000-2011

Micose Fungoide
0,5/100.000
2%

Linfome Linfoplasmacitério
0,3/100.000
1%

Burkitt 0,4/100.000
2%

Figura 3-Taxas de incidéncia dos subtipos de NHL (Chiu & Hou, 2015)
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A incidéncia anual, entre 2007 e 2010, foi de 19,7 casos por 100 000 pessoas,
aumentando exponencialmente com a idade e é cerca de 50% superior nos homens, nos
Estados Unidos da Ameérica. Verifica-se também que esta varia com a raca/etnicidade,
com brancos ndo hispanicos a apresentar um maior risco do que individuos de raca negra.
Aincidéncia dos diferentes subtipos de NHL varia também por todo 0 mundo, sendo mais
comum nos paises desenvolvidos, com a Europa apresentar uma das taxas mais elevadas,
a seguir aos Estados Unidos da América e Australia. A Asia, por sua vez, apresenta taxas
de incidéncia menores. Em relacéo aos diferentes subtipos, a incidéncia de linfomas de
células T/NK, linfoma de células B da zona marginal e linfoma MALT tende a ser
superior nos paises Asiaticos. Em contraste, as taxas de linfoma folicular e CLL/SLL séo
menores nestes paises. Esta heterogeneidade geogréafica, étnica e racial sugere que
factores ambientais, infecciosos e os diferentes estilos de vida influenciam a etiologia dos
varios subtipos de NHL (Chiu & Hou, 2015).

Incidéncia estimada para ambos os sexos em Portugal, 2012
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Figura 4-Taxa de incidéncia estimada para ambos 0s sexos em Portugal em 2012 de acordo com o European
Cancer Observatory disponivel em http://eco.iarc.fr/EUCAN/Country.aspx?1SOCountryCd=620
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Em 2012 cerca de 49533 novos casos de linfoma ndo Hodgkin tinham sido
detectados na Europa. Em Portugal verificou-se uma incidéncia, em 2012, de 13,4 novos
casos por 100 000 individuos (em ambos 0s sexos), ocupando o 9° lugar na tabela dos

cancros com maior incidéncia. (Figura 4) (European Cancer Observatory, 2012).

3.2.Linfoma de Hodgkin

O linfoma de Hodgkin apresenta uma incidéncia relativamente baixa, com uma
pequena superioridade no sexo masculino. As taxas de incidéncia estimadas em todo o
mundo, em 2012, foram de 1,1 por cada 100 000, para o sexo masculino e 0,7 para 0 sexo
feminino. A sua incidéncia varia entre os diferentes paises, e é superior nos paises mais
desenvolvidos (Engert & Younes, 2015).

Estima-se que em 2015 sejam diagnosticados cerca de 9050 novos casos nos
Estados Unidos (American Cancer Society, 2015).

A variacdo na incidéncia ocorre também entre diferentes racas e etnicidades. Em
Inglaterra verificou-se uma maior taxa de incidéncia em Sul Asiaticos, entre 2001 e 2007,
enquanto nos Estados Unidos (entre 2001 e 2006) a maior incidéncia se verificou em
brancos ndo-hispanicos, seguindo-se os individuos de raca negra e hispanicos. Ainda nos
Estados Unidos, verificou-se um aumento anual das taxas de HL em Asiaticos, entre 1992
e 2010. Neste mesmo periodo, semelhante aumento, embora maior, ocorreu no Japdo o
que sugere uma influéncia adicional das populacGes relativamente homogéneas na
ocorréncia desta doenca ( Engert & Younes, 2015).

Verificam-se também maiores picos de incidéncia em jovens adultos e em
individuos com idades a partir dos 60 anos, sendo raro em criangas menores de cinco anos
(K. J. Marcus & Tishler, 2010).
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Figura 5-Incidéncia estimada do Linfoma de Hodgkin parar ambos os sexos em 2012 na Europa de acordo com
o0 European Cancer Observatory, disponivel em http://eco.iarc.f/EUCAN/Cancer.aspx?Cancer=37

A incidéncia estimada, no ano de 2012, do linfoma de Hodgkin foi de 2,5 na
Europa e de 2,7 em Portugal, por 100 000 individuos (Figura 5) (European Cancer
Observatory, 2012).

E possivel, entdo, constatar que o NHL continua a afectar um maior nimero de

individuos em comparacdo com o HL.
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4.Diagnostico e Tratatamento

4.1.Diagndstico

O diagndstico € feito a partir de uma excisdo do tecido tumoral, através de uma

biopsia. Posteriormente é feita uma avaliacdo histopatoldgica tendo como suporte um

conjunto de dados clinicos, histolégicos e imunofenotipicos a qual se segue a sua

posterior classificacdo (Eichenauer et al., 2014; Guerard & Bishop, 2012).

O perfil imunohistoquimico varia para os diferentes tipos de linfoma:

As células tumorias de DLBCL expressam CD20, CD79a, BCL6, CD10, MYC,
BCL2, Ki67, IRF4, CyclinD1, CD5 e CD23 (Tilly et al., 2015).

Para o Linfoma Folicular as células sdo positivas para a cadeia leve de
imunoglobulina, CD19, CD20, CD10, e BCL-6 e ndo expressam CD5 e CD23
Além disso quase todas as células apresentam uma expressdo aumentada de BCL2
(Freedman, 2014).

As células de SLL expressam os antigénios CD15, CD19, CD20 e CD23.A
distingdo entre as células tumorais do MCL e as de SLL é baseada no facto de as
primeiras serem habitualmente negativas para CD23. No caso de estas
expressarem CD23, os métodos de colora¢do imuno-histoquimica para deteccdo
da ciclina D1 e SOX11 ou método de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH),
para detectar a translocacdo t(11;14) permitem estabelecer um diagndstico
diferencial de MCL (Eichhorst et al., 2015).

No caso do HL classico, as células HRS expressam CD30 e CD15 e,
ocasionalmente, CD20, sendo negativas para CD45. Em relacdo ao NLPHL as
celulas LP expressam CD20 e CD45 e ndo expressam CD15 e CD30 (D. A.
Eichenauer et al., 2014).
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4.2.Avaliacdo da extensao

O estadio da doenca é determinado com recurso ao sistema de Ann Arbor (Tabela
2) inicialmente implementada em relacdo ao linfoma de Hodgkin, em 1971 (Shankland
etal., 2012).

A citografia computadorizada (CT) com contraste, a MRI e 0s raios X sdo exames
que auxiliam no estadiamento dos linfomas, sendo que a MRI detecta melhor a presenca
de doencas nos 0ssos e no sistema nervoso central. A topografia com emissdo de
positrdes, em associa¢do com um anélogo da glucose, a fluorodeoxyglucose (18F) (FDG-
PET) tem vindo a ser cada vez mais utilizada, provando ser, também, um método capaz
de oferecer informacdo adicional, tanto numa fase inicial de pré-tratamento como de
manutencdo. Devido a sua alta sensibilidade, no caso dos linfomas de Hodgkin, ndo é
necessario recorrer a uma bidpsia da medula 6ssea se estiver disponivel a avaliacdo
PET/CT. De referir ainda que o uso de PET para diagndstico da doenca pode levar a uma
classificacdo superior a real, pelo que este método é mais utilizado no estadiamneto,
avaliacOes de resposta a terapéutica, vigilancia, acompanhamento e no fim de tratamento
(D. A. Eichenauer et al., 2014; Shankland et al., 2012).

O indice de Progndstico Internacional (IP1) é o modelo mais utilizado na avaliagio
do prognéstico de doentes com linfoma ndo Hodgkin e contabiliza factores de risco como
. idade (< ou > de 60 anos), concentracdo de lactato desidrogenase (LDH), performance
status de acordo com o Eastern Cooperative Oncology (<2 vs >2), estadio de Arbor (I/11
vs I1I/1V), e nimero de locais extranodais implicados(<1 vs >1). Para 0 prognéstico do
linfoma folicular, especificamente, foi validado o FLIPI (indice de Progndstico
Internacional para o Linfoma Folicular) (Solal-Celigny, 2004).

No caso do linfoma de Hodgkin no estadio avancado é utilizado o Indice de
Progndstico Internacional de Hasenclever para prever o progndéstico. O célculo tem em
conta 7 factores clinicos e laboratoriais: idade, sexo, concentragdo de albumina (<40 g/L),
concentracdo hemoglobina ( <105 g/L), doenca no estadio IV, leucocitose((>15x10°
leucdcitos/ L) e linfopénia (<0,6x10° linfécitos/L, ou <8% da contagem total de
leucocitos). A presenca de um dos factores reduz em cerca 8% a sobrevivéncia de 5 anos
(Townsend & Linch, 2012).

28



4.Diagnostico e Tratamento

Tabela 2- Classificacdo de Ann Arbour (adaptado de Shankland et al., 2012)

Estadio Definicéo

| Envolvimento de 1 ndédulo linfatico ou de estrutura linfoide

I Envolvimento de 2 ou mais regides linfonodais do mesmo lado do diafragma ou

comprometimento localizado de um 6rgéo ou sitio extranodal

I Envolvimento de regides linfonodais do mesmo lado do diafragma que pode

incluir o envolvimento localizado de um érgdo extranodal, do ba¢o ou ambos

v Envolvimento disseminado de um ou mais 0rgaos

Todos os estadios sdo ainda divididos com base na presenca ou auséncia de
sintomas B: febre, perda inexplicavel de 10% ou mais do peso e sudorese nocturna
(Shankland et al., 2012).

4.3.Tratamento de linfomas ndo Hodgkin

4.3.1.Linfomas de células B

Linfoma Difuso de grandes células B

As proteinas de superficie CD19, CD20, e CD22, sdo amplamente expressas nos
linfomas de células B e representam potenciais alvos terapéuticos. Os resultados com
maior impacto estdo associados a proteina CD 20 que se pensa estar envolvida na
regulacdo de célcio intracelular, no ciclo celular e apoptose.(Dotan, Aggarwal, & Smith,
2010)

O rituximab € um anticorpo monoclonal anti CD-20 cuja adi¢cdo ao regime de
quimioterapia convencional demonstrou estar relacionada com melhores taxas de
sobrevivéncia.(Michael Pfreundschuh et al., 2011; Sehn et al., 2005)

Deste modo, as guidelines europeias sugerem como tratamento de primeira linha
um regime de quimioterapia contendo cilofosfamida, doxorubicina, vincristina e
prednisolona adicionado de rituximab. (R-CHOP). (Tilly et al., 2015)
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Em casos de recidiva, os estudos indicam que os regimes de salvamento mais
aplicados, R-ICE (rituximab, ifosfamida, carboplatina ,etoposito) e R-DHAP( rituximab,
dexametasona, citarabina em dose elveada, cisplatina) proporcionam resultados
semelhantes. Para os doentes que respondam a terapia de salvamento seguem-se regimes
de quimioterapia com doses elevadas e transplante de células estaminais autdlogas
(ASCT). Nestes casos, a adi¢do de rituximab a terapéutica ndo demonstrou beneficios,
pelo contrério, nos pacientes que receberam rituximab observou-se um aumento da
toxicidade, provavelmente devido a um estado imunitario debilitado, apds o transplante
(Gisselbrecht et al., 2010).

De referir que a actividade do Rituximab em monoterapia no DLBCL é limitada.
A sua funcdo esté sobretudo relacionada com a sensibilizacéo do linfoma & quimioterapia.
(Gisselbrecht et al., 2012).

Linfoma Folicular

Este tipo de linfoma ocupa a 22 posicéo dos linfomas mais comuns nos Estados Unidos
e na Europa Ocidental. A WHO classifica o linfoma folicular em 3 graus, de acordo com
a proporcao de centroblastos presentes, onde os graus 1 e 2 se referem a casos com poucos
centroblastos, ou seja, linfomas indolentes (Swerdlow et al., 2008).

A opcao de tratamento ndo é consensual e varia entre os oncologistas, optando alguns
por tratar o linfoma de grau 3 com um regime de R-CHOP, enquanto outros acreditam
que a terapéutica deve ser a mesma, independentemente do grau (Shankland et al., 2012).

N&o existem evidéncias de que o tratamento em doentes assintomaticos aumenta as
hipGteses de sobrevivéncia. Deste modo ainda existe controvérsia sobre a altura indicada
para se iniciar o tratamento (Ardeshna et al., 2003).

Quando a doenca se encontra em estadio limitado (estadio I e 1l) a radiacdo é a
terapéutica de elei¢cdo, com uma taxa de sobrevivéncia de cerca de 10 anos, em 60% a
80% dos individuos. Caso a radiacdo nao seja uma escolha viavel, gracas aos seus efeitos
adversos, aconselha-se apenas uma postura de observacdo nos casos assintomaticos e a
monoterapia com Rituximab na presenca de sintomas (Dreyling et al., 2014; Guerard &
Bishop, 2012).

Existem varias opcdes terapéuticas para o estado avancado deste linfoma. Os regimes

terapéuticos incluem clorambucilo, fludarabina, ou bendamustina, podem consistir numa
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combinacdo de ciclofosfamida, vincristina, e prednisolona ou ainda regimes contendo
antraciclinas, apesar das evidéncias do seu valor acrescido em relagéo a outros regimes
serem limitadas (Dreyling et al., 2014; Itchaki et al., 2013).

O efeito do rituximab no aumento da sobrevida livre de progressao foi demonstrado
em varios estudos, pelo que este deve ser incluido no tratamento inicial de todos os
doentes com linfoma em estado avangado (Hiddemann et al., 2005; R. Marcus et al.,
2008), assim como na terapéutica de manutencado, pois prolonga a duracdo da remisséo
(Fowler, 2011).

4.3.2.Linfomas de células T

O tratamento consiste em sessfes de quimioterapia com associacfes de farmacos
para os linfomas periféricos (Shankland et al., 2012

Foi aprovado, para o tratamento do linfoma anaplastico, pela FDA, o conjugado
de brentuximab e vedotin, combinando assim um anticorpo monoclonal anti-CD 30
(brentuximab) e um agente antitbutolinico, a monomethilauristatina E (vedotin) (Savage
et al., 2008)
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4.4. Tratamento do Linfoma de Hodgkin

Algoritmo para ao tratamento de HL, adaptado de D.A. Eichenauer et al. (2014).

Diagndstico de HL

Limitado Intermeédio Avancado
4 ciclos de ABVD 6 -8 ciclos de
2-3 ciclos ABVD ou 2 de ABVD ou 6 ciclos
BEACOPPesc + 2 de BEACOPPesc
ciclos de (<60 anos)
ABVD(<60 anos)
20 Gy IFRT ou RT localizada para
ISRT linfoma residual >1.5 cm
30 GBI/S'F?T ou (ap6s ABVD) ou RT

Localizada para linfoma
residual to PET-positivo
>2.5 cm (ap06s
BEACOPPesc)

As qguidelines europeias recomendam, em casos de recidiva, ciclos
guimioterapéuticos de altas doses seguidos de transplante autélogo de células estaminais.
Os varios regimes possiveis incluem: DHAP (dexametasona, Ara-C em dose elevada,
cisplatina) ou IGEV (ifosfamida, gemcitabina, vinorelbina) ou ICE (ifosfamida,
carboplatina, etoposido) que reduzem a carga tumoral e mobilizam as células estaminais
antes da quimioterapia de dose elevada e do transplante autélogo de células estaminais.
Quando estas opcdes ndo sdo aplicaveis, € utilizado o conjugado brentuximab vedotin (D.
A. Eichenauer et al., 2014; Gopal et al., 2012).
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5.Farmacogenética

Usado pela primeira vez por Voguel, em 1959, o termo farmacogenética refere-se
ao estudo da influéncia da variabilidade genética na resposta terapéutica, nomeadamente
dos efeitos adversos e eficacia (Motulsky & Qi, 2006).

Muitas vezes da-se uma sobreposicdo dos termos farmacogenética e
farmacogendmica, sendo este ultimo visto como a convergéncia do estudo de todos 0s
genes do genoma aplicado a farmacogenética. A sua distingdo € arbitraria sendo estes
utilizados como sinénimos (Pirmohamed, 2001).

Apesar da importancia de factores como a idade, sexo, funcdo renal e hepética,
doencas concomitantes e interaccdo com outros farmacos reconhece-se actualmente que
diferencas no metabolismo dos farmacos herdadas pelos individuos, assim como
polimorfismos genéticos presentes nos alvos terapéuticos podem influenciar
significativamente a resposta do individuo a terapéutica. Estas diferencas genéticas
podem afectar tanto a farmacocinética (absor¢do, distribuicdo, metabolismo e excre¢do
dos farmacos) como a farmacodinamica (por exemplo as interaccbes com os alvos
terapéuticos, com os receptores e com enzimas) (Evans & Relling, 1999). Esta
variabilidade genética representa cerca de 15% a 30% das diferencas no metabolismo e
eficacia dos farmacos nos diferentes individuos e, em alguns farmacos, pode mesmo
chegar aos 95% (Eichelbaum, Ingelman-Sundberg, & Evans, 2006).

A variabilidade genética pode ser causada por polimorfismos genéticos que
consistem em alteracdes na sequéncia do DNA como delecBes, substituicdes, insercoes,
repeticBes, variacdo do nimero de clpias e outros rearranjos. Estas alteracbes podem
levar a uma modificagdo na expressdo destes genes (Robert, Le Morvan, Giovannetti, &
Peters, 2014).

Assim, a utilizacdo de doses equivalentes em individuos diferentes, em
quimioterapia, pode provocar diferentes respostas ao tratamento. Os polimorfismos
genéticos, em genes que codificam para enzimas de metabolizagdo, proteinas de
transporte, alvos terapéuticos e outros genes que influenciam a resposta a terapéutica sao
, em grande parte, responsaveis por esta variabilidade e eficacia do tratamento (Deenen,
Cats, Beijnen, & Schellens, 2011).

O objectivo das disciplinas emergentes da farmacogenética e farmacogenomica €

0 tratamento personalizado, com base no genétipo do individuo. Deste modo, a
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informacdo genética tem sido utilizada na identificacdo do risco da doenca (por exemplo
a avaliacdo da mutacdo de BRCAL para avaliar o risco de cancro da mama), na escolha
dos agentes de tratamento (por exemplo, a CYP2D6 no tratamento do cancro da mama)
e na decisdo da dosagem (por exemplo, CYP2C9 e VKORCL1 para a dosagem de varfarina
, UGT1AL1 para irinotecano, e TPMT para 6-mercaptopurina e azatioprina ) (R. S. Huang
& Ratain, 2009).

A farmacogenética dos agentes anticancerigenos é das areas mais estudadas gracas
a estreita margem terapéutica dos mesmos que possuem toxicidades mais severas que
outros farmacos e que podem ser fatais (Weng et al., 2013).

O projecto da sequenciagdo do genoma humano foi um importante passo para a
investigacdo nesta area. Uma das suas maiores descobertas foi que, apesar do genoma
humano ser cerca 99,9% idéntico em todos os individuos, a mudanga de um sé nucledétido,
os designados single nucleotide polymorphysms (SNP), parece conter importantes pistas
para as diferencas individuais na susceptibilidade a doengas (Chial, 2008).

A sua frequéncia alélica € de pelo menos 1% , ocorrendo 1 a cada 1000pb. Cerca
de 10 milhGes de SNPs estdo registados na base de dados do NCBI. No entanto, a grande
maioria correspondem a SNPs situados em regides nao codificantes. Quando ocorrem em
regides codificantes, estes podem provocar alteragdes na sequéncia proteica e em regides
ndo codificantes podem causar diferencas na quantidade de proteina traduzida, o que se
pode traduzir em alterac@es fenotipicas. Apesar disso, a maioria dos polimorfismos que
se encontram em regides nao condificantes ndo produzem sequéncias, sendo utilizados
como marcadores (Robert et al., 2014; Shen, Tian, Ran, & Gao, 2015).

Cada individuo possui duas cépias de cada gene, uma em cada cromossoma.
Contudo, a andlise do genoma humano, integrada no projecto The Human Genome
Project, detectou a presenca de regides genéticas cujo numero de copias era diferente
entre individuos. Estas variacfes genéticas designam-se CNVs (variagdo do nimero de
copias) e, apesar da discordancia em volta do seu papel na patogénese de varias doencas,
existem evidéncias desse papel na eficacia e toxicidade de alguns farmacos (Y. He,
Hoskins, & McLeod, 2011).

Os avangos no conhecimento do genoma humano abrem entdo as portas para a
medicina personalizada que constitui 0 grande objectivo da farmacogenética. Apesar da
diferenga entre individuos se dever também a outros factores sdo ja muitas as evidéncias
de que os factores genéticos sdo importantes na variagdo da ocorréncia de reacgdes

adversas e na eficacia dos farmacos (Weinshilboum & Wang, 2006).

34



5.Farmacogenética

5.1.Polimorfismos genéticos em genes que codificam de enzimas de metabolizagéo

Os processos metabolicos convertem os farmacos em metabolitos mais soltveis
em &gua, logo mais facilmente excretados. Estas reacgdes, catalisadas por enzimas,
dividem-se em reaccdes de fase | e reaccOes da fase Il. Na fase | ocorrem reaccdes de
oxidacdo, reducdo e hidrdlise e na fase 1l o farmaco ou o metabolito resultante da fase | €
ligado covalentemente a um substrato endégeno solivel em agua como, por exemplo,
acido glucuronico ou glutationa. Os avancos na area da farmacogenética permitiram
identificar varios polimorfismos que afectam a actividade destas enzimas e o seu impacto
nas diferentes respostas aos tratamentos entre individuos (Serpe, Canaparo, Scordo, &
Spina, 2015).

5.2.Enzimas de fase |

A grande maioria dos farmacos sofre metabolizagdo pelas enzimas do citocromo
P-450 (CYP) que sdo responsaveis pelas reac¢des de oxidacao da fase I. Estdo presentes
no genoma humano 57 genes CYP agrupadas em 18 familias e 44 subfamilias. Contudo,
apenas cerca de uma ddzia de enzimas das familias 1,2 e 3 estdo envolvidas nas reaccdes
de metabolizacdo da fase | (Serpe et al., 2015).

De entre as enzimas CYP450 envolvidas no metabolismo de farmacos
anticancerigenos foram identificados polimorfismos genéticos nas isoformas
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,CYP2D6, CYP3A4, e CYP3A5 (Deeenen et al.,
2011).

A CYP2B6 é responsavel pela metabolizacdo 20% a 25% dos farmacos
comercializados e a mais estudada (Ma & Lu, 2011). Cerca de 100 SNPs estdo ja
identificados para esta enzima tendo os mesmos sido implicados na eficicia da terapéutica
dos linfomas com ciclofosfamida, uma vez que este farmaco sofre activacdo por esta
enzima (G. G. Johnson et al., 2013).

Outro estudo sugere que a enzima CYP2EL possa influenciar o metabolismo de
farmacos utilizados no tratamento SLL, como Fludarabina, Rituximab, Ciclofosfamida,
Alemtuzumab, Bendamustina, Clorambucil (Han et al., 2010).

Por sua vez, uma elevada expressdo da CYP3A4, uma enzima expressa nos
tumores de células T, revelou uma diminuida resposta a quimioterapia. Desta forma,

doentes com elevada expressdo desta enzima, provavelmente, beneficiariam de um
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regime de quimioterapia alternativo, com um farmaco cuja inactivacdo nao dependesse
desta enzima (Rodrt et al., 2007).

Outro exemplo é um estudo envolvendo a populagdo da Ardbia Saudita onde se
observou que doentes com o alelo CYP1A1*2C tinham um maior risco de desenvolver
DLBCL. Esta associacdo poderd estar relacionada com o papel desta enzima no

metabolismo de hidrocarbonetos arométicos (Al-Dayel et al., 2008).

5.3.Enzimas de fase Il

Algumas das familias de enzimas envolvidas nas reac¢des de metabolizacdo da
fase Il sdo a uridina difosfato glicoronosiltansferases (UGTs), N-acteiltransferases
(NATS), tiopurina S-metiltransferase (TPMT), sulfotranferases (SULTS) e glutationa S-
transferases (GSTs). Estas enzimas, para além de produzirem metabolitos mais facilmente
excretados, também possuem um papel importante na minimizacdo da toxicidade dos
metabolitos toxicos provenientes das reaccbes de fase I, como os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos. Neste sentido, existem estudos que associam a presenca de
polimorfismos nos genes que codificam estas enzimas com a incidéncia de algumas
doencas (Ekhart, Rodenhuis, Smits, Beijnen, & Huitema, 2009).

Em relacdo a familia das GSTs destacam-se 0s genes que codificam para as
enzimas GSTA, GSTP, GSTT e GSTM. Polimorfismos nestes genes podem afectar a
funcgéo enzimatica das mesmas e, consequentemente, o risco e a eficacia no tratamento de
varios cancros, nomeadamente do HL. A explicacdo parece estar no facto destas enzimas
se encontrarem envolvidas na metabolizacdo de agentes alquilantes, antraciclinas e
ciclofosfamida, farmacos utilizados no tratamento do cancro e, portanto, uma variacdo
genética pode alterar a capacidade de metabolizacdo destas enzimas e, consequente, a
excrecdo de carcinogéneos e farmacos antineoplasicos (Altés et al., 2013; Ekhart et al.,
2009).

Exemplos destes polimorfismos sdo dele¢cbes homozigoticas nos genes GSTT1 e
GSTM1 e ainda um SNP no gene GSTP1 que leva a uma substituicdo, no coddo 105, do
aminoacido isoleucina para valina (llel05Val), causando uma diminuicdo da sua
actividade. Individuos com estes polimorfismos demonstraram um risco aumentado de
HL e pior prognéstico (Yri et al., 2012).

Outro estudo verificou também a existéncia de uma associagdo entre delegdes nos

genes GSTM1 e GSTT1 e a toxicidade resultante do regime de quimioterapia padrdo para
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o tratamento de linfomas, o R-CHOP. Doentes homozigdticos para a delecdo do gene
GSTT1 sofreram maior toxicidade do que os outros pacientes. Essa toxicidade foi, ainda,
superior em pacientes com dupla delecdo GSTM1/GSTT1. Deste modo, os polimorfismos
descritos podem servir como marcadores de prognostico e podem auxiliar na previsdo da
eficacia e toxicidade do tratamento (Y. He et al., 2011).

Efeitos semelhantes foram descritos para a subclasse de enzimas
UGT1A1(Ribrag et al., 2009).

5.4.Proteinas de transporte

As proteinas de transporte desempenham um papel crucial na destoxificacdo do
organismo ao controlar o efluxo se substancias enddgenos, reduzindo a entrada de
substancias nocivas e toxicas e aumentando a sua excrecdo, influenciando, assim, a
farmacocinética dos farmacos (Figura 6) (Campa et al., 2012). O interesse nestas
proteinas tem vindo a aumentar nas varias areas terapéuticas devido ao seu papel na
regulacao da absorcéo, distribuicdo e eliminacdo de farmacos e no desenvolvimento de
resisténcias aos farmacos, por diminuicéo da sua captacdo ou aumento do efluxo. Existem
duas superfamilias de proteinas transportadoras que medeiam o transporte de citotdxicos.
A familia ABC (ATP-binding cassette) e a SLC (solute carriers).

Espaco extracelular

Farmaco
Fatha na
. , indugio de
- apoptose

e

p53 inactivado

R/

L
Figura 7-Proteinas de transporte e mecanismos de resisténcia presentes nas células cancerigena (adaptado
de Joyce et. al., 2015)

Grande parte dos agentes anticancerigenos séo substratos para estas duas familias
de proteinas transportadoras (Tabela 3). Juntas, controlam o influxo e efluxo destes

farmacos, modulando a sua concentracéo dentro das células, desempenhando, assim, um
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papel na eficacia terapéutica, progressdo da doenca recidiva,ou seja, na eficacia ou falha
do tratamento (Figura 6) (Joyce, McCann, Clynes, & Larkin, 2015).

Dentro da familia ABC destacam-se trés subfamilias pela sua importancia no
tratamento do cancro, a ABCB1/MDR1, a ABCC2/MRP2 e ABCG2/BCRP2. Existem
evidéncias de que uma expressdo aumentada destas proteinas esta relacionada com uma
acumulacdo reduzida de farmacos anticancerigenos no interior das células e com a
resisténcia de células cancerigenas a maltiplos farmacos (Y.-L. Sun, Patel, Kumar, &
Chen, 2012).

Por exemplo, o gene MDR1 codifica para a P-glicoproteina (P-gp), que bombeia
farmacos anticancerigenos como alcal6ides da vinca (por ex.: vinblastina e vincristina) e
antraciclinas (por ex.: doxorrubicina), que séo utilizados no tratamento dos linfomas de
Hodgkin e ndo Hodgkin. VVarios SNPs no gene MDR1 alteram a expresséo e funcao desta
proteina (Shukla, Ohnuma, & Ambudkar, 2011). Dos mais de 50 SNps ja identificados
para este gene 0s que ocorrem com mais frequéncia na populagédo (10%) sédo: 1236C> T
(rs1128503, exdo 12), 2677G> T/A (rs2032582, ex&o 21), e 3435C> T (rs1045642, exéo
26) (Santo & Medeiros, 2013; Y. L. Sun, Patel, Kumar, & Chen, 2012).

Tabela 3 — Substratos anticancerigenos das proteinas transportadoras da familia ABC adaptado de Joyce 2015

Gene

ABCB1

ABCC1

ABCC2

ABCG2

Outras designacoes Substratos

MDR1, P-glicoproteina  Vinblastina, vincristina, daunorrubicina, doxorrubicina, etoposido,

metotrexato

MRP1 (bomba GS-X) Vinblastina, vincristina, daunorrubicina, doxorrubicina, etoposido,
metotrexato, glutationa (GSH), conjugados gulucuronideos e de
sulfato

MRP2, cMOAT Vinblastina, vincristina, doxorrubicina, etoposido, metotrexato,

glutationa, cisplatina, GSH

BCRP2- Breast cancer Daunorrubicina, doxorrubicina, etoposido, metotrexato, glutationa,
resistance protein conjugados de sulfato

A maioria dos transportadores da familia SLC sdo transportadores activos

secundarios que utilizam o gradiente electroquimico como fonte de energia. Estes

transportam substratos especificos como aminoacidos, oligopéptidos, fosfatos,

nucleodsidos, metais, vitaminas solUveis em agua e estdo ainda envolvidos na captacgéo e
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quimiosensibilidade de farmacos hidrofilicos. Os transportadores séo assim responsaveis
ndo sé pelo transporte de nutrientes para as células, como também pela captacdo de
agentes anticancerigenos (Joyce et al., 2015 ;Y. Huang & Sadée, 2006).

No caso da SLC22A16, uma proteina transportadora de catides ionicos, foi
demonstrado que esta transporta farmacos anticancerigenos como a doxorrubicina, um
agente utilizado, por exemplo, em casos de DLBCL. A eficacia de alguns farmacos tem
sido relacionada com o nivel de actividade e expressao deste transportador em células

tumorais mas o seu papel no DLBCL ainda néo esté esclarecido (Novak et al., 2015).
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6.R-CHOP e o Linfoma difuso de grandes células B

O linfoma difuso de grandes células B é um dos subtipos de linfoma mais comuns
no ocidente (Novak et al., 2015). O tratamento de 12 linha consiste numa combinacéao de
rituximab, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, prednisolona (R-CHOP) (Tilly et
al., 2015). Apesar da grande taxa de cura, a falta de remisséo ou a recidiva em pouco
tempo permanecem preocupantes. Varios sdo os factores ja identificados que influenciam
0 sucesso da terapéutica como a idade, o sexo, a lactato desidrogenase e o estadio da
doenca. Contudo, existem ainda por identificar factores biol6gicos que podem auxiliar no
reconhecimento de pacientes de alto risco e na possivel intervencdo terapéutica
direccionada a estes factores. Assim, eventos genomicos podem ser a chave do sucesso
terapéutico ao funcionarem como preditores da resposta (Novak et al., 2015).

Deste modo, serdo aqui mencionados alguns dos polimorfismos cuja ocorréncia
parece ter impacto na resposta ao regime terapéutico supra mencionado e consequente

progressao da doenca.

Polimorfismos no gene MPO

Este gene codifica para a enzima mieloperoxidase MPO que catalisa varias
reacgdes de oxidagdo para além de produzir potentes oxidantes e acido hipocloroso. Uma
diminuicdo na expressao desta enzima pode levar a niveis de oxidantes mais baixos,
oxidantes estes que podem ser necessarios para uma actividade plena dos agentes
antineoplasicos (Gustafson et al., 2014).

O SNP rs2333227 (-463 G>A) localiza-se 463pb a montante do gene MPO. O
alelo G actua como um local de ligacdo de factores de transcricdo para a proteina
estimulante SP1, reagindo assim com a SP1 e aumentando a expressao de MPO. Assim,
a substituicdo G>A resulta na diminuicéo da expressdo de MPO (Chu et al., 2010).

Recentemente, um estudo demonstrou que o raro genétipo homozigético GG do
SNP rs2243828 estava associado a menores valores de sobrevivéncia em doentes com
DLBC ap06s o tratamento com R-CHOP (Gustafson et al., 2014). Este SNP encontra-se a
122pb do rs2333227 e o0 alelo G do rs2243828 encontra-se em desequilibrio de ligacéo
(linkage desiquilibrium) com o alelo A do rrs2333227. Deste modo, julga-se que o alelo
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G do rs2243828 possa estar associado a uma menor expressao de MPO, o que pode ser

benéfico a sobrevivéncia das células tumorais (Xu et al., 2014).

6.1.Doxorrubicina

Existem dois mecanismos propostos para a ac¢do da doxorrubicina exercida na
célula: intercalacdo no DNA, provocando disrup¢do da reparacdo do mesmo mediada pela
topoimerase Il e geracdo de radicais livres que danificam as células tumorais (Thorn et
al., 2011).

Outro processo alternativo é a entrada da doxorrubicina no ndcleo, inibindo a
topoimerase Il e danificando o DNA o que também ira causar morte celular. Neste caso,
0s genes envolvidos dizem respeito a enzimas que participam na reparacdo do DNA e
controlo do ciclo celular. (TOP2A, MLH1, MSH2, TP53, e ERCC2) (Figura 7) (Thorn et
al., 2011).

Os genes que podem estar envolvidos nos mecanismos de ac¢do deste agente séo
genes capazes da reaccao de reducdo (desidrogenases NADPH, sintetases de oxido nitrico
e xantina-oxidade) bem como genes envolvidos na desactivacdo destes radicais livres
(glutationa peroxidase, catalase e superdxido dismutase) (Thorn et al., 2011).

Este agente antineoplasico, apesar da sua grande eficacia em varios tumores, causa

efeitos secundarios cardiotoxicos que limitam a sua utilizacdo (Zhao et al., 2010).
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Figura 9-Principais genes farmacogenéticos candidatos no mecanismo de ac¢do doxorrubicina (adaptado de
Thorn et al., 2011, disponivel em https://www.pharmgkb.org/pathway/PA165292163)

Polimorfismos da NADPH oxidase

A NADPH oxidase (Figura 8) é uma importante fonte enddgena de espécies
reactivas de oxigénio (ROS). Estas espécies estdo envolvidas tanto na carcinogénese
como na eficicia de agentes quimioterapéuticos, tais como doxorrubicina (Hoffmann et
al., 2010).

Estudos demonstram que as ROS produzidas por esta enzima desempenham um
importante papel na patofisiologia cardiaca. A sua actividade e expressdo encontram-se
aumentadas na insuficiéncia cardiaca (Zhao et al., 2010).

Deste modo, surgem entéo investigacdes, numa tentativa de perceber qual o papel dos
polimorfismos nos genes CYBA, NCF4 e RAC2, na fungdo da NADPH e consequente

desenvolvimento destas lesdes.
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Figura 10-Estrutura do complexo enzimatico NADPH (adaptado de Gardiner et al., 2013)

e Polimorfismos no gene CYBA

O CYBA, um gene que codifica a subunidade p22phox do complexo NADPH
oxidase pode ser afectado pelo polimorfismo ndo sinbnimo CYBA rs4673 que provoca
uma alteracdo na actividade da NADPH ao perturbar o local de ligagdo heme
(Reichwagen et al., 2015). Doentes com o gendtipo TT demonstraram pior sobrevivéncia
livre de complicacBes (EFS-event free survival) quando comparados com 0s genotipos
CC e CT. (Rossi et al., 2009). A investigacdo de Reichwagen et al. obteve resultados em
conformidade com os supra mencionados. Os gendtipos CT/TT de doentes com linfoma
agressivo de células B, sujeitos a um regime de R-CHOP, demonstraram uma associa¢do
com cardiotoxicidade induzida por antraciclinas (Reichwagen et al., 2015).

Estes resultados ndo sdo, contudo, concordantes entre todos os autores. A
investigacdo de Cascales et al. revelou que o polimorfismo 242C>T da subunidade
p22phox (rs4673), que leva a uma substituigdo His72Tyr, tinha um papel protector contra
a necrose miocardica focal. Esta conclusdo advém do facto de a frequéncia desta lesdo
ser superior em individuos com o geno6tipo CC, em contraste com a baixa frequéncia da
mesma em individuos portadores do alelo T. Apesar destes resultados ndo estarem de
acordo com os anteriores, eles sdo consistentes com os dados existentes que relacionam
este polimorfismo com uma menor actividade da NADPH (Cascales et al., 2013).

Um estudo levado a cabo por Hoffman e seus colegas analisou outro polimorfismo
neste gene e 0 consequente impacto da sua presenca em doentes com linfoma néo

Hodgkin. O polimorfismo 640A> G na regido 3' UTR demonstrou ter relevancia clinica
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com uma possivel influéncia na funcionalidade desta enzima. A presenca do alelo G
estava associada a uma menor actividade enzimatica e menores niveis de p22phox e
mRNA de CYBA. Clinicamente, a presenca deste alelo demonstrou ser desfavoravel no
prognostico destes doentes, submetidos a um regime de CHOO ou CHOEP. Os
mecanismos associados a este polimorfismo ainda ndo estdo compreendidos mas,
bioquimicamente, verificou-se que a sua presenca estava associada a uma menor
actividade de NADPH (Hoffmann et al., 2010).

e Polimorfismos no gene NCF4
NCF4 rs1883112 é um SNP do que codifica para a subunidade p40phox que

regula a NADPH oxidase com potenciais consequéncias na sua expressao. Este estudo

demonstrou que o mesmo tem um efeito protectivo em relacdo a toxicidade deste regime.
Portadores do alelo G minor experienciaram menos frequentemente toxicidade
hematoldgica, infecciosa e cardiaca. (Rossi et al., 2009). Dados semelhantes foram
obtidos numa investigacao levada a cabo por Gustafson que detectou uma associagdo
entre este polimorfismos e melhores valores de sobrevivéncia livre de progressdo
(Gustafson et al., 2014)

O complexo NADPH gera espécies reactivas de oxigénio que podem induzir a
apoptose ao interferir com as vias de sinalizacdo para a sobrevivéncia redox - sensiveis
ou através da formacdo de moléculas sinalizadoras da morte celular, através da oxidacao
de lipidos, proteinas ou DNA (Gustafson et al., 2014). Também Cascales et. al
verificaram que o polimorfismo -212A>G da subunidade p40phox (rs1883112) estava
fortemente associado a fibrose intersticial do miocardio em doentes com cancro (a grande
maioria com linfoma e leucemia), principalmente em individuos com o genétipo AA. O
seu significado funcional ndo esta ainda esclarecido mas sabe-se que o polimorfismo
rs1883112 se localiza no promotor do gene NCF4, que estd envolvido na regulagdo
decrescente da NADPH (Cascales et al., 2013).

Além disso, outros estudos detectaram, igualmente, uma relacdo entre este
polimorfismo e os efeitos adversos adjacentes ao tratamento de DLBCL, mais
precisamente da doxorrubicina (Hoffmann et al., 2010; Wojnowski et al., 2005).

No entanto, recentemente, Reichwagen et. al ndo encontraram associagdes entre
este polimorfismo e cardiotoxicidade induzida por antraciclinas (Reichwagen et al.,
2015).
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Polimorfismos no gene RAC2
A RAC2 ¢ uma GTPase fundamental para a actividade da enzima NADPH. O SNP
(7508T> A, rs13058338) encontrado no intrdo 2 demostrou estar associado a

cardiotoxicidade aguda em doentes com NHL (a grande maioria dos quais com DLBCL)
com idades entre os 18 e os 75 anos. Individuos portadores do alelo A exibiram
predisposicédo para esta toxicidade induzida por antraciclinas (Wojnowski et al., 2005).

Posteriormente, outro estudo em doentes com mais de 60 anos, diagnosticados
com linfoma agressivo de células B, obteve os mesmos resultados. A associacéo entre a
cardiotoxicidade e o genotipo homozigdtico AA exibiu particular significancia
(Reichwagen et al., 2015).

Pressupde-se que a RAC2 induz a NADPH através da activacdo de eventos das
vias de sinalizacdo. O alelo A, por sua vez, esta relacionado com uma maior expressao
em granuldcitos, tanto de MRNA RAC2 como de NCF4, o gue sugere 0o aumento da
expressdo e actividade deste complexo enzimético, nos portadores deste alelo A da
RAC2. Contudo, esta hipGtese ndo estd ainda demonstrada em cardiomidcitos
(Reichwagen et al., 2015).

Apesar das variantes genéticas ndo serem suficientemente especificas para o
desenvolvimento de um regime terapéutico individualizado, baseado no genétipo, a
identificacdo destas variantes permite a estratificacdo dos doentes em grupos de risco que
podem eventualmente beneficiar da administragdo conjunta de um inibidor da NADPH.
Ainda assim, mais estudos sdo ainda necessarios a fim de perceber qual o papel da
NADPH na toxicidade induzida por antraciclinas (Reichwagen et al., 2015).

N&o obstante dos resultados discordantes, € comum em todos os estudos que a
actividade da NADPH oxidase tem uma intima relagcdo com a cardiotoxicidade induzida
por antraciclinas. O mecanismo exacto mantem-se ainda por esclarecer mas, dado o
possivel impacto de diferentes polimorfismos na actividade desta enzima e 0 seu
consequente efeito na resposta e toxicidade do tratamento, a realizagdo de mais estudos,
com vista a esclarecer estes mecanismos, pode ser bastante benéfica para a optimizacao

dos tratamentos nestes doentes.
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Polimorfismos no gene ABCC2 (MDR2)
O ABCC2 rs17222723 ¢ um SNP néo sindnimo do gene ABCC2 que codifica para
a proteina MDR2 que actua no efluxo da vincristina e doxorrubicina. Individuos com

DLBCL, portadores dos gendtipos AT/AA evidenciaram piores valores de sobrevivéncia

livre de complicacdes. (Rossi et al., 2009)

Polimorfismos no gene ABCB1 (MDR1)

O gene MDRL1 localiza-se no cromossoma 7 e codifica para a proteina P-gp, uma
proteina transportadora de efluxo. Mais de 50 SNPs estdo descritos para este gene mas
trés deles ocorrerem mais frequentemente (10%) em varias populagdes. Sdo eles o
C3435T, C1236T e G2677T/A. O polimorfismo C3435T afecta o tempo de sobrevivéncia
em casos de DLBCL e a sua associacdo com outro polimorfismo, o G2677T/A, parece
afectar a eficacia dos esquemas de quimioterapia. Ndo parece, contudo, haver relacdo
entre estes SNPs e o risco de NHL. A expressao desta proteina pode variar de acordo com
os diferentes hapl6tipos, o que explica a observacao de diferentes respostas ao tratamento.
A proteina 2677T demonstrou ter maior capacidade de transporte que a proteina 2677G
e 0 genotipo homozigotico C3435T para o alelo variante T (3435TT), demonstrou estar
associado a uma maior expressao de mRNA MDR1. Tendo em conta estes dados, uma
das hipéteses para a variabilidade na resposta ao tratamento refere que doentes com o
gendtipo 2677TT e 3435TT possam ter maior transporte de efluxo e portanto sdo menos
sensiveis a quimioterapia, apresentando por isso piores taxas de sobrevivéncia (Hu, L.-
L., Yu, B., e Yang, J, 2013; Santo & Medeiros, 2013).

Estes polimorfismos tém, também, sido considerados biomarcadores
independentes de progndéstico (Hu, L.-L.et al., 2013; Santo & Medeiros, 2013).

A presenga de outro polimorfismo, MDR1 -T129C, mais concretamente do
gendtipo heterozigotico TC, revelou estar relacionada com o risco de DLBCL. A
observacao, numa populacao chinesa, em tecidos colorectais, de maiores niveis de mMRNA
MDRZ1 no gendtipo heterozig6tico, em compara¢do com o gendtipo homozigético MDR1
-129TT, sugere um mecanismo molecular associado a esta relacdo entre este gendtipo e
0 desenvolvimento de DLBCL(Hu, L.-L. et al., 2013).
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Polimorfismos no gene SLA22A16
O gene SLC22A16 estd localizado no cromossoma 6g21 e codifica para um

polipéptido de 577 amino&cidos. Varios estudos sugerem que alteracbes na expressao
desta proteina podem ter implicacbes na farmacodindmica e farmacocinética da
doxorrubicina em doentes com cancro (Lal, Mahajan, Chen, & Chowbay, 2010).

Num estudo levado a cabo por Novak et al. foram identificadas mutagdes como a
perda de CNA (alteracdo do numero de cdpias) e variagcdes de um nucleétido (R150Q,
L325R e H49Y) no gene SLC22A16, em células de pacientes com DBLCL e,
posteriormente, analisada a sua relevancia bioldgica na progressao da doenca. Verificou-
se, entdo, que a perda de CNA ndo se relacionava com a progressao, recidiva ou novo
tratamento, 24 meses ap0s o0 diagnostico nestes doentes. As mutagdes L325R e R150Q,
por sua vez, localizam-se na entrada/saida do poro de translocacdo o que sugere um
possivel impacto das mesmas na funcdo e no transporte da doxorrubicina enquanto a
mutacdo H49Y ndo sugeriu ter qualquer impacto. Assim, o significado destas mutacoes
em termos funcionais esté ainda por explorar, principalmente porque sdo raras. Apesar
disso, os dados sugerem que a SLC22A16 transporta a 14C doxorrubicina em células com
DLBCL e que a perda desta proteina através da dele¢cdo ou mutacdo do gene podem
afectar a sensibilidade destas células em relacdo a terapéuticas que incluam a
doxorrubicina (Novak et al., 2015).

Polimorfismos nos genes carbonil reductase

e CBR1

A Carbonil reductase 1 (CBR1) é uma enzima metabolizadora de antraciclinas.
Suspeita-se que esta possa estar envolvida na toxicidade de antraciclinas (Figura 9) uma
vez que 0s SNPs rs20572 e rs9024 foram associados a uma diminuig¢do do metabolismo
da doxorrubicina e daunorrubicina e este metabolismo esta associado a expressao da
carbonil reductase (Jordheim et al., 2015). Previamente, alguns estudos tinham ja
detectado o polimorfismo 1096G>A (rs9024) em amostras de DNA de figados humanos
e verificado que o genotipo GG tinha tendéncia a niveis mais eleveados de mMRNA, em
comparagdo com o0 genotipo heterozigdtico G/A. Além disso, citosois hepaticos com o
gendtipo homozigdtico G/G desmonstraram taxas de sintese de doxorrubicinol, um

metabolito cardiotoxico da doxorrubicina, mais elevadas.. De referir, ainda, que este
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polimorfismo foi detectado apenas em dadores de raca branca, colocando a hipotese de
que a maior incidéncia de toxicidade em doentes de raca negra, encontrada em estudos
clinicos pediétricos, pode estar relacionada com a escassez do alelo variante (A) nos
individuos de descendéncia Africana (Gonzalez-Covarrubias, Zhang, Kalabus, Relling,
& Blanco, 2009).

Ainda antes, em 2008 , tinha sido verificado que , em doentes asiaticos com cancro
da mama, os diplétipos com pelo menos um alelo variante resultantes dos polimorfismos
627C> T (rs20572) e +967G> A (rs9024) estavam correlacionados com niveis mais
elevados de exposicdo a doxorrubicina, sugerindo a possibilidade de menor conversao em
doxorrubicinol intracelular nestes doentes (Lal et al., 2008)

Desta forma, informacdes sobre as determinantes genéticas especificas, referentes a
varidvel actividade de CBRI, podem ajudar a optimizar a terapia anticancerigena com

antraciclinas (Gonzalez-Covarrubias et al., 2009).

e CBR3

A relacéo entre o polimorfismos V244M, G>A ( rs1056892) e a toxicidade cardiaca
relacionada com atranciclinas foi descrita em dois estudos, ambos em criancas
sobreviventes de cancro (entre os quais linfoma de Hodgkin e linfoma ndo Hodgkin). Este
polimorfismo da origem a duas isoformas, a proteina CBR3 V244 ( alelo G) e a CBR3
M244 (alelo A), sendo que a primeira demonstrou sintetizar doxorrubicinol 2,6 vezes
mais depressa. Os doentes com o genotipo homozigético GG apresentavam maior risco
de toxicidade e a hipotese colocada € que estes individuos, provavelmente, tinham uma
taxa de sintese miocardica de metabolitos de alcool C-13 cardiotoxicos superior a dos
individuos com o alelo A. Apesar disto, a contribuicao especifica deste metabolismo para
a formacao destes metabolitos continua por determinar. (J. G. Blanco et al., 2011; Javier
G Blanco et al., 2008)

De referir que num dos estudos os doentes tinham sido submetidos a baixas doses de
antraciclinas. Visto que a cardiotoxicidade, na presenca de doses elevadas, é mediada
sobretudo pelo stress oxidativo, consequente deste excesso de antraciclinas
metabolizadas, do que propriamente pelos metabolitos cardiotdxicos de alcool das
atraciclinas, o impacto deste polimorfismo ndo estava, neste caso, associado a elevadas

doses de antraciclinas ( > 250 mg/m?) (J. G. Blanco et al., 2011).
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Figura 11-Genes candidatos envolvidos na cardiotoxicidade induzida por antraciclinas (adapado de
Thorn et al., 2011, disponivel em https://www.pharmgkb.org/pathway/PA165292164)

Polimorfismos no gene MLH1

Um estudo colocou a hipotese da utilizacdo do MLH1 rs1799977 como preditor
do tratamento e sobrevivéncia do DLBCL. As células tumorais respondem aos danos no
DNA causados pela quimioterapia através de varios processos, entre 0s quais 0 mismatch
repair (MMR) onde o MLH1 é um grande componente. Os genoétipos MLH1 AG/GG
(rs1799977) estdo relacionados com pior progndstico e risco de morte. Esta associacdo
demonstra ser plausivel ainda pelo facto do alelo variante G estar associado a uma menor
expressao desta proteina. Células in vitro com expressdo reduzida da proteina MHL1
demonstraram resisténcia a doxorrubicina, o que é consistente com o facto de a mesma
promover a apoptose. Além disso, existem estudos noutras doengas onde o genotipo
MLH1 rs1799977 AG/GG demonstrou ter relevancia prognostica (Davide Rossi et al.,
2011).
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Polimorfismos no gene AKR1C 3

Em relacdo a este gene que codifica para a aldo-keto reductase 1C3, uma enzima
gue metaboliza varios compostos, nomeadamente a doxorrubicina, as maiores evidéncias,
medidas em termos de resultados de sobrevivéncia, dizem respeito ao polimorfismo
rs10508293. O raro genotipo homozigético CC em doentes com DLBCL demonstrou uma
associacdo com um aumento do risco, progressao da doenca e mortalidade desta doenca.
(Gustafson et al., 2014).

6.2.Rituximab

O rituximab é um anticorpo monoclonal cujo alvo séo os linfécitos patogénicos
que expressam o antigénio C20 a sua superficie. Este pode induzir a morte das células
através de varios mecanismos (ilustrados a Figura 8): citotoxicidade dependente do
complemento (CDC), citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) e
fagocitose celular dependente de anticorpos (ADCP) e outros mecanismos de inducédo da
apoptose que podem ou nédo ser mediados pelo receptor Fcy (Oflazoglu & Audoly, 2010;
Pauwels et al., 2012).

A ligacdo de complexos antigénio-anticorpo e complexos Fc-FcyR ao antigénio
CD20 pode activar vias apoptoticas intrinsecas (signal A e signal B) e, assim, induzir a
morte celular programada (PCD). No caso da CDC o rituximab activa a cascata do
complemento causando um ataque a membrana e consequente morte celular; na ADCC
da-se o recrutamento de células efetoras através da ligacdo aos receptores Fcy das
mesmas, 0 que resulta na libertacdo de proteinas e protéases que vao causar a morte
celular das células alvo; o recrutamento de mondécitos/macréfagos (atraves da ligacdo aos
seus receptores Fcy) na ADCP vai fazer com que as células tumorais sejam rodeadas por
anticorpos (Oflazoglu & Audoly, 2010).
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Figura 12-Mecanismo de accdo do Rituximab (adaptado de Oflazoglu & Audoly, 2010)

Polimorfismos no gene STAT3

A STATS3 pertence a uma familia de transdutores de sinal e activadores da
transcricdo que regulam a proliferacéo, divisao e apoptose celular através da mediagéo da
expressao dos genes envolvidos nos mesmos. O seu papel na proliferacdo e sobrevivéncia
das células de DLBCL demonstrou ser essencial. Assim, este pode ser um indicador de
prognostico e um alvo ideal na terapia de DLBCL (Al Zaid Siddiquee & Turkson, 2008)

Estudos sugerem que o rituximab inibe a fosforilagdo da STAT3 induzindo a
apoptose das celulas neoplésicas (Alas & Bonavida, 2001)

Um estudo envolvendo 166 doentes com DLBCL tratados com rituximab, entre
2007 e 2010, analisou o impacto do polimorfismo STAT3 rs2293152 no prognéstico
destes doentes (Hu et al., 2014). Os genotipos e a sua respectiva frequéncia, analisados

no estudo referido, encontram-se enumerados na tabela 4.
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Tabela 5- Gen6tipos e respectiva frequéncia

Genotipo N° doentes(%0)
cC 31 (18,7%)
GG 57 (34,3%)
CG 78 (47%)

O alelo G apresentou maior frequéncia (55,3%) do que o alelo C (44,8%). Para além
disso, a presenca dos gendtipos homozigéticos GG/CC demonstrou ser superior no sexo
masculino. A andlise dos resultados neste estudo aponta para melhores taxas de resposta
ao rituximab em doentes com os gendtipos homozigético, que, assim, beneficiavam de
um regime de quimioterapia que incluisse este agente. A presenca deste polimorfismo
pode, deste modo, servir de biomarcador preditivo da eficacia da terapéutica (Hu et al.,
2014).

6.3.Ciclofosfamida

A ciclofosdamida é um pro-farmaco que necessita sofrer activacdo por parte de
enzimas do complexo hepéatico CYP 450, originando o metabolito 4-
hidroxiciclofosmamida que co- existe com o seu tautdmero aldofosfamida. Esta activagdo
é mediada pela CYP2B6, CYP3A4, CYP3A5 e CYP2C9. A aldofosfamida, por sua vez,
sofre decomposicdo quimica e origina o agente alquilante mustarda fosforamida e um
metabolito toxico, a acroleina (Emadi, Jones, & Brodsky, 2009; Gor et al., 2010).

A inactivacdo e eliminag&o da 4- hidroxiciclofosfamida é mediada por enzimas de
fase Il (GSTA, GSTM,GSTP,GSTT) atraves da conjugacdo com tiois ou sulfatos, por
aldeido desidrogenases e transportadores ABC (Gor et al., 2010; Raccor et al., 2012).

Estudos demonstraram que SNPs funcionais nestas enzimas envolvidas no
metabolismo da ciclofosfamida podem influenciar a resposta a terapéuticas no cancro,

diga-se, a sobrevivéncia e recidiva. (Su et al., 2010).
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Figura 13-Metabolismo da ciclofosfamida (adaptado de Raccor et al., 2012

Polimorfismos no gene GSTA1

O gene GSTA1 codifica para uma enzima que catalisa a conjugacdo da
ciclofosfamida e dos seus metabolitos activos com a glutationa aumentando a
solubilidade destes em agua e facilitando, deste modo, a sua excrecdo. Doentes com
DLBCL, com o genotipo GSTAL1 CT/TT (rs3957357) demonstraram melhor EFS em
comparagao com o genotipo CC. Resultados semelhantes foram observados no cancro da
mama. Além disso, este polimorfismo foi associado ao risco de toxicidade e outros
aspectos clinicos relacionados com regimes contendo ciclofosfamida o que reforca a ideia

do seu envolvimento na farmacogenética da ciclofosfamida (Rossi et al., 2009).
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7. Implicacdes Farmacogenéticas na terapéutica do linfoma ndo Hodgkin:

polimorfismos e biomarcadores

Foram ja identificadas varias mutacoes frequentes em mais de 300 genes em casos
com DLBCL. Nesta lista dos genes mais frequentemente mutados estéo incluidos o TP53,
MYD88, PIM1, CARD11, BCL6, CREBBP, EZH2 entre muitos outros (Vaqué et al.,
2014)

O aparecimento de técnicas de sequenciacao cada vez mais evoluidas permitiu a
identificacdo de trés subtipos de linfoma com base na sua célula de origem: células tipo
B do centro germinativo (GCB), células tipo B activadas (ABC ou subtipo ndo—GBC) e,
ainda, outro subtipo cujas caracteristicas ndo permitem concretamente a sua classificacéo
nos outros subtipos. Os subtipos partilham mutac6es genéticas recorrentes envolvidas em
varios mecanismos do sistema imunitario (B2M e CD58), na modificacdo da cromatina
(MLL2, CREBBP e EP300), na regulacdo dos linfomas de células B (BCL6), na
actividade de proteinas (MEF2B) e no ciclo celular e apoptose (FOXO1 e TP53)
(Intlekofer & Younes, 2014). A classificacdo molecular destes subtipos estd entdo
relacionada com estas mudancas genéticas, por exemplo, translocacdes que afectam o
oncogene BCL2 estdo presentes em cerca de 30% — 40% dos casos de GCB-DLBCL,
enquanto as translocagdes envolvendo o BCL6 ocorrem principalmente no subtipo ABC
(Intlekofer & Younes, 2014; Jardin, 2014.; Vaqué et al., 2014).

O subtipo ABC demonstrou estar associado a pior progndstico. Este subtipo
caracteriza-se pela activacdo de NF-xB através da tirosina cinase de Bruton (BTK),
sugerindo, deste modo, um novo alvo terapéutico para diferentes agentes como o
ibrutinib, um inibidor covalente da BTK. (Ruan et al., 2011). Alias, a adicdo de
bortezomib, um inibidor da via NF-xB ao regime quimioterapéutico ja demonstrou uma
melhoria da sobrevivéncia em doentes com este subtipo.(Lenz, 2013)

Translocagdes no gene MYC e nos oncogenes BCL2 e BCL6, em casos de
DLBCL foram consistentemente relatados. A translocagdo MY C ocorre em cerca de 5%
a 10% dos casos de DLBCL e, em cerca de 21-83% dos casos de DLBCL com essa
translocacéo, também ocorre a translocacdo nos genes BLC2 e/ou BCL6, num fendmeno
conhecido como double-hit, caso se verifiquem dois rearranjos concomitantes, ou triple-

hit, caso se verifiqguem os trés (Aukema et al., 2011; Horn et al., 2013).
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O MYC é um factor de transcricdo envolvido na oncogénese através da regulacéo
de diversos genes que participam na proliferacdo celular, no crescimento e na replicagéo
de DNA (Carbone, Gloghini, Kwong, & Younes, 2014). Este pode induzir a apoptose,
provocando o aumento da expressdo do gene TP53 ou através da amplificacdo das vias
de sinalizacdo da apoptose (N. A. Johnson et al., 2012; Slack & Gascoyne, 2011). A sua
desregulacao esta maioritariamente associada a translocagdes mas também amplificaces,
mutagdes e mecanismos dependentes de microRNA podem provocar um aumento da sua
expressao (Visco et al., 2013).

O BCL2, por sua vez, € um oncogene que codifica para uma proteina anti-
apoptose. Deste modo, 0 seu aumento de expressao pode estar envolvido na resisténcia a
quimioterapia. Este aumento molecular, por sua vez, pode estar relacionado com
translocacbes mas, tal como acontece com o gene MYC, também outros mecanismos
podem provocar esta desregulacdo, nomeadamente a amplificacdo do locus 18q21,
frequentemente observada no subtipo de DLBCL ndo-GCB (Carbone et al., 2014; J. Z.
Huang et al., 2002).

Em relacdo ao factor de transcricdo BCLS6, este esta envolvido em translocagdes
cromossomais no DLBCL. A repressdo que exerce no gene PRMD1 impede a
diferenciacdo terminal das células B (Wagner et al., 2011).

Vérias investigacOes constataram que doentes com double-hit MYC/BCL2,
com DLBCL, respondem fracamente aos tratamentos actualmente disponiveis (Perry et
al., 2014; Adam M Petrich, Nabhan, & Smith, 2014; M. Pfreundschuh, 2012).

Apesar disso, € ainda controverso se o prognostico relacionado com a presenca
individual da translocacdo MYC difere daquele relacionado com a presenca da
translocacdo dupla MYC/BCL2. Por exemplo, as investigacdes de Cuccuini et al.,
Aukema et al. e Valera et al. observaram prognosticos semelhantes (fracos progndsticos)
tanto em casos com apenas a translocacdo MYC como também naqueles com a
translocacdo MY C/BCL2 (Aukemaetal., 2011; Cuccuini etal., 2012; Valeraetal., 2013).
Por outro lado, as investigacOes de Johnson et al., Green et al. e Landsburg et al. ndo
observaram nenhum impacto adverso na presenca de apenas a translocacdo MYC
enquanto os doentes com as ambas as translocagfes (MYC/BCL2) demonstraram piores
resultados (Green et al., 2012; N. A. Johnson et al., 2012; Landsburg, Nasta, Svoboda,
Morrissette, & Schuster, 2014).

Os rearranjos concomitantes MYC e BCL6 ocorrem menos frequentemente e o

seu impacto no progndstico ainda ndo esta clarificado, com investigagcdes que referem
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resultados divergentes (Pillai, Sathanoori, Van Oss, & Swerdlow, 2013; Tzankov et al.,
2013).

As hipdteses apontadas para os diferentes resultados sdo o pequeno nimero de
casos investigados, diferencas nos parametros clinico-patologicos (idade, sexo e IPI) e a
presenca adicional de outras variacGes genéticas, como mutacGes no gene TP53, que
podem, deste modo, alterar o valor da translocagdo MY C como progndstico. E importante
a realizacdo de estudos prospectivos com um namero significativo de casos a fim de obter
conclusdes mais esclarecedoras (Clipson et al., 2015)

O fendmeno triple-hit é raro e apesar de também estar ligado a um pior
progndstico ndo existem evidéncias de que este é pior do que o double-hit.

Posto isto, o impacto da ocorréncia independente destas mutacdes em relagéo ao
prognostico da doenca € controverso, mas parece ser consensual que tanto o fenémeno
double-hit como o triple-hit estdo associados a pior prognostico. Ainda, visto a expressao
aumentada de ambas as proteinas MYC e BCL2 apontar para uma relagdo com uma pior
resposta aos tratamentos, esta associa¢do pode futuramente ser utilizada como marcador
de prognostico em doentes com DLBCL e para a identificacdo de doentes que possam,
por ventura, beneficiar de uma terapéutica adaptada aos mesmos, em particular, doentes
com o subtipo GCB (Perry et al., 2014).

As mutacdes e/ou delecbes no gene TP53, que codifica para uma proteina
supressora de tumor, a p53, observam-se em diversas neoplasias e estdo associadas ao
risco de varios cancros. A perda da sua fungdo contribui para a progressao tumoral.
Delecdes alélicas foram observadas em diversos NHL, nomeadamente MZL, FL, e
DLBCL (Carbone et al., 2014; Z. Y. Xu-Monette et al., 2012). A presenca destas
variacdes genéticas pode servir como preditor negativo de progndstico em doentes com
DLBCL submetidos a regimes de R-CHOP, assim como uma ferramenta no
desenvolvimento de novas tratamentos mais individualizados, com diferentes alvos
terapéuticos (Jia et al., 2012; Smardova, 2011; Zijun Y Xu-Monette et al., 2012).

Dado o papel que as proteinas MYC e p53 desempenham na apoptose e
proliferacdo tumoral, a sua desregulacdo pode ter um efeito sinérgico na progressao do
tumor e resisténcia a quimioterapia, tal como acontece com a co-expressdo de
MYC/BCL2 (Xie et al., 2014).

O polimorfismo TP53 Pro72Arg é um SNP n&o-sindnimo envolvendo a
substituicdo de uma arginina (CGC) por uma prolina (CCC) no nucle6tido 466 do exdo

4. Este da origem a uma proteina com menor capacidade para induzir a apoptose ou
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suprimir a transformacéo celular. A presenca do alelo C (variante prolina) esta ligada a
menor apoptose e, em conformidade, verificou-se que a sua presenga estava associada a
um aumento do risco de NHL (494 doentes com DLBCL, 182 doentes com linfoma de
células T, e 269 com outros linfomas) (Kim et al., 2010).

A enzima MTHFR é essencial no metabolismo dos folatos e sintese de DNA. A
diminuicdo da sua expressao pode levar a anomalias na cadeia de DNA que, se ndo forem
reparadas, podem levar ao aparecimento de tumores. A presenca de dois SNPs no gene
que codifica para a enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) pode estar
relacionada com a susceptibilidade para o linfoma ndo Hodgkin. Os SNPs deste gene, que
se localiza no cromossoma 1p36.3, estdo ,entdo, associados a uma menor actividade da
enzima codificada pelo mesmo e sdo eles 0 SNP C677T (Ala222Val, rs1801133) e
A1298C (Glu429Ala, rs1801131). O primeiro localiza-se no exdo 4 e leva a troca de uma
alanina por valina. Os genotipos CT e TT tém, respectivamente, 60% e 30% da actividade
da enzima “wild type”. Quanto ao segundo, esta localizado no exdo 7 e a enzima do
gendtipo CC tem cerca de 60% da actividade da enzima “wild-type”. Os dados referentes
aos diversos estudos indicam uma forte possibilidade da presenca destes SNPs estar
associada a susceptibilidade de NHL, particularmente para o linfoma folicular, em
caucasianos e brancos. Ainda assim, 0s autores sugerem que, a fim de se poder aferir com
rigor esta possibilidade, é necessario um estudo prospectivo com uma amostra
significativa (J. He et al., 2014).

O gene BCL2L11, no cromossoma 2q13, codifica para a proteina BCL2L11. A
ligacdo desta proteina a proteinas do tipo Bcl-2 pro-sobrevivéncia provoca o inicio da
apoptose. O polimorfismo rs3789068 (G> A BCL2L11) demonstrou uma associa¢do com
um maior risco de linfomas de células B (nomeadamente de DLBCL, FL, SLL/CLL). Em
contraste, 0 SNP rs3132453 no gene PRRC2A (A> C PRRCAZ2A) revelou uma
associacdo com menor risco dos subtipos de linfoma mencionados. Este polimorfismo
localiza-se numa regido de genes associados ao complemento HLA classe Ill. A sua
funcdo bioldgica é desconhecida, mas pode estar relacionada com a sua proximidade do
gene BAG6, um regulador da apoptose, com um importante papel na morte das células
DLBCL. Estas descobertas sugerem a implicagdo da variabilidade genética na regido
HLA na patogénese de linfomas de celulas B. (Nieters et al., 2012).

O factor de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o factor de crescimento

fibroblastico (bFGF) basico podem potenciar angiogénese e o crescimento dos linfomas.
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O SNP +936 C/T (rs3025039) no gene VEGF, gue se localiza no cromossoma 6p21.3, foi
associado a perda de um potencial local de ligacdo para o factor de transcricdo AP-4. A
presenca do alelo T demonstrou estar fortemente associada a um pior progndstico em
doentes com NHL. No caso do gene bFGF, localizado no cromossoma 4, polimorfismos
na sua regido promotora podem influenciar a sua expressdo. Verificou-se que a
substituicdo C> G na posicao -921 (rs308395) estava presente em doentes com subtipos
de NHL mais agressivos. Apurou-se, entdo, que a presencga destes polimorfismos em
genes que codificam factores pro-angiogénicos esta relacionada com a susceptibilidade e
progressdo desta doenca e vdo de encontro a hipdtese de que a progressao de tumores
hematoldgicos é influenciada pela formagdo de novos vasos sanguineos. Contudo estas
conclusdes estéo limitadas pelo pequeno tamanho da amostra em estudo (78 doentes) mas
contribuem, de qualquer das formas, para o conhecimento de potenciais factores
genéticos que possam estar envolvidos no desenvolvimento de NHL (Wrobel et al.,
2013).

A presenca do polimorfismo rs1799977 no gene MLH1 é um preditor de resposta
no linfoma folicular. Estas observacfes vao de encontro ao envolvimento deste gene na
farmacodindmica da doxorrubicina previamente mencionadas nesta monografia. Neste
caso, os doentes com 0 gendtipo variante GG ndo beneficiaram da adicdo da
doxorrubicina ao esquema terapéutico R-CVP. Além disso, este gendtipo ndo afectou os
resultados em doentes cujo regime ndo inclui este farmaco. O mecanismo envolvido nesta
diferenca interindividual ndo esta ainda compreendido mas verificou-se que em células
tumorais de outros cancros este polimorfismo estava relacionado com uma menor

expressdo da proteina MLH1 (Davide Rossi et al., 2015).
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8. Implicacgdes farmacogenéticas no linfoma de Hodgkin: polimorfismos e

biomarcadores

Ribrag et al analisaram a relacdo entre polimorfismos do gene UGT1Al e o
prognostico de doentes com Hodgkin submetidos a um regime de quimioterapia com
antraciclinas. A regido promotora deste gene contém entre 5 a 8 repeti¢cbes TA, sendo 0
alelo mais comum, em caucasianos, 0 que contém 6 repeticdes. ((TA)6). Quando se
observam 7 repeti¢fes nucleotidicas de TA o alelo é denominado de UGT1A1*28. Os
resultados deste estudo demonstraram que os doentes com a repeticdo homozigotica
(TA)6 apresentavam valores menores de tempo de sobrevivéncia, tempo até recidiva e
auséncia de progressdo, quando comparados com doentes com pelo menos um alelo
UGT1A1*28. Esta enzima parece ser responsavel pela glucuronizacgao de varios agentes
anticancerigenos como antraciclinas e vinca alcal6ides, presentes nos regimes utilizados
no tratamento dos linfomas. Os autores colocaram, assim, a hipdtese destes resultados se
deverem a uma menor metabolizacdo dos farmacos, por parte da enzima resultante, em
doentes com o alelo UGT1A1*28. Esta poderia, contudo, levar também a uma maior
exposicdo dos doentes a citotoxicos. Nao obstante, os autores verificaram, entdo, que,
apesar de uma maior propor¢do de doentes portadores do alelo UGT1A1*28 apresentar
toxicidade, esta ndo era significativa mas sugere, apesar disto, uma ligacao entre a eficacia
e a toxicidade do regime e os polimorfismos deste gene (Ribrag et al., 2009). Os mesmos
resultados, relativos ao tempo de sobrevivéncia, foram demonstrados num outro estudo
(Yrietal., 2012).

Apesar do impacto deste polimorfismo no prognéstico da doenca, os autores nao
encontraram qualquer associacdo entre a presenca deste alelo e o risco de HL (Sud,
Hemminki, & Houlston, 2015).

As enzimas de fase Il da familia GST desintoxicam o organismo de varios agentes
quimioterapéuticos por conjugacdo dos mesmos e/ou seus respectivos metabolitos com a
glutationa, sendo as mais importantes a GSTA, GSTP, GSTT e GSTM. Varias investigacoes
descrevem a relacdo entre polimorfismos presentes nestes genes e a sua relagdo com o
risco e prognostico do HL (Yri et al., 2012).

Em relacdo ao gene que codifica para a GSTP1, o polimorfismo verificado consiste
na substituicdo do alelo major A pelo alelo minor G (A313G, rs1695), o que leva a uma
substituicdo do aminoéacido isoleuicna (lle) por valina (Val). Deste modo, observam-se

trés genotipos diferentes: o heterozigotico AG (lle/Val), o gendtipo “wild type” AA

61



Farmacogenética aplicada a terapéutica dos linfomas

(lle/lle) e o menos prevalente, o genttipo GG (Val/Val). Os resultados em relacdo a
presenca deste polimorfismo sdo controversos. Um estudo indica que a presenca do
genotipo GG nos individuos estd associada a um maior risco de HL (Yri et al., 2012),
enguanto outro indica que é o genotipo “wild type” (AA) o que esta relacionado com pior
prognostico. Estes autores sugerem que a associacdo do genotipo AA com um pior
prognostico se deve ao facto do alelo normal (A) estar envolvido numa maior actividade
contra 0s agentes anticancerigenos, para além de reduzir a proliferagdo celular e proteger
contra a apoptose. Em contraste, o alelo variante, apesar de ndo influenciar a proliferacdo
celular, protege as células da apoptose. (Kriachok et al., 2012; Lourenco et al., 2009)

Outras investigacdes, no entanto, ndo encontraram relagao entre estes polimorfismos
e 0 progndstico da doenca (Bin & Luo, 2012; Ribrag et al., 2009). A explicacdo para estas
discrepancias pode estar no facto de as populacGes em estudo terem origens diferentes,
estratos socioeconomicos diferentes, serem submetidas a diferentes tratamentos e se
encontrarem em diferentes estadios da doenca. Também pelo facto de esta enzima
demonstrar diferente actividade de acordo com o substrato, levando a diferentes
exposicoes a carcinogéneos das populaces em estudo (Yri et al., 2012;Kriachok et al.,
2012; Lourenco et al., 2009).

Os polimorfismos estudados nos genes GSTT1 e GSTM1 s&o aqueles que envolvem
delecBes. A comparacdo entre individuos portadores do genétipo nulo de GTT1 com
individuos portadores do genétipo sem delecdo indica que 0s primeiros tém maior
predisposicdo para HL. Por sua vez, ndo existem evidéncias de uma associacao entre o
alelo nulo de GSTML1 e o risco de linfoma. (Yri et al., 2012). Mais uma vez, voltam a
surgir discrepancias entre os varios estudos, onde os autores defendem néo existir relagdo
entre a presenca destes polimorfismos e o risco de HL (Bin & Luo, 2012; Ribrag et al.,
2009). As razdes apontadas sdo o tamanho das amostras, diferencas nas populacdes e o
facto de muitos estudos nao estabelecerem a diferenca entre o genotipo deletado hétero e
homozigotico (Yri et al., 2012).

A presencga do SNP A313G no gene GSTP1 parece estar relacionada com o tempo de
sobrevivéncia sem complicag¢fes ap0s o tratamento em doentes com mais de 40 anos com
HL. A comparacdo de doentes com o genotipo AA e doentes com o0 genotipo AG/GG
demonstrou que os valores de EFS eram menores nos primeiros. Este polimorfismo
parece alterar tanto os niveis desta enzima como o respectivo metabolismo de agentes

alquilantes, como a ciclofosfamida (Kriachok et al., 2012; Yri et al., 2012).
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A citoquina 11-10 é uma citoquina produzida pelas células B e T, assim como pelas
células de Reed —Sternberg. A sua expressdo pode ser alterada por SNPs na regido
promotora 5°. A comparagdo do gendtipo de referéncia AA com o0s gendtipos AT, TT e a
combinacdo TT/AT revela uma associacao entre a presenca do alelo T com um menor
risco de HL, em doentes com idades acima dos 40 anos. Além disso, observou-se que
portadores do gendétipo homozigoético AA tinham menos tempo de sobrevivéncia e menos
tempo livre de progressdo, ou seja este & um preditor negativo de prognostico (Yri et al.,
2012).
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9.1.Avancos tecnologicos

Recentes avanc¢os tecnoldgicos permitiram reconhecer que os tumores tém distinta
composicdo molecular e que podem ser subdivididos de acordo com estas diferencas.
Deste modo, cada tipo especifico de tumor pode responder melhor a uma combinagéo
especifica de farmacos (Intlekofer & Younes, 2014).

A heterogeneidade molecular dos DLBCLs foi decifrada atraves da analise do
perfil de expressdo genética (GEP), método que utiliza microarrays de DNA, que
permitiu, deste modo, a identificacdo de trés subtipos moleculares de DLBCL distintos:
GCB, ABC e PMBL (Linfoma priméario do mediastino de grandes células B) (Vaidya &
Witzig, 2014).

Infelizmente, devido aos elevados custos, 0 GEP ndo é comum na pratica clinica,
estando o seu uso limitado, geralmente, a instituicdes académicas. Como alternativa séo
muitas vezes utilizados método imunohistoquimicos. Contudo, a concordancia entre 0s
resultados obtidos a partir deste método e os resultados de GEP nao excede os 80%
(Staton, Koff, Chen, Ayer, & Flowers, 2015; Younes, 2015).

Recentemente no ambito do projecto “Lymphoma/Leukemia Molecular Profiling
Project”, foi desenvolvido um ensaio digital, com base na expressdao genética
(Lymph2Cx), para a determinacéo do subtipo de DLBCL, de acordo com a sua célula de
origem (COO), em amostras de bidpsias embebidas em parafina fixada em formalina
(FFPET), que pode trazer os métodos de caracterizacdo molecular para a préatica clinica
(Scott et al., 2015).

Testado por varios laboratorios independentes o Lymph2Cx demonstrou ser um
teste preciso com resultados concordantes de COO entre os diferentes laboratorios. Assim
sendo, com a sua portabilidade e resultados apds cerca de 36h, demonstra ser um teste
promissor para aplicacdo clinica nas amostras de FFPET de biopsias, usadas
rotineiramente para o diagnostico de linfomas. A sua utilizacdo pode permitir a seleccao
dos doentes para ensaios clinicos e, em Ultima andlise, o desenvolvimento de uma
terapéutica direccionada (Dunleavy, Roschewski, & Wilson, 2014; Scott et al., 2015;
Staton et al., 2015).

A (ltima década ficou marcada pelo aparecimento de tecnologias de sequencicéo

de nova geracdo (NGS-Next Generation Sequencing) que trouxeram a luz novos
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conhecimentos sobre as bases genéticas de diferentes neoplasias hematoldgicas. Os NGS
séo capazes de sequenciar milhares de pequenos fragmentos de DNA ao mesmo tempo
(em paralelo) o que aumenta o seu rendimento (Figura 9) (Braggio, Egan, Fonseca, &
Stewart, 2013).
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Figura 14-Evolucdo dos métodos de detecgdo genética (adaptado de Braggio et al., 2013)

Actualmente, encontramo-nos na era molecular da definicdo da doenca, métodos
moleculares como o GEP e NGS sdo métodos promissores para a elucidacdo da
patogénese e prognostico de DLBCL. Contudo, apesar de Uteis para pesquisa, estes ndo
sdo faceis de aplicar rotineiramente na pratica clinica. A sua complexidade e custos
elevados, assim como a necessidade da utilizacdo de tecidos congelados faz com que estes
ainda nédo estejam vastamente disponiveis (Dunleavy et al., 2014; Intlekofer & Younes,
2014).

A aplicacdo destas técnicas de sequenciacdo de alto rendimento no estudo dos
linfomas forneceu novos dados em relacdo as alteragbes do genoma envolvidas no
DLBCL, evidenciando anomalias moleculares como mutagdes, rearranjos e alteragdes no
numero de cdpias. Deste modo o conhecimento acerca da patogenese destes linfomas tém
vindo a aumentar e novos farmacos estdo a ser desenvolvidos, tendo como alvos estas

alteracdes moleculares ou vias de sinalizagdo (Jardin et al, 2014).
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9.2.Mutac6es recorrentes e oportunidades terapéuticas

EZH2
A proteina (EZH2) é a componente catalitica do complexo repressivo PCR2 e é

responsavel pela adicdo de grupos metil a Lys27 da histona 33 (H3K27). Esta esta
envolvida na represséo de genes anti- proliferativos (como CDK1NA) e na supressao de
genes envolvidos na diferenciacdo de células B do centro germinativo (IRF4 e PRMD1)
(Béguelin et al., 2013).

Mutacdes recorrentes nesta enzima foram encontradas em cerca de 20% de GB-
DLBCLs e em de casos linfoma folicular. A mutagcdo mais comum, associada ao linfoma,
ocorre na tirosinase 641 (Y641) e causa a substitui¢cdo de Y641 por fenilalanina (Y641)
ou arginina (Y641N). Estas mutacGes resultam num ganho de funcdo que provoca a
trimetilacdo da H3K27 e a repressao excessiva dos genes alvo do complexo PCR2 (Morin
etal., 2010).

A inibicdo directa da EZH2 através de agentes como GSK126, GSK343,
GSK503, EPZ005687 e EI1 diminui a proliferacdo e induz a apoptose das células em
linhas celulares mutantes de DLBCL. Esta inibicdo esta associada a uma diminui¢do da
metilacdo de H3K27 e reactivacdo dos genes alvo do PCR2 (Béguelin et al., 2013;
Knutson et al., 2012; McCabe et al., 2012; Qi et al., 2012).

Actualmente os inibidorores E743875 (um inibidor oral) e GSK281612676
encontram-se em fase de ensaios clinicos em pacientes com recidiva de DLBCL ou
linfoma folicular (Intlekofer & Younes, 2014).

Vias de sinalizacdo BCR

A via de sinalizacdo BCR ¢é essencial para o desenvolvimento das células B e na
patogénese das neoplasias de células B, apresentando-se como um alvo apelativo no
tratamento dos linfomas (Niemann & Wiestner, 2013).

O complexo BCR ¢é constituido por uma Imunoglobulina (IgM) que se liga aos
dominios CD79A e CD79B. Apos esta ligagcdo, os dominios CD79A e CD79B séo
fosforilados pela proteina LYN, da familia SRC, o que leva a activagdo SYK e,
consequentemente, a sinalizagdo da cascata PI3K-BTK. Posteriormente, 0 BTK forma
um complexo com BLNK e promove a producdo de DAG e IP3 conduzindo a activagado
de PKCB, do complexo CBM (CARDI11/BCL10/MALT1) e da sinalizagédo de NF-kB,
que transmite o sinal até ao nucleo para que a célula se divida (Figura 10) (Jardin, 2014).
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Figura 15-Alvos terapéuticos na via de sinalizacdo BCR (adaptado de Jardin et al.,2014)

Assim, agentes farmacoldgicos que tém como alvo estes efectores tém sido
desenvolvidos. O dasatinib, para a familia de cinases de tirosina SRC, inibidores SYK
como o fostamatinib e o ibrutinib, um inibidor BTK cujo valor no tratamento de DLBCL
refractario foi j& comprovado (Advani et al., 2013; Das et al., 2006; Friedberg et al.,
2009).Também a Sotrastaurin, um inibidor da PKCp, estd a ser testada tanto
individualmente, como em conjunto com o everolimus, um inibidor mTOR, em doentes
CD79 mutantes ou com o subtipo ABC (Jardin, 2014; Naylor et al., 2011).

A analise de bidpsias antes e apds o tratamento com ibrutinib demosntrou que,
tanto os doentes com o CD79B “wild-type”, como com CD79B mutado, responderam ao
tratamento, o que coloca a hipdtese de que o ibrutinib ndo necessita de uma mutacdo BCR
para ser eficaz e sugere a existéncia de mecanismos de sinalizacdo alternativos ao BCR
(Zheng, Ding, Song, Feng, & Zhu, 2014).

A analise de mutagdes de doentes com ABC DLBCL demonstrou também que
alteracbes no gene CARD11 eram indicadoras de resisténcia ao ibrutinib, resultados
consistentes com a capacidade do CARD11 alterado activar a regulagdo negativa de BTK

através da via sinalizagdo NF-kB (Davis et al., 2010).
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MY D88 e receptores TLR em ABC DLBCL

A MYDB88 é uma proteina critica nas vias de sinalizagdo dos receptores TLR 7,8

e 9 e dainterleucina 1 (Figura 14). O TLR e ILR-1 interagem com a MY D88 através dos
dominios TIR. Subsequentemente, a MYD88, por intermédio do dominio de morte,
associa-se a0 IRAK1 provocando a fosforilacdo de IRAK4, formando o complexo
IRAK1/IRAK2/MYDS88 que, juntamente com o TRAF6 e TAK1, activam a via de
sinalizacdo NF-kB, essencial no desenvolvimento, proliferacéo e sobrevivéncia de células
B. Esta, actualmente, a ser testado um inibidor de TLR 7, 8 e 9, 0 IMO-8400,em doentes
com macroglubinémia Waldenstrom e em doentes com DLBCL refractario com a
mutacdo L265P no gene MYD88 (Jardin, 2014; Roschewski, Staudt, & Wilson, 2014)

A relacdo entre a presenca de mutages no gene MYD88 e a sensibilidade ao
inbrutinib também foi analisada. Doentes com mutacdes MYD88, CY79A e CYD79B
demonstraram ser sensiveis ao ibrutinib enquanto doentes com uma mutacdes MYD88
mas sem mutacdo CD79A ou CD79B, demonstraram resisténcia ao ibrutinib. A
identificacdo desta mutacdo pode, assim, permitir a seleccdo dos doentes que melhor
responderdo ao tratamento.(Wilson et al., 2012)

Outros alvos podem, ainda, incluir proteinas mediadoras da sinalizacdo de
MYDB88, como IRAK4 e TAK1 (Jardin, 2014).

TLR iLR-1
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Figura 16-MYD88 e TLR como alvos terapéuticos em ABC DLBCL (adaptado de Jardin et
al.,2014)
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Via PI3K/Akt/mTOR em GC DLBCL

A via de sinalizacdo PI3K estd activa em muitos mecanismos celulares

responsaveis pela progressdo tumoral e demonstrou ser activada, atraves de diversos
mecanismos, nas neoplasias de células B (Rodon, Dienstmann, Serra, & Tabernero,
2013).

A delecdo de PTEN é observada apenas em casos de DLBCL e parece estar ligada
a via Akt em casos de DLBCL com a translocacao t(14;18). A inibicdo PI3K através do
inibidor pan-PI13K LY294002 demonstrou toxicidade em linhas celulares negativas para
PTEN, o que sugere que doentes PTEN-negativos irdo responder a uma terapia que iniba
a via PI3K/Akt (Pfeifer et al., 2013).

O ldelalisib (antes chamado de CAL-101) é uma pequena molécula que
demonstrou ser capaz de inibir a isoforma p1106 da PI3K in vitro (Lannutti et al., 2011).

O everolimus e temsirolimus sdo inibidores do alvo da rapamicina em mamiferos
(MTOR) que demonstraram cerca 25% — 30% de actividade em vérios linfomas
agressivos como DLBCL, linfoma de células do manto e o linfoma folicular (Smith et al.,
2010; Witzig et al., 2011).

Inibidores Akt, como 0 MK-2206, tém também sido explorados (A. M. Petrich et
al., 2012).

IRF4

A expressdo de IRF-4 estimula a diferenciacdo das células B e é um alvo de
factores de transcricdo da via de sinalizacdo NF-xB. Este é induzido pelas vias de
sinalizacdo BCR e TLR (Rui, Schmitz, Ceribelli, & Staudt, 2011). A lenalidomida é uma

.....

NF-kB e consequente morte das células ABC.DLBCL(Figura 12)(Yang et al., 2012).
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Figura 17-Potenciais alvos terapéuticos e 0s novos farmacos em desenvolvimento para os NHL
(adaptado de Roschewski, Staudt, & Wilson, 2014)

Inibicdo BCL2 em GC DLBCL
O gene BCL2 encontra-se desregulado, através de diversos mecanismos, nos

DLBCLs. Estudos demonstraram que se trata, alias, do gene mais frequentemente mutado
em caso de GC DLBCL, o que o torna um atractivo alvo terapéutico (Schuetz et al., 2012).

O ABT-199 é um inibidor de 22 geracdo que demonstrou actividade numa
variedade de linfomas de células B e que esta actualmente a ser testado em casos de

recidiva, em combinagdo com bendamustina e rituximab (Roschewski et al., 2014).

Inibicdo BCL6
Esta proteina esta envolvida na regulacdo da reac¢do do centro germinativo e

repressdo de genes envolvidos na proliferacdo, sobrevivéncia, crescimento celular e
metabolismo (Basso & Dalla-Favera, 2010).
O inibidor 79-6, que actua ao ligar-se ao dominio BCL6-BTB, demonstrou ser

capaz de provocar a morte de células humanas de DLBCL (Cerchietti et al., 2010).
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10.Conclusao

O tratamento dos linfomas assenta em agentes citotoxicos que podem, portanto,
provocar efeitos toxicos nos doentes sujeitos a regimes terapéuticos que os incluam. Além
disso os casos de recidiva e 0 numero de mortes ap0s 0 tratamento, nestes casos,
representam ainda uma preocupacédo. Deste modo, a possibilidade de um tratamento mais
eficaz que provoque menos efeitos adversos e aumente a eficacia é bastante apelativa.

Em relacdo as implicacdes farmacogenéticas no tratamento de DLBCL com R-
CHOP, diversos estudos descrevem a presenca de polimorfismos e a sua influéncia na
resposta a terapéutica, risco e prognoéstico desta doenca.

No que diz respeito aos genes que codificam para as subunidades da enzima,
NADPH, verificou-se que polimorfismos no gene CYBA, NCF4 e RAC2, parecem estar
relacionados, com a toxicidade induzida por antraciclinas, como a doxorrubicina. Apesar
de ndo estar bem estabelecida a relacdo entre os polimorfismos analisados e a sua
influéncia na actividade desta enzima, os resultados obtidos indicam que a realizacéo de
mais estudos pode ser util para explicar a variabilidade na tolerancia cardiaca as
antraciclinas e para estabelecer grupos de risco mais susceptiveis a esta toxicidade.

Polimorfismos envolvidos nas proteinas implicadas no transporte da
doxorrubicina, nomeadamente a ABCC2 e a ABCBL estédo relacionado com o risco e com
0 prognostico dos linfomas e a perda de SLC22A16, através de mutacdes ou delecdes
genéticas, pode estar implicada na sensibilidade das células tumorais a doxorrubicina.

A presenca de polimorfismos em genes que codificam para as enzimas
metabolizadoras de antraciclinas, CBR1 e CBr3 demonstrou estar relacionada com a
cardiotixidade presente nos doentes sujeitos ao tratamento com R-CHOP. SNPs nos genes
MLH1 e MPO estdo associados a resposta a terapéutica e no gene e AKR1C3 a presenca
do gendtipo homozigotico CC demonstrou associacdo entre o aumento do risco,
progressao da doenca e mortalidade.

Um dos farmacos incluidos no regime de quimioterapia para o tratamento de
DLBCL, o rituximab, influencia a fosforilacdo da STAT3 e, consequentemente, a morte
das células tumorais. Posto isto, a presenca de polimorfismos neste gene demonstrou
associacdo entre a resposta a terapéutica e a possibilidade de servir como um biomarcador
preditivo da eficécia deste tratamento.

O gene GSTAI codifica para uma enzima metabolizadora da ciclofosfamida e

verificou-se que os individuos com DLBCL com o genédtipo CT/TT resultante do
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polimorfismo rs3957357 apresentavam melhores valores de sobrevivéncia sem
complicagdes.

Actualmente, estdo bem caracterizados trés tipos distintos de DLBCL, com base
na sua célula de origem, sendo que o subtipo ABC esta associado a pior prognostico.
Deste modo, os doentes podem ser divididos de acordo com as caracteristicas do tumor.
O estudo do genoma de doentes com DLBCL permitiu identificar varias mutagdes
frequentes, nomeadamente nos genes BCL2, BCL6, MYC e TP53, que diferem entre 0s
trés subtipos. Algumas destas mutacdes tém sido alvo de especial interesse pelo seu
potencial como alvos terapéuticos. Por exemplo, o bortezomib e o ibrutinib estdo em
ensaios clinicos para os doentes afectados por ABC DLBCL, enquanto, inibidores de
EZH2 e BCL6 podem ser utilizados em doentes afectados por GCB DLBCL.

Também em relacéo ao linfoma de Hodgkin se verificou que polimorfismos nas
enzimas de metabolizacdo UGT1A1, GSTAL, GSTP1, GSTT1 e GSTML1 se relacionam
com 0 risco, prognostico e resposta a terapéutica.

Por fim, ndo ha davidas do imenso potencial benéfico da famacogenética mas a
sua aplicacdo clinica enfrenta ainda varios desafios. Ainda assim, 0s avan¢os na
tecnologia e os resultados de varias investigacGes demonstraram resultados promissores
para o entendimento dos mecanismos envolvidos na patogénese dos linfomas e o impacto

que a variabilidade genética pode ter no tratamento dos mesmos.
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