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Resumo

A artrite reumatoide € uma doenca musculo-esquelética autoimune, cronica e de
cardter inflamatério que irrompe nas articulacbes, mas que pode culminar no
envolvimento sistémico, perturbando o sistema cardiovascular, hematolégico e pulmonar.
Tem uma incidéncia global de 0,5-1%, manifestando-se mais no sexo feminino do que no
sexo masculino. Esta doenca € responsavel por uma grande despesa na saude publica,
levando também a problemas sociais e econémicos aos doentes, pois em diversos casos,

impede a atividade laboral.

Na atualidade existem varias opcles terapéuticas com provas cientificas de
eficacia na reducdo da atividade da doenca e da remissdo da mesma. O farmaco utilizado
como primeira linha é o metotrexato, sendo utilizado nesta patologia em doses baixas e
com administra¢do por via oral ou por via subcutanea. Pertence a classe dos farmacos
modificadores de doenca reumatica, tendo uma origem sintética e ¢ amplamente utilizado
em monoterapia ou em terapéutica combinada com outros modificadores da doenca, quer

de origem sintética quer de origem bioldgica.

Ap0s estudos na area da farmacogenémica, comegou-se a perceber que alguns
polimorfismos nos genes das enzimas inerentes ao mecanismo de acdo do metotrexato,
levam a criacdo de geno6tipos que estdo associados a diferencas na resposta ao farmaco.
Estes polimorfismos traduzem-se, nalguns casos, no aumento da resposta terapéutica e
noutros numa eficacia reduzida, levando ao avan¢o da doenca. Devido a esta variabilidade
entre os doentes é urgente uma maior incidéncia de estudos para que se preste um

tratamento personalizado a cada doente.

Com este trabalho pretendeu-se efetuar uma revisdo bibliografica da evidéncia
existente sobre a influéncia da variabilidade genética nas vérias enzimas responsaveis
pelo mecanismo terapéutico do metotrexato e pela sua farmacocinética, avaliando a
associacao da resposta terapéutica com os diversos genotipos encontrados no genoma dos

doentes de artrite reumatoide.

Palavras-chave: artrite reumatoide, doenca autoimune, metotrexato, polimorfismos,

resposta terapéutica
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Abstract

Rheumatoid arthritis is an autoimmune, chronic, inflammatory,
muscular-skeletal disease that erupts in the joints but can lead to a systemic involvement.
Rheumatoid arthritis affects 0,5-1% of the adult population worldwide and occurs more
frequently in women than in men. This disease is responsible for a large expense in public
health, and for social and economic problems for the patients because it prevents normal
work activity.

Nowadays, there are many therapeutic options with the ability to slow down or
prevent structural progression of rheumatoid arthritis leading to disease remission. Low
doses of methotrexate are the most frequently used disease-modifying anti-rheumatic
drug and is the anchor drug for most combination therapies with other conventional and
biological disease-modifying anti-rheumatic drugs.

Several studies in pharmacogenetics have shown that some genetic
polymorphisms in enzymes involved in the effect of methotrexate result in a significant
variability in clinical response among patients under treatment with methotrexate. These
polymorphisms can be responsible for a change in therapeutic response, clinical efficacy
and disease progression. There is therefore an urgent need to make a greater effort
to continue the research in this area with the goal of improving the therapeutic response
and quality of life for all patients with rheumatoid arthritis.

The aim of this work was to review the influence of genetic variability on the
various enzymes involved in methotrexate action pathways and in its pharmacokinetics,
evaluating the association of the therapeutic response with the different genotypes found

in the genome of patients with rheumatoid arthritis.

Keywords: Rheumatoid arthritis, autoimmune disease, methotrexate, polymorphism,

therapeutic response.
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Lista de abreviaturas

5’-UTR- Regiéo 5’ ndo-traduzida

A — Adenina

AA- Aminoacido

Ac- Anticorpo

ACPA- Anticorpos Anti Proteinas Citrulinadas

ACR- Colégio Americano de Reumatologia (do inglés, American college of
rheumatology

ADA - Adenosina desaminase

ADAMT’s - desintegrina-metaloproteases com um dominio idéntico a trombospondina
Ag- Antigénio

AICAR - ribonucleétido 5-aminoimidazol-4-carboxamida

AINEs- Anti-inflamatérios ndo esteroides

APC- Células apresentadoras de antigénios, do inglés antigen presenting cell

APRIL- Fatores de proliferacdo induzida por ligacdo (do inglés, proliferation-inducig
ligand)

AR — Artrite Reumatoide

Arg- Arginina

bDMARDs- DMARDs biologicos

BlyS- Estimuladores de linfocitos B (do inglés B-lymphocyte stimulador)
bp- Pares de base

C- Citosina
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CCP - Peptidos citrulinados ciclicos

CDV- Cardiovasculares

COX-1- Cicloxigenase-1

COX-2- Cicloxigenase-2

CYP- citocromo P450

DAS28 — indice de atividade da doenca, do inglés Disease Activity Score 28
DHF - Dihidrofolato

DHFR - Dihidrofolato Redutase

DHL - Desidrogenase Léactica

DHODH - Enzima Dehidrorotato Dehidrogenase

DMARDs - Modificadores da doenca reumatica, do inglés disease modifying

antirheumatic drugs

DSF - Sobrevida livre da doenca, do inglés disease-free survival
Dtmp - desoxitimidilato

Dump - desoxiuridilato

EFS - Sobrevida livre de evento, do inglés event-free survival
EP- epitopos partilhados

EUA - Estados Unidos da América

EULAR - Liga europeia contra o reumatismo (EULAR do inglés, European League

Against Rheumatism)

Fab - Fragmento antigénico, do inglés fragment antigen-binding
FAICAR — formil ribonucleotido 5-aminoimidazol-4-carboxamida
FDA- Food and Drug Administration

FPGS - Folilpoliglutamato Sintase

FR - Fator Reumatoide
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G - Guanina

GGH - y-glutamil hidrolase

gp-P — glicoproteina-P

HCQ - hidroxicloroguina

HLA - Antigénios leucocitarios, do inglés human leucocyte antigen
HTA - Hipertensédo Acrterial

I.V- Intravenosa

IECA - Inibidores da enzima de conversao da angiotensina
IFN - Interferdo

IFP’s - Interfalangicas Proximais

IL — Interleucina

IL-1R1 - recetor tipo 1 da IL-1

IL-6R - recetor da IL-6

ITAM - Imunorrecetores de tirosina, do inglés immunoreceptor tyrosine-based activation

motifs

JAK - Janus cinase

LEF - Leflunomida

LLA - Leucemia Linfoblastica Aguda

LOX - Lipoxigenase

MCF’s - Metacarpofalangicas

MEA — Manifesta¢Oes Extra-Articulares

MHC- Complexo Maior de Histocompatibilidade
MMP - Metaloproteinas

MTF’s - Metatarsofalangicas

MTHFD- Metilenotetrahidrofolato Desidrogenase

©) UAlgrar

Xiii



Influéncia da farmacogendmica na terapéutica da artrite reumatdide

MTHEFR - Metilenotetrahidrofolato Redutase
MTX - Metotrexato

NK - do inglés, natural killers

OPC - Osteoprotegerina

OR - Odds ratio

OS - Sobrevida global, do inglés overall survival
PA - Pressdo Arterial

PAD - Peptidil Arginina Desaminase

PCR - Proteina C-reativa

PGs - Prostaglandinas

PPI - Inibidores das bombas de protao

PTP — Proteina tirosinafosfatase, do inglés Tyrosine Phosphatase Protein

PTPN22- Tirosinafosfatase ndo-recetor 22

RANKL- Ligando recetor ativador do fator nuclear- kappa B

RFA- Resposta de Fase Aguda
RR — Risco Relativo
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SI- Sistema Imunitario
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SNP- Polimorfismo de nucledtido tnico (do inglés single Nucleotide Polymorphism)

SSZ - Sulfasalazina

T- Timina

TB - Tromboxanos

TC - Linfocito Tcitotoxico
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TCR - Recetor das células T

tDMARDSs - DMARD:s tradicionais

Th - Linfdcito Thelper

THF - Tetrahidrofolato

TNF-o — Fator de necrose tumoral o, do inglés tumor necrosis factor «
TRAF1- do inglés TNF receptor associated factor 1

Treg - Linfdcito T regulador

Trp - Triptofano

TYMS - Timidilato Sintase

VNTR - Numero variado de repeti¢des seguidas, do inglés Variable Number Tandem

Repeat

VSG- Velocidade de Sedimentacao Globular
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1 Introducao

Apesar do sistema musculo-esquelético ser responsavel pelo movimento, este ndo

ocorreria se 0 organismo ndo fosse provido de sistema articular, isto €, de articulagdes.

As articulagdes sdo produto da juncdo de dois 0ssos €, apesar de serem também
responsaveis pelo movimento, muitas das articulagdes sdo imoveis ou apenas permitem
movimentos de pouca amplitude. Podem ser classificadas ndo sé pelo tipo de tecido
conjuntivo que mantém o contacto entre 0s 0ssos como também, na existéncia/auséncia
de uma capsula articular contendo liquido sinovial. Baseado nestes parametros podemos

classificar as articulagdes como fibrosas, cartilagineas ou sinoviais (1).

Nas articulacdes fibrosas, 0s dois 0ssos encontram-se pelo meio de um tecido
conjuntivo fibroso, ndo apresentam cépsula articular e sdo imoveis. Sdo exemplo destas
articulacdes, as suturas coronal, sagital e lambdatica, linhas de juncdo dos 0ssos do cranio
(ver figura 1.1) (2).

Figura 1.1-Esquema representando uma vista superior das suturas do cranio (adaptado de Seeley

1))

As articulagdes cartilagineas, tal como o nome sugere, sdo compostas por tecido
fibrocartilaginoso ou por cartilagem hialina. Por fim, as articula¢fes sinoviais apresentam
liquido sinovial permitindo assim movimentos de mais amplitude entre 0s 0ssos e sao
anatomicamente mais complexas que as articulagdes cartilagineas e que as articulagdes
fibrosas (1).
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As superficies articulares dos 0ssos que se encontram na articulacéo sinovial estdo
envolvidas numa cépsula articular, capsula esta que é composta por duas camadas: uma
capsula fibrosa exterior e uma membrana sinovial interior (ver figura 1.2). O liquido
sinovial é produzido por esta membrana e consiste num filtrado de soro sanguineo e
secre¢des de células sinoviais. Este liquido tem como funcéo principal a lubrificacdo das

superficies articulares (1,2).
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Figura 1.2-Elementos constituintes de uma articulacdo sinovial (adaptado de Wright (2)).

A artrite reumatéide (AR) carateriza-se por uma doenca autoimune que resulta
numa destruicdo progressiva das articulacdes e dos tecidos que as circulam. E caraterizada
como uma doenca cronica e que apresenta uma progressdo natural lenta e dolorosa,
culminando ndo s6 no envolvimento do sistema musculo-esquelético como também de

Varios outros sistemas organicos resultando em comorbilidades sistémicas (3).

A farmacogendmica € o estudo de polimorfismos genéticos que podem influenciar
a metabolizagdo dos farmacos, levando a alteragdes de eficacia e de toxicidade nos
doentes. Estes polimorfismos podem estar presentes nos genes dos transportadores do
farmaco, seja de efluxo ou de influxo e nos genes dos enzimas que metabolizam 0s
farmacos. Quando um gene apresenta variabilidade genética diz-se polimérfico sendo que
cada polimorfismo gera uma variante alélica, que podera alterar a regido codificante e

consequentemente a estrutura do enzima ou, em alternativa, a transcricdo e
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consequentemente a expressao do mRNA correspondente, levando a uma maior ou menor

atividade ou expressdo dos mesmos.

Na presente monografia € realizado, em primeiro lugar, um estudo bibliogréafico
de todo o quadro clinico do doente de AR, da etiologia da doenca, e da sua patogénese.
De seguida, séo elucidadas as estratégias de terapéutica utilizadas nos doentes, avaliando
concomitantemente a eficacia e os efeitos adversos sentidos. Por fim, a monografia
culmina no estudo bibliografico da farmacogendmica assente nas varias enzimas

responsaveis pela resposta nos doentes do metotrexato.
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2 Artrite reumatoide

2.1 Perspetiva historica e defini¢do da patologia

Em 1800, Augustin Jacob Landré-Beauvais, um jovem medico no asilo
Saltpétriere em Franca, define pela primeira vez a sintomatologia da patologia que
atualmente € conhecida como artrite reumatdide (4). Na sua dissertacdo, descreve
detalhadamente a condig&o clinica de um grupo de pacientes que apresentam dor e edema
articular, dificuldades no movimento e uma deformacdo progressiva nas articulagoes.
Landré-Beauvais ap6s andlise deste quadro clinico, conclui tratar-se de uma condicao que
difere da “gota comum”, e da-lhe o nome de “Gota asténica primitiva” (5). Descreve
também as diferencas entre ambas as doencas, salientando a incidéncia da “Gota comum”
maioritariamente nos homens, enquanto que a “gota asténica primitiva” ¢ predominante

nas mulheres e aconselha alguns cuidados terapéuticos que eram utilizados na época (4,5).

Outra figura importante foi o médico Alfred Garrod, que em 1959 escreve
“Treatise on Nature of Gout and Rheumatic Gout ” onde observa vestigios de acido urico
nas amostras de sangue de pacientes com “gota comum”, estando estes vestigios ausentes
nas amostras de sangue de pacientes padecendo de outras doencas reumaticas. E entdo
que distingue também a “Gota asténica primitiva” da “Gota comum”, afirmando tratarem-

se de duas patologias com etiologia distinta (4,6).

Em 1890, Archibald Garrod, filho de Alfred Garrod, escreve ‘“Treatise on
Rheumatism and Rheumatoid Arthritis” onde emprega pela primeira vez o termo artrite

reumatoide (4). Archibald Garrod escreve:

“... Tenho empregue o termo ‘“artrite reumatOide”, ndo por qualquer convicgdo de
superioridade para com 0s outros nomes, mas porque € um dos mais amplamente utilizado

neste pais nos dias de hoje” (7).

Foi também nesta mesma obra que Garrod descreve ossadas com o que afirma serem
deformaces provocadas pela AR. As deformagfes foram encontradas em vitimas de
Pompeia, em cemitérios na Pomerénia e em Roma, e também em esqueletos humanos
egipcios. E assim que nasce a teoria de que a AR podera ser uma doenca ancestral e ndo

uma doenca da era moderna (4,7)
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Esta teoria é apoiada ndo sé por estudos paleontoldgicos, mas também por
algumas pecas de arte, como por exemplo, na pintura “7The Painter’s Family” do ano de
1620 da autoria de Jacob Jordaens, ou na pintura de Peter Paul Rubens, um pintor do
realismo do seculo XVII. Rubens retrata em “The Three Graces” trés mulheres desnudas,
sendo que é de passivel observacao, deformacdes semelhantes as atualmente consideradas

sugestivas de AR na méo da mulher retratada a esquerda (ver figura 2.1.) (4,8).

Figura 2.1-Pintura de Peter Paul Rubens intitulada de “The Three Graces”. Pintura exposta no
Museu Nacional do Prado, Madrid. (adaptado de Beauvais (5)).

Jano seculo XX, o médico americano Charles Scott analisou os esqueletos
descritos por Garrod, e concluiu que as deformacdes dsseas sdo consequéncias de
osteoartrite, espondilite anquilosante e de gota, ndo havendo nenhuma evidéncia de se
tratar de artrite reumatdide, reafirmando que a AR corresponde a uma patologia da era

moderna (4)

Comecou assim o debate que permanece até a atualidade e que pretende dar
resposta a grande questao: sera a artrite reumatoide uma doenca ancestral ou uma doenca

da era moderna?

Devido a uma etiologia, um tanto ou quanto incerta, houve a necessidade de
definir quem era portador da doenca e quem ndo era, sendo que foi em 1956 que o comité
da Associacdo Americana de Reumatologia propds critérios para a definicdo da doenca.
Estes critérios estavam assentes nas observagdes experimentais dos 5 membros da

comissdo, pelo que, ao longo do seculo XX e XXI foram sendo reformulados (9).
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Em 2010, séo publicados os novos e atuais critérios de definicdo da doenca. Estes
critérios estratificam a populacéo ndo s6 em grupos de portadores ou ndo portadores, mas

também inferem na artrite reumatoide inicial (10).

Ao longo do tempo tentou-se chegar a uma terapéutica eficaz para a doenca e em
1940 foi desenvolvido e isolado o primeiro farmaco capaz de levar a remisséo da doenca.
O metotrexato (MTX) foi inicialmente terapéutica contra neoplasias malignas, sendo
administrado em doses bastante elevadas, tornando-se toxico e potenciando episédios de

imunossupressao (11,12).

A primeira utilizacdo documentada do metotrexato para o tratamento da AR foi
em 1951, mas foi s6 a partir dos anos 80 que se iniciaram os ensaios clinicos fundamentais
para que se verificasse a eficacia do farmaco na doenca (12,13). Foi entdo que em 1988,
a Food and Drug Administration (FDA), agéncia reguladora dos medicamentos dos
Estados Unidos da América (EUA), aprova a sua utilizacdo como modificador da doenca.
Apesar da sua autorizacdo apenas foi utlizado correntemente pelos clinicos nos anos 90
(14).

Apds anos de avanco das técnicas de genética recombinante, comeca a surgir uma
terapéutica revoluciondria na doenca, os modificadores bioldgicos da doenca reumatica
(b DMARD, do inglés biological disease-modifying antirheumatic drugs). Estes farmacos
usados em combinacdo terapéutica com o MTX, apresentam sinais de potenciar a
remissdo da doenca, pelo que comecaram a ser investigados em ensaios clinicos de
toxicidade e de seguranca, abrindo assim caminho para uma nova era na terapéutica da
doencga (15).

Atualmente, a Organizacdo Mundial de Saude, define AR como uma doenca
cronica debilitante, que afeta as articulagbes, tenddes, masculos, tecidos conjuntivos e
tecidos fibrosos e que provoca dor e deformacdo. Esta incluida no grupo de doencas
musculo-esqueléticas que podem provocar grandes impactos na sociedade e nos proprios
doentes, levando a grandes despesas de saude bem como a possibilidade de incapacidade

para exercer atividades profissionais (16).

2.2 Dados epidemiologicos

Para qualquer doenga, a epidemiologia é uma ciéncia que oferece ferramentas

Uteis para estudar o impacto da patologia na populagéo, por forma a inferir tanto em
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medidas de auxilio ao doente pela medicina, como na busca de fatores etioldgicos para

conhecimento aprofundado dos fatores causais e dos fatores ndo-causais.

Na AR estes estudos epidemioldgicos tornam-se fulcrais para um entendimento
ndo s6 da patologia como também do que dela advém. Os doentes de AR apresentam uma
taxa de mortalidade 50% maior que a populacdo na sua generalidade, ndo unicamente
pela doenca, mas principalmente pelas varias afecGes que desencadeiam devido a um
estado de saude débil. Estas afecfes sdo maioritariamente, doencas do foro cardiovascular

e infecBes oportunistas que evoluem num estado de imunossupresséo (17,18).

Esta doenca manifesta-se pelo globo inteiro e apresenta uma incidéncia de 0,5-
1%. E de referir que esta incidéncia ndo é homogénea entre as diversas populacdes
mundiais (ver figura 2.2) nem mesmo entre os géneros, sendo mais comum nas mulheres

do que nos homens, com uma taxa de 3:1 (16,19).
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Figura 2.2-Incidéncia global da AR (adaptado de Kasper (28)).

Apesar de uma incidéncia global baixa, como se trata de uma doenca de

progressdo longa e lenta, leva a taxas de prevaléncia altas (18).

Em Portugal os dados epidemioldgicos na AR sdo poucos e contraditérios, sendo
gue neste momento ndo existem dados crediveis para uma conclusdo geral da incidéncia
e prevaléncia desta patologia no territorio portugués. N&o obstante, Costa et al, atraves
de uma entrevista a moradores da cidade do Porto, calculou uma prevaléncia

autodeclarada de 1.6%, sendo que para as mulheres a prevaléncia foi de 2.5% e para 0s
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homens 0,0 % (20). Embora néo estejam bem definidos estes parametros, a incidéncia e

prevaléncia da doenca aproxima-se de outros paises do sul da Europa , cerca de 3% (21).

Alguns estudos avaliaram qual o valor de despesas de saude relacionadas indireta
e diretamente com a doenca, englobando consultas de especialidade, terapéutica
farmacoldgica, material radiolégico e material empregado nas analises laboratoriais,
transporte de urgéncia para o hospital, intervencdes cirurgicas e despesas com as afecdes
extra-articulares. E estima-se que nos EUA se gaste em despesas de salde por paciente
2000 a 10,000 dolares por ano, custos estes que tendem a aumentar com a utilizacdo de

medicamentos bioldgicos inovadores (23, 24).

Ja em Portugal os custos sdo fundamentados também pelos tratamentos farmacologicos
cronicos com elevada tecnologia bioldgica e farmacéutica, como os modificadores da
doenca, cirurgias reconstrutivas das articulacGes afetadas, reabilitagdo fisica, dias de
trabalho perdidos pelo préprio e pelos familiares que os acompanham e reformas
antecipadas por incapacidade para o trabalho. E estima-se que em média o custo de um
paciente em remissdo por ano ronde os 2.205 €, enquanto que um paciente com uma

doenca ativa tem um custo por ano de 5.634 € (24).

2.3 Quadro clinico

Sendo caraterizada como uma patologia crénica e debilitante, a medicina tem
como objetivo retardar a progressao natural da doenca, como tal é fulcral que seja
realizado um diagnostico correto e 0 mais precoce possivel. Para tal, é recomendado uma
analise rigorosa da histéria clinica do doente e da sua sintomatologia, proceder a um

exame fisico minucioso e a aquisi¢do de analises laboratoriais especificas (25,26).

2.3.1 Manifestac0es clinicas

2.3.1.1 ManifestacOes articulares

Grande parte dos doentes apresentam um inicio de doenca insidioso levando a
processos inflamatorios articulares, designados por sinovites (27). A inflamagao pode ser
caracterizada como sinovite monoarticular, quando afeta apenas uma articulagdo ou como

sinovite poliarticular, quando esta presente em multiplas articulacGes (27,28).

A sinovite poliarticular é a forma tipica de manifestacdo da doenca, apresentando
uma distribuicdo simétrica e um predominio distal envolvendo primeiramente as

articulagdes de dimensdes reduzidas e s6 posteriormente as articulagdes maiores (26).
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Sédo frequentemente afetadas, numa fase precoce da doenca, as pequenas
articulacdes, isto é, os punhos e os dedos das mdos, particularmente as
metacarpofalangicas (MCFs) , as interfalangicas proximais (IFPs) (Ver figura 2.3) e a
metatarsofalangicas (MTFs), enquanto que numa fase avancada ocorre destruicdo das

grandes articulagdes, os ombros, joelhos, cotovelos e ancas (26,28).

Estas poliartrites sdo acompanhadas por tumefacdo e dor, que resultam tanto da
pressdo como do movimento articular. E igualmente sentida rigidez articular e ocorre
entrada de fluidos oriundos do processo inflamatorio nas articulagdes instigando assim,
ao edema. Esta rigidez articular é particularmente intensa pela manha, e pode ter uma
duracdo de uma hora, sendo um dos sinais mais caracteristicos de AR (26,27).

Figura 2.3-Deformacdes nas articulagdes metacarpofalangicas (Adaptado de Seeley (1)).

2.3.1.2 ManifestagOes extra-articulares
Por ser uma doenca sistémica a AR apresenta manifestacdes clinicas ndo so
articulares como também manifestacGes que se estendem ao organismo inteiro, levando

a sintomas de vertente sistémica (28).

Numa fase precoce a sintomatologia da doenca é bastante generalizada, podendo
ser desconsiderada pelos doentes. As manifestagdes iniciais sdo: perda de peso, fadiga
muscular, astenia (sensacdo de debilidade corporal) que pode ser acompanhada de
febricula, artralgia sem processo inflamatorio ¢ uma sensagdo de “formigueiro” nas
extremidades, que embora de predominio noturno também pode ocorrer durante o dia
(25,27) .
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Ao longo da progressdo da doenca e sobretudo em doentes com baixa adesdo a
terapéutica e/ou com a patologia ndo controlada, poderdo surgir comorbilidades extra-
articulares, que aumentam tanto a morbilidade como a mortalidade associadas a AR (29).

Uma das manifestacGes extra-articulares (MEA) mais frequentes nos doentes, sdo 0s
nodulos reumatoides. Estes nddulos sdo mais incidentes em doentes com o fator
reumatoide (FR) positivo e em abundancia no plasma (30). Os nédulos apresentam um
desenvolvimento subcutaneo, isto €, localizam-se em tecido celular subcutaneo, podem

ser encontrados maioritariamente em zonas no COrpo que suportam maior pressao ou

Figura 2.4-Presenca de nddulos reumatodides no cotovelo de doente de artrite reumatoide
(Adaptado de goldman-cecil (26).

irritacdo cutanea, tal como os calcanhares, cotovelos, dedos, gluteos e as orelhas (ver
figura 2.4). Mas também estdo presentes nos 6rgaos internos, como a pleura, pulmoes e
0 pericardio, nas cordas vocais, vértebras e no tenddo de Aquiles (27,31).
Histologicamente apresentam um nucleo necrético composto por fibrina e colagénio,
circundado por uma malha de macréfagos, fibroblastos e linfocitos (27,30). A palpacéo
apresentam uma consisténcia firme e geralmente sdo de natureza benigna ndo sendo

necessaria uma abordagem terapéutica (27,28).

No sistema pulmonar a manifestacdo mais frequente é o derrame pleural. O seu
aparecimento é tipico de uma AR numa fase avancada, mas pode manifestar-se numa fase
inicial e assintomatica da doenca (32,33). O exsudativo caracteristico das infiltracGes
pleurais reumatoides é habitualmente unilateral (ver figura 2.5), com um pH entre os 7 e
0s 7.13, tem um baixo teor de glucose e um alto teor proteico, proveniente do enzima
desidrogenase lactica (DHL). Estdo presentes um grande numero linfocitos e de
neutrofilos (33,34). Embora frequentemente assintomatico, o envolvimento pleural pode

ser acompanhado por sinais de dor toraxica, tosse seca e por dispneia (28).

10
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Figura 2.5-Imagiologia por Raio-X do derrame pleural no pulméo direito. (Adaptado de
Emmungil (34)).

Por fim é de elevada importancia referir as MEA que afetam o sistema
cardiovascular. Neste contexto, assume relevancia particular a pericardite. Esta condicédo
é caraterizada pela inflamacdo da membrana que cobre o coragdo, o pericardio e
normalmente ndo apresenta sintomatologia associada. A pericardite raramente é tida
como um sintoma de AR, pelo que é instalada normalmente aquando de uma AR
estabelecida e avancada. Apresenta-se como uma complicacdo da doenca com correlagédo
positiva com 0 FR e apresenta uma incidéncia mais elevada em pacientes fumadores
(27,31). Nos casos sintomaticos, carateriza-se por uma dispneia e dor no coracao
(precordialgia), pode ser estudada ecocardiograficamente, onde € possivel detetar a

existéncia de um volume, embora reduzido, de derrame pericardico (27).

2.3.2 Manifestacdes laboratoriais
Com o processo de inflamac&o exacerbado sentido na AR, é natural que, ap6s um
estudo hematol6gico completo, os doentes apresentem uma colossal quantidade de

marcadores inflamatorios (25).

Laboratorialmente, as principais carateristicas da doenca sdo: anemia , elevacédo
das proteinas de fase aguda e da velocidade de sedimentacdo globular (VSG),

hipergamaglobulinémia e a presenca de anticorpos especificos para a patologia, tais como

11
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0 FR e os anticorpos antiproteinas citrulinadas (ACPA, do inglés anti-citrullinated
protein antibody) (27,35).

2.3.2.1 Proteinas de fase aguda e volume de sedimentacéao globular
A resposta de fase aguda (RFA) de um processo inflamatorio é definida como a
libertagdo de mediadores e citocinas pelas células ativadas do sistema imunitério,

originando cascatas reacionais metabolicas fulcrais para o processo inflamatério (36).

Na sinovite reumatdide ocorre uma libertacdo mediada por macrdfagos e
mondcitos sinoviais, de mediadores pré-inflamatorios, nomeadamente, do fator de
necrose tumoral a (TNF-a do inglés, tumor necrosis factor o). Este, produz mediadores
inflamatdrios como as interleucinas (IL), nomeadamente, IL-1 e IL-6. A IL-6 é de grande
importancia na expressao da inflamac&o. Esta ingressa na corrente sanguinea e aquando
da sua passagem pelo figado, altera o padrdo hepético de sintese proteica, ocorrendo
assim, uma estimulacdo da producdo de proteinas de fase aguda pelos hepatdcitos,

principalmente, a proteina C-reativa (PCR) (28,37).

A PCR é uma proteina de resposta rapida aos processos inflamatérios no
organismo, isto é, ha uma relacdo diretamente proporcional entre 0s seus niveis
plasmaticos e o nivel de inflamacéo provocado por uma patologia. Aliado a esta cinética,
é de salientar que a PCR apresenta um tempo de semivida de 19 horas, pelo que, quando
o0 clinico pede um estudo de doseamento da PCR existe a garantia de que o0s niveis

encontrados no plasma correspondem a uma inflamacao atual (27,38).

Como referido anteriormente, outro parametro laboratorial que poderd estar
alterado na AR ¢é a velocidade de sedimentacdo globular. Especula-se que exista uma
correlacdo da VSG com a extensdo da lesdo poliarticular presente nos doentes, pelo que

é considerado um exame complementar para o diagnostico e evolucdo da doenca (39,40).

Apesar de grande parte dos doentes de AR apresentarem valores elevados de PCR
e VSG, a sensibilidade e especificidade destes parametros é baixa por comparacéo a
outros biomarcadores da doenga (41). Num estudo publicado em 2014, com uma amostra
de 9135 pacientes com AR diagnosticada e fundamentada, concluiu-se que a correlagédo
com os valores de PCR e VSG néo é fidedigna, uma vez que 58.08% dos pacientes ndo

apresentam disparidade nestes parametros (42).

12
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N&o obstante estes marcadores ndo deverem ser interpretados sem um contexto clinico,
sdo ferramentas proveitosas para o auxilio do diagndstico e monitorizacdo da evolugéao

da doenga.

2.3.2.2 Fatores reumatoides

Na AR a perda da tolerancia ao proprio organismo, formando antigénios (Ag’s)
representa 0 passo precursor para que o fendmeno autoimune se desenvolva e se
manifeste. Por este motivo, ¢é espectavel que existam diversos tipos de anticorpos (Ac’s)

nas analises laboratoriais dos pacientes (43).

Como anteriormente descrito, foi na década de 90 que a importancia dos FR no
diagnostico e prognostico da AR comegou a ser estabelecida, sendo atualmente um

parametro analitico de grande peso da presenca da doenca (43).

Os FR sdo uma familia de autoanticorpos que se ligam com a porcdo Fc da
imunoglobulina G (IgG). Podem estar presentes em grande parte das doencas autoimunes,
como o Lupus eritematoso sistémico e em doencas inflamatorias agudas, no entanto sao
encontrados de uma forma mais exacerbada na AR. Os FR estdo presentes em cerca de
60-80% dos doentes, nas isoformas FR-IgM, FR-IgG e FR-IgA, no entanto é a isoforma
FR-IgM que tem incidéncia maioritaria na doenca (cerca de 75-80%), com titulos
plasmaéticos superiores a 50 1U/ml (28,43,44).

Num estudo retrospetivo, Rantapaa-Dahlqvist et al. (45) demonstraram que num
total de 83 individuos que ndo apresentavam sintomas da doenca, no estudo retratado
como pré-pacientes, 16.9% destes pacientes apresentavam nas amostras de sangue FR-
1gG, 19.3% apresentavam FR-IgM e 33.7% apresentavam FR-IgA, o que demonstra que
é possivel apresentar este biomarcador antes mesmo de ter alguma manifestacéo articular
da doenca. Tais factos realcam a importancia destes biomarcadores no diagnostico e no

rastreio pré-sintomatico da doenca (ver figura 2.6).
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Figura 2.6-Incidéncia de anticorpos no plasma sanguineo ao longo do tempo. Analise feita antes
da sintomatologia (adaptado de Rantapaa-Dahlgvist (45)).

2.3.2.3 Anticorpos anti-proteinas citrulinadas

Proteinas como a queratina, a vimentina, o fibrinogénio/fibrina, o colagénio tipo
I ¢ a a-enolase sdo passiveis de sofrer reacdes de citrulinacdo sendo reconhecidas como
“non-self”, tornando-se Ag’s-alvo para o sistema imunitario. S&o assim produzidos varios
anticorpos especificos para cada uma destas proteinas, tais como os anticorpos anti-
queratina, 0s anticorpos para a vimentina citrulinada e anticorpos anti-colagénio 1l e anti-
a-enolase. Todos estes anticorpos reconhecem proteinas citrulinadas e como tal, séo

coletivamente designados anticorpos anti proteinas citrulinadas (ACPA) (44,46).

Estes AC’s, assim como 0s FR, podem estar presentes no plasma sanguineo de
forma precoce, havendo mesmo evidéncia da sua presenca 10 a 14 anos antes do
aparecimento dos primeiros sintomas da doenca. O ACPA, é por isso, 0 biomarcador de
maior relevancia e interesse para o diagnostico da patologia, pois apresenta uma elevada
especificidade (cerca de 95%) e uma grande sensibilidade (até 67%). (26,41).

Como ja enunciado, estes AC’s sao especificos para as proteinas submetidas a um
processo de citrulinagdo, denominadas por péptidos citrulinados ciclicos (CCP, do inglés
cyclic citrullinated peptid). A citrulinagdo advém de uma reacdo enzimaética apos a
tradugdo proteica e é catalisada por uma familia de enzimas, as peptidil arginina
desaminases (PAD), sendo que na AR as isoenzimas relevantes séo a PADI2 e a PADI4
(47-49).
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Esta reacdo enzimatica ocorre sobretudo no meio intracelular de leucocitos do tipo
granuldcitos que estdo em apoptose. Estas células estdo a perder 0s seus processos
homeostaticos, apresentando grandes trocas extracelulares de calcio, ido este que é
essencial para a reacdo de citrulinagdo. Como na AR ocorre uma apoptose excessiva
destes leucaocitos e a fagocitose nao é suficiente para controlar a libertacdo das CCP, estas
s&o reconhecidas como proteinas exdgenas e sao captadas pelas células apresentadoras de
antigénios (APC , do inglés, antigen presenting cells), dando inicio ao processo
autoimune (44,50). Nesta modificacdo enzimatica, ocorre uma substituicdo de uma

arginina (Arg) da proteina por um novo aminoacido (AA), a citrulina (ver figura 2.7).
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Figura 2.7-Esquema da reacdo enzimatica de citrulinagdo. (Adaptado de Wegner (46)).

As argininas sdo dotadas de cargas positivas, formando ligacdes intramoleculares
de pontes de hidrogénio, tendo assim, um contributo importante para a preservacdo da
estrutura terciaria proteica. Aquando da citrulinacdo, estes AA sdo modificados, levando
a perda das cargas positivas e a desnaturacdo proteica pela disrupcdo das ligacGes
intramoleculares (ver figura 2.8). E com esta alteraco estrutural e funcional da proteina
que é ativado o sistema imunitario, uma vez que o organismo perde a tolerancia e

reconhece as CCP como “non-self”.(49).

Modificagao da estrutura tercearia no decorrer da citrulinagao

ﬁ>

residuo acidico Il = O Arginina

Citrulina

Figura 2.8-Disrupgdo das ligacOes intramoleculares e consequente desnaturacdo proteica

(Adaptado de Suzuki (49)).
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Relacionado com a presenca/auséncia de ACPA no plasma os doentes séo
divididos em dois grupos, os ACPA-positivos e os ACPA-negativos. Esta diferenca
seroldgica esta relacionada com a contribuigdo de fatores genéticos na etiologia da doenca
(50). Estes fatores genéticos serdo abordados mais adiante nesta dissertacao.

2.4 Critérios de classificacao

Com o objetivo de definir quais os individuos que s&o doentes de AR e 0s que nao
sdo doentes, em 1987 foram criados pela Associacdo Americana de Reumatologia,
critérios de classificacdo da doenca (9). Estes critérios sdo uma reformulacao dos critérios
de 1956, e tém por base cientifica, ensaios clinicos com uma populacéo de doentes de
AR diagnosticada por médicos reumatologistas, recrutados para este efeito e com uma
populacdo de pacientes controlo, isto é, sem AR. S0 uma ferramenta muito Gtil para a

distingdo de uma AR bem estabelecida e ativa, de outras patologias do foro reumatico (9).

E de salientar que estes critérios apresentam algumas limitagdes, nomeadamente,
a impossibilidade de identificar pacientes com AR inicial e de diferenciar uma
combinacdo de doencas do foro reumatico. Devido a estas limitagdes, um grupo de
trabalho composto por membros do Colégio Americano de Reumatologia (ACR, do
inglés American college of rheumatology) e da Liga Europeia contra o Reumatismo
(EULAR do inglés, European League Against Rheumatism), definiu novos critérios,

remetendo os critérios anteriores para o passado (9,10).

Nasceram assim os critérios de 2010, nos quais, 0s pacientes sao agrupados de
forma uniformizada, o que permite aos especialistas diagnosticarem a doenca numa fase
inicial (ver quadro 2.1) (10). Para a classificacdo € imprescindivel escolher pacientes
elegiveis para satisfazer os critérios, e para tal, é obrigatoria a presenca de pelo menos
uma articulacdo com sinovite, sendo que esta ndo pode ser justificada por outra doenca
(10).
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Tabela 2.1-Critérios de classificacdo da artrite reumatéide ACR-EULAR (2010) (adaptado de
Aletaha (10)).

Envolvimento articular

1 articulacdo grande 0
2-10 articulacGes pequenas 1
1-3 articulacBes pequenas 2
4-10 articulacBes pequenas 3
>10 articulag@es (pelo menos uma articulagdo pequena) 5

Sorologia (pelo menos o resultado de um teste € necessario para classificagao)

Fator Reumatdide negativo e anticorpos anti proteinas citrulinadas negativos 0
Fator Reumatdide positivo em titulo baixo ou anticorpos anti proteinas citrulinadas 2
positivos em titulo baixo

Fator Reumatdide positivo em titulo alto anticorpos anti proteinas citrulinadas 3

positivos em titulo alto

Provas de fase aguda (pelo menos o resultado de um teste é necessario para classificagao)

PCR normal e VSG normal 0

PCR anormal e VSG anormal 1

Duragédo da sintomatologia

< 6 semanas 0

> 6 semanas 1

A aplicacdo destes critérios é baseada numa pontuacdo final, que corresponde ao
somatorio de diversos pontos conforme o indicado em cada dominio. A pontuacdo
méaxima sdo de 10 pontos, sendo que, com 6 ou mais pontos é considerado AR. Ja um
paciente com uma pontuacgéo abaixo de 6 ndo pode ser diagnosticado com a doenga, mas

isso ndo querera simbolizar que este ndo venha a preencher os restantes critérios (10).
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Apbs o diagndstico da doenga é uma pratica comum e bastante Gtil classifica-la
conforme o0 DAS28 (Disease Activity Score 28). Trata-se de um indice que é calculado
conforme a atividade da doenga, tendo em conta para o célculo a contagem das
articulacGes dolorosas (0 a 28), as articulacbes tumefactas (0 a 28), os marcadores de
inflamacédo (VGS ou PCR) e a avaliacdo global da doenca referida pelo doente (51).Ap0s
a ponderacdo destes critérios, ocorre a conversdo desta informagdo numa medida continua
que vaide 0a 9,4 (51).

Assim, com o indice DAS28 < 3.2 o doente apresenta um nivel de atividade da
doenga baixo, com 3.2 < DAS28 > 5.1 apresenta uma atividade moderada, € com um
DAS28 > 5,1 uma atividade alta, para o doente estar em remissdo da doenca o seu indice
DAS28 tem de ser inferior a 2,6 (51).

Em ensaios clinicos esta classificacdo € uma mais valia, uma vez que assim 0s
pacientes sdo classificados e uniformizados segundo este indice. Também ¢é rotineiro
utilizar os indices ACR20/50/70, sendo que estes indices indicam uma melhoria de 20%,
50% e 70% no envolvimento global da doenga e dos sinais e sintomas da mesma, podendo
ser um indicativo de mudanca da DAS28 (10,52).

2.5 Aspetos etioldgicos

Atualmente chegou-se a um consenso quanto a etiologia da AR, caraterizando-a
como uma doenga resultante de uma interacdo de fatores genéticos e de fatores
ambientais. Tal associacdo resulta numa patologia complexa e multifatorial, um

verdadeiro “tridngulo das bermudas” da genética (53,54).

A componente fatorial genética da AR pode ser dividida em dois grandes grupos:

1) genes do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) e 2) genes ndo-MHC.

2.5.1 Fatores geneticos

De facto, comprovou-se que em cerca de 60% dos estudos clinicos de ordem
genética com irmaos gémeos, ocorre um aparecimento da doenca derivada de fatores
genéticos hereditarios, sendo encontrados atualmente, mais de 100 loci diferentes
associados a incidéncia da patologia, onde grande parte dos SNP (do inglés single

nucleotide polymorphism) recai sobre a populagdo caucasiana (55).
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2.5.1.1 Genes do complexo de histocompatibilidade maior

O MHC € um conjunto de genes presentes no cromossoma seis, com a funcao de
produzir antigénios leucocitarios (HLA, do inglés human leucocyte antigen) e assim
combater as agressdes externas ao organismo. Assim, o0 MHC é usualmente designado
por MHC-HLA e pode-se dividir em duas classes: a classe | e a classe Il. Diversos genes
MHC sao fundamentais na imunidade adaptativa, fazendo a “ponte” entre a imunidade

dita inata e a imunidade adaptativa (56).

Estes genes produzem proteinas MHC que estdo presentes a superficie das APC,
que ao reconhecerem péptidos, quer endégenos (no caso do MHC |, através de uma via
citosdlica) quer exogenos (0o MHC Il, pela via endocitica), ligam-se a recetores
especificos dos linfocitos. As moléculas MHC | ligam-se aos recetores das células T
(TCR) CD8+ dos linfacitos Tcitotoxicos (TC) e as MHC 11 aos recetores TCR CD4+ dos
linfocitos Thelper (Th) produzindo posteriormente células Th de memoria e Ac’s no
sangue periféerico (57).

Na etiologia da AR destaca-se 0 MHC Il, pois apresenta uma regido genémica
altamente polimorfica, na qual foram identificadas variantes genéticas de extrema
importancia para a doenca (58). E na regido codificante dos genes do MHC 11, que séo
encontrados polimorfismos importantes na etiologia genética da AR. A contribuicdo
genética desta regido é de 11%, sendo assim a regido com maior importancia e
contribuicéo tanto para a suscetibilidade de desenvolvimento da doenga, como para um
aumento da severidade da mesma (54,59).

Foi no final da década 70 que Stastny P. (60), num grupo de 80 individuos
caucasianos caraterizados como doentes pelos critérios de classificacdo do ACR,
verificou que cerca de 54% destes individuos eram portadores de uma variante no gene
HLA-DR4 do complexo gendmico HLA-DRB1. Este gene é responsavel pela producao
de moléculas HLA-DR4, sendo que a variante em causa (HLA-DRB*04) origina a
proteina HLA-DRw4 (61).

Posteriormente ndo so foi verificada e confirmada a associagdo de Stastny P, como
também foram descobertas mais algumas variantes neste gene, responsaveis por outros
subtipos de HLA (DRw4, DRw10, DRw13, DRw14 e DRw15), que numa nomenclatura

simplificada, sdo concomitantemente nomeados HLA-DR4 (62).
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Wordsworth P, et al (62) associaram estes antigénios com a suscetibilidade da
doenca, concluindo que dependendo da variante alélica, o risco de desenvolver a doenga,
eramaior ou menor. Assim, os heterozigotas DRw4/DRw14 apresentam um risco relativo
(RR)= 49 de desenvolver AR (P<0.00001) enquanto que os homozigotas DRw4/DRw4
apresentam um RR=15 (P<0.00001). Conclui-se assim que os portadores dos alelos

DRw14 apresentam um RR superior aos portadores de alelos Dw4 (62).

De acordo com Jawaheer D. et. al (63), num estudo com gémeos monozigotas
diagnosticados segundo os critérios do ACR, verificou-se que os portadores de dois alelos
mutados, isto é, os homozigotas para diversas variantes especificas do HLA-DRA4,
apresentavam um risco de desenvolver a doenga sete vezes maior que os individuos que
ndo apresentavam alelos mutados no seu genoma. Neste estudo concluiu-se igualmente
gue os homozigotas para as variantes apresentam durante mais tempo, uma maior
suscetibilidade de adquirir a doenca por comparagdo aos homozigotas wild-type (DR4-
/DR4-) (ver figura 2.9)) (63).
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Tempo de manifestagdo da doenca (Anos)

Figura 2.9-Probabilidade ao longo do tempo dos pares de gémeos desenvolverem artrite
reumatdide. (Adaptado de Jawaheer (63)).

Estudos mais recentes identificaram que ndo é apenas os alelos HLA-DR4, mas
também que o gene HLA-DRL1 é altamente polimérfico. Estes alelos sdo responsaveis
pela producdo de moléculas de MHC, que pela sua funcdo essencial no sistema

imunologico, tém uma importancia colossal no processo etiologico da AR, podendo ser
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associado a componente autoreativa ao nivel das células T, propria da doenca
(28,59,64,65).

Gregersen et al(28) através da comparacao de sequéncias de AA das moléculas de
MHC originadas pelas diversas variantes alélicas (HLA-DR1*X) da familia HLA-DRB1,
formulou a hipdtese dos “epitopos partilhados” (EP), na qual concluiu que os SNP
resultam numa modificacao das proteinas expressas, mais propriamente, nos residuos de
AA encontrados nas posicdes 70-74, da terceira regido hipervariavel da cadeia DRB1,
resultando em sequéncias conservativas (QKRAA/QRRAA/RRRAA) nos antigénios
formados (ver figura 2.10) (28).

Posicdo do AA
Variante HLA-DRB1* 70 71 72 73 74
*0101 Q R R A A
#0102 Q B R A A
#0401 Q K R A A
#0404 Q R R A A
*0405 Q R R A A
*0408 Q R R A A
*1001 R B R A A
#1402 Q R R A A

Figura 2.10-Epitopos codificados pela terceira regido hipervariavel associados a doenca. K=
Lisina; R= Arginina; A= Alanina; E= acido glutamico (adaptado de Kasper (28)).

Apos a formulagdo desta hipdtese, correlacionou-se o nivel de suscetibilidade a
doenca com a variabilidade e posicdo especifica do AA alterado pelo polimorfismo. Na
posicdo 71, uma lisina (K) confere um alto risco de desenvolvimento da doenca (OR=
2,0), uma arginina (R) confere um risco intermédio (OR=0,97), enquanto que uma
alanina(A) ou um &cido glutdmico (E), conferem um risco diminuto (OR=0,59 e 0,32
respectivamente). J& na posicéo 70, glutamina (Q) e R, conferem um risco mais elevado
(54,66).

Em termos de risco global, as variantes que acrescentam risco de desenvolvimento
da AR sédo: no gene HLA-DR4 as variantes HLA-DRB1*0401, HLA-DRB1*0404, HLA-
DRB1*0405, HLA-DRB1*0408 e HLA-DRB1*0410 e no gene HLA-DR1, as variantes
HLA-DRB1*0101, HLA-DRB1*0102, HLA-DRB1*1001 e HLA-DRB1*1402 (67,68).
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A presenca desta variabilidade genética estd intimamente relacionada com a
produgdo dos AC’s especificos desta doencga, como tal, um grande conjunto de estudos
comprovam que os individuos portadores de haplotipos das variantes HLA-EP estéo
predispostos a uma producdo de ACPA, e como tal, apresentam um fenétipo ACPA-
positivo (69-71).

Ja para o fendtipo ACPA-negativo, ou seja, doentes que ndo possuem producéo
destes AC’s, ainda ndo ha consenso sobre SNP’s relacionados com os genes HLA , pelo

que € necessario investigacdo nesta tematica (72).

2.5.1.2 Outros genes

Ja foram confirmados 31 loci ndo-MHC que potenciam a suscetibilidade de
desenvolver AR, sendo de destacar o gene que codifica uma proteina intracelular,
designada por tirosinafosfatase nédo-recetor 22 (PTPN22). Este gene encontra-se no
cromossoma 1p13.3-13.1 do genoma humano. Neste foi descoberto em 2004 um SNP,
que agrega um risco acrescido de desenvolver diabetes tipo 1 (73). Apesar de constituir
um peso menor que as variantes HLA para a doenca, também foi demonstrada a
correlagdo com outras doencas autoimunes como a AR, doenca de Graves, doenca de
Addison, entre outras (54,74).

O envolvimento desta proteina nas diversas doencas autoimunes, podera estar
associado & sua funcdo no sistema imunitério. Esta enzima é expressa em células
hematopoiéticas do sangue periférico, em maior quantidade nas células natural killers
(NK), neutréfilos e linfocitos Tc. Ja nos linfocitos B e linfocitos Th tem uma menor
expressdo (75). A Lyp (como também é conhecida) é uma enzima composta por 807 AA,
que contem, na sua extremidade C-terminal, quatro regides ricas em prolina, P1-P4 e na
extremidade N-terminal o dominio proteico tirosinafosfatase (PTP do inglés protein
tyrosine phosphatase) e esta envolvida sinergicamente com o enzima intracelular Lck na

regulacdo da inativacao de linfocitos T (76).

A ativacdo dos linfocitos T da-se apds o reconhecimento do Ag pelo TCR, o que
leva a complexas reagcdes em cascata, no chamado TCR “signalossoma”. Este espaco
intracelular esta situado na membrana plasmatica da célula T e € constituido por um
grande numero de elementos enzimaticos. Para que ocorra proliferacdo dos linfocitos T
CD8+ e dos linfocitos T CD4+, a Lck fosforila o seu proprio residuo tirosinico 394,

mudando para uma conformacéo ativa, ativando concomitantemente os imunorrecetores
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de tirosina (ITAM , do inglés immunoreceptor tyrosine-based activation motifs), que
servem como locais de ligacdo para uma enzima homologa a Lck, a ZAP70, que amplia
0s sinais para os fatores de transcricdo responsaveis pela proliferacdo dos linfécitos T
(77).

Quando h& necessidade de inibi¢do do sinal do TCR, forma-se o complexo Lyp-
Lck, que resulta da ligacdo do dominio P1 da extremidade C-terminal da Lyp com o
dominio SH3 do Lck. Apos a formacdo do complexo enzimatico, a Lyp promove a
fosforilacéo do residuo de tirosina 505 e a desfosforilacao do residuo tirosina 394 do Lck,
inibindo os ITAM e 0 enzima ZAP70. Ocorre assim o término da ativacdo dos TCR (76—
78).

Na presenca do SNP rs2476601, ocorre uma mutagdo de transicdo, neste caso,
uma substituicdo de uma citosina (C) por uma timina (T) na posi¢do 1858 da regido
codificante da proteina, levando a uma alteracdo de uma arginina (Arg) por um triptofano
(Trp) no coddo 620 do exdo 14 da proteina e consequentemente a alteracdo estrutural do
enzima Lyp, conduzindo a formagdo da variante PTPN22*620 (78-80). Esta alteragdo
estrutural, contrariamente ao que se expectava, leva a um ganho de funcéo da enzima, ou
seja, a Lyp620*W (designacdo para 0s genotipos 1858C/1858T e 1858T/1858T)
apresenta uma atividade inibitoria maior dos TCR, do que a Lyp620*R (designacdo
utilizada para o genétipo 1858C/1858C), como foi passivel de analise no Vang et.al.
Neste artigo foi correlacionada a taxa de atividade do enzima luciferase com o nivel de
expressdo das varias isoformas da Lyp. E de salientar que nestes ensaios reporter, a
luciferase resulta da atividade dos fatores nucleares da ativacdo do TCR, e por isso, tem
a sua expressao aumentada com a ativacao deste recetor. Como a Lyp620*W apresenta
maior efeito inibitorio deste mecanismo face a Lyp620*R, a atividade da luciferase vai
diminuindo com o aumento da expressdao da LYP620*W (ver figura 2.11), como

consequéncia da cessacdo da ativacao linfocitica (80,81).
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Figura 2.11- A-Taxa de ativacao da luciferase dependente da expresséo das isoformas da Lyp, em
células humanas da linhagem T. B- Taxa de ativacdo da luciferase dependente da expressao das
isoformas da Lyp, em células da linhagem Jurkat (Adaptado de Vang (81)).

Apesar do seu mecanismo subjacente a este ganho de fungdo permanecer
desconhecido, a variante PTPN22*620 foi correlacionada com o0 aumento da
suscetibilidade de AR em caucasianos. Diversos estudos comparam doentes de AR com
individuos controlo, chegando a conclusdo que ser portador da variante, isto €, tanto
individuos 1858C/1858T como 1858T/1858T, apresentam um maior risco de sofrer da
patologia por comparacao aos controlos. Ndo obstante, conclui-se ainda que individuos
1858C/1858T, apresentam um risco maior de sofrer da patologia comparando com 0s
individuos homozigotas 1858T/1858T. Os individuos ditos wild-type, ou seja, 0s que ndo
possuem a variante apresentam um risco mais pequeno, visto que a frequéncia deste

gendtipo esta diminuida no grupo dos pacientes (75,78,80,82,83).

Para além do gene PTPN22, esta evidenciado outro gene com alguma importancia
na patologia, o gene que codifica o fator de necrose tumoral a. O TNF- o € um fator pro-
inflamatdrio que estd envolvido no processo inflamatorio em sinergia com outras
citocinas e fatores de crescimento. Este fator é produzido por macréfagos ativados, e em
sinergia com a interleucina 1 (IL-1) ativa a expressao de moléculas de adeséo e a secrecao
de outras citocinas, induz a diferenciacao das células precursoras imaturas em monacitos,
provoca a agregacao e ativacao de neutrofilos, € co-ativador dos linfécitos T e contribui
para a libertacdo de enzimas proteoliticas das células, contribuindo para a leséo tecidular
(38,59,84).
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Devido ao seu grande papel na atividade inflamatdria, bem como a localizagéo do
gene TNF no cromossoma 6 entre os genes do MHC Ill, ndo foi descabido, o estudo
atento de certos polimorfismos que poderiam estar indicados na etiologia da doenga. De
facto, foram encontradas concentracdes mais elevadas de citocinas e mediadores
inflamatdrios no sangue periférico dos doentes de AR, pelo que é relevante esta

abordagem etioldgica (85).

Assim, estudos comprovaram a existéncia de varios polimorfismos neste gene que
afetam a transcricdo, e consequentemente a expressao proteica (ver figura 2.11). O
primeiro a ser descrito foi um SNP na posic¢éo -308, no qual ocorre a substitui¢cdo de uma
G por uma A. Origina um fendtipo caraterizado por uma sobreexpressao de moléculas de
TNF-a e um risco maior de desenvolvimento da doencga, levando a uma sobreativagao de

citocinas inflamatdrias e uma erosdo acrescida das articulacdes (85-87).

| MHC class | ‘ MHC class Il | MHC class I ‘

TNF locus

7 ‘<
[T ™NF LT

— — -
A i A A A A A +1 A A
-1031T/C  -863C/A  -857CT  -376G/A -308G/A  -244G/A  -238G/A +70C +489G/A

Figura 2.12-Esquema da localizagdo do gene TNF no MHC e dos SNP’s com importancia para a
patologia (adaptado de Verwiej (85)).

Os polimorfismos -1031 T/C, - 863 C/A, -857 C/T e +1304 G/A podem contribuir
para a suscetibilidade da doenca quando associados a haplétipos com as variantes MHC.
A sua variabilidade requer mais investigagédo cientifica, para que se correlacione, de

forma definitiva, a sua funcéo na suscetibilidade a doenca (59)(88).
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Foi evidenciado ainda que nos SNPs G/A, um na posi¢do + 489 e noutro na
posicdo —238, 0s heterozigotas apresentam um menor dano articular com o passar dos
anos de doenca por comparacdo aos individuos com o genétipo G/G, sendo portanto
passivel de considerar-se que a presenca da variante confere um fator protetor e benéfico

para os portadores (89,90).

Outro locus que parece ser importante na etiologia, € o gene TRAF1 (TNF
receptor associated factor 1) na sub-regido TRAF1-C. Este gene codifica uma proteina
associada ao recetor do TNF importante para a transducéo de sinal por ele desencadeada.
A TRAF1 tem sido descrita como um inibidor de TNF e devido a evidéncia de altas
concentracOes destes mediadores inflamatorios, tenta-se comprovar o seu envolvimento
na AR (91).

Foram descobertos dois polimorfismos importantes neste gene, o polimorfismo
rs7021206 no intrdo 3 e 0 rs3761847, que poderdo estar implicados na suscetibilidade a
doenca nao sé ao nivel genético, mas também ao nivel racial. Num estudo, Jing Zhu et.al.
(92), comprovam ndo s6 um desequilibrio de ligacdo entre ambos os polimorfismos,
como também, uma variedade inter-racial. Neste estudo correlaciona-se positivamente as
variantes polimérficas com um aumento do risco de desenvolver AR mas apenas para
chineses e japoneses, e contrariamente, um risco diminuido de doenca para caucasianos
(92,93). Noutro estudo, Tae-Un Han et al (94), correlaciona apenas o polimorfismo

rs7021206 com a AR tanto em coreanos como em caucasianos.

Um outro gene que merece destaque, é o gene PADI4, responsavel pela expressao
da isoenzima PADI4. Este gene pertence a familia de genes PADI, onde cada gene
pertencente codifica uma isoforma de enzima PADI, responsavel pela reacdo de
citrulinacdo dos residuos de Arg das proteinas do organismo. E devido a tal mecanismo
e a sua suposta importancia na patologia que o estudo dos polimorfismos nesta familia

genética sdo de interesse (95).

O gene PADI4 fica localizado no cromossoma 1p36 do genoma humano sendo
que a associagdo com os SNPs encontrados neste locus, foi primeiramente estudado em
japoneses e mais tarde na populagéo caucasiana, apesar de que nos caucasianos ainda nao
esteja bem estabelecida (96). De acordo com Suzuki et al. (97), quatro SNPs no gene
PADI4 foram correlacionados com a AR na populagéo japonesa e coreana. Estes SNPs

sdo responsaveis pelas variantes: PADI4_89, no qual ocorre a permuta de uma Guanina
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(G) por uma Adenina (A) no exdo 2, PAID4_90 onde ocorre a permuta de uma T por
uma C também no exdo 2, PADI4_92, com permuta de uma T por uma C no exdo 3 e
por fim PADI4_104 com substituicdo de uma T por uma C no ex&o 4 (97). Neste mesmo
artigo comprovou-se que portadores do haplotipo G-T-G-T apresentam um odds ratio
(OR) de 1.97 por comparagdo com o grupo controlo. Apesar da confirmacao da associacédo
deste hapl6tipo na populacéo japonesa, ainda é contestada a associa¢do com a populagéo
caucasiana. Estudos com a populacdo alemd, norte-americana, canadiana e francesa,
demonstraram que existe uma associacao dos haplétipos PADI4 com a incidéncia da AR,
levando a um risco maior dos portadores das variantes de desenvolver a doenca (97-99).
Ja para os espanhdis, ingleses, hingaros e para os egipcios, nao foi encontrada evidéncia

estatisticamente significativa para esta associagdo (100-102).

Esta variedade inter-racial no gene PADI4 podera ser explicada pela componente
ambiental, isto é, os fatores ambientais que 0s povos sao sujeitos, e alias, acredita-se que
esta componente ambiental, também tenha um papel etiol6gico na doenca (76).

Em 2007 foi ainda descrita a associa¢do do gene STAT4 com a doenga, embora
com uma contribui¢cdo mais modesta do que os genes ja descritos. Este gene é responsavel
pela producdo e ativacdo do fator de transcricdo 4 que tem um papel importante na
sinalizacdo de citocinas, como a IL-12, IL-23 e IL-27, necessarias para a ativacao de
linfécitos Th. Foi descoberto o SNP rs7574865, no qual ocorre uma substituicdo de uma
G por uma T, comprovando-se que os portadores da variante apresentam um risco maior

de doenca que os homozigotas de referéncia (103-105).

2.5.2 Fatores ambientais
v' Tabagismo

O principal fator ambiental que aumenta o risco das doencgas reumaticas, tais como
AR, é o tabagismo. Este fator foi definido como fator de risco para a AR no final dos anos
oitenta e, tal como os fatores genéticos, pode manifestar a sua influéncia numa fase pré-

clinica da doenca (106).
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Varios estudos tém vindo a demonstrar um aumento do risco de desenvolver AR com
o tabagismo e com o genétipo dos alelos HLA-DRB1. Tal associagdo é independente da
serologia do individuo, isto é, o tabagismo ndo estd relacionado com a producdo de
anticorpos especificos da doenca, quer ACPA quer FR. No entanto, a conjugacdo de
habitos tabagicos, os alelos HLA-DRB1 e uma serologia positiva para ACPA ou FR,
acresce 0 risco de doenca (107-111), como se pode verificar nos graficos 2.1 e 2.2, do
estudo de So Bang et al (107).
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Gréafico 2.1-Odds ratio para a conjugacao alelos HLA-EP, habitos tabagicos e ACPA
positivos (adaptado de Bang (107)).
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Gréfico 2.2-Odds ratio para a conjugacao alelos HLA-EP, habitos tabagicos e ACPA positivos
(adaptado de Bang (107)).

Nestes graficos é possivel concluir que a associacdo € dependente da quantidade
de alelos HLA, uma vez que, nos ACPA-positivos: 0s heterozigotas para as variantes (1
alelo EP) e fumadores apresentam um risco maior 10,60 vezes e 0s homozigotas para as
variantes (2 alelos EP) e também eles fumadores apresentam um risco aumentado em
38,59 vezes, enquanto para individuos portadores do mesmo gendtipo mas nao-
fumadores, o OR é 11,96. E igualmente possivel verificar o fen6tipo ACPA-negativos
acarreta um risco moderado de desenvolver artrite enquanto que o0s ACPA-positivos

apresentam um risco maior , isto tanto para fumadores como ndo-fumadores (107).
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No estudo de Kallberg et al., foi possivel correlacionar a intensidade dos habitos
tabagicos com o OR para a doencga. Este grupo de trabalho conclui que quanto maior a
intensidade do habito tabagico, aliado a presenca de alelos HLA-EP, maior é o risco
associado a este fator. Conclui também que para um fumador mediano (cerca de 10-19
macos de tabaco por ano), a cessacdo tabagica diminui o risco, de tal forma que, apds 20

anos este risco torna-se equiparado ao risco de um individuo que nunca fumou (112).

v" Fatores hormonais

Existe um risco maior de desenvolver a doenca no género feminino do que no género
masculino, sendo que, tal como ja enunciado, hd uma incidéncia maioritaria na populacao
feminina do que na populacdo masculina. Julga-se que tal facto esteja associado a
componente hormonal da mulher, mais concretamente as progesteronas e estrogénios,
uma vez que estes componentes estdo presentes no liquido sinovial em maior

concentracdo do que androgeénios, tanto em homens como em mulheres (113).

Pensa-se também que os androgénios terdo um efeito anti-inflamatério, pelo que, ndo
sO protegem os homens de doencas inflamatdrias autoimunes, como também ajudam a

atingir um estado de remissdo aquando portadores de AR (114).

v" Agentes infeciosos

Tém sido relacionadas com o risco para a AR as infecdes pelos virus Epstein-Barr e
citomegalovirus, e por bactérias, como a Escherichia coli (37,115). Um dos agentes
infeciosos mais relacionados € a Porphyromonas gengivalis, uma bactéria anaerébia que
desencadeia uma doenca periodontal cronica. Esta bactéria apresenta uma forma de
PADI4 que se pensava ser capaz de citrulinar proteinas do hospedeiro e assim ativar o
sistema imunitario do mesmo, aumentando o risco de desenvolver AR. Mas este
mecanismo foi revogado no estudo de Konig. et al, comprovando que a PAD da bactéria
ndo citrulina as proteinas humanas, ndo levando a um aumento dos ACPA (116). Assim

ainda se procura conhecer de que forma esta bactéria aumenta a suscetibilidade da AR.

v" Microbiota gastrointestinal

Recentemente tem-se vindo a reconhecer a influéncia da microbiota gastrointestinal
no desenvolvimento da AR, ainda que ndo se conheca totalmente o mecanismo patoldgico

envolvido nesta associacgao (117).
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2.6 Patologia

A AR resulta da interacdo entre os fatores genéticos e fatores ambientais, levando a uma
auto-reatividade com progressiva destruicdo articular. E embora seja uma doenca
amplamente estudada e definida, os mecanismos fisiopatologicos que levam ao seu
desenvolvimento permanecem pouco esclarecidos (118). A patologia pode ser dividida
em trés fases (ver figura 2.13).

Evolugdo da resposta imunologica Resposta inflamatdria patologica
I > I >
Inflamacg8o das articulagbes
—
Linfomnas Complicagdes
Infegdes / Cardiovasculares
= Osteoporose

[ >
ﬁ \ TEMPO
Fatores Sintomas Destruigo das Artriculagdes
genéticos e
ambientais Inflamag8o Preenchimento dos
subclinica critérios da Artrite

Reumatdide

Figura 2.13-Evolucdo natural da doenca, composta por 3 fases: A fase pré-articular, fase de
transicdo (inflamacéo subclinica) e a fase articular (adaptado de Klareskog (3)).

Primeiramente, uma fase sem sintomatologia clinica, designada fase pré-articular
ou fase linfoide, onde ocorre grande atividade imunitéaria. Seguida por uma fase de
transicdo ja com uma inflamacdo subclinica presente, e por fim, a fase articular
responsavel pela sintomatologia de inflamacdo, eroséo articular e MEA, préprias da
doenca (119)(3).

Os mecanismos fisiopatologicos da doenca ainda estdo pouco esclarecidos, mas
acredita-se serem instigados tanto pelo sistema imunitario adaptativo bem como o sistema

imunitario inato.
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2.6.1 Fase pré-articular
A fase pré-articular prende-se com as alteracbes genéticas e fatores ambientais
enunciados anteriormente. A enzima PAD leva a citrulinacdo de péptidos do organismo,
tornando-os “non-self”. Estes péptidos citrulinados sdo reconhecidos pelas APC (células
dendriticas ou macrofagos) e ligam-se as moléculas de MHC, ocorre uma interacdo MHC-

TRC. Desta ligacdo ocorre a diferenciacdo em linfocitos CD4+ (thelper) e linfocitos
CD8+ (tcitotoxicos)(3).

Os linfécitos Th adquirem o seu fendtipo pelas citocinas que lhe dao origem.
Através da analise do liquido sinovial dos doentes de AR encontrou-se grandes
concentracdes de IL-17, originando um subtipo de Thi, os linfocitos Th17 (120). Estes
linfocitos tém vindo a ser apontados como potenciais promotores da doenca desde que
foram descobertos em 2005, uma vez que induzem a libertacdo de mediadores pos-
inflamatérios como as IL-17, IL-6, IL-22 e TNF-a. Devido a esta sinalizacdo
quimiotaxica, ocorre uma afluéncia de macréfagos e fibroblastos, potenciando ainda mais
o inicio da inflamacéo (121). Ap6s a sua diferenciacdo, os linfécitos Th17 auxiliam na
ativacdo dos linfécitos B, originando assim plasmécitos (linfocitos B efetores) que
produzem AC’s para os CCP(3).

Ocorre assim, a formacdo de foliculos linfoides. Estes foliculos encontram-se
ricos em agregados de linfocitosTh17-linfocitosB e expressam fatores de proliferacdo
induzida por ligacdo (APRIL, do inglés proliferation-inducing ligand), estimuladores de
linfécitos B (BlyS, do inglés B-lymphocyte stimulator) (122,123). Comeca a ocorrer uma
acumulacdo de plasmdcitos e de ACPA, que sdo libertados no organismo. Uma vez fora
dos orgdos linféides secundarios, os plasmécitos entram no tecido sinovial, comecgando

assim a fase de inflamacéo subclinica da doenca.

2.6.2 Fase de inflamacéao subclinica

A sinovite é caraterizada pela acumulacéo de iniumeras células imunolégicas que
atuam em sinergia com citocinas provocando assim a inflamacéo do tecido.

Nesta fase subclinica, ainda ndo sdo sentidos grandes efeitos erosivos nas
articulacbes. Ocorre um aporte de plasmocitos que reagem contra os CCP presentes
localmente. Sdo também libertados Th17, que estdo também associados a destruicdo das

articulagBes, pois promovem a ativacdo de osteoblastos, osteoclastos e sinovidcitos
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fibroblastos sinoviais) que libertam metaloproteinases (MMP) e moléculas de ligando
recetor ativador do fator nuclear- kappa B (RANKL) (ver figura 2.14) (124,125).
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TNFa RANKL
g ‘ R 117 4 ‘ \ IL-17
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Figura 2.14-Esquema do possivel mecanismo de patogénese na AR, instigado pelos Th17
(adaptado de Kotake (124)).

Outras células T com importancia na AR, sdo os linfocitos T reguladores (Treg).
Este tipo de linfécitos tem como funcdo suprimir a diferenciacdo de linfécitos T
autorreativos através da libertacdo de IL-23, mantendo a homeostase do Sl (sistema
imunitario). Na AR existe um desequilibrio deste mecanismo de controlo, pois o
“cocktail” de medidores inflamatérios suprimem a diferenciagdo de Treg e aumentam a

diferenciacdo de Thl7, levando a autorreatividade propria da doenca (37).

O sistema imunitario inato também tem grande contributo nesta doenca. Apds a
entrada dos plasmocitos no tecido sinovial, ocorre uma ativacdo de macréfagos,
fibroblastos, células endoteliais, e mastocitos (122). Ndo obstante, parecem ser 0s
macrofagos que desempenham um papel de maior interesse na inflamacéo sinovial pois
sdo encontrados em grandes concentra¢des no liquido sinovial dos doentes (126). Estas
células libertam citocinas inflamatérias como o TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18 €
IL-23 provocando uma cascata inflamat6ria massiva. Devido a abundancia de macréfagos
no tecido sinovial e a grande libertacdo de IL, acredita-se que, é da responsabilidade
destas células a diferenciacdo dos linfocitos T naive sinoviais em linfécitos Thl, Thl7 e
Treg. E a regulacdo da efetividade das Treg, uma vez que as moléculas de TNF-a tém a
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capacidade de baixar a expressdo da sua FOXP3 (ver figura 2.15) (120,126,127). E de
salientar que esta diferenciacdo em th17, pode dar-se pela ligagéo das citocinas libertadas
com o recetor de citocinas ou por contacto com péptido MHC transportados por células

ACP (119).
IL-18
IL-6
Macrofago IL-23

Thl G TNFa Th17
- IL-15
IL-15 NADPH Contacto celula- \
oxidase célula
IL-18 — — IL-17
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Figura 2.15-Mecanismo mais provavel do papel dos macr6fagos na modulacao das células CD4+
(adaptado de Roberts (126)).

Comeca-se a fazer sentir a cronicidade da doenca, uma vez que, com a libertacao
de Th17 ocorre um aporte de macrofagos indiferenciados vindo da medula 6ssea para o
tecido sinovial, provocado pelo estimulo pelas citocinas IL-17, IL-6, IL-22 e TNF-a. Uma
vez chegados ao tecido articular sdo diferenciados e atuam na diferenciacdo de Th naives

em th17, ocorrendo assim um ciclo vicioso levando a patogenia e cronicidade da doenca.

2.6.3 Fase articular
A fase articular ja é sentida pelo doente, € a fase onde aparecem o0s sintomas da

doenca e onde comeca a destruicdo progressiva da articulacao.

Ao longo do tempo, o conjunto de células imunitarias e citocinas inflamatorias presentes
no tecido sinovial forma um pannus, um tecido de origem inflamatdria que inunda a
articulagdo e que proporciona um microambiente propicio a continuidade da inflamacéo
e comeco da destruicdo de cartilagem e 0sso (28). A destruicdo da cartilagem e do 0sso
sinovial sdo resultantes de mecanismos fisiopatoldgicos distintos, no entanto, ambos

dependem da inflamagdo presente na articulagdo (3).
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v Destruicao da cartilagem sinovial

No tecido sinovial estdo presentes dois tipos de sinovidcitos, os macrofagos
sinoviais ou sinoviocitos tipo A e os fibroblastos sinoviais ou sinoviocitos tipo B, sendo
que sdo os fibroblastos sinoviais as células que tém funcdo de manter a estrutura articular
saudavel e produzir os componentes do liquido sinovial. Na AR o pannus agrega-se a
membrana sinovial e preenche toda a cavidade articular, levando a hipertrofia da mesma.
Este pannus é rico em células inflamatdrias mas séo os fibroblastos sinoviais as células

que estdo presentes em maior nimero (ver figura 2.16) (128).

Figura 2.16-Amostras de tecido sinovial de humano. A- Tecido e membrana sinovial saudaveis.
B- Tecido de um doente de AR, com uma hipertrofia da membrana sinovial (adaptado de
Bustamante (128)).

A destruicdo da cartilagem comeca aquando a perda dos elementos protetores da
articulacdo, como é o caso da lubricina, um proteoglicano que faz parte do liquido sinovial
e protege a articulacdo lubrificando-a (129). Os fibroblastos sinoviais séo ativados por
libertacdo de estimulos associados ao risco (DAMPs), como abertura dos canais de calcio,
citrulinagdo proteica, Ac’s ou citocinas inflamatorias, € comeg¢am a invadir a cartilagem
sinovial (37,128). Os fibroblastos sinoviais ap6s ativados sintetizam MMP,
particularmente MMP-1,3,8,13,14 e 16. Estas MMP tém a capacidade de degradar a
matriz rica em colagénio tipo | do 0sso e colagénio tipo Il da articulacéo, e, apesar de
ainda ndo se conhecer o0 seu mecanismo, sdo apontadas como o principal fator de

destruicdo articular na AR (130).

Outro mecanismo fisiopatoldgico apontado para a destruicdo da cartilagem é
promovido pelos condrdcitos, uma vez que a destrui¢do da matriz cartilaginosa numa AR
inicial ocorre igualmente nas zonas mais profundas da cartilagem e ndo apenas, junto ao

pannus. Em condig¢des normais os condradcitos participam na homeostasia da cartilagem,
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produzindo colagénio e preservando a retencdo de proteoglicanos. Na AR estes
condrdcitos, sob a influéncia de IL-1, IL-17, TNF-a e de espécies NO, alteram a sua
atividade promovendo o catabolismo desta matriz. Assim h4 uma libertagdo de MMP e

de ADAMT’s idéntico a
trombospondina) pelos condrocitos, que resulta numa degradacdo do proteoglicano

(desintegrina-metaloproteases com um dominio

agrecan, essencial na integridade da matriz (ver figura 2.17) (119,131).
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Figura 2.17-Esquema do mecanismo de regulacdo da matriz cartilaginosa pelos condrdcitos e
desregulacdo deste mecanismo por citocinas que resulta na degradagdo da matriz (adaptado de

Mclnnes (119)).

v’ Destruicao dssea sinovial

As células que medeiam a reabsorcao de material 6sseo sdo os osteoclastos. Estas
células sdo multinucleares e derivam da linhagem mieléide dos mondcitos/macréfagos.
A reabsorc¢do do 0sso ocorre pela libertacdo, pelos osteoclastos, de enzima proteoliticas
como as MMP que descalcificam os componentes inorganicos e degradam a matriz 6ssea
(132). A homeostasia do sistema 6sseo € perdida na AR, uma vez que, o equilibrio entre
0s osteoclastos e os osteoblastos foi perdida, levando assim a destrui¢ao das articulacdes

(133).

No pannus, ocorre a diferenciagdo, a partir dos monadcitos, e maturagdo dos

osteoclastos. Estes processos ficam a cargo de varias citocinas sinoviais como, o fator de
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estimulacao de colonias de macréfagos (M-CSF) e RANKL (133), uma vez formados os

osteoclastos maduros migram até ao 0sso (119).

O RANKL € uma proteina transmembranar que na AR é produzida pelos
linfocitos Th17 no tecido sinovial. Invocando de novo a figura 2.14, revé-se que a IL-17
tem um grande papel na estimulacdo da producdo de RANKL, pois aumenta diretamente
a sua producéo pelos fibroblastos e macrofagos sinoviais que, produzem eles proprios
RANKL e indiretamente pela producdo de TNF-a, um estimulador potente da producao
deste fator (133,134). Para que ocorra maturacdo dos osteoclastos a proteina RANKL tém
de se ligar ao seu recetor, 0 RANK. Esta ligacdo pode ser antagonizada pela
osteoprotegerina (OPC), uma vez que, esta proteina apresenta uma afinidade para o
recetor RANK. Assim é presumivel que, o balango entre os niveis de RANKL e OPC

sejam importantes para a osteoclastogénese (134).

Com a sinergia entre as citocinas e o nivel diminuido de OPC, ocorre a maturagédo
dos osteoclastos e uma libertacdo de MMP que comecam a degradar tecido Gsseo,

provocando as lesdes radioldgicas tipicas da doenca (ver figura 2.18)

Articulagéo
saudavel

Citocinas inflamatoérias :
— como < (®)

TNF-0, IL-1 eIL-6 2 % 2
macréfagos sinovais

L4 I t 0@

fibroblastos sinoviais <g—— ——

Osteoclastos L RARKL s seummes™™ Células TH17

4 "L RANK
- .
° Células precursoras
dos osteoclastos

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

Figura 2.18-Esquema da regulacédo da diferenciagdo de osteoclastos na AR (adaptado de Okamoto
(132)).

Apesar de ocorrerem por diferentes vias, a deterioracdo da cartilagem e do 0sso
resultam numa sinergia de edema, dor e desgaste radiografico. Sendo crucial um estudo
persistente dos mecanismos fisiologicos para que se aperfeicoe a terapéutica ja existente

e se crie alternativas novas para travar a doenca.
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3 Terapéutica farmacologica

Os objetivos terapéuticos devem ser explicados aos doentes e devem visar a
reducdo da dor e da inflamacéo, retardar ou impedir a progressdo da destruicdo das
articulagdes, manter a funcionalidade ao nivel pessoal e laboral, melhorar a qualidade de
vida, e principalmente, alcancar um estado de remissdo da doenca (25). A remissdo da
doenca significa que se diminuiu a atividade da doenca praticamente a um nivel residual,
e € definida pela auséncia de sintomas de rigidez matinal, dor, fadiga, de sinovite, de
progressao radiografica da lesdo e baixos niveis de PCR (135).

As opcoes terapéuticas para o tratamento da AR incluem principalmente quatro

classes farmacologicas:

e Analgésicos e anti-inflamatorios ndo esterdides (AINES);

e Corticdides, nomeadamente, glucocorticoides;

e Modificadores da doenca reumética (DMARDs, do inglés disease
modifying antirheumatic drugs) convencionais;

e DMARD:s bioldgicos.

3.1 Analgeésicos e anti-inflamatorios néo esteroides

A cascata do acido araquidonico € uma via de sintese de mediadores de inflamacéo
importante no organismo (38). Nesta cascata atuam duas vias de sintese distintas, a via
da cicloxigenase (COX) e a via da lipoxigenase (LOX). Sendo que é a via da COX a
responsavel pela formacdo de prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TB) e de
prostaciclinas, os metabolitos pro-inflamatérios, sendo a via de maior interesse na AR
(136).

A COX possui duas isoformas, a cicloxigenase-1 (COX-1) e cicloxigenase-2
(COX-2), que sdo expressas no organismo de forma diferente. A COX-1 é expressa em
multiplos tecidos, sendo crucial nos processos hemostaticos, como a protecdo contra
lesbes gastricas provocadas pelo acido produzido pelas células gastricas. Por
contrapartida, a COX-2 é expressa em situacdes de patologia através da participacdo de
citocinas pro-inflamatérias, facilitando a resposta inflamatdéria em O&rgdos mais

particulares, de que é exemplo o pulm&o numa situagdo de asma (136,137).
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Os AINEs sdo farmacos que atuam na inflamacdo através da inibicao seletiva ou

ndo-seletiva das isoformas enzimaticas, evitando a producdo de PGs e reduzindo a

inflamag&o. Estes farmacos séo utilizados na AR pois atenuam os sintomas, mas ndo séo

considerados modificadores da doenca. Apresentam também funcdes analgésicas e

antipiréticas mas sdo as propriedades anti-inflamatorias as fungdes mais marcantes na

doenca (136).

Séo classificados consoante a sua estrutura quimica e a sua seletividade, isto é, se

inibem apenas uma forma enzimatica, normalmente a COX-2, sdo designados inibidores

das COX-2 ou coxibes; ou se inibem tanto a COX-1 como a COX-2, sdo designados como
AINEs ndo-seletivos ou tradicionais (Quadro 3.1) (136,138).

Quadro 3.1-Classificacdo de AINEs (adaptado de Crofford (138))

Subclasse

Classe

Acido salicilico

Acidos acéticos

Acidos

propionicos

Pirozolonas

Oxicans

Sulfonamidas

Sulfonilureias

Farmaco

- Acido acetilsalicilico (Aspirina® ;
AAS150°)

Diclofenac
(Voltaren®; Arthrotec®;Catafalm®)

- Etodolac (Sodolac®)

- Indometacina (indocid®)

- Cetorolac (toradol®)

Flurbiprofeno (Ansaid®)

- Cetoprofeno

- Oxaprozin

- Ibuprofeno (Brufen®)

- Naproxeno (Naprosyn®; Vimovo®)

- Dexcetoprofeno (Skudexa®; Ketesse®)
- Fenilbutasona

- Piroxicam (Feldene®)
- Meloxicam

- Nabumetasona (Relafen®)
- Celecoxib (Celebrex®)

-Etericoxib (Arcoxia®; Exxiv®; Turox®)

Tanto os coxibes como os AINEs ndo-seletivos estdo indicados no alivio da

inflamacdo, tendo uma eficacia terapéutica semelhante ja comprovada por varios ensaios
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clinicos (139-141). Segundo Emery P. et al, é possivel comparar a tendéncia da dor e do
edema articular ao longo das semanas de tratamento com estes farmacos. Observa-se que
para um inibidor seletivo da COX-2 (neste caso o celecoxib) e para um AINE n&o-seletivo
(o diclofenac), o efeito terapéutico é semelhante tanto na diminuicdo do edema articular
como no alivio da dor, sendo que para tal, os pacientes tém de se submeter a um

tratamento prolongado (ver figuras 3.1) (142).
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Figura 3.1-A-Comparacdo do efeito anti-inflamatorio da terapéutica prologada com AINEs ndo
seletivos e inibidores da COX-2 na dor articular; B-Comparacgdo do efeito anti-inflamatério da
terapéutica prologada com AINEs e inibidores da COX-2 no nimero de articulagdes com edema
(a adaptado de Emery (142)).

Com uma eficcia semelhante € nos efeitos adversos que a ponderagao por parte
do clinico reverte, principalmente quando sdo tomas de forma crénica, como no caso
destes doentes. Assim € de relevancia extrema um “olhar” sobre os seus efeitos adversos

a longo prazo.

Devido as diversas func6es das PGs e dos TB, o0 uso cronico de AINEs potencia a
recorréncia de efeitos adversos (ver quadro 3.2). Um dos efeitos mais preponderante na
escolha destes farmacos € a incidéncia de ulceras gastricas na populagdo. Tal como ja
referido, as PGs sintetizadas pela COX-1 protegem a mucosa do pH acido do suco
gastrico e como tal, uma inibicdo das COX-1 ird provocar um decréscimo destes
protetores gastricos naturais provocando uma lesdo interna na parede gastrica que pode
ter complicagOes graves se ndo for tomadas medidas (143). Como os inibidores das COX-
2 ndo inibem as PGs gastricas, estas Ulceras gastricas sdo mais incidentes em doentes que

tomam os AINEs ndo seletivos do que os coxibes (142,144-146).
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Outro sistema organico que ¢é afetado com seriedade pelo uso abusivo destes
farmacos é o sistema cardiovascular. Varios estudos correlacionam o aumento do risco
de eventos cardiovasculares (CDV), tais como aumento da pressdo arterial (PA),
arritmias, e enfarte agudo do miocéardio, ndo s6 com a toma de AINESs nao-seletivos, mas
principalmente com os inibidores das COX-2. Como os doentes de AR tem um risco
acrescido destas complicacGes é de importancia uma ponderacao aquando da prescri¢do
desta classe farmacoldgica (143,147-149).

Quadro 3.2-Efeitos adversos associados a toma de AINEs (adaptado de Varga (143))

Sistema renal Taxa de filtracdo glomerular diminuida, retencdo de sédio e agua,
edema, hipercaliemia, insuficiéncia renal.
Sistema Eventos tromboembdlicos, HTA, insuficiéncia cardiaca congestiva,
cardiovascular arritmias, enfarte agudo do miocardio.
Sistema nervoso Dor de cabeca, fadiga, insonia, vertigens.
central

outros Exacerbacéo dos ataques de asma, urticaria, neutropenia.

Com a incidéncia de comorbilidades relacionadas com esta toxicidade a longo
prazo, é bastante tipica a prescricdo de outros medicamentos, par além dos ja utilizados
para a doenca. Sdo exemplo, os inibidores das bombas de protdo (PPI), antidcidos,

inibidores da enzima de conversao da angiotensina (IECA), - blogueadores entre outros.

3.2 Glucocorticoides

Como os AINEs os corticoides sdo utilizados na AR ja ha algum tempo, tendo
sindo mesmo insinuados como cura para a doenga (150). S&o utilizados eficazmente na
reducdo da sintomatologia tanto da AR, sendo utilizados por cerca de 90% dos doentes
ao redor do mundo, mas também atua noutras patologias reumaticas e ndo-reumaticas
(151). No entanto, e apesar de uma eficécia terapéutica comprovada, os glucocorticoides
tém um incidéncia de efeitos adversos frequentes, levando a um debate inerente do

beneficio-risco do uso desta terapéutica cronicamente (152)(153).

Os glucocorticoides apresentam dois mecanismos de agdo terapéutica distintos,
sdo anti-inflamatorios e imunossupressores. Estes farmacos atuam mimetizando as

hormonas supra-renais naturais do organismo, como o cortisol (136). As moléculas de
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glucocorticoides atravessam a membrana celular e ligam-se ao recetor de
glucocorticoides no citoplasma da célula, esta ligacdo forma um complexo capaz de
irromper até ao nucleo. Uma vez no nucleo este complexo liga-se ao promotor dos genes
responsaveis por varios fatores de crescimento, citocinas e mediadores pré-inflamatorios
(154).

Para o efeito anti-inflamatorio, ocorre uma ativacdo de genes levando a uma
extensa transcricdo dos mRNA e producdo de proteinas anti-inflamatérias, como a
lipocortina I, que inibe a fosfolipase Az parando assim a cascata do acido araquidonico e
o papel das COX’s (155), este processo tem o nome de transativagdo (151). Por
contrapartida, o seu efeito imunossupressor ocorre com a inibicdo dos genes que sdo
responsaveis pela producdo de proteinas responsaveis pela diferenciacdo e proliferacdo
de linfécitos T e B, pela libertacao e estimulagéo de citocinas como a IL-2, levando a uma
diminuicdo da producdo de anticorpos e consequentemente baixando a componente
autoimune da AR. Esta inibi¢cdo tem o nome de transrepressao e ocorre bloqueando a
ligacdo, através do complexo glucocorticoide com o seu recetor, do fator de transcri¢do
NF-xB, e por consequéncia nao ocorre formagao do mRNA codificador das proteinas pro-

inflamacéo. (ver figura 3.2) (27,136,154,156).
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Figura 3.2-Esquema dos mecanismos anti-inflamat6rio e imunossupressor dos glucocorticoides,
através da modelagdo de genes (adaptado de Van der Goes (151)).

Os mecanismos de acéo ja descritos sdo passiveis de acontecer com uma terapéutica
com doses baixas e continuas. Como os farmacos atuam ao nivel da transcri¢éo de genes,
apresentam um efeito terapéutico a curto e médio prazo (157,158). Esta terapia €
altamente eficaz no alivio da rigidez muscular matinal e na progresséo da eroséo articular,

tanto em monoterapia , como em associagdo com DMARDs (151,159-163).
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3.3 Modificadores da doenca reumatica

O “tratamento”, propriamente dito, da AR ¢ essencialmente assente na prescrigao
de farmacos com capacidade de modificar o curso natural da doenca, os DMARDs. Estes
farmacos séo caraterizados pela sua capacidade de reduzir e reverter os sinais e sintomas
proprios da doenga. Com mecanismos farmacolégicos diversos, impedem a progressao
do dano articular, diminuem a morbilidade e aumentam a capacidade laboral do doente,

aumentando , por consequente, a sua qualidade de vida (164).

Séo divididos em duas grandes classes farmacoldgicas: 1- compostos quimicos
sintéticos, ditos DMARDs tradicionais (tDMARDs); 2- compostos bioldgicos , ditos
DMARD:s biolégicos (-DMARDs), vulgarmente chamados “biologicos” (164).

A sua utilizacdo como terapéutica preferencial na doenga, visa como ja referido
anteriormente, a remissao da doenca. Para tal, € recomendado, pelo ACR e pela EULAR,
a prescricao destes farmacos por um reumatologista especialistaem AR, de forma precoce
apo6s o diagnostico. Um tratamento adaptado a cada doente, com um controlo de
eficacia/toxicidade pelo menos, uma vez por ano, sendo que no inicio da terapéutica

dever-se-a proceder ao controlo apos 3 meses do comec¢o da administracéo (40,164).

3.3.1 DMARD:Ss tradicionais

3.3.1.1 Metotrexato

O MTX é classificado como antagonista dos folatos devido a sua estrutura analoga
a estes compostos, este farmaco tem propriedades anti-proliferativas, imunossupressoras
e anti-inflamatorias. E de salientar que n3o estdo bem esclarecidos os mecanismos de ago
na AR (165,166). Tem sido investigado in vitro o efeito na atividade dos linfocitos T,
onde uma dose baixa de MTX leva a uma reducéo da proliferacdo destas células e a uma

estimulacao da apoptose (167).

J& foi correntemente utilizado como terapéutica antineoplasica, mas
presentemente é recomendada a sua utilizagdo como primeira linha na AR suprimindo o
dano articular e atrasando a sua progressao (164,168). Pode ser administrado por via oral
ou por via subcutanea (SC) , na qual foi comprovado ter uma eficicia superior em
diversos estudos, utilizando a mesma dose (169-171). Pode ser utilizado em monoterapia
e em terapia combinada com outros tDMARDSs. A terapia combinada é uma opcéo
terapéutica quando o doente ndo responde positivamente ao MTX sozinho, tendo por

vezes, uma eficacia terapéutica superior a monoterapia (172,173).
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Mecanismo de acdo

As moléculas de MTX entram no meio celular por transporte ativo através do
transportador de folatos, o transportador de influxo SLC19A1 ou RFC (174). Uma vez
dentro da célula sofre uma reacdo de poliglutaminacdo pelo enzima folilpoliglutamato
sintase (FPGS), formando moléculas de MTX com residuos de glutamato, designadas por
MTX-pg. Esta reacdo de glutaminagdo ¢ reversivel através da atividade do enzima vy-
glutamil hidrolase (GGH). Comparados com o0 MTX, os metabolitos ativos MTX-pg tém
uma atividade ampliada essencial para um efeito terapéutico mais pronunciado e
apresentam concentracgdes intracelulares mais elevadas. Acredita-se que estes metabolitos
reduzem o efluxo das células pelos transportadores ABC, nomeadamente 0s
transportadores ABCB1 e ABCC1-4 (12,136,165), evitando assim processos de

resisténcia.

O MTX-pg tem o seu efeito dependente da funcdo de diversas enzimas na via dos
folatos para além da DHFR, tais como a metilenotetrahidrofolato desidrogenase
(MTHFD1), da metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) e da timidilato sintase
(TYMS). Apoés a formagdo de MTX-pg ocorre uma inibicdo competitiva do enzima
dihidrofolato redutase (DHFR) impedindo a conversdo de moléculas de dihidrofolato

(DHF) em moléculas de tetrahidrofolato (THF), impedindo assim a via dos folatos(175).

O MTX-pg atua também na TYMS, enzima responsavel pela producdo de
moléculas de DHF que sdo usadas pela DHFR, e conversora de desoxiuridilato (dUMP)
em desoxitimidilato (dTMP), conversao esta, que € essencial para a biossintese de bases
pirimidicas (176).

A MTHFR néo € diretamente inibida pelo MTX-pg, a sua importancia depreende-
se na conversao de 5,10-metil-THF em 5-metil-THF, co-fatores para o processo de sintese
de poliaminas, descrito de seguida. Estes enzimas apresentam um sinergismo, atuando
em conjunto na via dos folatos, levando a formagéo de purinas e pirimidinas e por fim a
sintese e reparacdo de moléculas de DNA. E desta inibicéo da replicacéo e da proliferacéo
celular, através da inibicdo de &cidos nucleicos que advém o interesse deste farmaco na
AR (165,166,177).

As moléculas de THF e a sua forma metilada (5-metil-THF) sdo igualmente
importantes na formacdo de poliaminas toxicas, uma vez que doam grupos metilo para a

producdo de homocisteina, de metionina e S-adenosilmetionina (SAM) e, finalmente,
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poliaminas. Uma vez formadas estas poliaminas sdo convertidas em amdnia e peréxido
de hidrogénio pelos mondcitos, levando a inflamacéo e a dor (178). Estas poliaminas
foram encontradas acumuladas no sangue periférico, tecido sinovial e na urina destes
doentes, podendo contribuir para os sintomas da doenca. Devido a inibicdo da producéo
de THF pelo MTX-pg ¢é possivel o controlo da formacédo de poliaminas e assim um efeito
anti-inflamatorio (179,180).

Outro potencial efeito anti-inflamatério do MTX € a inibicdo da degradacao da
adenosina, um nucle6tido purinico com efeitos anti-inflamatdrios e vasodilatadores. Este
nucleétido € degradado pela adenosina desaminase (ADA) a inosina, tendo um tempo de
semi-vida curto. O MTX inibe a atividade da ribonucleotido 5-aminoimidazol-4-
carboxamida transformilase (ATIC) que é responsavel pela conversédo de ribonucle6tido
5-aminoimidazol-4-carboxamida (AICAR) em formil-AICAR (FAICAR). A AICAR
inibe a acdo enzimatica da ADA sobre a adenosina, levando a um aumento do tempo de
semi-vida desta purina na célula. Portanto, se a ATIC é inibida, € normal que ocorra um
aumento de AICAR no meio celular e por consequéncia um aumento da concentracdo
extracelular de adenosinas, e um efeito anti-inflamatério. E esta acumulagdo de
adenosinas que se pensa levar a um efeito anti-inflamatério por via do MTX-pg
(12,181,182).

Sintese de purinas

Sintese de
pirimidinas

Metionina
sintase

Figura 3.3-Esquema dos varios mecanismos de acdo do metotrexato (adaptado de Zhu (176))
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Sequranca e efeitos adversos

Apesar de bem tolerado pelos doentes existem alguns efeitos adversos
relacionados a sua administracdo. Estdo associados com frequéncia a baixas doses de
MTX efeitos como a dor de cabega, falta de concentracdo, vomitos e nauseas, diarreia,
ulceras no trato gastrointestinal, alopecia, anemia, neutropenia e linfopenia. Estes efeitos
sdo considerados poucos preocupantes e sdo o resultado da acdo anti-proliferativa do
farmaco, sendo portanto recomendada uma monotorizacdo periodica do estado de salde
do doente (136,183).

Efeitos adversos mais severos também podem estar associados com o MTX,
nomeadamente, cirrose e fibrose hepatica e a incidéncia de infecGes oportunistas

derivadas de um SI (sistema imunitario) comprometido (183).

Para a atenuacdo dos efeitos adversos hepaticos e gastrointestinais € recomendado aos
doentes que procedam a uma suplementacdo com acido folico, para que estas moléculas
compitam com o MTX pelo centro ativo das enzimas da via dos folatos, mais
concretamente pelo centro ativo da DHFR. Com esta suplementagdo, ocorre uma

atenuacdo destes efeitos e uma maior comodidade para os doentes (184-186).

3.3.1.2 Leflunomida
A leflunomida (LEF) é um pro-farmaco, e como tal, ap6s uma metabolizacao pelo
citocromo P450 (CYP)1A2 converte-se no seu metabolito ativo, 0 A771726 (187).

Tem vindo a ser utilizado de forma a travar o dano articular e proporcionar alivio
dos sintomas e sinais da doenca. Apresenta um inicio de acdo terapéutica de quatro
semanas e é classificado como tDMARDs (188). A sua atuacdo na AR tem sido
investigada com o objetivo de inferir sobre a sua eficacia numa fase inicial da doenca,
tendo sido comprovada a regressdao do dano articular e a diminuicdo do numero de
articulacGes envolvidas , e como tal, uma diminuicdo da atividade da doenca levando em

alguns casos a remissao (188-191).

No seu estudo prospetivo, Kellner et al.(192) retne 270 pacientes adequados para
as condigbes em estudo e administra-lhes 100 mg de LEF/dia (dose de carga
recomendada). Posteriormente administram a 91.6% destes pacientes uma dose de

manutencdo de 20mg de LEF/dia e a 8.4% 10 mg de LEF/dia. As conclusdes das
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observac0es retiradas durante 25,5+ 6,0 semanas de estudo encontram-se na tabela 3.1
(192).

Tabela 3.1- Melhorias dos pardmetros da atividade da doenga ao longo do estudo
(efetividade na populacgdo) (adaptado de Kellner (192)).

10,1+ 6,6 57+54 39+47 <0,001

8,1+57 9,1+42 26+3,6 <0,001
39,7£224 26,1194 23,2+17,.2 <0,001
37,7+80,5 N&o foi medida 132+224 <0,001

Dos dados da tabela 3.1 € passivel concluir uma melhoria ao longo das semanas
de tratamento, uma vez que ocorreu um decréscimo dos parametros utilizados para o
calculo do indice DAS28, isto € um menor numero de articulaces tumefactas, menor
taxa de VGS e uma PCR mais baixa, resultando numa diminuicao da atividade global da
doenca. Assim pode-se concluir que a LEF é de facto uma opcao terapéutica com eficacia
na AR.

Foi ainda possivel concluir acerca da atividade da doenca nos varios pacientes ao
longo do tratamento. No inicio do estudo foram calculadas as atividades da doenca para
cada paciente, sendo que neste periodo, 71% dos pacientes tinham uma atividade da
doenca alta, 24,1% dos pacientes uma atividade moderada, 3,1% tinham uma atividade
baixa e apenas 1,7% dos pacientes estavam em remisséo clinica. Ao longo do tempo do
tratamento é possivel ver melhorias nestes resultados, tanto que, no final do estudo
(passadas 24 semanas) a percentagem de pacientes com atividade alta reduziu para 13,8%,
evidentemente que tanto a percentagem atividade baixa e moderada como a percentagem
de remissao clinica aumentaram (ver grafico 3.1)(192).
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Gréafico 3.1-Evolucdo da atividade da doenga (pelo DAS28 score) durante as semanas de
tratamento dos pacientes com LEF (adaptado de Kellner (192)).

Estas melhorias sdo demonstradas com o uso de LEF num curto-médio espaco de
tempo por comparacdo a placebos, sendo possivel concluir que esta terapéutica podera
ser uma mais valia no combate da AR inicial por si s6, mas também, em combinagdo
terapéutica com o MTX (193).

Mecanismo de acédo

Pensa-se existirem dois mecanismos de acdo que levam a eficacia terapéutica deste

farmaco: uma inibicdo do enzima dihidroorotato dehidrogenase (DHODH) e uma inibicao
da tirosina cinase.

v" Inibicdo da dihidrorotato dehidrogenase

O enzima DHODH é um enzima mitocondrial que catalisa a conversdo de
dihidroorotato em orotato dentro das mitocondrias. Esta conversdo origina
ribonucle6tidos pirimidinicos importantes para a replicacdo celular das células no ciclo
celular. Na fase GO, as células ndo estdo ativadas nem em proliferacéo, pelo que a via de
sintese dos ribonucle6tidos pirimidinicos esta inativa. Quando ocorre um sinal antigénico,
os linfocitos T comegam a ser ativados entrando na fase G1. Nesta fase a DHODH
converte dihidroorotato em orotato que posteriormente é convertido em uridina
monofosfato e em uridina trifosfato por um complexo multi-enzimatico. A fase G1
prepara as células para a fase S deste ciclo, nesta é necessaria uma fonte de energia
provinda da uridina trifosfato (189,193,194).
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O metabolito A771726 inibe seletivamente a DHODH levando a um
decréscimo da sintese de ribonucleétidos impedindo assim que o ciclo celular
avance, ficando os linfocitos T bloqueados entre as fases G1 e S do ciclo celular.
Desta forma a LEF tem propriedades anti-proliferativas (194).

v Inibicdo da tirosina cinase

A tirosina cinase é um enzima essencial para o crescimento e diferenciacdo das
celulas na fase GO do ciclo celular. A LEF inibe este enzima de forma a que o sinal

de transducéo ndo ocorra evitando assim o crescimento celular (189).

Para esta inibi¢do ocorrer é necessaria uma dose elevada do seu metabolito no
plasma, o que ndo tem sido encontrado em doentes de AR. Tem sido encontrada em
concentracdes sub terapéuticas, assim pensa-se que a inibi¢do da tirosina cinase nao

seja o principal mecanismo anti-proliferativo do farmaco (189).

Sequranca e efeitos adversos

Os efeitos adversos relatados com mais frequéncia tém sido os vomitos e nauseas,
e 0 aumento das enzimas hepéticas. Este aumento enzimatico podera indicar uma
hepatotoxicidade por parte do farmaco tendo sido estabelecidas recomendacbes de
vigilancia hepética frequentes. Estas recomendagdes sdo fruto do conhecimento da
toxicidade hepatica provocada pelo MTX sendo transpostas para 0 uso de LEF (193,195).

A LEF tal como o MTX, estd contraindicado em mulheres gravidas sendo
caraterizado como um farmaco X pela classificacdo da FDA, devendo ser evitado o seu
uso, pois este farmaco na gravidez aumenta a probabilidade de ocorrerem abortos
espontaneos e de malformacdes congénitas na crianca, pelo que, deve ser feito um plano

de anticoncepcdo nestas doentes (196).

3.3.1.3 Sulfasalazina

A sulfasalazina (SSZ) foi desenvolvida e sintetizada nos anos 30 quando se
pensava que a etiologia da AR era de origem bacteriana (197). Este farmaco é utilizado
como tratamento de doencas inflamatorias intestinais como a doenca de Crohn e a colite
ulcerosa, sendo segunda linha no tratamento da AR quando o0s doentes tem

contraindicagcbes ou sdo intolerantes ao MTX (187,198,199). Alguns estudos
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randomizados para a AR foram realizados desde a sua descoberta, provando uma eficacia

clinica na progressdo do dano articular (200-202).

Mecanismo de acdo

A SSZ é um pré-farmaco e como tal, apds ser absorvida no intestino é clivada pela
microbiota intestinal em dois metabolitos, a sulfapiridina e a mesalasina (acido 5-
salicilico ou 5-ASA) no cdlon (203,204). Na AR o0 seu mecanismo terapéutico ainda ndo
esta definido, parecendo estar associado a sulfapiridina. Este metabolito é mais ativo que
a SSZ, estando envolvido na inibicdo dos neutrofilos, diminuicdo da producdo das

imunoglobulinas e portanto dos FR (136,197).

Sequranca e efeitos adversos

Os efeitos adversos mais comuns sdo nauseas, vomitos, diarreia e dor abdominal.
Outros efeitos sdo passiveis de ser observados, nomeadamente alteracdes hematoldgicas

como a neutropenia e trombocitopenia (197,205).

Apesar da incidéncia destes efeitos adversos a SSZ € opcao terapéutica de
exceléncia em doentes de AR gravidas ou a amamentar, pois contrariamente a0 MTX e a
LEF que estdo contraindicados (196), ndo possui carater teratogénico, risco de anomalias
fetais ou risco para o lactente, pelo que podera ser uma opcéo terapéutica neste grupo de
doentes (196,206).

3.3.1.4 Hidroxicloroquina

A hidroxicloroquina (HCQ) é o farmaco antimalarico mais utilizado no tratamento
da AR. O seu mecanismo de acdo na doenca permanece desconhecido sendo que, pensa-
se que ocorra uma supressdo da proliferacdo de linfdcitos T. Este farmaco parece ter
também acdo inibitéria no efeito das citocinas pré-inflamatérias (136,207).

Apesar de ter uma eficécia terapéutica reduzida por compara¢do aos outros
tDMARD's, pode ser utilizada em monoterapia quando a doenca apresenta uma atividade
baixa. No entanto, esta pratica ndo ¢ muito usual, visto que ndo foi comprovada uma
reducdo do dano articular (208,209).

Assim sendo, é recomendada a sua utilizacdo numa terapéutica combinada,
principalmente com o MTX em terapéutica dupla ou com 0 MTX e a SSZ em terapéutica
tripla (199). E um farmaco adjuvante na terapéutica combinada uma vez que, Varios

estudos demonstram um aumento do efeito terapéutico dos demais tDMARDs em
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associacdo com a HCQ), tanto na sintomatologia geral da doenga como na progresséo do
dano articular (210-212).

Seguranca e efeitos adversos

Apesar da HCQ normalmente ser bem tolerada, podem ser sentidos efeitos
adversos ligeiros, como nauseias, vomitos, dor abdominal e diarreia. Estes sintomas
tendem a cessar quando a terapéutica é descontinuada (212). Com o uso continuado e
com elevadas doses deste fArmaco, poderdo aparecer problemas oftadlmicos relacionados
com toxicidade da HCQ na retina, nomeadamente retinopatias. Para tal foram
desenvolvidas normas pela Academia Americana de Oftalmologia com o objetivo de

controlar a incidéncia dos problemas oftalmicos nos utilizadores do farmaco (213).

Assim todos os pacientes apds um ano de utilizagdo da HCQ s&o alvo de um exame
minucioso ao sistema visual, servindo de base para a comparacdo com 0S proximos
exames (214). Apos este exame a periocidade do controlo é influenciada pelos riscos a
que o doente esta associado: doentes que tenham uma dose baixa, ndo facam terapéutica
concomitante com tamoxifeno e que ndo tenham comorbilidades renais nem oftalmicas,
apresentam uma periocidade de 5 anos; ja para os doentes com a presenca de um ou mais

destes fatores, é recomendado um controlo mais frequente, por ano (214).

3.3.2 DMARD:s biologicos

Os bDMARDs séo um conjunto de farmacos que revolucionaram a terapéutica da AR na
ultima década, utilizando para tal, técnicas de recombinacdo genética, resultando em
anticorpos monoclonais especificos e com grande interesse no tratamento da patologia.
Cinco classes farmacoldgicas de bioldgicos estdo aprovadas como parte do arsenal
terapéutico na AR: 1) Inibidores do TNF-a; 2) Inibidores da IL-1; 3) Inibidores da IL-6;
4) Depletores dos linfocitos B; 5) Inibidores da co-estimulacéo dos linfécitos T (215).

3.3.2.1 Inibidores do TNF-a

Devido ao papel do TNF-a na patologia da AR, este mediador da inflamagdo é um
alvo terapéutico pertinente na doenga. O TNF-a induz uma cascata inflamatdria composta
por IL variadas, células inflamatdrias e destruicdo articular, consequentemente, 0 seu
bloqueio leva a uma diminui¢do do edema e dano articular, tornando-se assim mais

acessivel a remisséo da doenca (216).
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Estéo aprovados e disponiveis como opgao terapéutica desta classe farmacologica

cinco farmacos: Infliximab, Etanercept, Adalimumab, Certolizumab Pegol e Golimumab.
Infliximab

O infliximab foi primeiramente aprovado para o tratamento da doenga de Crohn,
sendo mais tarde o primeiro inibidor do TNF-a na AR. Previne a ligacdo das moléculas
de TNF-a aos seus recetores na membrana celular inibindo os processos bioldgicos por
ele regulados (217). Outra funcdo atribuida a este farmaco é a regulacdo da resposta
imunologica dos linfocitos Treg, promovendo assim a funcéo natural destas células, a
regulacdo da auto-imunidade e a supressdo de citocinas pré-inflamatorias oriundas dos

linfécitos T e mondcitos (218).

O infliximab é o Unico dos inibidores do TNF-o. com administragdo via
intravenosa tendo a sua dose adaptada ao peso do doente, sendo que a dose recomendada
é de 3 mg/kg (219).

Em diversos estudos é comprovada a eficacia do infliximab em monoterapia e em
combinacdo com o MTX, tendo sido verificada uma melhoria do dano articular, do edema
e dor e até mesmo nos parametros bioguimicos PCR e VGS, aquando de uma terapéutica
combinada com o infliximab e o MTX (220,221).

No estudo randomizado de Clair et. al. (222), com duracdo de 54 semanas,
dividiu-se os pacientes em trés grupos: o grupo MTX mais placebo (grupo 1); o grupo
MTX mais 3 mg/kg de infliximab (grupo 2); o grupo de MTX mais 6 mg/kg de infliximab
(grupo 3). Foi possivel verificar que no final das 54 semanas, o0 grupo 1 apresentava 15%
de pacientes em remissdo, 21,2% de remissao no grupo 2 e 31% de remissdo no grupo 3

(ver grafico 3.2).
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Grafico 3.2-Percentagem de pacientes de cada grupo que apés 54 semanas de estudo entraram em
remissdo (adaptado de St Clair (222)).
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E assim possivel concluir que é uma mais valia tanto para a diminuicdo da
atividade da doenca como para alcancar a remissao desta, a administracdo aos pacientes

de uma terapéutica combinada de infliximab com MTX.

Etanercept

O etanercept € composto por um dimero recombinante composto por duas
proteinas recetoras do TNF ligadas a uma porcao Fc de imunoglobulina 1 humana, porcao

esta, utilizada para potenciar o tempo de semi-vida do farmaco (223).

A sua estrutura quimica distingue-o dos outros inibidores do TNF-a, pois este
inibe competitivamente tanto a ligacdo das moléculas de TNF-o como das moléculas
TNF- B (linfotoxina) aos seus recetores de superficie na célula, inativando as suas fungdes

pré-inflamatorias (223).

Tem uma administragdo por via subcutanea (SC) com regimes terapéuticos
diferentes dependendo da dosagem mas iguais na sua eficacia: 50 mg por semana ou 25
mg duas vezes por semana (224). Apds a administracdo subcutanea, este farmaco

apresenta um tempo de semivida de aproximadamente quatro dias (224).

Estudos controlados de doentes com AR a quem foi administrado etanercept em
combinagdo com o0 MTX versus MTX em monoterapia, mostraram ocorrer melhorias na
reducdo da atividade da doenca e na evolugdo das progressdes de erosdo articular quando
se optam por uma terapéutica com o bioldgico mais 0 MTX do que apenas na monoterapia
com o0 MTX (225-227).

No estudo de Hyrich et. al. (228), foi comparada a resposta ao etanercept em
monoterapia versus etanercept com MTX. E possivel verificar que apesar de ter efic4cia
quando administrado em monoterapia, usado em combinag¢do com o MTX tem um efeito
terapéutico sobre a atividade da doenca maior, pelo que é recomendado a sua combinagéao
com este tDMARD ou com outro. (228).
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Adalimumab

O Adalimumab é um AC monoclonal inteiramente humano, é uma
imunoglobulina 1 (IgG1) recombinada com afinidade para 0 TNF-a humano. Como tal,
este farmaco liga-se especificamente a0 TNF-a impedindo a sua interagdo com os seus

recetores na superficie celular (136).

E administrado por via SC a cada duas semanas com uma dose de 40 mg, tendo
um tempo de semi-vida entre 6 a 14 dias (219,229). O efeito terapéutico deste farmaco é
sentido com rapidez. Em combinagdo com o MTX apresenta uma eficacia mais elevada
do que o MTX em monoterapia, reduzindo os sinais e sintomas da AR, inibindo a
progressdo articular e potenciando a qualidade de vida e a produtividade laboral
(228,230-232).

Um outro estudo duplamente cego (233), avalia a eficacia e seguranca do
adalimumab com MTX versus adalimumab em monoterapia ou MTX em monoterapia.
Os doentes foram randomizados em trés grupos: o grupo 1 foi tratado com 40 mg de
adalimumab por via SC a cada 15 dias e 20 mg de MTX por semana; o grupo 2 foi tratado
com 0s mesmos 40 mg de adalimumab SC mas em monoterapia a cada 15 dias; e o grupo

3 foi tratado com o MTX oral em administracdo semanal e em monoterapia.

No final do primeiro ano de estudo, ocorreram melhorias na atividade da doenca
dos doentes: o grupo 1 apresentou uma resposta ACR50 em 62% dos pacientes, 0 grupo
2 e 0 grupo 3 apresentam resposta ACR50, em 41% e 46% dos pacientes tratados. Apds
0 segundo ano de estudo, 49 % dos pacientes que pertenciam ao grupo 1 alcangaram a

remissdo da doenca.

Em suma, a utilizacdo do adalimumab em combinacdo terapéutica com o MTX é

uma boa opcéo para a melhoria dos doentes e até o alcance da remissao da AR.
Certolizumab Pegol

Um dos mais recentes inibidores do TNF-a € o certolizumab Pegol. Este farmaco
trata-se um fragmento antigénico (Fab, do inglés fragment antigen-binding) de um
anticorpo anti-TNF-a conjugado com cadeia de polietilenoglicol. Atua ligando-se ao

TNF-o impedindo-0 de interagir com 0s seus recetores na superficie celular (234).

Num estudo duplamente cego, com uma duragdo de 24 semanas foi avaliada a

eficacia e a seguranca do certolizumab pegol em monoterapia por comparagdo ao placebo
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(234). Neste estudo 220 pacientes foram randomizados em dois grupos: grupo 1 foi
tratado com 400 mg por vi SC do farmaco a cada 4 semanas, enquanto que o grupo 2 foi
tratado com placebo. No final das 24 semanas o grupo 1 obteve uma resposta
significativamente maior que o grupo placebo, obtendo uma diminuicéo na atividade da
doenca e nos sinais e sintomas que lhe estao associados. Com este estudo pode-se concluir
que o certolizumal pegol apresenta eficacia sobre a AR quando utilizado em monoterapia,
pelo que, podera constituir uma opgao terapéutica na doenca.

Noutro estudo (235), duplamente cego, um total de 619 pacientes foram tratados
durante 24 semanas. Um dos grupos foi administrado o 400 mg do farmaco por via SC
nas semanas 0, 2 e 4, seguidos de 200 mg ou 400 mg de certolizumab a cada 2 semanas,
concomitantemente com MTX, controlado por um segundo grupo com MTX e placebo.
Comprovou-se que no final das 24 semanas 0s grupos tratados com a combinacdo do
certolizumab com MTX apresentavam uma diminui¢do da atividade global da doenca
com diminuicdo do envolvimento articular e do numero de articulagdes edemaciadas. A
progressdo radiologica do dano articular também mostrou diminui¢cdo nos doentes

tratados com o farmaco por comparacgédo aos doentes do placebo.

Outros autores evidenciam ainda a eficacia do certolizumab aquando de uma
resposta ndo adequada com o MTX sendo que avaliando o risco/beneficio é uma opcao

terapéutica a considerar para os doentes com AR moderada a severa (236,237).
Golimumab

Este farmaco apresenta uma estrutura semelhante & estrutura do infliximab. E

administrado por via SC com uma dose recomendada de 50 mg de 4 em 4 semanas (229).

A eficécia do golimumab tem sido avaliada em diversos ensaios clinicos. Num
estudo (238), com 444 pacientes randomizados em quatro grupos: no qual o grupo 1 foi
tratado com MTX mais placebo; o grupo 2 com 100 mg de golimumab mais placebo; o
grupo 3 com 50 mg de golimumab e MTX e por fim o grupo 4 foi tratado com 100mg de
golimumab e MTX. Apo6s 14 e 24 semanas de estudo foram coletado os dados a
analisados. Na semana 14 do estudo, 33% dos doentes do grupo 1, 55,1 % dos pacientes
do grupo 3 e 56,2% dos pacientes do grupo 4, viram a atividade da sua doenca reduzida

significativamente. No grupo 2 os resultados ndo foram estatisticamente significativos.
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Na semana 24 os resultados mantiveram-se promissores, com a continuacao da
resposta positiva da atividade da doenca ao farmaco. Sendo que a terapéutica combinada
do golimumab com o MTX tem respostas melhores nos doentes do que ambas os
farmacos em monoterapia. Nao ocorreram diferencas significativas de eficacia em relacdo
aos grupos com doses de golimumab diferentes (grupo 3 e grupo 4) pelo que os autores

concluem néo haver diferencas.

Também ¢é possivel concluir-se sobre a atuacdo deste farmaco na progressao do
dano articular. Num estudo Emery et. al., os doentes foram divididos e 4 grupos de
tratamento com o seguinte esquema: grupo 1 — MTX mais placebo; grupo2- 100 mg de
golimumab mais placebo; Grupo 3- 50 mg de golimumab mais MTX; grupo 4- 100 mg
de golimumab mais MTX. Foram feitas duas abordagens diferentes neste estudo, a
primeira um estudo da eficacia do golimumab em pacientes que nao tinham tomado mais
que 3 semanas de MTX (Abordagem GO-BEFORE), e a segunda abordagem, para
pacientes que j& apresentavam tolerancia ao MTX (Abordagem GO-FORWARD).

Pode-se concluir que no estudo GO-BEFORE, a administracdo de golimumab
com MTX inibe mais a progressdo do dano radioldgico do que apenas 0 MTX em
monoterapia. Apesar destes resultados, ndo ha diferencas significativas entre a inibicao
da progressédo radioldgica para o golimumab em monoterapia e 0 MTX em monoterapia.
No estudo GO-FORWARD néo houve resultados significativos nos diversos grupos, ao

que os autores atribuem ao desenho do estudo em si (239).

Em suma, conclui-se que apesar de demonstrar, a semelhanca dos demais
inibidores do TNF-a, sua eficacia como terapéutica de combinagdo com o MTX, o

golimumab em monoterapia ndo representa uma mais-valia para o tratamento da AR.

Seguranca e efeitos adversos dos inibidores TNF-a

Com a utilizacdo desta classe farmacologica nas doengas autoimunes tornou-se
pertinente uma avaliacdo dos riscos associados a sua utilizacdo. Estes farmacos estdo
relacionados com uma maior incidéncia de infe¢des quer pelas bactérias proprias da
microbiota do doente quer por infe¢fes oportunistas (229). Da-se um realce importante
ao risco da reativacdo de tuberculose latente, principalmente associada com a utilizagéo

de infliximab e adalimumab, sendo que podera também estar associada ao etanercept mas
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com menos incidéncia (240). Assim esta recomendada uma avaliacao para a tuberculose

latente nos doentes antes do inicio da administracdo dos farmacos (236).

Outro efeito que poderd fazer-se sentir € o efeito da imunogenicidade, isto é, os
mecanismos imunoldgicos prdprios do doente para com os fArmacos. Como os inibidores
dos TNF-a s&o biologicamente ativos poderd ocorrer a producdo de Ac’s anti-farmaco e
uma resisténcia adquirida ao medicamento(241). Estes Ac’s sdo os responsaveis pela
perda de eficacia ao longo do tempo, sentida pelos doentes a quem sdo administrados
estes farmacos, e em casos mais graves por reacoes anafilaticas e choque passado pouco
tempo ap6s a administracdo. Estas reagdes de tolerancia farmacoldgica séo fruto da
formacdo de complexos de Ac’s anti-fArmaco com as moléculas do inibidor (242)(243).

Embora em percentagens diferentes, todos os inibidores do TNF-o podem
provocar a formagdo destes Ac’s especificos levando a percas de efetividade. Para
contrariar este cenario tem sido evidenciado que o0 uso concomitante de
imunossupressores diminui em 74% a formagdo destes Ac’s. E mais uma razio que
engrandece a administragdo concomitante de tDMARDs como 0 MTX com esta classe
terapéutica, uma vez que ocorre uma diminui¢do dos Ac’s anti-fArmaco e uma melhor a

resposta aos inibidores TNF-a. (244).

3.3.2.2 Inibidores dos recetores de IL-1

Anacinra

A anacinra é um antagonista do recetor tipo 1 das IL-1 (IL-1R1), e como tal inibe
competitivamente a atividade bioldgica das IL-1, pois impede a ligacdo destas ao seu
recetor (187). A anacinra € o unico inibidor das IL-1 aprovado para o tratamento na AR,
¢ administrado por via SC com uma dose de 100 mg por dia (229). Esta aprovado para
uso concomitante com o MTX, tendo sido evidenciada a sua eficacia na resposta da

doenca.

Num estudo onde sdo incluidos cinco ensaios clinicos, um total de 2846 pacientes
foram distribuidos aleatoriamente por grupos: um grupo de controlo com placebo e outro

grupo com a administragdo de doses diarias de 50 a 150 mg de anacinra.

Apos 24 semanas foram analisados os dados e constatou-se uma ligeira melhoria na

atividade global da doenca com respostas ACR20 em 38% dos doentes do grupo do
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faramco, enguanto que no grupo placebo a percentagem foi de 23%. Os resultados dos
critérios ACR50 foram de 18% para o grupo da anacinra e 7% para o grupo placebo. Foi
também observado um grande numero de efeitos adversos, sendo mais comum a reacao
no local da picada da administracdo, ocorrendo 71% no grupo do farmaco e 28% no grupo
placebo. Os autores concluiram que apesar de eficaz, a anacinra possui um efeito

terapéutico mais modesto que 0s TNF-a (245).

Apesar de util para o tratamento a anacinra ter mostrado efeitos adversos
frequentemente. Num estudo de Fleischmann R. et. al., cerca de 92,0 % dos pacientes
tratados com anacinra reportaram reacdes no local da picada envolvendo prurido, rash

cuténeo e eritema (246).

3.3.2.3 Inibidores dos recetores de IL-6

Tocilizumab

A IL-6 esta presente em abundancia no plasma e nas articulacfes dos doentes de
AR. Para que a IL-6 intervenha nos processos inflamatérios nas células tem de se ligar ao
recetor da IL-6 (IL-6R) formando um complexo IL-6/IL-6R. Este complexo ligar-se-a a
uma proteina transmembranar, a glicoproteina 130 (gp130) que sofre dimerizacdo, por
fim ocorre uma transducéo do sinal para que seja ativada a via STAT e se formem o0s

fatores de transcricdo necessarios para os efeitos pro-inflamatorios da IL-6 (247).

O tocilizumab é um AC monoclonal, produzido através da recombinacdo de IgG1
com IL-6R que previne a ligacdo do complexo IL-6/IL-6R e a dimerizacdo da gp 130

formados e assim evitar a transdugédo do sinal (247).

Eficacia

A eficécia clinica do tocilizumab tem sim comprovada por varios ensaios clinicos,
tanto em monoterapia como em terapia combinada com o MTX. Apresenta uma
administracdo i.v de 8 mg/kg de quatro em quatro semanas. Este farmaco esté indicado
para o tratamento de AR moderada a severa e quando os doentes ndo respondem a

DMARDs como 0 MTX e outros bDMARDSs, sendo por isso uma terapéutica de 3?2 linha
na AR (248,249).

Num estudo de nishimito et.at, (250) foram acompanhados durante 5 anos doentes
com AR tratados com 4 mg/kg ou 8 mg/kg de 4 em 4 semanas, nas primeiras 2 semanas.

Apbs este tempo foi alterada a dose para 8mg/kg também de 4 em 4 semanas, sempre
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com um grupo de placebo como controlo. No final dos 5 anos apenas 94 doentes
persistiram no estudo e destes 84% (79 doentes) apresentaram uma resposta ACR20,
69,1% (65 doentes) apresentaram resposta ACR50, e por fim 43.6% (41 doentes)
apresentaram resposta ACR70 e entraram em remissao clinica (DAS28<2,6) 55.3%.
Houve uma diminuicdo generalizada da atividade da doenca nestes doentes, pelo que se

demonstra a eficacia deste farmaco.

Relativamente aos efeitos adversos, 0 mais incidente foram as infeces como a
pneumonia e bronquite aguda, com uma incidéncia de 5,7 em cada 100 pacientes. Pelo
que se pode afirmar que o tocilizumab € bem tolerado e apresenta uma boa eficécia

terapéutica, mesmo ao longo de varios anos de tratamento.

Num estudo de Maini et. al.(251), com duracdo de 16 semanas, participaram
doentes com AR severa a moderada com uma terapéutica ja efetuada e sem resposta de
pelo menos 5 DMARDSs, sendo doentes sem resposta aos tDMARDSs e aos inibidores dos
TNF-a. Foram randomizados os doentes em 7 grupos, trés grupos foram tratados com
tocilizumab por via intravenosa (i.v) com doses de 2mg/kg (grupo 1), 4mg/kg (grupo 2)
e 8mg/kg (grupo3) a cada quatro semanas mais MTX em placebo semanalmente, estes
trés grupos representam a monoterapia do tocilizumab. Outros trés grupos foram
formados (grupo 4,5,6), sendo tratados com as mesmas doses de tocilizumab mas com
MTX semanalmente, estes grupos representam a terapéutica combinada do tociliumab
com o MTX. E por fim um grupo controlo que recebe apenas placebo a cada 4 semanas
e MTX semanalmente (ver tabela 3.2).

Tabela 3.2- Tabela esquematica da metodologia de administragdes dos farmacos no
estudo de Maini (adaptado de Maini (251))

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo Grupo 7
2mg/kg + 4mg/kg + 8mg/kg + 2mg/kg + 4mg/kg + 8mg/kg + MTX +
placebo placebo placebo MTX MTX MTX placebo

Apds analise de resultados, verificou-se que no final das 16 semanas:
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e No caso da monoterapia: ocorreu uma melhoria na resposta ACR20 em
61% dos doentes do grupo 2, em 63% dos doentes do grupo 3 por
comparagéo ao grupo do MTX (grupo controlo).
e No caso da terapéutica combinada: ocorreu melhoria dos critérios ACR20
nos grupos 4,5e 6 em 64%, 63% e 74% respetivamente. As respostas
ACR50 e ACR70 foram apenas estatisticamente significativas para o

grupo 6.

Estes resultados demostram que o tocilizumab apresenta uma eficacia na melhoria
da doenca quer em monoterapia quer em combinagdo com o MTX. Pelo que pode ser uma
opcao terapéutica quando ndo ha uma resposta no tratamento com os DMARDs.

Seguranca e efeitos adversos

Como efeitos adversos verificados no decorrer da terapéutica com tociliumab
podem ocorrer infecdes graves, desordens gastrointestinais (nauseas e dor abdominal),
urticarias e prurido, cefaleias e aumento da presséo arterial. Pelo que é recomendada uma

monitorizagdo do estado de saude geral do doente antes e durante o tratamento (252).

3.3.2.4 Depletores dos linfocitos B

Rituximab

O rituximab ¢é o Unico farmaco bioldgico desta classe farmacoldgica aprovado
para o tratamento de AR. E um Ac monoclonal quimérico que atua nos recetores CD20
na superficie das células B. A sua a¢do farmacéutica leva a uma deplecéo total do numero
de linfocitos B no sangue periférico e a uma deplecdo parcial dos linfécitos B presentes

na medula 6ssea e no tecido sinovial (253).

Num estudo de Rubbert-Roth et.at., um total de 326 doentes, que ndo respondiam
adequadamente a terapéutica com MTX, foram organizados aleatoriamente por grupos de
tratamento: grupo 1) 2 x500 mg de rituximab + MTX como tratamento inicial e 2 x500
mg de rituximab + MTX passado 24 semanas; grupo 2) 2 x500 mg de rituximab
(tratamento inicial) + MTX e 2x1000 mg de rituximab +MTX (p6s 24 semanas); grupo
3) 2x1000 mg de rituximab +MTX (tratamento inicial( e 2x1000 mg de rituximab +MTX
(apds 24 semanas). Pdde-se concluir que no final do estudo (48 semanas) os doentes do

grupo 3 apresentam uma resposta maior que os doentes dos restantes grupos, tendo
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também apresentado uma maior percentagem de doentes em restado de remissdo da

doenca.

Noutro estudo, um total de 511 doentes foram distribuidos aleatoriamente por trés
grupos de tratamento, sendo-lhe administrado doses diferentes de rituximab e MTX:
grupo 1 tratado com 2 doses de 500 mg de rituximab i.v mais MTX; grupo 2 tratado com
2 doses de 1000 mg de rituximab i.v mais MTX; grupo 3 tratado apenas com MTX (253).

Apds 48 semanas

2x500 mg 2x1000 mg 2x500 mg 2x1000 mg

1
= Apés 24 semanas I
100 v | ACR20
| B ACR50
80+ | B Acr70
60 ey 4 576
1 o 557
¢ s 506 I
-
5 |
Do 40 4 - - | 329 241
X 23 263 259 |
201 | 126 135
93 .. 9.0 10.0 | ‘ -
0 L ' r . T T
Placebo Rituximab Rituximab | Rituximab Rituximab

Figura 3.4- Melhorias segundo ACR20/50/70 apds 24 e 48 semanas de tratamento: 2x500 mg
(grupo 1), 2x1000 mg (grupo 2) e placebo grupo 3). *** p<0,0001 (adaptado de Mok (253)).

Na figura 3.4 é possivel concluir que os doentes tratados com o farmacos
apresentam uma resposta melhor segundo o ACR20//50/70 comparado com 0 grupo que
apenas levou o MTX, assim é verificada uma eficacia superior do rituximab em

monoterapia do que 0 MTX em monoterapia(253)

Em suma, foi comprovada a sua eficécia clinica em doentes com AR moderada a
severa, que ndo responderam positivamente aos tratamentos com o MTX ou com
inibidores do TNF-o. Assim é recomendada a sua utilizacdo como terceira linha no

tratamento da doenca (254).
Seguranca e efeitos adversos

Os efeitos adversos mais comuns a administracdo do rituximab s&o reacfes no local da
administracao, aparecimento de imunogenicidade, infecOes graves,
hipogamaglobulinemia. Os efeitos adversos menos frequentes séo a tuberculose e casos

de reativacdo da hepatite B (253).
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3.3.2.5 Inibidores da co-ativacdo de linfocitos T

Abatacept

O abatacept € um modulador seletivo da co-ativacdo dos linfdcitos T, liga-se aos
recetores CD80/86 a superficie das células APC impedindo a sua interacdo com o recetor
CD28 dos linfocitos T e assim, impedindo a ativacdo destas células (255). Este farmaco
faz parte do arsenal terapéutico de terceira linha da AR, pelo que pode ser utilizado com
eficacia no tratamento de AR. E uma boa opgdo para os doentes que ndo respondem
adequadamente ao tratamento com MTX ou com outros bDMARDs (255).

Atente-se no estudo de Schiff et.al.(255), onde se formam dois grupos de doentes
randomizados, um grupo é tratado com abatacept e com um DMARD, enquanto que o
outro grupo é tratado com um placebo e com um DMARD. E de salientar que os doentes
envolvidos neste estudo apresentam uma falha terapéutica com um inibidor dos TNF-a.
Os resultados para o grupo tratado com o abatacept sdo promissores, uma vez que, 0correu
um aumento da percentagem de pacientes com melhorias pelos critérios do ACR20/50/70
(ver tabela 3.3)

Tabela 3.3-Percentagem de melhorias na resposta segundo critérios ACR em funcédo do
tempo ao longo do estudo (adaptado de Schiff (255)).

59,4% 56,2%
23,5% 33,2%
11,5% 16,1%

Apos estes resultados, os autores trocaram a abordagem, trocando a administragdo dos
grupos, isto é, o grupo de pacientes que anteriormente foi submetido ao placebo com o
DMARD, agora é tratado com abatacept com um DMARD durante dois anos. Os

resultados desta troca estdo disponiveis na tabela 3.4.
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Tabela 3.4-Percentagem de melhorias na resposta segundo critérios ACR ap0s a trocar de
metodologia em funcdo de dois anos de estudo (adaptado de Schiff (255)).

51,5%
32,3%
13,1%

Com esta mudanca de metodologia ainda fica mais clara a efetividade do farmaco, visto
que, 51,5%, 32,3% e 13,1% dos pacientes do grupo que originalmente era placebo,
mostraram melhorias nas respostam em ACR20, ACR50 e ACR70 respetivamente. A
atividade da doenca também foi influenciada pelo farmaco, uma vez que o grupo tratado
com o abatacept apresenta uma diminuicao da atividade da doenca ao longo dos dois anos
de tratamento, bem como um aumento da percentagem de doentes em estado de remissédo
(255).

3.3.2.6 Inibidores da janus cinase

O tofacitinib € um farmaco recentemente aprovado para o tratamento de AR, é
classificado como um inibidor da familia de enzimas intracelular Janus cinase (JAK).
Tendo sido comprovada a sua eficicia aquando de uma resposta inadequada aos demais
DMARDS(256)

Num estudo de Lee et. at.(257), um total de 956 doentes de AR severa foram
randomizados em trés grupos: Grupo 1) administracdo de 5mg de tofacitinib 2x/dia; grupo
2) administracdo de 10 mg de tofacitinib 2x/dia e grupo3) Administracdo de MTX (grupo

controlo).

No final do estudo (24 semanas) foram verificados os resultados presentes na
tabela 3.5. Estes resultados s&o todos estatisticamente significativos (*p<o,001

comparativamente ao grupo do MTX).
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Tabela 3.5-Taxas de resposta a terapéutica em funcdo dos critérios de melhoria ACR ao
do estudo (adaptado de Lee (257)).

64,2%* 64,2%* 42,4%
49,3%* 49,2%* 28,3%
34,4%* 37,6%* 15,2%
28,7* 22,3%* 9,9%

Com este estudo comprova-se a eficacia da monoterapia do tofacitinib sobre a
monoterapia com 0 MTX, neste estudo verificou-se uma reducdo dos sinais e sintomas
da doenca, inclusive a progressao do dano articular (257).

Na figura 3.5 é apresentado um esquema que resume o algoritmo terapéutico
recomendado para os médicos reumatoldgicas, deve ser utilizado como auxilio da
estratégia de tratemento, e ndo dispensa qualquer avaliacdo fisica e mental dos doentes

de AR. O esquema apresenta algumas recomendacdes adicionais (199), sdo elas:
1-O diagndstico deve ser realizado de acordo com os critérios ACR/EULAR de 2010.

2- Deve ser feita uma avaliacdo apds 3 meses de tratamento e se for necessario corrigir
a terapéutica, o objetivo ap6s os 6 meses passa pela remissdo (definida pelo
ACR/EULAR) ou a diminuigdo da atividade da doenca.

3- 0 MTX em monoterapia deve ser a primeira linha de tratamento, o que nédo invalida
uma combinacdo com outro tDMARD se necessério.

4- Comecar pelos inibidores do TNF-o e posteriormente mudar para os outros
bDMARD:s.

5- A combinacéo terapéutica mais favoravel € MTX + HCQ +SSZ.
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Figura 3.5-Esquema do logaritmo terapéutico (adaptado de Smolen (199)).

4 Farmacogenomica do metotrexato

A farmacogendémica € o estudo dos polimorfismos genéticos que podem
influenciar a metabolizac&o dos farmacos, levando a alteragdes de eficacia e de toxicidade
nos doentes. O MTX é usado como primeira linha de tratamento na AR mas também é

utilizado como citotoxico na quimioterapia da leucemia linfoblastica aguda (LLA) e em
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alguns tumores sélidos. Assim os polimorfismos que estdo presentes nos genes da
metabolizacdo do farmaco podem ser deveras importantes, para garantir a resposta e no
caso da &rea oncoldgica a recuperacao da satde (258,259).

Neste capitulo serdo abordados alguns dos polimorfismos mais importantes nos
diversos genes envolvidos com o mecanismo de agdo do MTX, analisando a resposta a
terapéutica dos doentes de AR. Igualmente, serdo analisados, quando relevantes, alguns

desses exemplos na resposta terapéutica dos doentes oncoldgicos.

4.1 Polimorfismos nos transportadores de influxo

Foram encontrados varios SNP associados a regido génica do transportador RFC-
1 proveniente do gene SLC19A1, que também lhe d& nome. Como esta proteina é
responsavel pela entrada do MTX nas células torna-se relevante um estudo do impacto
clinico dos polimorfismos neste gene. Esta variabilidade genética foi largamente estudada
na area oncoldgica mas na AR, os estudos dos polimorfismos neste transportador ainda

ficam um pouco aquém, levando a uma urgéncia de estudos (260).

N&o obstante, um dos polimorfismos mais investigado nesta tematica tem sido o
SNP RCF1 80G>A, que resulta na permuta de uma arginina por uma histidina no codéo
27, originando a variante rs1051266 (261). Muito ja sdo os estudos que tentam verificar
como é que esta variante vai influenciar a resposta destes doentes ao MTX, tendo
demonstrado que é responsavel por um aumento da atividade do transportador através da
sobreexpressdo do seu mRNA, levando a um aumento dos niveis de concentracdo de

farmaco dentro das células (261-263).

Num estudo de Drozdzik et. al(264), é demonstrado que ocorre uma melhoria dos
sintomas da doenca apds tratamento com MTX, em 21,6% dos pacientes homozigotas
G/G, 30,8% dos pacientes heterozigotas G/A e de 47,8% dos pacientes homozigotas A/A.
Levando a concluir a probabilidade de remisséo da doenca é 3,32 vezes maior nos
portadores do gendtipo AA do que nos portadores do genétipo GG (p=0,021). Foi também
calculada a frequéncia alélica nos pacientes e verificou-se que a frequéncia alélica para o
alelo variante (alelo A) é de 62,1% nos pacientes que respondem a terapéutica enquanto
que a frequéncia alélica nos pacientes que ndo respondem é de 47,8% (p=0,013) (264).

Estas evidéncias sdo apoiadas pelo estudo de Dervieux et.at que num total de 105
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pacientes com AR verificou com os homozigotas A/A apresentavam melhor resposta ao
MTX do que os homozigotas G/G (265).

Quando a toxicidade associada a administragdo do farmaco, ndo existe consenso
sobre a atuacdo deste SNP. Ndo obstante, pensa-se que a presenca da variante ndo estara

associado com a toxicidade do medicamento (263).

Na LLA também existem varias linhas de pensamento sobre este SNP, havendo
estudos que correlacionam os portadores da variante com uma melhor resposta e estudos
que correlacionam com uma resposta ineficaz. Os resultados do estudo de Gregers
et.al.(266), confirma as mesmas evidéncias que para a resposta na AR. Neste estudo foi
investigado o polimorfismo RCF1 80G>A em 500 criangas com LLA, as quais foram
administradas altas doses de MTX e estudada a probabilidade de evento, sendo que é
considerado evento uma recaida ou a morte do paciente. Os investigadores observaram
que o risco de desenvolver um evento é 50% menor em portadores do genotipo AA do
que em portadores dos gendétipo AG e GG (P = 0,046; IC 95%: 0.25- 1.00)(266).

Por contrapartida, o estudo de Li et al.(266), associa uma pior resposta aos portadores do
alelo mutado. Neste estudo foram acompanhados 204 pacientes com LLA, aos quais,
foram administradas doses elevadas de MTX, de seguida ocorreu o estudo do seu
gendtipo em funcdo do risco de ter um evento e da concentracdo plasmatica de MTX.
Estes investigadores concluiram, como ja referido, que os portadores do alelo A apresenta
um risco de terem um evento maior comparativamente com 0s portadores do genotipo
GG (OR=3,0; IC 95%: 1,1-8,1; P=0,03). Apresentam igualmente uma probabilidade de
sobrevida livre de evento (EFS) menor comparativamente com os doentes com genétipo
GG (P=0,04), tendo assim um pior progndstico (ver figura 4.1). Ainda concluiram que os
portadores do gendtipo AA apresentam maiores niveis de concentragdo plasmaticos de
MTX por comparacdo aos restantes genotipos (P=0,004). Contudo estes investigadores
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ndo encontraram nenhuma associacéo entre os niveis plasmaticos d MTX dos doentes e

0 prognostico da doenca.

Probabilidade EFS

20 40 60 8 100

Tempo (meses)

Figura 4.1-Probabilidade de EFS nos pacientes em funcéo do seu gendtipo. A80+= Presenca do
alelo mutado; A80- = Auséncia do alelo mutado (adaptado de Li et.al. (266)).

Outro polimorfismo num gene de transportador parece estar associado a resposta
do MTX na AR é o SNP no gene SLC22A11. Este gene esta presente no cromossoma 11
e codifica o transportador de anides organicos (OAT4), que é responsavel pelo transporte
bidirecional nas células tubulares proximais renais, tendo um papel principal na
reabsorcao tubular do MTX. No SNP ocorre permuta de T por A numa regido intronica,
0 seu impacto na fisiopatologia renal e na reabsorcao do farmaco ainda ndo é conhecida.
Num estudo de Lima et.al. (267), verificou-se que num grupo de pacientes portugueses
de AR, os portadores do alelo T apresentam um risco superior de terem uma resposta
ineficaz comparativamente aos portadores do gen6tipo AA (OR (IC 95%)= 0,19 (0,04
0,86); p=0,031).

4.2 Polimorfismos nos transportadores de efluxo

O efluxo do MTX nas células é concretizado pela familia de transportadores ABC.
Estes transportadores tém capacidade de transportar uma grande variedade de moléculas,
gastando ATP para tal. Dentro da familia ABC, existem cinco subfamilias de
transportadores (ABCA,ABCB,ABCC,ABCD,ABCE,ABCG) (268)

Um dos transportadores mais estudados é o ABCB1 tambem conhecido por
glicoproteina-P (gp-P). Este resulta da expresséo do gene MDR1 e tem sido intimamente
associado a resisténcia farmacoldgica das células cancerigenas a quimioterapia. Este

mecanismo nem sempre € Nocivo, pois esta proteina transporta tanto moléculas enddgenas
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como exogenas, promovendo assim a eliminacdo de moléculas nocivas ao organismo e

impedindo a morte celular (269).

No mecanismo do MTX pensa-se que o efluxo recai, predominantemente, sobre
os transportadores ABCC1-4, ABCB1 e ABCG2 (270). Assim tenta-se estudar
polimorfismos nos genes destes transportadores com o objetivo de correlacionar tanto a
resposta ao farmaco como a toxicidade que o MTX pode fazer recair sobre o doente.
Foram evidenciados polimorfismos no transportador ABCB1 e no ABCC1

estatisticamente validos que parecem influenciar a resposta ao MTX nos doentes de AR.

4.2.1 Polimorfismos no transportador ABCC1
Num estudo de lima et.al. (267) , aplicou-se a farmacogendmica para estudar quais 0s
polimorfismos inerentes aos transportadores de efluxo, numa populacdo de doentes de

AR portuguesa.

Assim para o transportador ABCC1 foram descobertos dois SNP’s que influenciam a

resposta do MTX nos doentes de AR quando presentes no gene sozinhos, sao eles:

v' ABCC1 A6240G (rs246240): neste SNP ocorre a permuta de uma A por uma G,
sendo que ser portador do alelo G aumenta em 5,47 vezes a probabilidade de néo
obter resposta ao farmaco (pvalue=0,008). Assim sendo este SNP provoca uma
sobreexpressdo do gene do transportador que aumenta o efluxo do farmaco
provocando uma baixa da concentracdo do farmaco nas células logo uma menor

resposta terapéutica.

v' ABCC1 G4864A (rs3784864): ocorre um SNP que permuta uma G por uma A,
sendo que ser portador do alelo G aumenta 4,24 vezes a probabilidade de n&o obter
resposta terapéutica (pvalue=0,015). Neste caso pensa-se que o SNP forma um
fendtipo benéfico, pois ocorre a diminuicdo da expressdo do transportador,

diminuindo a sua funcéo e como tal diminui o efluxo de MTX da célula.

Outros dois SNPs foram encontrados neste estudo, 0 ABCC1 G4087C (rs2074087) com
permuta de uma G por uma C, e 0 ABCC1 T5592C (rs35592), com permuta de uma T
por uma C. Estes SNPs apresentam uma relevancia na resposta ao farmaco s6 quando

associados em haplotipos (tabela 4.1 e tabela 4.2).
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Tabela 4.1-Relacdo entre os alelos para o haplétipo 1 do o gene ABCC1 e a resposta
clinicaao MTX. *Alelo x — indica o alelo de referéncia (adaptado de Lima (267)).

ABCC1 T5592C ABCC1 A6240G ABCC1 G4864A OR (IC 95%) Pvalue ‘
Alelo T* Alelo A* Alelo A referéncia
Alelo C Alelo G Alelo G* 7,26 (1,64-32,14) | 0,010

Tabela 4.2-Relacdo entre os alelos para o haplétipo 2 do o gene ABCCL1 e a resposta
clinicaao MTX. *Alelo x — indica o alelo de referéncia (adaptado de Lima (267)).

ABCC1T5592C ABCC1 G4087C ABCC1 G4864A OR (IC95%)  Pvalue

Alelo T* Alelo C Alelo A referéncia
Alelo C Alelo G* Alelo G* 4,12 (1,20-14,09) | 0,025

As tabelas 4.1 e 4.2 representam a relacdo entre as combinacdes alélicas dos
haplotipos 1 e 2 no gene do transportador em estudo, e a sua relacdo com a resposta clinica
ao MTX. Uma vez que 0s SNPs A6240G e G4087C nao estdo em desequilibrio de ligacédo
os autores analisaram dois haplétipos distintos: O haplétipo 1 € composto pelos SNP’s
ABCC1 T5592C, A6240G e G4864A, e o haplotipo 2 é composto pelo ABCC1 T5592C,
G4087C e G4864A.

Os resultados nas tabelas mostram que para o hapl6tipo 1, a combinacdo alélica CGG
incorre numa menor resposta clinica nos seus portadores comparativamente aos
portadores da combinacdo alélica de referéncia TAA (OR= 7,26 IC 95% (1,64-32,14),
pvalue=0,010). Para o hapl6tipo 2 os portadores da combinacdo alélica CGG apresentam
uma pior resposta clinica ao MTX comparativamente aos portadores da combinacgéo
alélica de referéncia TGA (OR=4,12 IC 95% (1,20-14,09), pvalue=4,12). Assim sendo,
fica possivel concluir que quando o doente é portador do alelo mutado (alelo G) para a
variante do SNP A6240G (no caso do haplotipo 1) e € portador do alelo de referéncia
(alelo G) do SNP G4087C (no caso do haplétipo 2), apresenta uma menor resposta clinica

a terapéutica com o0 MTX (267).

4.2.2 Polimorfismos no transportador ABCB1
Apesar de estudado amplamente para a resisténcia de farmacos, na AR ha muito trabalho
investigacional a ser feito. Contudo foram identificados dois SNPs que poderdo estar

envolvidos na eficacia da resposta ao MTX.
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Um dos SNPs encontrado foi o SNP C3435T no exdo 26 do gene MDR1,
originando uma permuta de uma C por uma T. Apesar de ndo haver consenso quanto ao
seu efeito acredita-se que possa estar envolvido na resposta do farmaco.

Num estudo de Takatori et.al.(271), foram incluidos no estudo 124 pacientes
japoneses com AR, aos quais foi administrado MTX e controlados os pardmetros da
doenca (PCR, VSG, numero de articulagbes tumefactas, etc.). ApOs genotipagem

verificou-se os resultados presentes na tabela 4.3.

Tabela 4.3-Numero de pacientes (em percentagem) com auséncia/presenca de resposta ao
MTX em funcdo do seu genotipo (adaptado de Takatori (271)).

47,2% 44,4% 8,3% 0,002

21,2% 45,5% 33,3%

Neste estudo concluiu-se que a permuta de uma C por T provavelmente leva a uma
sobreexpressdo do transportador ABCB1 e um maior efluxo do farmaco para fora da
célula, uma vez que, na populacdo em estudo 33,3% dos pacientes com o gendétipo TT
(homozigotas para a variante) ndo apresentem resposta ao MTX, enquanto que 47,2% dos

pacientes com o genétipo CC (homozigotas de referéncia) tém uma resposta adequada.

Noutro estudo mais recente, Kato et.al.(272), avaliou num estudo retrospetivo o
SNP C3435T num grupo de 55 pacientes japoneses medicados com MTX. Neste grupo
relacionou a atividade da doenca através do indice DAS28 com os gendtipos encontrados
nos pacientes. Chegou a conclusdo que para os pacientes com o genétipo TT apresentava
uma atividade de doenga menor que os pacientes com o genétipo CC (pvalue 0,02).
Concluiram igualmente que este SNP ndo esta associado a concentracdo de moléculas de
MTX—pg, tendo provavelmente apenas uma influéncia na expressao do transportador e
no efluxo do farmaco. Assim, os homozigotas para a variante apresentam um fenétipo

que responde ao farmaco, o que querera dizer que com a permuta da base azotada (C>T)
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ha uma perda de atividade do transportador e consequentemente um menor efluxo do
MTX das células (272).

Apesar da disparidade entre os estudos é de salientar que apesar de ndo existir
consenso, este SNP afeta a eficacia do farmaco, pelo que € necessario proceder-se a mais
ensaios clinicos para responder a questdo essencial: em que sentido é que este SNP

influencia o transportador de efluxo ABCB1?

No artigo de Kato el.at (272), avaliou-se também a resposta dos doentes ao MTX
em portadores do SNP ABCB1 2677G>A/T. Neste SNP ocorre permuta de uma G por
uma A ou por uma T. Kato e os seus colegas concluiram que para o SNP 2677G>A/T o
genotipo AA/AT/TT (homozigotas para as variantes) apresenta uma DAS28 menor que
0s pacientes com o genétipo GG/GA/GT (homozigotas de referéncia (GG) ou
heterozigotas para a variante (GA/GT) (ver tabela 4.4) (272).

Tabela 4.4-Avaliacdo da atividade da doenca pelo indice DAS28 em funcéo do gendtipo
dos doentes para 0 SNP ABCBL1 2677G>A/T (Adaptado de Kato (272)).

3,93+1,49

3,53 +1,09

2,83+1,05

Assim é importante um estudo mais aprofundado destes polimorfismos na AR,

uma vez que, ainda ndo esta bem fundamentada esta matéria.

No caso da LLA estdo estudados os mesmos dois SNP na resposta ao MTX com
uma dosagem mais elevado. Num estudo de man et.al.(273), foram genotipados 178
pacientes com LLA aos quais foram administradas doses altas de MTX. A genotipagem
permitiu perceber qual a resposta ao farmaco consoante o genétipo dos pacientes. Os
investigadores observaram que no SNP 2677 G>T/A, os portadores do gen6tipo TT e do

genotipo TA apresentam maiores concentracdes plasmaticas de MTX durante 24horas,
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do que os restantes gendtipos (pvalue= 0,012). Ja para o SNP 3435C/T, as concentragdes
plasméticas sdo mais elevadas nos gendtipos TT e CT do que no genotipo CC
(pvalue=0,028).

Estes investigadores tambem associaram a taxa de remisséo total da LLA aos
genotipos encontrados. No SNP 2677G>T/A as taxas de remissdo completa da doenga
para 0s genotipos GG, GT+GA e TT+AA+TA sdao 20,0%, 60,2% e 33,3%,
respetivamente (pvalue=0,019), sendo que se pode concluir que sdo os doentes portadores
do gendtipo GG os que apresentam menor taxa de remissao completa. No caso do SNP

3435C>G, néo houve associagao estatisticamente significativa (273).

Em jeito de conclusdo, os investigadores afirmam que ambos os SNPs parecem
levar a uma diminuicdo dos niveis de ABCB1, levando a alteracoes do efluxo do MTX,
que parece ser benéfico a uma melhor resposta (273).

4.3 Polimorfismos nos genes dos enzimas relacionados com a
glutaminacao

Apbs entrada na célula as moléculas de MTX sofrem reacdes de poli-
glutaminacéo através da FPGS, dando origem a moléculas de MTX-pg. Estes metabolitos
sdo estruturalmente maiores e como tal ndo sofrem efluxo pelos transportadores, ficando
retidas no meio intracelular podendo atuar na via dos folatos. Ap6s exercerem o seu efeito
terapéutico estes metabolitos tém de ser excretados da célula pois uma acumulacao de
MTX-pg pode levar a toxicidade do organismo. Assim cabe ao enzima GGH prevenir
esta toxicidade, clivando a cadeia de poliglutamatos levando novamente a formacéo de
moléculas simples de MTX. Estas moléculas apresentam uma estrutura pequena e como
tal, conseguem ser excretadas pelos transportadores de efluxo para fora da célula. Este
balanco de funcbes da FPGS e da GGH é importante tanto na toxicidade como na eficécia,

sendo assim pertinente o estudo dos polimorfismos inerentes aos seus genes (274).

4.3.1 Polimorfismos no gene FPGS
O gene FPGS ¢ o responsavel pela expressao do enzima FPGS e apesar de ter um
papel importante no mecanismo de acdo do MTX, ndo demonstra grande valor na

influéncia da sua resposta (275).

Foram encontrados dois SNPs neste gene, 0 SNP FPGS 114G>A (rs10760502) e 0 SNP
FPGS 1994A>G (rs10106). Apos analise da resposta ao MTX dos diferentes gendtipos,
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os investigadores concluiram que embora ocorra estas permutas de bases azotadas, estes
SNPs em nada influenciam a resposta a terapéutica, sendo necessario mais investigagdo

nesta tematica (274).

4.3.2 Polimorfismos no gene GGH

Nesta tematica foram estudados quatro SNP’s no gene da GGH que embora pouco

investigados, poderdo influenciar a resposta dos doentes de AR ao MTX:

No SNP 354 G>T, ocorre uma substituicdo de um G por uma T no promotor do
gene. Num estudo de Jekic et. al.(276), com 184 doentes de AR tratados com MTX pelo
menos durante seis meses, concluiu-se que este SNP pode estar relacionado com o
mecanismo de resisténcia ao farmaco por parte das células. Esta ideia foi baseada na
analise dos gendtipos dos doentes, verificando-se que os pacientes com o gendtipo GG
apresentavam uma toxicidade medular superior aos demais pacientes. Concluiu-se desta
forma que, ser portador do alelo permutado origina uma expressao maior do gene e a uma
concentracdo de GGH elevada na célula, sendo que ocorre uma eliminacdo mais eficaz
de MTX-pg no meio intracelular. Apesar destas conclusdes, este estudo ndo demonstra

relacdo deste SNP com a eficacia do farmaco nestes doentes (276).

No seu estudo van der Straaten et al (274), estudou os efeitos dos SNPs 16 T>C e
452C>T na eficécia e toxicidade do MTX em 325 doentes de AR. E verificou que para o
SNP 16T>C, os portadores do alelo C apresentavam uma probabilidade 2,9 vezes maior
de reducdo da atividade da doenca do que portadores do genotipo TT, podendo com isto
indicar uma maior resposta ao farmaco pelos homozigotas e heterozigotas da variante,

devido a um maior nivel de GGH e como tal mais concentragdo de MTX-pg nas celulas.

Ainda neste estudo verificou-se ainda a ocorréncia de um outro SNP, 0 452C>T,
que apesar de ndo estar associado na resposta do farmaco, quando encontrado no
haplétipo 452C-16T esta associado a uma boa resposta clinica por parte dos doentes. E
notado que heterozigotas do hapl6tipo 452C-16T apresentam uma probabilidade 2,7
vezes maior de reduzirem o indice DAS28 e como tal, reduzirem a atividade da doenga.
Estes resultados indicam que os portadores do alelo C, apresentam um efeito potenciador
do SNP 16T>C, levando a uma maior acumulacdo de MTX-pg e provavelmente uma

maior eficacia na resposta a terapéutica (274).

Outro SNP estudado € o SNP 401 C>T, no qual ocorre uma permuta de uma C por

uma T na regido do promotor do gene da GGH, assim acredita-se que esta alteragédo
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podera levar a um aumento da atividade do enzima. Com esta atividade ampliada, menor
vai ser a concentracdo de MTX-pg na célula, podendo levar a uma menor resposta
farmacoldgica (277).

Alguns estudos foram realizados para comprovar esta teoria nos pacientes com AR
e assim concluir sobre a influéncia deste SNP na resposta a0 MTX. No entanto as suas
conclusbes mostram-se pouco coesas e sem base cientifica para demonstrar esta
associacdo. Como tal, acredita-se que este SNP influencia a atividade da GGH e os niveis
de MTX-pg na célula, mas ainda é preciso mais investigacdo para inferir na resposta ao
MTX (238,262,278).

4.4 Polimorfismos nos genes dos enzimas alvo do metotrexato

4.4.1 Polimorfismos no gene da enzima DHFR

Sé&o varios os autores gque se debatem com o estudo de polimorfismos no gene da
DHFR, o principal alvo terapéutico do MTX. Tendo sido encontrados varios SNPs neste
gene, que sdo candidatos a uma influéncia na resposta dos doentes de AR ao MTX.
Sucede que apds a andlise dos resultados, grande parte destes SNPs ndo esta associada a

efetividade de resposta ao farmaco (279)(280).

N&o obstante, foram descobertos dois SNPs, 0 SNP 317A>G (rs70991108) e o
SNP rs1643650, que parecem estar associados com a resposta a esta terapéutica nos
doentes de AR (270).

No SNP 317A>G os pacientes que sdo homozigotas de referéncia, ou seja,
portadores do genétipo AA , parecem apresentar uma menor resposta ao MTX do que 0s
gendtipos A/G e G/G (275).

Jano SNP rs1643650 ocorre a permuta de uma T por uma C no intrdo trés do gene
DHFR. No estudo de Salazar et. al.(280), foram genotipados pacientes de AR aos quais

foi prescrito MTX em monoterapia, estando os resultados indicados na tabela 4.5.

Tabela 4.5-Analise dos genotipos dos pacientes em estudo e correlacdo com a resposta ao
MTX (adaptado de Salazar (280))

16 (61,5%) 10 (38,5%)
22 (81,5%) 5 (18,5%)
7 (87,5%) 1 (12,5%)
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Assim pdde-se concluir que os pacientes com os gendtipos C/C e T/C apresentam
melhor resposta ao farmaco, uma vez que, dentro de cada genotipo existe um maior
numero de pacientes classificados como “pacientes que respondem” a terapéutica (280).

Apesar desta enzima ter um papel marcante no mecanismo de acdo do farmaco,
existem ainda poucos estudos que comprovem a influéncia da sua variabilidade genética
com a resposta quer na concentracdo de MTX no plasma dos doentes de AR, quer na sua
eficacia na reducdo da atividade da doenca e por consequéncia nos sinais e sintomas da
mesma.

Este gene também foi estudado no caso dos pacientes de LLA, tendo sido
encontrados trés SNPs (-317A>C, -1610C>G/T e -680C>A) na regido do promotor do
gene e uma mutacdo ins/del de 19-pb, parecem influenciar a resposta a terapéutica (281).

Num estudo de Dulucq et al.(282), verificou-se que para 0 SNP -317A>C os portadores
do gendtipo AA apresentam uma probabilidade de EFS menor do que 0s outros gendtipos,
verificando-se um pior progndstico para os homozigotas de referéncia (ver figura 5.2).
Estes investigadores verificaram igualmente que, para o SNP -1610C>G/T, os portadores
do alelo T tém uma probabilidade EFS mais alta comparativamente aos portadores do

genotipo CC, levando a um prognéstico mais otimista (ver figura 4.2)
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Figura 4.2- Sobrevivéncia livre de evento (EFS) para doentes com LLA segundo o seu genotipo
para os SNP’s -317A>C e -1610C>G/T. A- Curvas EFS para os pacientes que tém o gendtipo AA
(AA+) e para os pacientes que ndo tém AA-, para o0 SNP -317A>C. B- Curvas EFS de aco acordo
com o0 SNP -1610C>G/T (adaptado de Dulucq (282))

Posteriormente foram analisados 5 haplotipos, resultantes da conjugacdo destes trés
SNP’s. Fazem parte do haplétipo 1* (1a* e 1b*) os alelos -317A e -1660C, haplétipo 4*
€ 0 unico a apresentar o alelo -1610T e o haplétipo 5* (5a* e 5b*) difere do hapldtipo 1*
pois apenas continha o alelo -317A. Apds anélise dos haplétipos com a probabilidade de

EFS, verificaram que os portadores do haplotipo 1*, referidos no estudo como 1+*, tém
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uma probabilidade EFS mais baixa que os 1-*, tendo assim maior probabilidade de ter
eventos. J& para os portadores do hapl6tipo 4* (4+*) tém uma EFS maior que os 4+*
tendo assim, uma menor probabilidade de eventos no futuro (ver figura 4.3). O haplétipo

5* ndo apresenta diferencas significativas.
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Figura 4.3-Sobrevivéncia livre de evento (EFS) para doentes com LLA segundo o seu genotipo
para os SNP’s -317A>C e -1610C>G/T. A- Curvas EFS para 0s pacientes com presencia/auséncia
do haplétipo 1*B- Curvas EFS para os pacientes com presencia/auséncia do haplotipo 4*
(adaptado de Dulucg (282)).

4.4.2 Polimorfismos no gene da enzima MTHFR

Apesar de ndo ser diretamente inibida pelo MTX nem pelo MTX-pg, a MTHFR
catalisa a conversédo de 5-10-metilTHF em 5-metil THF, utilizados na reacao de formacéo
de poliaminas inflamatérias. E um dos enzimas onde a atencéo dos investigadores recaiu,
contudo, ainda ndo h& um consenso generalizado sobre a influéncia dos seus
polimorfismos na resposta dos doentes que estdo em terapéutica com o MTX. Existem
dois SNPs que foram ja estudados por varios autores de forma a correlaciona-los com a
eficacia da resposta na doenca (270).

O SNP C677T causa uma substituicdo do AA alanina numa valina no codédo 222
do gene MTHFR, sendo responsavel pela variante rs1801133, este SNP pode levar a perda
de 30-60% da atividade do enzima. Por sua vez o0 SNP A1298C, leva a permuta de uma
glutamina por uma alanina, também no codado 222, que cria a variante rs1801131 (265).

Num estudo de Lima et.al.(283), foram genotipados para 0 SNP C677T, 233
pacientes portugueses com AR administrados com 15mg de MTX por semana. Na tabela
4.6, sdo apresentados os resultados deste estudo de genoma na populagdo em estudo.
Desta tabela € possivel retirar que 105 dos pacientes eram homozigotas de referéncia, 99

eram heterozigotas para a variante e 29 eram homozigotas para a variante.
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Tabela 4.6-Descricdo da populacdo em estudo baseada no seu genétipo para o SNP
C677T (adaptado de lima (283)).

Apo0s a genotipagem, os pacientes foram classificados em dois grupos: pacientes com
resposta e pacientes sem resposta a medicacdo. Esta classificacdo teve como suporte o
indice DAS28. Assim, foram classificados como “Pacientes com resposta” se apds 2
meses 0 seu DAS28<3,2 e como “pacientes sem resposta” se 0 DAS28>3,2. No final da
selecdo foram encontrados 104 pacientes que respondem e 128 pacientes que néo
apresentam resposta a terapéutica. Posteriormente relacionou-se a sua reposta com o

gendtipo que lhe é inerente (ver tabela 4.7).

Tabela 4.7-Correlacdo entre resposta ao MTX com variabilidade para o SNP C677T
(adaptado de Lima (283)) pvalue*- estatisticamente significativo. I.C. — intervalo de

confianca.

_ 52 (49,5) 53 (50,5) Referéncia
46 (46,5) 53 (53,5) 0,662 1,13 (0,65-
7(24,1) 22 (75,9) 0,015 3,08 (1,21

_ 52 (49,5) 53 (50,5) Referéncia
53 (41,4) 75 (58,6) 0,215 1,39 (0,83-

_ 98 (48,0) 106 (52,0) Referéncia
7(24.1) 22 (75,9) 0,015* 2,91 (1,19-
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Como é possivel ver na tabela 4.7, os autores correlacionam o tipo de gendtipo
com a resposta clinica dos doentes. Para homozigotas para a variante (gendtipo TT) existe
um risco aumentado em 3,08 vezes, de ndo obterem resposta ao farmaco quando
comparado com os homozigotas de referéncia. Os portadores do genétipo TT também
apresentam maior risco de falha na terapéutica por comparacéao aos portadores do alelo C
(OR=2,91).

Neste estudo os autores concluem que a variante estd associada a uma potencial

falha de resposta ao MTX, provavelmente pelo decréscimo da atividade intrinseca do

enzima (283).

Varios sdo os estudos concordantes com estas conclusdes (270,284), é também
caso do estudo de Soukup et.al (285), também com pacientes europeus. Neste estudo apds
classificarem 0s pacientes como pacientes com resposta e pacientes sem resposta,

averiguaram a sua resposta em fungdo do seu genétipo.

Assim concluiram que o SNP C677T estara associado a uma reducdo da respostaao MTX,
uma vez que para homozigotas de referencia (677CC) o ADAS28 (DAS28 entre o inicio
do estudo e 6 meses depois) € maior cerca de 0,085 pontos do ADAS28 para 0s pacientes
heterozigotas para a variante (677CT). Estes heterozigotas também foram comparados
com 0s homozigotas para a variante (677TT), sendo que o genotipo TT apresenta o

ADAS?28 1,448 pontos maior que o genotipo CT (ver figura 4.4) (285).

E também analisada a influéncia do SNP A1298C, onde através dos mesmos
métodos de analise, verificaram que existe uma maior probabilidade de ocorrer uma
resposta inadequada para o gendtipo AC por comparacao ao genétipo CC, uma vez que 0
gendtipo CC apresenta um ADAS28 maior cerca de 1,691 pontos (pvalue=0,015).
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Figura 4.4-Comparacao do ADAS28 apds 6 meses de tratamento com os genotipos para os dois
SNP’s (adaptado de Soukup (285)).
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Com estes estudos comprova-se a existéncia de uma relacdo entre os SNPs
apresentados e a eficacia da terapéutica nos doentes caucasiano, ainda que pouco
fundamentada. De seguida s&o analisados os artigos que retratam esta realidade em povos
ndo caucasianos.

Um estudo de Puranik et.at.(286), onde participaram 212 pacientes asiaticos que

foram genotipados e classificados como “pacientes que respondem” e pacientes que nao
respondem” de acordo com a auséncia ou presenga de uma resposta segundo os critérios
ACR50 durante 12 meses e critérios ACR20 durante 6 meses. Assim respondem o0s
pacientes que tiveram apds 12 meses de estudo uma melhoria em 50% dos critérios que
definem a doenca pela ACR e uma melhoria de 20% destes mesmos critérios apds 6 meses
de estudo. Os genomas destes pacientes foram testados para varios polimorfismos, nos
quais estdo inseridos os SNP C677T e A1298C.
Para o SNP C677T os resultados da genotipagem sdo apresentados na tabela 4.8, para o
SNP A1298C os resultados estdo presentes na tabela 4.9. Apds serem conhecidos 0s seus
gendtipos para cada SNP foram classificados conforme a sua resposta, sob os critérios
acima referidos e concluiu-se que apenas para o SNP A1298C a associacao com a resposta
é significativa e que os portadores do alelo A (gen6tipo AA e AC) apresentam uma melhor
eficacia que os portadores do gen6tipo CC, tendo uma probabilidade de 2,6 vezes maior
de reduzir a atividade da doenca pelos critérios ACR50 do que o gendtipo CC
(pvalue=0,02)(286).

Tabela 4.8-Correlacdo dos gendtipos para 0 SNP C677T com o nimero de pacientes em
estudo (adaptado de Puranik (286)).

AA 58
AC 95
cC 64
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Tabela 4.9-Correlacdo dos gendtipos para 0 SNP A1298C com o ndmero pacientes em
estudo (adaptado de Puranik (286)).

CcC 166
CT 49
TT 2

Num outro estudo concordante com estas conclusdes, Tomomi Kato et.al.(287),
genotipou os pacientes japoneses com AR para varios enzimas, na enzima MTHFR
analisaram os SNP’s C677T e A1298C. Para o SNP C677T nao coonseguiram concluir
significativamente a sua influéncia na resposta ao farmaco.

Para o SNP A1298C encontrou-se correlacdo com a resposta ao MTX pelos
pacientes, esta correlacdo é obtida pela analise do indice DAS28 em relacdo ao gendtipo

e esta apresentado na figura 4.5.
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Figura 4.5-Comparagdo do indice DAS28 dos doentes de artrite com 0s seus gendtipos para o
SNP A1298C pvalue= 0.04, (adaptado de Tomomi kato (287)).

Na figura 4.5 foi possivel observar a diferenga nos indices que marcam a atividade
da doenca, para o gendtipo AA o DAS28 é de 3,15+1,15 e para 0s genotipos AC ou CC
(portadores do alelo mutado) o indice DAS28 é de 3,92+1,20. Pode-se concluir que 0s
homozigotas de referéncia (gendtipo AA) apresentam uma atividade da doenca mais
reduzida que os portadores do alelo mutado, pelo que é para o genotipo AA que ha uma
maior eficicia farmacologica com o MTX em monoterapia (287).
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Na quimioterapia antineoplasica, 0s SNPs C677T e A1298C estdo igualmente
relacionados com a eficicia da terapéutica. Num estudo de D’Angelo et.al.(288),
investigaram qual a influéncia destes SNP’s na LLA. Assim, foi demonstrado que o SNP
MTHFR 677 C>T, apresenta um maior risco de eventos adversos apds genotipagem de
todo o grupo de pacientes (p=0,008). No caso do polimorfismo MTHFR 1298A>C néo
foram encontradas diferencas entre os pacientes estratificados por genétipos (p=0,7) (ver
tabela 4.10). Ainda foi verificado que os doentes com o genotipo TT apresentam a maior
percentagem de recaidas comparativamente aos outros doentes genotipados para este
polimorfismo (OR = 2,9; IC 95% = 1,23-6,9; pvalue= 0,01).

Tabela 4.10-Relacdo do numero de doentes com e sem recaidas em funcdo do seu
genotipo para os SNP’s MTHFR 677C>T e 1298 A>C (adaptado de D 'Angelo (288)).

677CC 48 32 (66,6) 16 (33,3)

677CT 71 55 (77,5) 16 (22,5) 0,008
677TT 32 15 (46,8) 17 (53,1)

1298AA 43 30 (69,7) 13 (30,2)

1298AC 83 54 (65) 29 (35) 0,7
1298CC 25 18 (72) 7 (28)

Ainda foi investigada a probabilidade de os doentes terem uma sobrevida
livre da doenca (DSF, do inglés disease-free survival) durante sete anos e uma sobrevida
global (OS, do inglés overall survival). Observaram assim que o0s doentes portadores do
genotipo 677TT tém uma DFS e OS menor que os doentes portadores do alelo 677C,

como ¢é possivel visualizar na figura 4.6.
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Figura 4.6- A-Andlise por Kaplan—Meier das curvas de sobrevida livre de doenca (DFS) durante
7 anos em funcéo dos gendtipos C677T. B- Anélise por Kaplan—Meier das curvas de sobrevida
global (OS) em funcdo dos gendtipos C677T (adaptado de D ’Angelo (288)).

O estudo Ongaro et.at.(289), correlaciona a probabilidade de sobrevivéncia dos doentes
que estdo a fazer quimioterapia de manutencdo com os seus genétipos para MTHFR
677C>T. Neste estudo verificou-se que os doentes portadores do genétipo 677TT tem
uma probabilidade de sobrevivéncia menor ao longo do tempo, do que os doentes
portadores do alelo 677 C (ver figura 4.7)

MTHFR 677C>T

100 ==z=--; s portadores do 677C

===« portadores do 677TT

50 ]

Probabilidade de sobrevivéncia
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Figura 4.7-Andlise por Kaplan-Meier das curvas de probabilidade de sobrevivéncia entre os
doentes dependendo do seu genétipo para 0 MTHFR C677>T (adaptado de Ongaro (289)).

O estudo da eficacia clinica e da influéncia do SNP A1298>C tém ficado
aquém das espectativas, uma vez que existe ainda contradi¢do sobre a sua validade
clinica, tendo sido considerada clinicamente importante apenas a influéncia na
terapéutica do polimorfismo MTHFR C677>T (258).
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4.4.3 Polimorfismos no gene da enzima TYMS

O mecanismo de atuacdo do MTX incluiu a inibicdo do enzima TYMS atraves
das moléculas de MTX-pg. Esta inibicdo impede a sintese de DHF impossibilitando o
normal funcionamento da via dos folatos e da via de sintese de nucleétidos pirimidinicos.
Os polimorfismos nesta enzima tém sido estudados para que se correlacione a sua
variabilidade genética com a resposta a terapéutica com o MTX , tanto em doentes com
AR como em doentes com LLA (258,290).

Foi identificada uma regido polimdrfica na regido 5’ ndo-traduzida (5’-UTR).
Esta regido pode conter um nimero variado de repeticdes tandem (ou seja, lado a lado),
(VNTR, do inglés variable number tandem repeat) de 28 pares de base (bp) , sendo que
os alelos mais frequentes séo os de duas repeticdes (2R) e os de trés repetigdes (3R),
originando as variantes VNTR*2 e VNTR*3.

A variante VNTR*2 apresenta duas cOpias da sequéncia de 28 bp, sendo que esta
presente uma “ACTT-box”. J& a VNTR*3 apresenta trés copias da sequéncia estando
presentes duas “ACTT-box”. Estas “ACTT-box” sdo promotores de transcri¢cdo e como
tal, é possivel a ligacdo da maquinaria de transcricdo do mMRNA do enzima TYMS (ver
figura 4.8). Portanto este polimorfismo parece atuar como um potenciador da expressdo

de mRNA e consequentemente alterar a atividade do enzima (275,291,292)

5 CGATCATGATGTAGAGTGTGGTTATGAACTTTAAAGTTATAGTT 3° 6bp+

ATG 5 CGATCATGATGTAGAGTGTGGTTATGAACT evversersns TTATAGTT3" 6bp-
1494del6
rs34489327~
5UTR > < < 3'UTR
Inverted VNTR 28bp
sequence rs34743033
B oy casnving . » | CCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCG | CCGCGCCACTTCGCCTGCCTCCGTCCCG 37 2R
ACTT- box

Primeira repeticio Segunda repeticio

5’ CCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCG | CCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCG | CCGCGCCACTTCGCCTGCCTCCGTCCCG 3° 3RG

ACTT- box ACTT-box SNP C>G
rs2853542

ACTT- box ACTT- box

Primeira repeticio Segunda repeticio Terceira repetiio

Figura 4.8-Figura esquematica do gene TYMS, onde é possivel visualizar as diversas repeticdes
das 28 bp (VNTR) e as “ACTT-box” (adaptado de Lima (292)).

De facto, comprovou-se que pacientes com o genotipo VNTR*3/VNTR*3 tém uma maior
expressao do mRNA comparados com 0s pacientes com o0 gendtipo VNTR*2/VNTR*2

(291,293). Foi encontrado um SNP de uma G por uma C agregado a segunda repeticdo
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da variante VNTR*3, originando a variante VNTR*3C. Este SNP leva a uma alteracéo
estrutural dos fatores de transcri¢ao na segunda “ACTT-box” afetando assim a transcri¢do
e diminuindo os niveis do enzima na célula (294). Este SNP em conjunto com as variantes
VNTR formam o haplétipo TSER.

As implicagdes destes polimorfismos na resposta ao MTX nos doentes de AR
ainda estdo pouco evidenciadas, sendo que sdo necessarios mais estudos que incidem
nesta matéria. Contudo um estudo de Lima el.al. (292), analisou a resposta a0 MTX em
233 pacientes de AR portugueses que sao tratados com 15 mg de MTX por semana. Estes
pacientes foram agrupados por grupos conforme a sua resposta ao farmaco, sendo que €
considerado um paciente que ndo responde a terapéutica, quando apés duas avaliacdes o
seu indice DAS28 >3,2. Foram correlacionados os seus gendtipos para o polimorfismo
VNTR e para o TSER com a resposta ao MTX, sendo que os resultados estatisticamente

validos encontram-se na tabela 4.11.

Tabela 4.11-Relagdo do gendtipo para o polimorfismo VNTR e haplétipo TSER com a
resposta clinica ao farmaco (adaptado de Lima (292)).

2R/2R 14,3 45,7 REFERENCIA
3R/3R 30,4 69,6 0,018 2,71
Portador do 50,6 49,4 REFERENCIA
alelo 2R
3R/3R 30,4 69,6 0,005 2,34
3RC/3RG 24,0 52,9 0,016 3,52
Portador do 51,3 48,7 REFERENCIA
alelo 2R
Portador do 56 95 0,008 1,79
alelo 3RC

Da analise da tabela pdde-se concluir que: os homozigotas 3R/3R apresentam
um risco 2,71 vezes maior de ndo responder a terapéutica por comparagdo com 0s

homozigotas 2R/2R; também os 3R/3R tém um risco mais elevado de ndo responderem
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a terapéutica, por comparacdo aos portadores do alelo 2R (OR=2,34; pvalue=0,005)
(292). Com isto, os autores concluiram que estes resultados estdo de acordo com a
literatura, visto que, com a variante VNTR 3R* ocorre uma maior transcri¢do do gene e
uma maior concentracdo de TYMS nas células, levando a uma falha de terapéutica, pois
existe maior concentracdo de DHF e o ciclo dos folatos ndo € inibido. Para que estes
doentes obtenham uma resposta terapéutica eficaz, dever-se-a administrar uma dose

maior de MTX em relagdo aos doentes com o gen6tipo 2R/2R (292).

Para o haplotipo TSER, apesar de que na literatura, as variantes VNTR 2R*
e 3RC* conduziriam a uma expressdao semelhante da enzima. Quando comparada a
resposta para o genétipo 3RC/3RG e para o gendtipo 2R/3RG, verifica-se que é o
gendtipo 3RC/3RG que confere maior resisténcia ao MTX (OR=3,2. pvalue=0,016),
revelando um “peso” diferente entre estes alelos na resposta dos doentes, ndo seguindo o

que se observa in vitro (292).

Nos doentes de LLA este gene polimérfico pode ser determinante para 0s
anos de EFS, ou seja, para 0s anos sequentes ao tratamento sem ter uma recaida ou morrer
devido a doenca. Assim Krajinovic et al (295), estudaram o impacto destes polimorfismos
na populacdo oncologica e concluiram que tal como na AR, os homozigotas 3R/3R
apresentam uma eficacia na terapéutica com o MTX por comparacdo aos restantes
gendtipos, uma vez que, 0s homozigotas para a variante VNTR 3R* a presentam uma

menor EFS ao longo do tempo.

Como ja descrito, a substituicdo de uma G por uma C podera levar a uma
menor expressdo dos niveis de TYMS na variante 3RC* do que nas variantes VNTR 2R*
e 3RG*. Estes investigadores também verificaram a veracidade desta hipotese,
associando as trés variantes (2R, 3RG,3RC) com a probabilidade de EFS no mesmo grupo
de doentes. Todos os gendtipos da variante 3R* (3RC/3RC, 3RC/3RG e 3RG/3RG) estdo
em maioria no grupo dos doentes que apresentaram um evento. Apés analise individual
dos genotipos, verificou-se que apesar dos doentes com o genotipo 3RG/3RG
apresentaram uma probabilidade mais baixa de EFS e pior eficicia no tratamento
(P=0,003), os trés subgrupos 3R contribuem todos para um risco maior de evento, ndo
havendo uma diferenca significativa entre eles (295). Concluiram também que, tal como
paraa AR, os portadores do genotipo 3RC/3RC néo apresentam a mesma taxa de resposta
ao MTX que os portadores do genotipo 2R/2R. Estes resultados n&o séo concordantes
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com ideologia tedrica de que, estes gendétipos seriam semelhantes ao nivel da resposta
(295).

Outro polimorfismo foi descoberto, no qual existe uma delecdo de uma
sequéncia de seis bp (TTAAAG) na regidao 3°’UTR, onde se verificou que a presenca desta
delecdo (variante 6bp’), promove uma diminuicdo da estabilidade do mRNA sintetizado
e uma diminuicdo dos niveis de TYMS na celula. No estudo de Lima et.al. (292),
comparou-se a resposta ao MTX com o0s genotipos presentes nos doentes de AR
(6bp*/6bp*, 6bp*6bp™ e Bbp/6bp’). Concluiu-se que, tendo como referéncia o gendtipo
6bp*/6bp*, os portadores dos gendtipos 6bp*6bp- e 6bp/6bp-, apresentam uma pior
resposta, uma vez que estes pacientes estdo presentes com grande frequéncia, 60,8% e
72,7% respetivamente, no grupo que nao apresenta resposta a terapéutica. Os
investigadores analisaram o efeito combinado dos trés polimorfismos, originado seis
hapl6tipos. Observou-se uma pior resposta nos pacientes portadores dos haplétipos
3RC6bp*, 3RC6bp~ e 3RG6bp", pelo que podera ser preciso uma maior dose nestes
doentes (292).

Esta delecdo foi também elucidada no artigo de Krajinovic et.al (295), que
testaram os seus doentes, correlacionando cada haplétipo com a probabilidade de ter um
evento. Assim os doentes foram divididos em seis hapl6tipos e investigou-se a presenca
e a auséncia de eventos nestes hapl6tipos. Concluiram que ocorrem menos eventos nos
doentes que sdo portadores do haplétipo 2R6bp™ enquanto que os doentes com o
haplétipo 3RC6bp* apresentam maior incidéncia de eventos (pvalue=0,04).

4.4.4 Polimorfismos no gene da enzima ATIC
Como ja referido o0 enzima ATIC € inibido diretamente pelo MTX-pg, impedindo
a degradacdo de adenosinas pelo enzima AICAR, levando assim a efeitos anti-

inflamatorios.

Um dos polimorfismos encontrados nos doentes de AR é o SNP C347G no exao
cinco (rs2372536). Este polimorfismo parece levar a uma diminuicdo da enzima ATIC e

uma acumulacdo da AICAR potenciando a degradacéo da adenosina.

Num estudo com pacientes de AR caucasianos Wessels et al.(296), verificaram,
apos genotipagem, que 57% dos portadores do genoétipo 347CC apresentam uma boa
resposta clinica ao MTX (considerado no estudo como DAS28<2,4), enquanto que apenas

38% dos portadores do gendtipo 347GG apresentam a mesma resposta clinica.
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Noutro estudo com caucasianos foi possivel verificar que este SNP ndo influencia apenas
a resposta a medicagdo, mas também, influencia a intensidade dos efeitos adversos que
os doentes sentem com este farmaco (297). Neste estudo Grabar et.al.(297), ndo
verificaram uma associacao significativa entre os portadores do alelo mutado e a eficacia
da resposta. Contudo, chegaram foi a associacdo deste SNP com a ocorréncia de efeitos
adversos nos doentes que eram portadores do alelo G, ou seja, portadores dos gendtipos
347CG e 347GG. Concluiram que estes doentes apresentam um risco maior de sofrerem
toxicidade gastrointestinal, mielossupressdo e problemas hepaticos (pvalue=0,024,
OR=2,497, IC 95% 1,129 — 5,525) (297,298). Este SNP esté associado a falta de
resposta do MTX em caucasianos, embora com pouco evidéncia clinica, ndo tendo
sido verificado em pacientes asiaticos (299), existe portanto uma variabilidade racial

neste gene que ainda ndo foi esclarecida (298).

Outro SNP foi estudado nos pacientes de AR, 0 SNP T675>C (rs4673993), o
qual leva a uma provavel alteracdo da atividade enziméatica da ATIC e ao aumento da

resposta por parte dos portadores do alelo C (300,301).

No estudo de lima et.al.(283), foi correlacionado o efeito deste SNP com a
resposta a0 MTX. Num total de 233 pacientes com AR e com prescri¢do para 15 mg de
MTX por semana, foram genotipados os doentes para 0 SNP675 e classificados conforme
a sua resposta ao farmaco. Desta classificacdo verificaram que dos pacientes com
genotipo 675CC (homozigotas para a variante) 70,8% alcancaram resposta terapéutica,
enquanto que para o genotipo 675TT (homozigotas de referéncia) apenas 43,6%
apresentaram resposta e 56,4% foram considerados resistentes ao MTX. Verificarem
igualmente que, os portadores do alelo T (gendtipo TC e TT) apresentam um risco
acrescido (OR=5,16, pvalue=0,013) de ndo responderem a terapéutica do que o0s

portadores do gendtipo CC.

Com estes resultados, os autores apesar de afirmarem a falta de estudos sobre o que
provocara este SNP no fen6tipo do enzima, concluiram que ser portador do alelo mutado,
poderd levar a uma diminuicdo da degradacdo da adenosina potenciando o seu efeito anti-

inflamatdrio (283).

Num estudo de Owen et.al. (278), encontraram 4 SNPs associados a resposta
do farmaco. Dois destes SNPs estdo em desequilibrio de ligacdo: rs12995526 T>C, e

rs7563206 C>T, levando a uma ineficacia terapéutica nos portadores dos alelos mutados.
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Outro SNP na regido 5’UTR: rs16853834 C>T, que esta associado com uma resposta
fraca aos MTX e por fim o SNP rs3821353 G>T, no qual associaram 0s portadores do

alelo mutado a uma resposta terapéutica mais eficaz.

Através do estudo de Salazar et.al. (302), verificou-se que os SNPs
rs16853826 G>A e rs10197559 C>T estdo associados a incidéncia dos efeitos adversos
do MTX.. Na figura 5.5 e 5.6 estdo presentes as probabilidades do abandono da

terapéutica por parte dos portadores dos varios genotipos destes SNP’s.

Como é possivel visualizar nas figuras seguintes, para o caso do SNP s16853826
G>A os portadores do genétipo G/G apresentam uma probabilidade mais baixa de
descontinuarem a terapéutica por sofrerem de efeitos adversos, isto querera dizer, que 0s
doentes portadores do alelo mutado (A/G ou A/A) possuem uma incidéncia maior de
efeitos adversos. J& para 0 SNP rs10197559 C>T o resultado é diferente, neste caso, 0s
portadores do genotipo C/C incorrem numa probabilidade mais elevada de abandono da
terapéutica e por consequente, uma maior incidéncia dos efeitos adversos (ver figura 4.9
e 4.10) (302).

ATIC rs16853826

1.04 ¢
h\j‘ A/G ou A/A

0.8+

-

0.6

G/G
0.4+

Probabilidade

0.2

0.0 p=0.039

T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (meses)

Figura 4.9-Probabilidade de descontinuacdo do MTX por toxicidade, conforme a variabilidade
genética no SNP 516853826 G>A (adaptado de Salazar (302).
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Figura 4.10-Probabilidade de descontinuagdo do MTX por toxicidade, conforme a variabilidade
genética no SNP rs10197559 C>T (adaptado de Salazar (302)).

Sdo vérios os investigadores que se dedicam sobre a influéncia dos
polimorfismos genéticos na resposta ao MTX, tanto na AR como no cancro, sendo que
s&o encontradas diversas alteracdes que se manifestam de inimeras maneiras. E ainda
necessario trabalho investigacional na area de forma a consolidar quais 0s genes que
poderiam ser genotipados para ocorrer uma terapéutica mais individualizada a cada

doente.
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5 Conclusao

A area da farmacogenomica esta aceite como uma ferramenta de auxilio e apoio
a prética clinica, pelo que é de total relevancia a sua aplicagdo nas mais diversas
patologias. Na AR ndo é ainda uma prética comum, pois a compreensdo cientifica desta
patologia é ainda pequena, sobretudo nos mecanismos fisiopatoldgicos que originam a

doenca.

Né&o obstante, tem-se vindo a acumular conhecimentos que se traduzem em mais
valias terapéuticas, potenciando uma remissdo da doenca e aumentando os anos de vida
com qualidade dos doentes. E nesta terapéutica que a farmacogendmica é importante,
uma vez que, apesar de nao potenciarem a cura, os diversos polimorfismos influenciam a
resposta dos doentes. Esta influéncia nem sempre é benéfica, é verdade, mas como visto
neste trabalho, existem varios polimorfismos que potenciam a resposta., levando a um
aumento da percentagem de doentes que entram em remissédo, pelo que e apesar de ainda
pouco estudado, esta abordagem podera fazer diferenca no futuro destes doentes. Por
outro lado, a identificagdo de polimorfismos que tém uma influéncia negativa na resposta
pode ser também de utilidade, uma vez que podem identificar-se os doentes que poderiam
ser poupados a estratégias de tentativa-e-erro (e eventual toxicidade) e utilizar nessas

situagdes outras alternativas terapéuticas.

Dentro dos estudos ja efetuados ha ainda muita discrepancia nos resultados,
abrindo caminho a lacunas no conhecimento. Estas lacunas tém de ser preenchidas e para
tal, € necessario replicar os estudos promissores, eliminando possiveis vieses como 0
namero reduzido de doentes, desenhar outros estudos para que se abranja ndo sO as

enzimas apontadas neste trabalho, mas, outras possiveis candidatas.

Apesar deste trabalho ser dedicado & AR, houve recolha de informag&o cientifica
dos mesmos polimorfismos para o cancro, de tal forma, foi possivel comparar a resposta
em patologias diferentes e acima de tudo em doses opostas. Chegou-se a conclusao que,
apesar da resposta ser avaliada com parametros diferentes, variabilidade genética dos
enzimas é muito semelhante entre as patologias e que a resposta normalmente, tende a ser

equiparavel.

Em suma, serve o presente trabalho como ferramenta de elucidacgdo sobre o que ja
se demonstrou e o que falta demonstrar na doenca, e na sua terapéutica. Sendo fulcral,

uma maior incidéncia dos estudos na patologia em si, traduzindo-se posteriormente, em
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estratégias terapéuticas eficazes e de preferéncia, ajustadas a variabilidade genética

verificada entre os doentes.
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