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Resumo

As leucemias agudas sdo doengas raras, quando comparadas com outros tipos de
neoplasias constituindo, no entanto, a doenca maligna mais comum na infancia. Sao
responsaveis por 30% de todos os tipos de cancros diagnosticados em criangas menores de
15 anos em paises industrializados. Enquanto que a leucemia linfoblastica aguda apresenta
uma taxa de incidéncia superior em criangas até aos 15 anos, correspondendo a cerca de
80% das leucemias em criancas e adolescentes, a leucemia mieloide aguda € rara abaixo
dos 40 anos, sendo que a sua incidéncia aumenta progressivamente com a idade.

As estratégias atuais de tratamento dividem a terapéutica em duas etapas: a primeira
possui como objetivo induzir a remissdo da doenca e a segunda consiste numa terapéutica
de pbs-remissdo com o objetivo de erradicar a doenca residual minima, evitar recidivas e
promover a cura.

Apo0s anos de pesquisa na area da farmacogenomica, observa-se que as diferencas
genéticas entre individuos podem explicar alguma da variabilidade observada na
farmacocinética, eficacia e toxicidade de alguns farmacos. Embora muitos estudos
relacionem diferentes respostas farmacologicas com a variabilidade genética, a maioria
daqueles aplicam-se a populacdo adulta pelo que a atencdo dada a populacdo pediatrica
tem sido muito menor. Assim, o aperfeicoamento na terapéutica das leucemias agudas é
urgente.

Atualmente encontra-se perfeitamente estabelecida a relacdo entre reacdes adversas a
6-mercaptopurina e polimorfismos no gene que codifica para a enzima tiopurina s-
metiltransferase, sendo um dos poucos exemplos na area da farmacogenética a ser

“traduzido” para a pratica clinica.

Palavras-chave: leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieldide aguda,
farmacogendmica,  polimorfismos,  tiopurina  s-metiltransferase,  quimioterapia

antileucémica.




Abstract

Acute leukemia are rare as compared to other types of malignancies, constituting,
however, the most common malignancy in childhood. It is responsible for 30% of all
cancers diagnosed in children under 15 years in industrialized countries. Whereas, acute
lymphoblastic leukemia has a higher incidence rate in children up to 15 years, accounting
for about 80% of all leukemias in children and adolescents, acute myeloid leukemia is rare
under 40 years, and its incidence increases with age.

Current chemotherapy treatment is divided into two stages: the first has the objective
of remission induction and the second is a post-remission therapy with the goal of
eradicating minimal residual disease, preventing relapses and promoting healing.

After years of pharmacogenomics research, we have learned that genetic differences
among individuals can explain some of the variability observed in the pharmacokinetics,
efficacy, and toxicity of some drugs.

An increasing number of examples describing differences in drug response as a result
of genetic polymorphisms and gene expression have been published, but most of
these reports include only adult individuals. Few studies deal with pharmacogenomics
of children. Therefore, further improvement of childhood leukemia therapy is urgently
needed. The relationship between the adverse reactions to 6-mercaptopurine and
polymorphisms in the gene coding for the enzyme thiopurine s- methyltransferase is well
established, becoming one of a small number of examples in pharmacogenomics to be

‘translated’ into routine clinical care.

Keywords:  acute  lymphoblastic  leukemia, acute  myeloid leukemia,
pharmacogenomics, polymorphisms, thiopurine s-methyltransferase, antileukemic

chemotherapy.




Indice

Agradecimentos

Resumo
Abstract
Acronimos

Seccdo | - Introducéo

1. Leucemias agudas

1.1.

Classificacédo
1.1.1.Leucemia mieloide aguda
1.1.2.Leucemia linfoblastica aguda

1.2.  Epidemologia
1.3. Etiologia
1.4.  Diagnostico
1.5.  Progndstico
2. Quimioterapia das leucemias agudas
2.1.  Antimetabolitos
2.1.1. Antifolato- Metotrexato
2.1.1.1.Mecanismo de accéo
2.1.1.2.Farmacocinética
2.1.2.Analogos de purinas
2.1.2.1.Mecanismo de acéo
2.1.2.2.Farmacocinética
2.1.3. Analogos de pirimidinas
2.1.3.1.Mecanismo de acéo
2.1.3.2.Farmacocinética
2.2.  Citotdxicos que interferem com a tubulina
2.3.  Antibidticos Antraciclicos
2.3.1.Vias metabolicas
2.3.2.Mecanismo de acéao
2.3.3.Farmacocinética
2.4. ReacOes Adversas

o O W w N -

12
15
18
20
20
20
22
23
23
24
25
25
26
27
28
29
29
31
31




3. Principios gerais da Farmacogendmica
3.1. Enzimas de fase |
3.1.1.Citocromo P450
3.1.1.1.Aspetos moleculares dos polimorfismos
genéticos do CYP P450
3.1.2.Aldeido desidrogenase
3.2. Enzimas de fase Il
3.2.1.UDP-Glucuronosiltransferases
3.2.2.Glutationa S-transferases
3.2.3.Tiopurina S-metiltransferase
3.3.  Transportadores
3.3.1.Transportadores de Influxo
3.3.2.Transportadores de Efluxo

Seccdo Il - A Influéncia da farmacogendmica na terapéutica das
leucemias agudas
1.Farmacogenomica na terapéutica das leucemias agudas
1.1. A Farmacogendmica na terapéutica com o metotrexato
1.1.1.Polimorfismos nos genes envolvidos na via
dos folatos
1.1.2.Polimorfismos nos genes envolvidos no
transporte de metotrexato
1.2.A Farmacogenomica na terapéutica com tiopurinas
1.2.1.Polimorfismos nos genes envolvidos no
metabolismo de tiopurinas
1.3.A Farmacogenomica na terapéutica com citarabina
1.3.1. Polimorfismos nos genes envolvidos no
transporte da citarabina
1.3.2.Polimorfismos nos genes envolvidos no
metabolismo da citarabina
1.4. A Farmacogendmica na terapéutica com a vincristina
1.5. A Farmacogendmica na terapéutica com antibioticos

antraciclicos

34
34
34
37

39
39
40
41
42
44
44
45

48

49

50

50

66

74
74

85
86

88

96
100




1.5.1. Polimorfismos nos genes envolvidos no transporte 101
de antibioticos antraciclicos

1.5.2. Polimorfismos nos genes envolvidos no 103
metabolismo de antibidticos antraciclicos

Conclusao 107
Referéncias Bibliograficas 108
AnNexos 121

Indice de Figuras
Seccdo | — Introducéo

Figura 2.1. Vias metabolicas envolvendo o farmaco ara-C 26

Figura 2.2. Mecanismo de ac¢do da vincristina dentro da célula tumoral 28

Figura 3.1. Estruturas secundaria e terciaria do citocromo microssomal 36
humano P450 3A4 determinadas por cristalografia de raios-X.

Figura 3.2. Reacdo de conjugacdo de UDPGA com um substrato 40
nucleofilo catalisado pela UGT levando a formacéo de
B-D-glucuronido e uridina difosfato.

Figura 3.3. Formacdo de glutationa-S-conjugada. 42

Figura 3.4. Esquema simplificado do metabolismo da 6-mercaptopurina 43

Figura 3.5. Representacdo esquematica do alelo wild-type parao gene 44
da TPMT e para dois dos alelos variantes

Figura 3.6. Topologia de transportadores ABC e modelo do 46

mecanismo de transporte

Seccdo I1- A influéncia da farmacogendmica na terapéutica das leucemias agudas

Figura 1.1. Curvas de sobrevida livre de doenca e sobrevida 52
global em 7 anos de follow-up para os diferentes
genotipos de MTHFR 677C>T

Figura 1.2. Representacdo esquematica de polimorfismos no promotor 56

do gene DHFR com as respetivas frequéncias alélicas minimas




Figura 1.3 Curvas de sobrevida livre de evento para os doentes
com LLA de acordo com o genétipo para DHFR

Figura 1.4 Curvas sobrevida livre de evento para os doentes com LLA
de acordo com o genotipo para DHFR.

Figura 1.5 Transcrigdo de ARNm de acordo com 0s genotipos
e haplétipos de DHFR

Figura 1.6 Organizagdo do gene DHFR humano

Figura 1.7 Representacdo esquematica de polimorfismos
localizados na regido do promotor do gene DHFR

Figura 1.8 Graficos de subtipos do haplétipo *1 em relagdo
aos niveis de ARNm

Figura 1.9. Associacdo de diferentes genotipos para o polimorfismo
SLCO1B1 rs11045879 com a depuracéo plasmatica
de metotrexato

Figura 1.10 Associagdo do polimorfismo rs11045879 no
gene SLCO1B1 79 com toxicidade gastrointestinal

Figura 1.11 Mecanismo de acdo do MTX na via metabolica dos folatos

Figura 1.12 Histograma da distribuicdo da frequéncia da
atividade da enzima TPMT em eritrocitos

Figura 1.13 Individualizacdo da dose de mercaptopurina de acordo
com o genotipo de TPMT

Figura 1.14 Curvas da incidéncia cumulativa de neutropenia febril
de acordo com o gendtipo de ITPA durante a quimioterapia
de manutencéo.

Figura 1.15 Gréfico do Odds ratio da toxicidade em fungéo
dos gendtipos de TPMT e ITPA, em criangas com LLA

Figura 1.16 Expressdo de ARNm hENT1 em relacédo
a sensibilidade a ara-C in vitro

Figura 1.17 Citotoxicidade de ara-C em populacdes caucasianas
(CEU) e africanas (YRI) em funcdo do gendtipo.

Figura 1.18. Analise da expressdo de ARNm DCK

56

57

58

59
60

61

71

72

73
75

76

81

83

87

90

Vil



Indice de Tabelas

Seccdo | — Introducéo

Tabela 1.1. Dados de incidéncia e mortalidade de leucemias para
todas as idades referentes a 2008.

Tabela 1.2. Incidéncia, mortalidade e prevaléncia estimadas
para ambos 0s sexos em Portugal no ano de 2012.

Tabela 2.1. Transportadores de influxo responsaveis pela entrada

do MTX nos enterdcitos, células renais e hepatécitos
Tabela 2.2. Transportadores de efluxo responsaveis pela saida

do MTX nos enterocitos, células renais e hepatocitos

10

22

22

Seccdo I1- A influéncia da farmacogendmica na terapéutica das leucemias agudas

Tabela 1.1. NUmero de casos de doentes com e sem recaida
da doenca em funcdo do genotipo de MTHFR para 0s
polimorfismos 677C> T e 1298A> C

Tabela 1.2. Efeito do gendtipo TPMT/ITPA nas concentracdes
dos metabolitos TGN e MMPN em células da medula 6ssea em
doentes tratados com uma dose Unica de 6-MP IV e em eritrocitos
durante a fase de manutencéo

Tabela 1.3. Efeito do gendtipo de TPMT/ITPA na incidéncia
de toxicidade, durante a fase de manutencéo, de acordo com dois
protocolos de tratamento diferentes.

Tabela 1.4. Mortalidade relacionada com o tratamento com ara-C
nas diferentes fases de quimioterapia de acordo com

0 gendtipo para CDA A79C.

52

80

81

93

viii



Indice de Quadros

Seccdo | - Introducéo

Quadro 1.1. Classificacdo da leucemia mieloide aguda segundo a OMS 4

Quadro 1.2. A classificagdo da leucemia mieloide aguda segundo
o sistema FAB

Quadro 1.3. Classificacdo FAB da leucemia linfoblastica aguda

Quadro 1.4. ManifestacOes clinicas das leucemias agudas.

Quadro 1.5. Progndstico da leucemia mieloide aguda de acordo
com alguns factores de risco

Quadro 1.6. Progndstico da leucemia linfoblastica aguda de

acordo com trés categorias de risco de recidiva.

5

13

17




Acronimos

6- MP — 6- Mercaptopurina

6- TG — 6- Tioguanina

6-MMPN — 6- Metilmercaptopurina (6-Methylmercaptopurine)
6-TGN — Nucledtidos de 6- Tioguanina (6-Thioguanine Nucleotide)
ABC — Transportador de efluxo com dominio de ligacdo ao trifosfato de adenosina (ATP-binding cassette)
ABCB1, MDR1 — (Multi-drug resistance)

ABCG2, BCRP - Proteina de Resisténcia ao Cancro da Mama (Breast Cancer Resistance Protein)
AKR — Aldo-ceto Redutase (Aldo-Keto Reductase)

ALDH — Aldeido Desidrogenase (Aldehyde Dehydrogenase)

AR — Artrite Reumatoide

Ara-C — Arabinofuranosil Citosina (Arabinofuranosyl Cytidine)
Ara-CMP — 5'-Monophosphate Cytosine Arabinoside

Ara-CTP -Arabinofuranosylcytosine Triphosphate

Ara-U —Arabinoside Uracil

ARNmM — ARN mensageiro

ASR - Age Standardised Rate

ATP — Trifosfato de Adenosina (Adenosine Triphosphate)

ATRA — Acido All-Trans Retin6ico (All-Trans-Retinoic Acid)
AUC — Area Sob a Curva (Area Under The Curve)

AZA — Azatioprina

CAT - Catalase

CBR - Carbonil Redutase (Human Carbonyl Reductase)

CCG — Children’s Cancer Group

CCNDL1 - Ciclina D1

CDA - Citidina Desaminase (Cytidine Deaminase)

CNV — Variagdo do Namero de Copias (Copy-number variations)
COMT - Catecol- O- Metiltransferase (Catechol-O-Methyltransferase)
CVD - Coagulacdo Vascular Disseminada

DAMPA — 4-amino-4-deoxy-N-methylpteroic acid

DCK - Desoxicitidina Cinase (Deoxycytidine kinase)

dCTP — Deoxycytidine Triphosphate

DFS — Sobrevida Livre de Doenca (Disease-free survival)

DHF — Dihidrofolato

DHFR - Dihidrofolato Reductase (Dihydrofolate reductase)

DNR - Daunorrubicina

DOX — Doxorrubicina

DOXol — Doxorrubicinol

EFS — Sobrevida Livre de Evento (Event-free survival)




FAB — Franco-Anglo-Americana

FPGs — Folilpoliglutamato Sintetase (Folylpolyglutamyl synthase)

G- CSF - Granulocyte Colony-Stimulating Factor

GGH - Gama Glutamil Hidrolase (Gamma-Glutamyl Hydrolase)

GI — Gastrointestinal

GPX - Glutationa Peroxidase

GSTs — Glutationa S-Tranferases (Glutathione S-Transferases)

HIF1 —Hypoxia Inducible Factor

HLA-DR — Antigénios de Leucdcitos Humanos de classe 1l (Human Leukocyte Antigens -DR)
HR — Taxa de Risco (Hazard Ratio)

HTLV-I — Virus Linfotrépico da célula T humana do tipo | (Human T Lymphotropic Virus type I)
IARC — Agéncia Internacional de Pesquisas no Cancro (International Agency for Reserach on Cancer)
IDA-DCTER - Idarrubicina, Dexametasona, Citarabina, Tioguanina, Etoposido e Daunorrubicina
IDA-FLAG - Idarrubicina, Fludarabina, Ara-C, G-CSF

IPO — Instituto Portugués de Oncologia

IT — Intratecal

ITPA — Inosina Trifosfato Pirofosfatase (Inosine Triphosphate Pyrophosphatase)

IV — Intravenoso

LLA - Leucemia Linfoblastica Aguda

LMA — Leucemia Mieloide Aguda

LPA — Leucemia Promielocitica Aguda

MiARN — micro ARN

MRT - Mortalidade Relacionada com o Tratamento

MTHFR —Metilenotetrahidrofolato Redutase (Methylenetetrahydrofolate Reductase)

MTRR - (Methionine Synthase Reductase)

MTX — Metotrexato

MTX-PGS — (Methotrexate polyglutamates)

NADPH - Fosfato do Dinucledtido de Nicotinamida e Adenina (Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate)

NATSs — N-Acetil Transferase (N-acetyltransferase)

NBD — Dominio de Ligacao a Nuclettidos

NOS — Oxido Nitrico Sintases (Nitric Acid Synthases)

NQO - Desidrogenase Citosolica

OATP - Transportador de Anides Organicos (Organic Anion Transporter Protein)

OMS - Organizac¢do Mundial de Saude

OR - Odds Ratio

OS - Sobrevida Global (Overall survival)

PAS — Acido Peri6dico de Schiff (Periodic Acid Schiff)

Pgp — Glicoproteina- P (P-glycoprotein)

RARa — Recetor a do Acido Retindico

RISC — Complexo de silenciamento induzido no ARN

Xi



ROS — Espécies Reativas de Oxigénio

SLC19A1, RFCL1 — Transportador de Solutos 19A1 (Solute Carrier 19A1)

Smlg — Imunoglobulina na superficie da membrana (Surface membrane immunoglobulin)
SNC - Sistema Nervoso Central

SNP — Polimorfismos de um Unico Nucleétido (Single Nucleotide Polymorphism)
SOD - Superoxido Dismutase

SRS1 — Local de Reconhecimento do Substrato 1 (Substrate Recognition Sites 1)
SULTSs — Sulfotransferases

TdGTP — Tiodesoxiguanosina trifosfato

TdT — Desoxinucleotidil-terminal Transferases (Terminal deoxynucleotidyl Transferase)
TGMP — Tioguanosina Monofosfato (6-Thioguanine Monophosphate)

THF — Tetrahidrofolato

TIMP —Tionosina Monofosfato (Tionosine Monophosphate)

TMD — Dominio Transmembranar

TOP2 — Topoisomerase 2

TPMT —Tiopurina S- Metiltransferase

TS — Timidilato Sintase (Thymidylate Synthase)

UDPGA - Uridina- 5’- difosfato —a- D-acido glucurénico

UGTs — UDP-Glucoroniltransferases

VNTR — Variable Number Tandem Repeat

XO — Xantina Oxidase

MTIMF — 6-metiltioinosinato

xii


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CCkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FTerminal_deoxynucleotidyl_transferase&ei=nT5CUrCfIciN7Qas14DgBA&usg=AFQjCNH3c4iXlEwvbif3KpWEFkNhnjEm_Q&sig2=vQs0eB2Brs8NnVRhPQzl5A&bvm=bv.53077864,d.ZG4

Seccao | - Introducéo




Farmacogendmica na Terapéutica das Leucemias Agudas

1. Leucemias agudas

A primeira descricdo de um caso de leucemia publicado na literatura médica data
de 1827 contudo, apenas em 1945 Rudolf Virchow e John Hughes Bennett, em relatos
distintos, descreveram esta condi¢do patologica. O termo “leucemia” (do grego leukos,
"branco"; aima, "sangue™) foi atribuido por Virchow em 1856. Este afamado patologista
alemdo distinguiu leucemia de leucocitose e descreveu dois tipos: leucemia esplénica,
associada com esplenomegalia, e leucemia linfatica e classificou-os de acordo com a
sua morfologia celular. Nos anos seguintes, a leucemia aguda foi descrita por Friedreich
e em 1878 Neumann estabeleceu a existéncia de leucemia mieloide (Pui, CH., 2012).
Mais tarde em 1889, Wilhelm Ebstein introduziu o termo “leucemias agudas” para
diferenciar as leucemias fatais e de rapida progressdo das formas cronicas (News
Medical, s.d.).

Em 1891 Paul Ehrlich desenvolveu métodos de coloracdo que permitiram a
diferenciacé@o de leucocitos. As leucemias esplénica e mieloblastica foram reconhecidas
como sendo a mesma doenca originada a partir de um precursor mieloide. Por volta de
1913, a leucemia seria classificada como linfocitica cronica, mieloblastica cronica,
linfocitica aguda, mieloblastica aguda e eritroleucemia. Estes avangos permitiram nao
S0 que a classificacdo das leucemias fosse redefinida, como lancaram luz acerca da
natureza da hematopoiese. A prevaléncia de leucemias agudas durante a infancia,
especialmente entre 1 e 5 anos de idade, foi reconhecida em 1917.

O progresso na descricdo das leucemias continuou paralelamente ao
desenvolvimento de novas tecnologias como a microscopia eletrdnica, andlise
cromossOmica, imunofenotipagem e genotipagem molecular. Com a introducdo de
novas tecnologias foi possivel associar muitas alteracbes cromossémicas com tipos
especificos de leucemias agudas e a sua aplicacdo resultou em uma genotipagem
molecular das células leucémicas ndo somente ao nivel do diagndstico como também ao
nivel do prognostico, na detecdo de células residuais de clones leucémicos. Além disto,
também anticorpos monoclonais para antigénios na superficie de leucocitos foram

desenvolvidos tornando possivel a classificacdo imunofenotipica de células leucémicas.


http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_grega
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A imunofenotipagem de células leucémicas com anticorpos monoclonais permitiu
separar a linhagem linfoide em precursores B, células B e células T, ajudando, também,
a classificar oito tipos de leucemias mieloides e contribuindo para identificar uma vasta
variedade bifenotipica. A classificacdo genotipica por analise cromossémica, técnicas
de reacdes de polimerizagcdo em cadeia (PCR) e hibridacéo in situ fluorescente permitiu,
por sua vez, uma definicdo genética molecular das leucemias.

Durante os Ultimos 25 anos, surgiu a importancia de caracterizar ndo s6 a doenca
mas também os doentes com leucemia através de caracteristicas como a idade, género,
etnia, dieta alimentar, estado socioecondémico, a resposta a terapéutica e polimorfismos
genéticos. Em sintese, a histdria da leucemia dos ultimos 150 anos ilustra o progresso
na compreensdo das leucemias paralelamente ao desenvolvimento e aplicacdo de novas
tecnologias (Pui, CH., 2012).

1.1. Classificacao

As leucemias agudas sdo um grupo de doencas bastante heterogéneo com
caracteristicas clinicas, morfoldgicas, imunologicas e moleculares distintas,
caracterizado pela transformacéo neoplésica maligna e proliferacdo descontrolada ao
nivel das células precursoras imaturas do sistema hematopoiético — blastos. Como
consequéncia, ocorre a acumulacéo destas células na medula 0ssea e sangue periférico
podendo estas migrar e invadir outros 6rgdaos. O comprometimento da linha mieloide,
dara origem a leucemia mieloide aguda (LMA) pelo contrério, se tal ocorrer na linha
linfoide resultarda em leucemia linfoide aguda (também designada de leucemia
linfoblastica aguda) (LLA) (Walter, R. et al., 2013; Chang, H. et al., 2004).

Existem dois sistemas principais que sdo utilizados para a classificacdo dos
subtipos de LMA e LLA. Um destes é o sistema convencional de classificacdo franco-
anglo-americano (FAB), desenvolvido na década de 1970, com base em caracteristicas
morfologicas e citoquimicas das células leucémicas. No entanto, a importancia da
citogenética tornou-se evidente, e 0s conhecimentos nesta area, o reconhecimento da
diversidade das alteragdes moleculares e a compreenséo da biologia da doenca levaram
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a desenvolver uma nova classificacdo (Walter,
R. et al.,, 2013). A classificacdo da OMS inclui diferentes grupos biologicamente

distintos com base no imunofendtipo, caracteristicas clinicas, alteragdes citogenéticas e
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moleculares além da morfologia, em contraste com a classificacdo FAB. A classificacdo
da OMS foi a primeira classificacdo da leucemia a considerar as caracteristicas
genéticas juntamente com as caracteristicas morfologicas para definir diferentes
subconjuntos de leucemias e €, atualmente, a mais moderna classificacdo utilizada. Nao
obstante, ainda hoje grande parte da literatura recente e alguns estudos em curso
utilizam a classificagdo FAB (Fauci, A. et al., 2008).

1.1.1. Leucemia mieloide aguda

A LMA ¢ classificada, em termos gerais, de acordo com a morfologia das células
leucémicas, marcadores da superficie celular e citogenética.

A classificacdo da OMS foi a primeira classificacdo da LMA a incorporar uma
componente genética, cromossomica e molecular. Segundo este sistema de classificagéo
a LMA é subclassificada com base na presenca ou na auséncia de alteracbes genéticas
especificas. A leucemia promielocitica aguda (LPA), por exemplo, é assim classificada
com base na presenca do rearranjo citogenético t (15;17) (q22, q12) ou do produto da
translocacdo, PML / RARa resultante da fusdo do fator de transcricdo (PML) no
cromossoma 15 com o gene do recetor alfa do acido retindico (RARa) no cromossoma
17. Os recentes avangos na biologia molecular mostraram que os varios subtipos de
LMA comportam-se de forma diferente e, portanto, ndo devem ser tratados da mesma
forma. Doses terapéuticas de acido all-trans-retingico tém sido utilizadas com sucesso
para induzir a remissdo de doentes com LPA. Assim, a classificacdo da OMS separa
LPA de todos os outros tipos de LMA.

O imunofendtipo destas células pode ser estudado através de citometria de fluxo
ap0s a marcacdo das células com anticorpos monoclonais para 0s antigénios da
superficie celular. Deste modo, podera ser possivel diferenciar a LMA da LLA assim
como identificar alguns tipos de LMA através deste método. Por exemplo, a leucemia
megacarioblastica aguda muitas vezes pode ser diagnosticada apenas através da
expressdo de um dos antigenios especificos de plaguetas, CD41 e / ou CD61. Por outro
lado, a OMS leva também em consideracdo as caracteristicas clinicas, identifica e
classifica a LMA relacionada com farmacos como uma entidade separada e
subclassifica este grupo com base nos tipos especificos de quimioterapia previamente

recebida. Além disto, a LMA com displasia em varias linhagens é classificada com base
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na presenca ou na auséncia de um antecedente de sindrome mielodisplasico. Essas
caracteristicas clinicas contribuem nédo apenas para a classificagdo mas também para o
progndstico de cada subtipo especifico de LMA. Esta classificacdo pode ser observada
no quadro 1.1. (Fauci, A. et al., 2008).

Quadro 1.1 — Classificagdo da leucemia mieloide aguda segundo a OMS (Adaptado
de Fauci, A. et al., 2008).

Classificagdo Organizacdo Mundial de Sadde (OMS)

I LMA com recorrentes alteragdes genéticas
LMA com t(8;21)(q22;q22); RUNX1/RUNXITL
LMA com eosinofilos anormais na medula dssea
[invil6){pl3q22 out{l6;16)(pl3;022);CBCF/MIYH11]
Leucemia Promielocitica aguda
[LMA com £(15;17){q22;012){LPM/RARA e variantes]
LMA com alteragoes 1123

Il LMA com displasia de varias linhagens:
- apés sindrome mielodisplasica ou sindrome
mielodisplasica/desordem mieloproliferativa
- zem antecedentes de sindrome mieloedisplasica

1. LMA e sindromes mielodisplasicas relacionadas com farmacos
- relacionados com agentes alquilantes
- relacionados com inibidores de topoisomerase 11
- Outros tipos

. LMA ndo categorizada
LMA minimamente diferenciada
LMA sem maturagdo
LMA com maturacio
Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monocitica e monoblastica aguda
Leucemia eritrdide aguda
Leucemia megacariobldstica aguda
Leucemia basofilica aguda
Sarcoma mieldide
Panmielose aguda com mielofibrose

De acordo com o sistema de classificacdo FAB, a LMA ¢ dividida em oito subtipos,
segundo a morfologia e histoquimica das células leucémicas, conforme o descrito no
quadro 1.2.

As células de LMA possuem cromatina nuclear finamente granular, nucléolos
multiplos e granulos azuréfilos citoplasmaticos. Os subtipos de MO a M3 refletem graus
crescentes de maturacdo e M4 e M5 possuem algum grau de diferenciacdo monocitica.
A alteracdo genética mais comum na LMA-M1 ¢ a translocacédo t (9;22) (q34;911).

O subtipo M3, correspondente a LPA, possui blastos grandes com citoplasma
abundante e o nucleo é, geralmente, irregular bilobado ou recortado com um nucléolo

visivel em cada lobo. O citoplasma possui grandes granulos, sdo visiveis também
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bastonetes de Auer distribuidos aleatoriamente no citoplasma mas ndo estdo presentes
em todos os casos. Acredita-se que a libertacdo de um grande nimero de granulos
promielociticos contendo um pro-coagulante pode originar coagulacdo intravascular
disseminada (CVD), sendo esta a complicacdo mais grave decorrente da LPA. A LMA-
M3 com t (15,17) é geralmente caracterizada pela associacdo de marcadores linfoides,
CD2 e CD19, com marcadores mieloides. Os subtipos M1-M4 contém mieloperoxidase,
enquanto que M4 e M5 tém a enzima monocitica esterase inespecifica. Alguns casos de
M4 sdo caraterizados pelo aumento de eosinéfilos na medula Gssea e é assim
classificada de LMA Mde. A eritroleucemia (M6) tem caracteristicas da linhagem
eritroide. A citoquimica dos eritroblastos apresenta reacdo com acido periédico de Schiff
(periodic acid Schiff - PAS) negativa, as células blasticas expressam uma variedade de
antigénios da linha mieloide, como CD13 e CD33. Variantes de M6 podem ser
detetadas pela expressdo de glicoforina A e auséncia de marcadores mieloides. A
leucemia megacarioblastica (M7) € rara, ocorre como uma transformacgéo da leucemia
granulocitica crénica e da sindrome mielodisplasica. N&o existe uma Unica alteracao
cromossomica relacionada com a LMA-M7, com a exce¢do de t (1,22) (q13;913),
encontrada quase exclusivamente em criancas com idade inferior aos 18 meses e sem
sindrome de Down (Antica, M., 2011). Mais detalhes sobre os diferentes subtipos de

LMA encontram-se no anexo A.

Quadro 1.2 - A Classificacdo da leucemia mieloide aguda segundo o sistema FAB
(Adaptado de Fauci, A. et al., 2008).

Classificagdo FAB (Franco-anglo-americana) Incidéncia
MO: Leucemia minimamente diferenciada 5%

M1: Leucemia mieloblastica sem maturagdo 20%
M2: Leucemia mielohlastica com maturacdo 30%
M3: Leucemia promielocitica hipergranular 10%
M4: Leucemia mielomonocitica 20%
M4Eo: Variante: aumento eosindfilos anormais na medula dssea

M5: Leucemia monocitica 10%
Me6: Eritroleucemia (doenca de DiGuglielmo) 4%

M7: Leucemia megacarichlastica 1%



Farmacogendmica na Terapéutica das Leucemias Agudas

1.1.2. Leucemia linfoblastica aguda

Segundo a classificacdo FAB, a LLA pode ser dividida em FAB L1, FAB L2 e
FAB L3 (Quadro 1.3.) de acordo com a ocorréncia de caracteristicas individuais e
citologicas e o grau de heterogeneidade entre as células leucémicas. Estas caracteristicas
consistem no tamanho da célula, forma da cromatina nuclear, nucléolo, grau de basofilia
no citoplasma e a presenca de vacuolizacao citoplasmatica.

e LLA-L1: Caracterizada por uma populacdo de pequenas células
homogéneas, com forma nuclear regular. Os conteiidos nucleares sdo raramente
visiveis e o citoplasma é moderadamente basofilo. O tipo L1 de LLA é muito
comum na infancia, sendo que 74% destes casos ocorrem em criangas com idade
igual ou inferior a 15 anos.

e LLA-L2: Caracterizada por uma populacdo de grandes células
heterogeneas com uma forma nuclear irregular. Um ou mais nucléolos grandes
sdo visiveis, o citoplasma varia na cor e a membrana nuclear pode apresentar
irregularidades. A LLA-L2 representa 27% de todos os doentes. Os blastos
encontrados na LLA-L2 podem ser confundidos com os blastos presentes na
LMA. Cerca de 66% dos casos de LLA em doentes acima dos 15 anos séo do
tipo LLA-L2.

e LLA-L3: Caracterizada pela existéncia de células grandes e homogéneas,
de forma nuclear redonda ou oval. Possui um a trés nucléolos proeminentes e
citoplasma basofilo com vactolos muitas vezes proeminentes, sendo estas
citomorfologicamente idénticas as células do linfoma de Burkitt (Antica, M.,
2011).

A OMS classifica a LLA de acordo com antigénios presentes na superficie
celular, através de imunofenotipagem, envolvendo o uso de citometria de fluxo, capaz
de identificar o estagio de diferenciacdo dos linfocitos B e T. Aproximadamente 80% a
85% da LLA infantil desenvolve-se a partir da proliferacdo monoclonal de precursores
de células B (Hoffman, R. et al., 2009). Este tipo de LLA, representa cerca de 75% dos

casos em adultos e pode ser dividido nos seguintes subtipos:
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a) Pr6 LLA-B (ou Pré-pré-LLA-B) expressa antigénios primitivos das
celulas B, como os antigénios de leucocitos humanos de classe Il (HLA-DR),
desoxinucleotidil terminal transferase (TdT), CD19 e CD22, e por isso, acredita-
se que representem um estado muito inicial dos linfocitos B. Representa
aproximadamente 10% dos adultos com LLA.

b) LLA comum ¢é caracterizada pela presenca de CD10. Compreende mais
de 50% dos casos de adultos com LLA.

c) Pré LLA-B ¢ caracterizada pela expressao de imunoglobulina
citoplasmatica CD10, o que sugere um estado de diferenciacdo ligeiramente
maior. Este subtipo da LLA ¢é identificado em quase 10% dos casos em adultos.

d) LLA das células B maduras é encontrada em cerca de 4% dos casos de
LLA em adultos. Os blastos expressam antigénios de superficie de células B

maduras, incluindo imunoglobulina na superficie da membrana (SMIG +).

Cerca de 25% dos casos de LLA em adultos e 15% em criangas tém origem nos
linfocitos T e expressam CD2, CD3 ou CD5. Ocorre com grande frequéncia em
individuos do sexo masculino estando associado a elevada leucometria no momento do
diagnostico, massa mediastinica e envolvimento do sistema nervoso central (SNC).
Antigénios mieloides, como CD13, CD14 ou CD33, podem ser observados na
superficie de até 25% dos casos de LLA, e em alguns casos, mas ndo em todos, a co-
expressdo de marcadores mieloides em blastos de LLA foi associada a um mau
prognostico.

As alteracdes citogenéticas observadas com mais frequéncia na LLA adulta incluem
a translocacdo cromossémica t (9;22) presente em 15 a 20% dos casos; t (8;14) uma
translocacdo associada a variante L3 da LLA e t (1;19), uma translocacdo presente com
frequéncia na LLA de pré-linfocitos B. Todas estas alteracGes genéticas sugerem um
mau progndstico. As translocacdes envolvendo os cromossomas 1 e 14, como t (1;14)
(p33;q11) e t (1;14) (p32;g11) ocorrem em aproximadamente 3% dos casos de LLA
infantil dos linfocitos T. Alteracbes genéticas no braco curto do cromossoma 12, t
(12;21) (p13;922), estdo associadas ao imunofendtipo de precursores das células B e é a
alteracdo genética mais frequente na LLA pediatrica, ocorrendo em 20% a 30% nesta

faixa etaria e em 3% dos adultos. Em cerca de 20% dos casos, as células leucémicas
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ganham cromossomas, os doentes com LLA hiperdiploide tendem a ter um melhor
progndstico (Quadro 1.3.) (Antica, M., 2011).

Quadro 1.3.-Classificagdo FAB da leucemia linfoblastica aguda (Adaptado de Fauci,
Acetal., 2008).

Classificacdo da Leucemia Linfoblastica Aguda

SUbti!]'l'Z:' % de Casos Subtipo FAB Alteractes
Imunoldgico Citogenéticas
LLA pré-B 75 L1, L2 t(9;22), t|4:11), t{1;19)
LLA& n:n?lulas B 20 L3 t(8;14), t(8;22), t(2;8)
LLA celulas T 5 L1,12 14q11 ou 7g34

1.2. Epidemologia

Embora a incidéncia global seja rara, a leucemia constitui a doenga maligna mais
comum na infancia, correspondendo a 30% de todos os tipos de cancros diagnosticados,
em criancas menores de 15 anos, em paises industrializados. Dentro desta populacdo, a
LLA ocorre cerca de cinco vezes mais do que a LMA (Belson, M. et al., 2007).

A LLA apresenta uma incidéncia anual, nos Estados Unidos da América e Europa,
de 3,0-3,5 por 100 000 criancas dos 0-14,9 anos de idade (Schmiegelow, K. et al.,2008)
sendo o seu pico de incidéncia em criancas em torno dos 5 anos de idade. A LLA
corresponde a cerca de 80 a 85% de todas as leucemias diagnosticadas em criangas e
15% em adultos. Cerca de dois tercos de todos os adultos com LLA sobrevivem, pelo
menos, cinco anos apos o diagndstico. A LLA pediatrica apresenta maiores taxas de
sobrevivéncia do que em adultos, com mais de trés quartos de todas as criangas com
leucemia e mais de quatro quintos dos casos com LLA, a sobreviverem pelo menos
cinco anos ap6s o diagndstico. A sobrevivéncia de criangas com LLA é uma das mais
dramaticas histdérias de sucesso da quimioterapia, que mostra uma melhoria notavel
devido a tratamentos inovadores, com a taxa de sobrevida em 5 anos em 1964, sendo
apenas 3% passando para 57% em 1975-1977 e 87% em 1996-2002 (Wartenberg, D. et
al., 2008).

A LMA é a leucemia aguda mais comum em adultos e representa cerca de 80% dos

casos nesta faixa etaria. Raramente é diagnosticado antes dos 40 anos aumentando a
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incidéncia progressivamente com a idade, sendo a média de idades dos doentes
diagnosticados com LMA de 65 anos. Nos Estados Unidos e na Europa, a incidéncia
tém-se mantido estavel nos ultimos anos correspondendo a 3 a 5 casos por 100.000
habitantes. Em contraste, a LMA representa 15 a 20% dos casos em doentes com menos
de 15 anos de idade. Embora as taxas de sobrevivéncia tenham melhorado notavelmente
neste grupo etario mais jovem, a LMA continua a ter a menor taxa de sobrevivéncia de
todas as leucemias, tendo ainda um progndstico muito pobre em doentes mais velhos
(Deschler, B. et al., 2006).

Tabela 1.1. Dados de incidéncia e mortalidade de leucemias para todas as idades. Os dados da
prevaléncia dizem respeito a populacdo adulta apenas e correspondem ao ano de 2008
(Adaptado de IARC-GLOBOCAN,2008).

Incidéncia Mortalidade Prevaléncia (5-anos)
NUmero ASR (W)  Numero ASR (W) NUmero Prop.
350434 5.0 257161 3.6 499874 10.2

ASR (age-standardized rate) (W) e propor¢des per 100,000 habitantes.

Segundo a IARC (International Agency for Research on Cancer) a taxa de
incidéncia padronizada (segundo a populacdo europeia) — Age-standardised rate (ASR
(E)) - de leucemias no ano de 2012 foi de 8.2 pessoas/100,000 hab. no territdrio
nacional. A taxa de incidéncia de leucemias foi superior no sexo masculino
comparativamente ao sexo feminino, 9.8 versus 6.8 pessoas/100,000 hab. (IARC-
EUCAN, 2012).
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Tabela 1.2. Incidéncia, mortalidade e prevaléncia estimadas para ambos 0s sexos em
Portugal no ano de 2012 (Adaptado de IARC-EUCAN, 2012).

Incidéncia Mortalidade Prevaléncia

NUumero Taxa NUmero Taxa 1-ano 3-anos 5-anos

ASR (prop.) (prop.) (prop.)
(E)
Homens 618 9.8 402 5.6 369 930 1377
Mulheres 506 6.8 359 38 305 767 1132
Ambos os 1124 8.2 761 4.5 673 1696 2509

SEXOS

ASR (age-standardised rate) (E) per 100,000 habitantes.

Segundo dados de 2010 do registo oncolégico do Instituto Portugués de Oncologia
(IPO) do Porto em criangas com menos de 15 anos, as leucemias constituiram a
patologia mais frequente, correspondendo a 40% dos tumores infantis, a semelhancga do
que se passa no resto da Europa. Verificou-se um pico de incidéncia de leucemias
linfoides nas criancgas na faixa etaria de 1 a 9 anos de idade e de leucemias mieloides em
adultos na faixa etaria dos 60 aos 64 anos, pelo que estes dados estdo de acordo com a

epidemiologia mundial da doenca (IPO-Porto, 2010).

1.3. Etiologia

A grande maioria dos casos de leucemias agudas é de causa desconhecida, sendo
que somente um pequeno grupo de fatores de risco tém sido identificados como sendo
responsaveis por um reduzido ndmero de casos (WHO, 2009). As leucemias agudas,
assim como outros tipos de neoplasias, resultam de uma combinacao diversos fatores
(Belson, M. et al., 2007). As causas conhecidas incluem fatores genéticos/congeénitos e
fatores ambientais tais como exposicdo a radiacdo ionizante, produtos quimicos ou
farmacos (WHO, 2009; Belson, M. et al., 2007).

Os individuos com alteragdes cromossdémicas congenitas raras possuem um maior
risco de desenvolver leucemias agudas. As criancas com sindrome de Down tém,

aproximadamente, 10 a 20 vezes maior risco de desenvolver leucemia aguda em
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comparagdo com criangas sem esta sindrome. Embora a maior parte das leucemias
observadas em criancas seja linféide, em criangas com sindrome de Down mais de 50%
dos casos sdao mieloide; como tal, verifica-se que desde o0 nascimento até aos 4 anos de
idade, a incidéncia da LMA (especialmente FAB M7) é muito maior do que LLA em
criancas com sindrome de Down. Apesar disso, estes possuem duas vezes maiores taxas
de cura relativamente a outras criangas com LMA quando sujeitos a quimioterapia. O
cromossoma 21 extra introduz ndo apenas um aumento da vulnerabilidade como
também uma melhor curabilidade (Pui, CH., 2012). H& também um risco aumentado de
LLA e LMA associado com doencas hereditérias, tais como sindrome de Klinefelter,
anemia de Fanconi, sindrome de Bloom, ataxia-telangiectasia e neurofibromatose. As
criangas com distarbios congénitos ao nivel da granulopoiese e eritropoiese, como
sindrome de Kostmann e anemia de Diamond-Blackfan, também estdo em risco
aumentado para desenvolver LMA (Hoffman, R. et al., 2009).

No que diz respeito a fatores ambientais, a radiacdo ionizante & uma das poucas
exposicOes para a qual a relagdo causal com leucemia infantil tem sido descrita,
dependendo da dose e duracdo da exposi¢cdo assim como da idade do individuo (Belson,
M. et al., 2007).

Apesar de os mecanismos bioquimicos especificos que relacionam a exposicdo a
pesticidas ao desenvolvimento das leucemias pediatricas ainda ndo estarem totalmente
estabelecidos, algumas evidéncias sugerem que pesticidas poderdo promover a
formacdo de alteracdes cromossomicas por alteragdo do equilibrio na producdo de
radicais livres no organismo. Na verdade, estudos indicam que herbicidas e inseticidas
induzem stress oxidativo e efeitos genotdxicos, outros demonstraram quebras e
translocagcdes cromossomicas em individuos expostos a agrotoxicos organofosforados.
(Infante-Rivard, C. et al., 2007; Ma, X. et al., 2002).

O risco de desenvolver a doenca pela exposicdo a estes compostos durante o
periodo de gestacdo parece ser mais elevado do que o risco apds 0 nascimento.
Frequentemente o uso de pesticidas domésticos, durante o periodo pré-natal, tem sido
relacionado com o aumento do risco de desenvolvimento de LLA. O embrido ou feto é
especialmente sensivel e suscetivel a um ambiente carcinogéneo, pelo que existem
evidéncias de que a LLA € iniciada no Utero e tem sido mostrado que algumas

translocacdes cromossdmicas relacionadas com o desenvolvimento da LLA na infancia
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tém origem pré-natal. O risco pela exposi¢do a inseticidas no inicio da vida parece ser
mais significativo do que por exposi¢des posteriores.

Estes estudos sdo importantes uma vez que ilustram o potencial dos pesticidas,
mesmo aqueles de uso doméstico, em produzirem efeitos bioldgicos (Ma, X. et al.,
2002).

O risco para o desenvolvimento de LLA também poderd ser aumentado apds a
exposicdo a agentes quimicos, tais como o benzeno ou outros agentes capazes de
produzir aplasia da medula 6ssea, incluindo farmacos quimioterapéuticos. A LMA
secundaria podera ocorrer apds a exposicdo a agentes alquilantes, tais como
ciclofosfamida, inibidores da topoisomerase Il e, raramente, antibiéticos antraciclicos
usados para o tratamento de outras neoplasias precedentes.

Outro fator de risco ambiental possivel para o desenvolvimento de leucemias, mas
ainda ndo completamente esclarecido, sera a exposicdo a campos eletromagnéticos de
baixa frequéncia, potencialmente carcinogénicos para o ser humano.

N&o existem evidéncias de uma etiologia viral, contudo algumas doencas
infeciosas, durante o periodo de gestacdo e apds o0 nascimento, tém sido vastamente
associadas ao desenvolvimento de leucemia pediatrica, especialmente LLA (WHO,
2009). No entanto, resultados indiretos sugerem o envolvimento de virus na patogénese
de duas neoplasias linfoides. A infecdo pelo virus linfotrépico da célula T humana do
tipo I (HTLV-I) tem mostrado ser um agente etioldgico para a leucemia de células T em
adultos (Hoffman, R. et al., 2009). Identificar os fatores de risco constitui assim um

passo importante na reducdo da incidéncia global da doenca (Belson, M. et al., 2007).

1.4. Diagnostico

A apresentacdo clinica das leucemias agudas é uma consequéncia da reducdo da
producdo de células hematopoiéticas normais e da invasdo de blastos leucémicos em
varios Orgdos. Na maioria das vezes, os doentes apresentam sinais e sintomas nao
especificos, que podem comecar de forma gradual ou abruptamente devido a presenca
de anemia, leucopenia e trombocitopenia (Quadro 1.4.). Metade dos doentes apresenta
sintomas trés meses antes de a doenca ser diagnosticada, sendo que a maioria menciona

astenia, fadiga e artralgia (entre criancas dores nas extremidades e articulagdes poderdo
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ser 0s Unicos sintomas apresentados) no momento do diagnostico (Fauci, A. et al.,
2008).

A presenca de linfadenopatia, esplenomegalia, e/ou hepatomegalia no exame fisico
poderé ser observada em cerca de 20% dos doentes com LLA (NCCN, 2012), uma vez
que células da LLA sdo mais infiltrativas em tecidos normais do que as da LMA. O
aumento de linfonodos do figado e do bago € frequentemente observado no diagnostico.
O aumento do timo € observado com frequéncia nos casos de LLA das células T
(Hoffman, R. et al., 2009). Uma hemostasia anormal (hemorragias clinicamente
evidentes) e infecdo s@o notados em, pelo menos, um terco dos casos de LMA.
Manifestagdes no SNC (em 5 a 10% dos casos de LLA as células podem infiltrar-se nas
leptomeninges), hiperplasias e hemorragias gengivais, assim como infiltragdes na pele
ou tecidos moles por blastos sdo caracteristicas dos subtipos monociticos da LMA e dos
subtipos que possuem a alteracdo cromossomica 11q23.

Massas leucémicas extramedulares nos tecidos moles — designadas de sarcoma
granulocitico ou cloromas - foram também observadas em doentes com LMA (Fauci, A.
et al., 2008).

Quadro 1.4.-Manifestacdes clinicas das leucemias agudas. No quadro estdo descritos
alguns dos sinais e sintomas (Adaptado de Fauci, A. et al., 2008).

Manifestagoes Clinicas
Sinais e Sintomas

Sindrome anémica Sindrome leucopénica
Fadiga e fraqueza Febre

Palidez Infecdes frequentes
Ancrexia e perda de peso Sudorese

Taquicardia Aftas )
Cefaleias Hepatoesplenomegalia
Vertigens Linfadenopatia
Alopécia

Sindrome Trombocitopénica
Hemaostasia anormal

Manifestacdes hemorragicas: epistaxe,
hemorragia gengival, menorragia, melenas
g hematoquesia.

Equimoses espontaneas , plrpuras e
petequias
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Na identificacdo e investigacdo das leucemias agudas devem ser utilizados tanto os
critérios morfoldgicos e citogenéticos como o recurso & imunofenotipagem, compondo
assim a triade classica da abordagem multifacetada indispensavel ao diagndstico deste
grupo de patologias.

O hemograma frequentemente revela anemia normocitica e normocrémica bem
como trombocitopenia, na maioria dos casos abaixo de 100.000/uL embora também
possam ser observadas contagens de plaquetas abaixo dos 50.000/uL. A leucometria é
variavel, sendo a contagem média de leucocitos cerca de 15.000/uL, observando-se em
20% dos doentes uma leucometria superior a 100.000/uL. N&o obstante, 25 a 40% dos
doentes sdo leucopénicos apresentando leucometria abaixo de 5.000/ pL, sendo nestes
casos rara ou ausente a presenca de blastos. Nos casos de LLA com leucocitose, 0s
linfoblastos s@o as células predominantes. Por outro lado, os individuos leucopénicos
podem apresentar linfoblastos em pequeno nimero, situagdo denominada por alguns
autores como ““ leucemia aleucémica” (Hoffman, R. et al., 2009; Fauci, A. et al., 2008).
A classificagdo da OMS define leucemias agudas pela presenga de > 20% de blastos na
medula 6ssea ou sangue periférico, mas na verdade um diagnostico da LMA pode ser
feito com menos de 20% de blastos em doentes com as seguintes alteracdes genéticas: t
(15;17), 1 (8;21), t (16;16) e inv (16) (NCCN, 2011).

O passo seguinte para a confirmacdo do diagndstico é a realizacdo de uma puncao
de sangue medular ou de uma biopsia a medula 6ssea. Em quase todos os doentes as
descricBes do mielograma incluem medula 6ssea hipercelular com intensa infiltracdo de
blastos nos espacos adiposos e com substituicdo dos elementos medulares normais por
celulas leucémicas. Pode haver fibrose medular em 10% a 15% dos casos. A
diferenciacdo entre linfoblastos e mieloblastos € realizada através da morfologia,
citoquimica e da imunofenotipagem. Este ultimo é o método mais adequado para
caracterizar o tipo de leucemia e o estadio de diferenciacdo dos blastos, através da
utilizacdo de marcadores mieloides e linfoides (B ou T). As reacfes citoquimicas sdo o
complemento de diagnostico das leucemias agudas mais antigo e estudam a composicao
quimica da célula, permitindo avaliar a presenca de varias substancias, sendo portanto
um elo de unido entre a morfologia e a bioquimica, que ainda hoje € utilizado na

diferenciacdo das leucemias agudas e na distin¢do da LLA e LMA.
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O material aspirado da medula ¢ssea deve ser submetido a coloragfes citoquimicas
como Negro do Suddo, mieloperoxidase, esterases e PAS. Este ultimo, antes usado
como marcador para a LLA, ndo tem atualmente muito valor de diagndstico pela sua
falta de especificidade. As coloragfes citoquimicas das peroxidases e Negro do Sudéo
sdo utilizadas na distingdo de células de origem mieloide e linfoide. As células da
linhagem mieloide s&o peroxidase positivas, enquanto que as linfoides sdo peroxidase
negativas. Quando presente um elevado nimero de blastos, esta técnica torna-se segura
para a diferenciacdo entre mieloblastos e linfoblastos. O padréo de coloracdo por Negro
do Sudao corresponde ao das peroxidases, sendo positivo para as séries neutrofilicas e
eosinofilicas, negativo para os linfocitos e fracamente positivo para 0s mondcitos. A
fosfatase &cida € positiva para a LLA, enquanto que a esterase especifica € negativa
(Antica, M., 2011; Hoffman, R. et al., 2009). A diferenciacdo morfoldgica,
imunofenotipica e citogenética dos subtipos de LMA podem ser novamente encontrados

no anexo A.
1.5. Prognéstico

Os fatores intrinsecos a propria patologia assim como as caracteristicas especificas
de cada doente sdo determinantes para o progndstico das leucemias agudas. Em
particular, a idade, a contagem de leucocitos, subtipo citogenético/imunofenotipo e a
probabilidade de alcangar uma remissao inicial completa bem como a duragdo desta,
foram identificados como sendo fatores importantes na determinacdo do risco e
avaliacdo do progndstico de adultos e criangas com leucemias agudas (NCCN, 2011).

Os doentes com LMA mais jovens, com niveis menores de leucocitos no momento
do diagnostico, sem transtorno hematolégico prévio ou com blastos com as
translocagcdes cromossomicas t (8;21), t (15;17) e inv (16) evoluem relativamente bem,
enquanto que doentes mais velhos com altos niveis de leucécitos no momento do
diagndstico, com histdrico de mielodisplasia prévia, com alteracdes nos cromossomas 5
ou 7 ou com alteracdes citogenéticas complexas, possuem uma evolugdo pior. As taxas
de resposta completa e de sobrevida global sdo melhores para os subtipos LMA-M2,
M3, e M4 (Antica, M., 2011; Hoffman, R. et al., 2009). Taxas de remissdes completas

mais baixas foram observadas em doentes que tiveram anemia, leucopenia e/ou
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trombocitopenia durante os trés meses anteriores ao diagnostico, quando comparados
com aqueles sem esta histéria (Fauci, A. et al., 2008). Alguns dos fatores de risco que
influenciam o prognostico podem ser observados no quadro 1.5.

Quadro 1.5.- Prognostico da leucemia mieloide aguda de acordo com alguns
factores de risco (Adaptado de Hoffman, R. et al., 2009).

Prognéostico da Leucemia mieldide aguda

Fatores de risco Favoravel Desfavoravel

Idade <55 anos > 60 anos

Contagem de <25,000/L >100,000,/uL

leucacitos

Subtipo OMS LMA com LMA com displasia em
translocacio varias linhagens, LMA

relacionada com a

cromossomica _ . .
guimiocterapia, leucemia

t(8;21) megariccitica aguda,
leucemia eritroide agudsa,
leucemia basafilica aguda

. M3, M4Eo MO, M5, MB&, M7
Tipo FAB
Citogenética t(15;17) Alteragfies nos cromossomas
t(8;21), inv(16) 5e7,11q23,t[6;9)e
aletracfies cromossomicas
raras
Fendtipo CD 34 + CDh 34-
CD56 +

Muitos fatores influenciam uma remissdo completa, a sua duracdo e portanto a
possibilidade de cura da LMA. Uma remissdo completa é definida apds a analise da
medula 6ssea e do sangue periférico. A contagem de neutréfilos devera ser superior a
1000/uL e a contagem de plaquetas superior a 100.000/uL. A concentracdo de
hemoglobina ndo é considerada na determinacdo da remissdo completa. A medula éssea
deve apresentar mais de 20% de células maduras, menos de 5% de blastos e leucemia
extramedular ndo deve estar presente. Os doentes que conseguem atingir uma remissao
completa ap6s um ciclo de quimioterapia de inducdo apresentam taxas de sobrevivéncia
maiores do que aqueles que requerem varios ciclos (Fauci, A. et al., 2008).

Os doentes com LLA com a translocacdo cromossomica t (9;22), hipodiploidia

(menos de 44 cromossomas) e um nivel elevado de leuc6citos no momento do
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diagndstico, parecem ter um progndéstico pior. Por outro lado, criancas na faixa etéria
entre 0s 2 e 0s 10 anos de idade ou criangas com a translocagdo cromossdmicat (12;21)
e trissomias dos cromossomas 4, 10 e 17 sdo um grupo de baixo risco. A idade e a
contagem de leucdcitos inicial sdo fatores de progndstico clinicamente importantes em
doentes adultos com LLA, revelando que doentes acima dos 35 anos e elevados niveis
de leucécitos no momento do diagndstico apresentam uma diminui¢do da duragdo da
remissdo. Estas alteracbes citogenéticas poderdo servir como fatores de progndstico
antes do inicio do tratamento e sdo importantes na determinacdo de categorias de risco
de recidiva (quadro 1.6.) (Fauci, A. et al., 2008; Hoffman, R. et al., 2009).

Quadro.1.6.- Prognostico da leucemia linfoblastica aguda de acordo com trés
categorias de risco de recidiva, definidas por alteragdes citogenéticas especificas
em criancas e adultos (Adaptado de Hoffman, R. et al., 2009).

Prognostico da Leucemia linfoblastica aguda

Criancas Adultos
. . - Hiperdiploidia - Hiperdiploidia
Baixo risco [trissomias dos cromossomas 4, 10 e 17)

-t [12;21)/TEL-AML1

Risco elevado -1 (1; 19)/E2%-PBX
Risco muito elevade -t (9;22)/BCR-ABL - Hipodiploidia
-11023/MLL - £{9:22){q34q11)

- t(4;11)(g21, g23)
- T(8; 14)(g24, q32)
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2. Quimioterapia das leucemias agudas

Este capitulo enfoca os principios responsaveis pelo desenvolvimento de uma
moderna combinacdo de regimes de quimioterapia. Esta discussdo é seguida por
descrigdes das principais classes de farmacos quimioterapéuticos usadas no tratamento
de leucemias agudas, 0s seus mecanismos de acao e algumas das suas caracteristicas
farmacocinéticas e toxicologicas.

Embora os regimes de tratamento especificos, selecdo de medicamentos e doses
difiram entre criangas e adolescentes e adultos, bem como entre os diferentes subtipos
de leucemias agudas, o0s principios basicos de tratamento sdo semelhantes. Os regimes
de tratamento mais comuns empregues em doentes com LLA incluem algumas
modificagdes ou variagdes na quimioterapia originalmente desenvolvida. De uma forma
geral, as fases de tratamento podem ser em grande parte agrupadas em inducéo,
consolidagdo e manutencao.

Todos os regimes de tratamento para a LLA incluem profilaxia e/ou tratamento
de LLA no SNC. Na fase de inducao elevadas doses, geralmente uma combinacao de
varios farmacos, sdo administradas com o objetivo de induzir a completa remisséo,
quando se inicia o regime terapéutico (NCCN, 2012).

O regime de inducdo da remissdao da LLA baseia-se em combinacdes que
incluem vincristina, antibidticos antraciclicos, como a doxorrubicina e a daunorrubicina
e corticosteroides, prednisolona e dexametasona, com ou sem L-asparaginase e/ou
ciclofosfamida. Antimetabolitos como o metotrexato (MTX), citarabina e/ou 6-
mercaptopurina (6-MP) sdo muitas vezes incluidos nesta fase, principalmente, com o
objetivo de profilaxia da LLA no SNC. O objetivo da profilaxia do SNC é eliminar as
células leucémicas em locais que ndo podem ser imediatamente acedidos por
quimioterapia sistémica devido a barreira hematoencefalica. Esta terapia dirigida para o
SNC inclui irradiacdo craniana, administracdo intratecal (IT) de MTX, citarabina ou
corticosteroides e/ou administracdo intravenosa (IV) de altas doses de MTX, citarabina,
6-MP e L-asparaginase. Este regime terapéutico € administrado ao longo do tratamento
da LLA (NCCN, 2012; Rowe, J. et al, 2007).
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O tratamento da LMA tem sido dividido em quimioterapia de inducéo e pos-
remiss@o (ou consolidagdo), muitas das vezes baseada na idade do doente. Os regimes
de inducéo padréo estdo adaptados para doentes com idades inferiores a 60 anos e que
ndo tenham antecedentes de doencas hematoldgicas, como a sindrome mielodisplasica,
ou que ndo tenham realizado tratamentos relacionados com LMA secundaria. Este
tratamento, embora tenha sofrido algumas alteracfes nos Ultimos 25 anos, é baseado
em administragBes de citarabina e antibidticos antraciclicos como a idarrubicina ou
daunorrubicina e ainda mitoxantrona.

Em doentes com funcdo cardiaca comprometida serdo administrados outros
regimes que combinam farmacos ndo antraciclicos com citarabina. Ap6s a obtencdo da
remissdo na primeira fase do tratamento é importante que o doente esteja em
condicdes de tolerar os ciclos de quimioterapia mais intensivos durante a fase de
consolidacéo, para atingir um controlo da doenca mais prolongado. Estima-se que
doentes que ndo recebam a terapéutica de pos-remissdo terdo uma recaida nos 6 a 9
meses seguintes. A quimioterapia de inducdo para doentes com LMA considera como
ponto critico a idade acima dos 60 anos, isto € baseado na prevaléncia de factores
citogenéticos ndo favoraveis, antecedentes de mielodisplasia, multirresisténcia aos
farmacos e aumento co-morbilidade, que afetara a tolerancia a tratamentos intensivos.
Todos os doentes terdo ainda terapéutica de suporte para situacdes decorrentes da
propria doenca, como a sindrome da lise celular, ou da propria quimioterapia.

Para a LPA, o regime terapéutico de inducéo inclui a administracédo de acido all-
trans retinoico e antibioticos antraciclicos, tanto na fase de indugdo como na de
consolidacdo. Doentes aos quais ndo podem ser administrados antibidticos
antraciclicos realizam ciclos de &cido all-trans retinoico (ATRA) e tridxido de arsénico
até a remissdo, ocorrendo apos esta a avaliacdo da morfologia da medula 6ssea. A
terapéutica de inducdo da remissdo em doentes a que podem ser administrados
antibidticos antraciclicos, receberdo daunorrubicina e/ou idarubicina, ATRA e
citarabina, sendo que na fase seguinte também podera ser incluido tri6xido de arsénico
e mitoxantrona (NCCN, 2011). A quimioterapia de consolidacdo/ intensificacdo
consiste em elevadas doses dos mesmos agentes terapéuticos usados na fase de
inducdo ou de diferentes agentes com o objetivo de aumentar a taxa de cura ou a

duracdo da remissdo. A combinacdo de farmacos e a duracdo da terapéutica de
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consolidacdo poderdo variar amplamente entre protocolos e populagfes de doentes;
ndo obstante, poderdo consistir em uma combinagdo de farmacos semelhantes aqueles
utilizados durante a fase de inducéo. Elevadas doses de MTX, citarabina, 6-MP e L-
asparaginase fazem parte deste regime terapéutico, particularmente, incorporado na
terapéutica de criancas com LLA (NCCN, 2012). Adicionalmente, também poderdo
ser administrados nesta etapa inibidores da topoisomerase Il. O tratamento ap0s a
terapéutica de inducdo da remissdo sera mais bem sucedido se incluir ciclos
intermitentes de consolidacdo, intensificagdo e re-inducdo antes de prosseguir para a
fase de manutengéo da quimioterapia (WHO, s.d.).

Os doentes com LMA acima dos 60 anos, além de doses standard de citarabina,
doses de antraciclinas como idaunorrubicina, daunorrubicina ou mitoxantrona poderao
ser administradas, dependendo da resposta do doente ao tratamento de inducdo da
remissdo anterior. Em doentes jovens, estratégias para a terapéutica de consolidacéo
sdo baseadas no risco de recaida, sendo que os doentes de maior risco terdo uma
terapéutica mais agressiva (NCCN, 2011).

A quimioterapia de manutencdo possui longa duracao, baixas doses de farmacos
antineoplasicos combinados ou sozinhos sdo administrados em doentes que tenham
alcancado a completa remissd@o, com a intencdo de impedir o reaparecimento e
crescimento de células tumorais residuais apds as fases anteriores. Esta fase € mais
frequente na LLA. A maioria dos regimes de manutencéo é baseada na administracao
de 6-MP diaria e MTX semanal (com a adicdo de corticosteroides e vincristina)
durante dois anos em adultos e dois a trés anos em criancas. Esta terapéutica € omitida
em doentes LLA-células B maduras, dado que as remissdes a longo prazo ocorrem
rapidamente com ciclos de curta duracdo de uma quimioterapia intensiva
(NCCN,2012). Em contraste com a LLA pediatrica, a quimioterapia em adultos com
LLA continua a ser insatisfatoria, a taxa de sobrevivéncia a longo prazo ndo
apresentou alteracBes significativas nas ultimas duas décadas com uma sobrevida
global em 5 anos de apenas 30 a 40% para doentes com idade inferior a 60 anos,
menos de 15% para doentes com idades acima dos 60 anos e menos de 5% para

doentes com mais de 70 anos (Rowe, J. et al, 2007).
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2.1. Antimetabolitos

Os antimetabolitos foram a primeira classe de farmacos amplamente bem-
sucedida no tratamento das leucemias agudas. Estes incluem os anti-folatos (como o
MTX), analogos de purinas, tais como tiopurinas (6-MP, 6-tioguanina (6-TG) e
azatioprina (AZA)), pirimidinas (fluoropirimidinas, tais como 5-fluorouracil,
capecitabina e citarabina) (Brunton, L. et al., 2007). Dos farmacos referidos
anteriormente, apenas o MTX, 6-MP e citarabina serdo descritos, uma vez, que estes sao
os antimetabolitos classicos utilizados na terapéutica das leucemias agudas.

2.1.1. Antifolato- Metotrexato

2.1.1.1. Mecanismo de acgdo

O MTX é um anélogo do &cido folico muito utilizado na leucemia linfoblastica
aguda pediatrica sendo habitualmente administrado por via oral, intramuscular,
intratecal ou como infuséo intravenosa. A farmacocinética e farmacodindmica do MTX
mostram grande variabilidade independentemente da sua via de administracdo. Exerce a
sua acdo principal na via dos folatos pela inibicdo reversivel competitiva da enzima
dihidrofolato-reductase (DHFR), responsavel pela conversao de dihidrofolato (DHF),
produto da reacdo da timidilato sintase (TS), a tetrahidrofolato (THF). Ao inibir a
formacdo de folatos reduzidos, este farmaco limita a quantidade de THF disponivel para
a biossintese de purinas e timidilato e consequentemente de ADN, sendo deste modo
um farmaco especifico para a fase S do ciclo celular (Brunton, L. et al., 2007).

O MTX entra, inicialmente, nas células tumorais atraves do transportador de
folatos reduzidos, o transportador de solutos 19Al1 (Solute Carrier, SLC19A1),
enquanto que a saida atraveés da membrana celular é mediada por varios transportadores
de efluxo com dominio de ligacdo ao trifosfato de adenosina (ATP-binding cassette,
ABC) (Mikkelsen, TS. et al., 2011).

Nas tabelas 2.1. e 2.2. serdo apresentados alguns dos transportadores de influxo

e efluxo envolvidos na farmacodinamica e farmacocinética do MTX.
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Tabela 2.1. Transportadores de influxo responséaveis pela entrada do MTX nos enterécitos,

células renais e hepatécitos (Adaptado de (Mikkelsen, TS. et al., 2011).

‘ Transportadores de Influxo ‘

Enterdcito  SLC19A1; SLC46A1: SLCO1A2
Célula renal SLC 22 A6: SLC 22 A8
Hepatocito SLC 19 A1; SLCO 1B1; SLCO1B3

Tabela 2.2. Transportadores de efluxo responsaveis pela saida do MTX nos enterdcitos, células
renais e hepatécitos (Adaptado de Mikkelsen, TS. et al., 2011).

I Transportadores de Efluxo

Enterdécito - ABCC2; ABCB1; ABCG2; ABCC1;ABCC3
ABCC4; ABCC2; ABCG2

Célula renal

Hepatdcito ABCC3; ABCC4; ABCC2; ABCB1

Uma vez dentro das células, concentraces de MTX livre sdo metabolizadas a
derivados poliglutamatos (MTX-PGs) através da adicdo de residuos de glutamato ao
farmaco pela acdo da enzima folilpoliglutamato sintetase (FPGS). A adicdo de uma
longa cadeia poliglutamica lateral converte o farmaco de uma forma que facilmente
seria eliminada do interior da célula para uma forma que permite ao farmaco ficar retido
durante um maior tempo dentro desta. Estes derivados ndo sé inibem a DHFR como
também a TS. Os niveis MTX-PGs sdo sustentados no interior das células durante mais
tempo do que os de MTX, uma vez que a degradacdo de MTXPGs depende da atividade
da enzima lisossomal gama-glutamil hidrolase (GGH), que catalisa a remocdo de
poliglutamatos (Mikkelsen, TS. et al., 2011).

2.1.1.2. Farmacocinética

O MTX possui uma ligagdo a albumina plasmatica de cerca de 50%. A sua

absorcdo oral depende da dose. E bem absorvido a baixas doses (< 30mg/m? ), sendo
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que a sua biodisponibilidade depende destas ( possui uma biodisponibilidade de cerca
de 60% a baixas doses) . Cerca de 10% do farmaco é metabolizado na flora intestinal no
seu metabolito inativo, 4-amino-4-deoxy-N-methylpteroic acid (DAMPA), pela enzima
carboxipeptidase. Também a nivel hepatico o MTX é convertido a 7-OH-MTX pela
enzima aldeido oxidase hepética (Mikkelsen, TS. et al., 2011).

O tempo de meia-vida do MTX para baixas doses é de 3-10h e para doses mais
elevadas é de 8-15h. Atinge a concentracdo maxima no plasma quando administrado
oralmente ap6s 1 a 2h e quando administrado pela via IM apds 30 a 60 min. A sua
excregdo ocorre preferencialmente pela via renal, sendo que cerca de 44% a 100% da
dose administrada é eliminada na urina ap6s a administracdo oral. Com administracdo
intravenosa, 80% a 90% da dose administrada é excretada inalterada na urina apos 24
horas. Existe também excrecdo biliar equivalente a 10% ou menos da dose administrada
(Mikkelsen, TS. et al., 2011; Brunton, L. et al., 2007).

2.1.2. Analogos de purinas

2.1.2.1. Mecanismo de acéo

A 6-MP e a 6-TG séo analogos das bases purinicas, adenina e hipoxantina. Os
farmacos tiopurinicos, como a 6-MP, sdo amplamente utilizados no tratamento de
leucemias agudas (Brunton, L. et al., 2007). Como pré-farmacos inactivos, a 6-MP e 6-
TG requerem a ativacdo intracelular, catalisada por varias enzimas, para exercer
citotoxicidade.

O transporte de 6-MP para dentro da célula envolve os transportadores de
influxo SLC28A2, SLC28A3, SLC29A1 e SLC29A2. Apos a absorcdo, a 6-MP ¢
convertida em tionosina monofosfato (TIMP) pela enzima hipoxantina-guanina
fosforribosil-transferase (HPRT1), com 5-fosfo-D-ribose-1-pirofosfato (PRPP), como o
dador de fosforibosil. De um modo semelhante, a 6-TG pode ser convertida em
tioguanosina monofosfato (TGMP). A TIMP pode ser convertida em TGMP em duas
etapas: na primeira tioxantosina monofosfato (TXMP) é formado pela acdo da enzima
desidrogenase monofosfato de inositol (IMPDH), na segunda etapa é formada TGMP

pela acdo da enzima guanosina monofosfato sintetase (GMP). Subsequentemente,
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TGMP pode ser convertida em nucledtidos tioguanina difosfatados (TGDP) e
trifosfatados (TGTP). A 6-MP compete com a hipoxantina e a guanina pela ligacao a
enzima hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferase (HGPRTase), sendo, entéo,
convertida por esta em acido tioinosinico. Por sua vez, este nucle6tido intracelular inibe
varias reacoes que envolvem o &cido inosinico (IMP), incluindo a conversao de IMP em
acido xantilico (XMP) e a conversdao de IMP em &cido adenilico (AMP) pela via da
adenilossuccinato (SAMP). Por outro lado, a 6-metiltioinosinato (MTIMF) é formada
pela metilacdo da TIMP. Tanto a TIMP como MTIMF inibem a enzima glutamina-5-
fosforibosilpirofosfato amidotransferase, enzima da via de sintese de ribonucleotideos
purinicos. Os efeitos citotoxicos de medicamentos tiopurinicos sdo alcancados atraveés
da incorporacédo de tio-desoxiguanosina-trifosfato (TAGTP) no ADN e de tioguanosina
trifosfato (TGTP) no ARN. A incorporacdo de TdGTP inibe a funcdo de varias enzimas
envolvidas na replicacdo e reparacdo do ADN, consequentemente resulta em quebras na
cadeia, cross-links ADN-proteina e trocas de cromatideos. Estes farmacos exercem
também a sua acdo citotoxica através da inibicdo da sintese de novas purinas por
nucleotidos metilmercaptopurina (MeMPR).

Esta via que leva a sintese de metabolitos ativos esta em concorréncia com as
vias de inativacdo catalisadas pelas enzimas xantina oxidase (XO) e tiopurina S-
metiltransferase polimorfica (TPMT), as quais levam a formagdo de metabolitos
metilados inativos. Os metabolitos inactivos resultantes destes processos metabolicos
saem da célula através dos transportadores ABCC4 e ABCC5 (Zara, G. et al., 2010).

2.1.2.2. Farmacocinética

A eliminacdo da 6-MP ocorre predominantemente por excrecdao renal. Apos a
administracdo oral de *S-6-MP, a urina contém 6-MP intacta, acido tiotrico (formado
pela oxidacdo direta da xantina oxidase) e 6-tiopurinas metiladas (Zara, G. et al., 2010).
A absorcdo oral da 6-MP € incompleta (uma média de 50% da dose administrada,
aproximadamente) e variavel. Os factores que influenciam a absorcéo ainda ndo estdo
claramente descritos. A 6-MP é pouco penetravel no SNC. A ligacdo a proteinas

plasmaticas é em média cerca de 19% em um intervalo de concentracdo de 10 a 50
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pg/mL, concentragdo apenas alcancada pela administragdo intravenosa de 6-MP com
doses superiores a 5 a 10 mg/kg.

Apbs atingir o pico maximo de concentracdo no plasma (2h apds a
administracdo oral), os niveis plasmaticos diminuem seguindo uma cinética de
eliminagdo trifdsica com uma meia-vida inicial de cerca de 45 minutos, uma meia-vida
intermediaria de 2,5 horas e uma meia-vida terminal de aproximadamente 10 horas
(Brunton, L., et al., 2007).

2.1.3.  Analogos de pirimidinas

2.1.3.1. Mecanismo de acéo

A citarabina, conhecida também pela designacdo de arabinofuranosil citidina
(Ara-C), é um analogo da 2’-deoxicitidina, sendo o antimetabolito mais importante
usado no tratamento da LMA na fase de inducdo da remissdo. Nas criancas e nos
adultos com LLA e LMA com translocacdo t (4;11), altas doses de Ara-C sdo efetivas
(Brunton, L. et al., 2007).

Duas importantes familias de proteinas transportadoras de nucledsidos humanos
foram identificadas como tendo um importante papel na entrada de Ara-C na célula:
hENT1 — hENT4 também conhecidos como SLC29A1 — SLC29A4 e hCNT1 — hCNT3
conhecidos por SLC28Al1 - SLC28A3 (Cai, J. et al, 2008). O transportador
hENT1/SLC29A1, o mesmo utilizado pelos nucledsidos fisioldgicos, tem sido
considerado o principal responsavel pela absorcao celular de Ara-C.

Uma vez dentro da célula, o farmaco é metabolizado para a sua forma ativa,
através da sua conversdo para o nucledtido 5°- monofosfato (Ara-CMP) através da
enzima desoxicitidina cinase (CDK). Por sua vez, o Ara-CMP podera reagir com
nucleotidos cinases para formar nucleotidos de difosfato e trifosfato, Ara-CDP e Ara-
CTP, respectivamente (Brunton, L. et al., 2007). Ara-CTP compete com o substrato
fisiologico desoxicitidina 5’-trifosfato (dCTP) pela incorporacdo nas cadeias de ADN.
As bases de poliarabinonucleotidios ndo podem empilhar-se normalmente nas cadeiras
de ADN tal como as bases de polidesoxinucleotidios. Assim, desta forma os residuos de

Ara-CMP incorporados inibem a ADN polimerase alfa tanto na replicagéo
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semiconservativa do ADN, na fase S do ciclo celular, como também durante a sua
reparacdo atraves de um efeito no ADN polimerase. Por outro lado, a Ara-C é
convertida intracelularmente em AraCDP-colina, um anédlogo da CDP-colina
fisioldgica, que inibe a sintese de glicoproteinas e glicolipidos da membrana celular. O
Ara-CMP inibe a transferéncia de galactose, N-acetilglicosamina e acido sidlico para
glicoproteinas da superficie celular, o que pode alterar a estrutura, antigenicidade e a
funcdo da membrana celular (Brunton, L. et al., 2007). Ara-C e Ara-CMP podem ser
convertidos nas suas formas inativas, Ara-U e Ara-UMP, pela acdo das enzimas citidina
desaminase (CDA) e desoxicitidilato desaminase (DCTD), respetivamente (Fig.2.1.)
(Lamba, J. et al, 2009).

Figura 2.1. Vias metabdlicas envolvendo o farmaco Ara-C (Adaptado de Lamba, J. et al, 2009).

2.1.3.2. Farmacocinética

Dada a elevada concentracdo de CDA na mucosa gastrointestinal e no figado,
apenas cerca de 20% do farmaco atinge a circulagdo apds a administracdo oral de Ara-
C, pelo que esta ndo é administrada por esta via. Apds a administragdo intravenosa
verifica-se uma rapida fase de desaparecimento do farmaco com um tempo de meia-vida

de 10 minutos, seguida de uma fase mais lenta de eliminacdo com um tempo de meia-

26



Farmacogendmica na Terapéutica das Leucemias Agudas

vida de cerca de 2 horas e 30 minutos. Uma quantidade inferior a 10% da dose
administrada é excretada de modo inalterado na urina sob a forma de metabolito inativo,
Ara-U, 12 a 24h ap6s a administracdo. Apos a administracdo IT (uma dose de 50
mg/m2), ocorre pouca desaminacdo de farmaco cuja concentragdo méaxima atingida
declina lentamente com um tempo de meia-vida de cerca de 3,4 horas. A ligagcéo da
Ara-C a proteinas plasmaticas € de cerca de 13% (Brunton, L. et al., 2007).

2.2.  Citotoxicos que interferem com a tubulina

A vincristina € um alcaloide purificado a partir da planta Vinca rosea Linn
(pervinco) pertencente a familia Apocynaceae muito utilizada na fase de inducdo da
remisséo na LLA pediatrica e adultos (Dennison, J. et al, 2006) Torna-se
particularmente importante quando utilizada em regime “CHOP”, ou seja, em conjunto
com ciclofosfamida, doxorrubicina e prednisolona. Este farmaco liga-se
especificamente a [B-tubulina e bloqueia a sua polimerizagdo com a a-tubulina,
impedindo a formacdo dos microtubulos. Consequentemente, devido auséncia de um
fuso mitotico intacto, os cromossomas duplicados nao se poderdo alinhar ao longo da
placa de diviséo, resultando em um bloqueio da mitose em metafase (Fig.2.2.) (Brunton,
L. et al., 2007).

A exposicdo das células a este tipo de farmacos resulta na inducdo das proteinas
supressoras de tumores, p53 e p21, e em uma rapida alteracdo na atividade de proteinas
cinases. Estas proteinas sdo direta ou indiretamente responsaveis pela fosforilacdo de B-
cell lymphoma protein 2 (Bcl-2), resultando na inativacdo da funcdo deste. A perda da
funcdo de Bcl-2 em conjunto com o aumento de p53 e p21 leva as células a apoptose
(Fig.2.2.).

A vincristina podera ainda interferir com o metabolismo de aminoacidos, bem como
com a respiracdo celular e biossintese de acidos nucleicos e de lipidos. Dados obtidos de
ensaios in vitro revelam que o CYP 3A4 bem como o CYP3A5 estdo envolvidos na
metabolizacdo a nivel hepético da vincristina.

Os transportadores de efluxo responsaveis pela saida do farmaco da célula séo o
ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC10 e RalA-binding protein 1 (RALBP1), os

quais foram associados a resisténcia a esta classe de farmacos (PharmaGKB, 2011).
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Figura 2.2. Mecanismo de a¢do da vincristina dentro da célula tumoral
(Adaptado de PharmaGKB, 2011).

O numero de estudos que investigam a farmacocinética clinica dos alcaloides da
vinca é inferior ao de outros farmacos anti-tumorais, muito provavelmente devido as
dificuldades analiticas causadas pelas baixas doses administradas. Os alcaloides da
vinca sdo caracterizados pelo seu elevado volume de distribuicdo total, a sua rapida
depuracdo no plasma e um tempo de meia-vida terminal elevado. Possuem uma ligacéo
as proteinas plasmaticas de cerca 75%. A sua principal via de eliminacdo é a excrecao
fecal (PharmaGKB, 2011).

2.3.  Antibidticos Antraciclicos

As primeiras antraciclinas foram isoladas a partir do fungo Streptomyces
peucetius var. caesius, nos inicios dos anos 60, as quais foram designadas de
doxorrubicina (DOX) e daunorrubicina (DNR) (Minotti, G. et al., 2004). Os antibidticos
antraciclicos possuem uma estrutura de anel tetraciclina com um glicido, daunosamina,
fixado por uma ligacdo glicosidica, todos os agentes citotdxicos desta classe possuem
componentes guinona e hidroguinona em anéis adjacentes. A Unica diferenca entre as

moléculas de DOX e DNR é que a primeira possui na regido terminal da cadeia lateral
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um alcool primério, ao contrério da DNR que termina com um grupo metilo. Esta
pequena diferenca entre os dois farmacos tera consequéncias nos seus espectros de
atividade. A idarrubicina é um andlogo da DNR, sendo 0 seu espectro de atividade
superior a esta devido, muito possivelmente, a sua lipofilicidade e absorcdo celular

aumentadas (Brunton, L. et al., 2007).

2.3.1. Vias metabdlicas

Julga-se que a DOX entra na célula através do transportador de influxo
SLC22A16 ou por difusdo simples (Minotti, G. et al., 2004). Existem trés principais
vias metabolicas no metabolismo desta antraciclina no interior da célula tumoral. Dois
electrdes reduzem a DOX a um alcool secundéario, doxorubicinol (DOXol), sendo esta a
principal via metabodlica. Este metabolito DOXol é menos antineoplasico que a DOX
mas mais cardiotoxico, pelo que a taxa individual desta reacdo pode afetar o efeito
antitumoral e o risco de insuficiéncia cardiaca induzida pela DOX. Existem varias
enzimas que podem realizar esta reacdo e a sua respetiva concentracao é diferente em
diferentes tipos de células. A AKR1A, um membro da superfamilia aldo-ceto reductase
(AKR), é considerada a mais importante no tecido cardiaco enquanto que a enzima
carbonil reductase 1 (CBR1) é a principal enzima metabolica no figado. CBR3 e
AKR1C3 também tém um papel na formacao de DOXol.

A segunda via metabdlica da DOX corresponde a uma reducdo da DOX em um
eletrdo, ficando esta reacdo ao cargo de varias oxidoreductases para formar o radical
DOX-semiquinona. A re-oxidacdo do radical DOX-semiquinona a DOX, conduz a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e peroxido de hidrogénio. ROS,
causador de stress oxidativo, podera ser desativado pelas enzimas glutationa peroxidase
(GPX1), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD1). Considera-se que sdo estas
espécies reativas de oxigénio as responsaveis pelos efeitos cardiotoxicos da DOX
(Thorn, C. et al. 2011).

2.3.2. Mecanismo de acao

Os mecanismos responsaveis pelos efeitos anti-proliferativos e citotoxicos dos

antibioticos antraciclicos como a DOX e a DNR tém sido objeto de consideravel
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controvérsia. Nestes mecanismos incluem-se a intercalagdo e alquilagdo do ADN
com a atividade da helicase, a formacéo de radicais livres e efeitos diretos na membrana
celular, inibicdo da topoisomerase Il e consequentemente inducéo da apoptose.

Julga-se que a entrada da DOX no nucleo celular ocorre através da ligacdo a
proteassomas, o farmaco liga-se a subunidade 20S do proteossoma formando um
complexo DOX-proteassoma que entra no ndcleo através de poros nucleares. De
seguida o farmaco dissocia-se do proteassoma e liga-se a molécula de ADN, com a qual
possui maior afinidade. Alguns estudos mostram que a interacdo DNA-DOX esta
relacionada com inibicdo da topoisomerase 1l mas ndo com a toposiomerase |I.

As topoisomerases modificam a topologia do ADN sem alterar a estrutura e
sequéncia dos desoxinucleotidos. Podem causar quebras transientes na cadeia simples
de ADN (topoisomerase 1) e em ambas as cadeias (topoisomerase I1), sendo que apos
alterar o estado de torcdo da hélice, as cadeias retornam a sua estrutura original. Esta
atividade confere um papel importante as topoisomerases, sendo que o0
superenrolamento da dupla helice de ADN é modulado de acordo com a fase do ciclo
celular e o seu estado da transcricdo. As antraciclinas atuam pela estabilizacdo de um
intermediario da reacdo, em que as cadeias de ADN sdo cortadas e covalentemente
ligadas a tirosinas, impedindo desta forma o encerramento das cadeiras e o retorno a
estrutura original da dupla hélice. Os danos causados no ADN mediados pela acdo das
antraciclinas na toposimerase 1l sdo seguidos de paragem do crescimento celular nas
fases G1 e G2 e consequentemente apoptose.

Estes antibidticos antraciclicos também poderdo interagir com as membranas
celulares produzindo peroxidos lipidicos e alterando as suas funcBes, o que pode
desempenhar um importante papel quer na sua acdo citotoxica, quer na sua
cardiotoxicidade (Minotti, G. et al., 2004).

A mitoxantrona, uma antracenediona utilizada para induzir remissdo na LMA em
adultos, possui mecanismos de acdo semelhantes aos da DOX, DNR e seus analogos
(Brunton, L. et al., 2007).

A saida destes farmacos da célula realiza-se através dos transportadores ABCC1,
ABCC2, ABCG2, RALBP1 e ABCB1 (Thorn, CF. et al., 2011).
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2.3.3. Farmacocinética

A daunorrubicina, doxorrubicina e idarrubicina bem como a mitoxantrona s&o
administradas por via intravenosa e depuradas do organismo, maioritariamente, por
metabolismo hepético e excrecédo biliar. A curva de desaparecimento da doxorrubicina é
multifasica com meias-vidas de eliminacdo de 3h e de cerca de 30 horas e possui uma
ligacdo a proteinas plasmaticas de cerca de 70%. A idaunorrubicina € metabolizada
primariamente a idarrubicinol, que se acumula no plasma e que se assemelha ao
composto original quanto a sua atividade. Possui meia-vida de cerca de 15h e o seu
metabolito ativo, idarrubicionol tem meia-vida de cerca de 40 horas. O farmaco €
eliminado predominantemente por via biliar em menor extenséo pela via renal na forma
de idarubicinol. Possui uma ligacao a proteinas plasmaticas de cerca de 97%.

A daunorrubicina e a mitoxantrona possuem ligacdo as proteinas plasmaticas de
97% e 78% e um tempo de meia-vida de 18,5 horas e 75horas, respetivamente (Brunton,
L. et al., 2007).

2.4. ReacOes Adversas

E dificil prever exatamente quais os efeitos adversos decorrentes da
quimioterapia, diferentes individuos reagem ao tratamento de diferentes formas. Por
outro lado, as reacdes adversas variam de acordo com a dose e com a duragédo dos ciclos
de quimioterapia. Neste capitulo serdo descritos os efeitos adversos mais comuns da
quimioterapia das leucemias agudas.

Um dos efeitos adversos mais comuns & maioria dos farmacos consiste na
depressdo da medula déssea acompanhada de leucopenia, trombocitopenia e anemia
potencialmente grave. A mielosupressdo prolongada podera ocorrer em doentes que
apresentem excrecdo tardia do farmaco, pelo que serd um factor limitante da dose deste.
Como consequéncia da depressdo da medula 6ssea devido ao tratamento existe um risco
acrescido de hemorragias e de infecdes potencialmente fatais. Ao contrario do que
ocorre com 0s antagonistas do acido folico, a depressdo da medula éssea pela 6-MP
desenvolve-se gradualmente. A leucopenia decorrente da administracdo de
doxorrubicina atinge o seu valor minimo durante a segunda semana de quimioterapia

enquanto gque a trombocitopenia e a anemia seguem um padrdo semelhante mas menos
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pronunciadas. Outro efeito adverso comum em doses de quimioterapia sdo distarbios
gastrointestinais. Em cerca de 25% dos doentes adultos em que é administrada 6-MP
observam-se nauseas, vOmitos e anorexia, sendo que estas manifestacdes sdo mais
frequentes nos adultos do que em criangas. Outras manifestacOes que poderdo ocorrer
sdo a alteracdo da flora intestinal, gengivites e ulceras gastricas ou intestinais. A 6-MP é
menos toxica para o sistema gastrointestinal do que os antagonistas do acido folico,
contudo disturbios gastricos poderdo ocorrer, bem como hepatotoxicidade. Estes efeitos
adversos sdo mais frequentes em adultos do que em criancas e mais provaveis em
elevadas doses. Obstipacdo grave acompanhada de dor abdominal podera ocorrer pela
administracdo de altas doses de vincristina, contudo, poderdo ser evitadas através de
medidas profilaticas com terapéutica adequada. Para além da toxicidade hematoldgica e
gastrointestinal, foram tambem relatadas manifesta¢cdes dermatologicas como dermatite,
rash, rubor facial e hiperpigmentacdo. A alopecia € um efeito adverso muito comum,
contudo reversivel, a maioria dos farmacos, ocorrendo em 20% a 60% dos doentes
algumas semanas apos o inicio do tratamento (WHO, s.d.).

Lise tumoral e consequentemente hiperuricemia séo frequentes quando a 6-MP e
Ara-C sdo administradas em doses elevadas. O clinico devera monitorizar 0s niveis
sanguineos de acido drico do doente e estar alerta para o uso de medidas farmacologicas
e de suporte necessarias. Efeitos adversos decorrentes de altas doses de MTX, como
falha renal, por uma inadequada hidratacdo ou alcalinizacdo da urina poderdo ocorrer
(Brunton, L. et al., 2007).

Altas doses de Ara-C poderdo ser responsaveis, ainda, por cardiomegalia,
cardiomiopatia, hiperbilirrubinémia, neuropatia periférica (motora e sensitiva). A
toxicidade clinica dos alcaloides da vinca €, maioritariamente, neuroldgica. A
neurotoxicidade depende da dose e da administracdo concomitante de outros farmacos
neurotdxicos ou da irradiacdo da medula espinal. Estas manifestacdes mais graves
poderdo ser evitadas ou revertidas com suspensdo do farmaco ou reducdo da sua dose
(Brunton, L. et al., 2007; WHO, s.d.).

No que diz respeito aos antibioticos antraciclicos, uma caracteristica singular
destes € a miocardiopatia, podendo esta ser de dois tipos: alteracGes
electrocardiograficas, incluindo o intervalo QT e onda T bem como arritmias e a

toxicidade cumulativa crénica relacionada com a dose, manifestando-se através de uma
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insuficiéncia cardiaca congestiva, a qual ndo responde a digitalicos. Enquanto que as
primeiras sdo de breve duracdo e raramente constituem um problema grave, as segundas
possuem uma taxa de mortalidade que ultrapassa os 50%. Tanto na populagdo adulta
como na populacdo pediatrica pode ocorrer cardiotoxicidade de inicio tardio, com
instalagdo de insuficiéncia cardiaca congestiva varios anos apos o tratamento (Minotti,
G. et al., 2004; Brunton, L. et al., 2007; Thorn, C. et al.,2011).
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3.  Principios gerais da Farmacogendomica

Os recentes avancos na pesquisa gendmica langaram luz sobre o papel crucial das
variantes genéticas, envolvendo principalmente os genes que codificam enzimas
responsaveis pela metabolizacdo de farmacos, transportadores e alvos terapéuticos, na
conducdo a diferentes respostas interindividuais a terapéutica, em termos de eficacia e
seguranca. Neste capitulo serdo descritos alguns dos principios basicos da
farmacogendmica incluindo factores relevantes para a disponibilidade de farmacos —
enzimas de metabolizacdo de fase | e de fase 11 bem como transportadores.

3.1. Enzimas de fase |

3.1.1. Citocromo P450

A biotransformacdo de farmacos podera ser dividida, de um modo geral, em duas
fases. As reacdes de fase | transformam o farmaco em metabolitos polares pela adigédo
de grupos funcionais como — OH, -NH, -NH,,e — SH. Estas rea¢des incluem N- e O-
desalquilacdo e hidroxilacdo aromatica e alifatica. As enzimas mais importantes nesta
fase sdo as do citocromo P450 (Jancova, P. et al, 2010).

A familia dos citocromos P450 (também designado por CYP ou P450) é a mais
importante familia de enzimas responsavel pela metabolizacdo de uma larga quantidade
de substratos de estruturas similares, tanto compostos enddgenos como xenobioticos.
Consistindo numa superfamilia de hemoproteinas, os citocromos P450 podem ser
encontrados em todo o tipo de organismos, localiza-se em varios tecidos com particular
relevancia nas células hepaticas e podem ser encontrados no interior delas tanto no
reticulo endoplasméatico como associado a membrana da mitocondria (Wang, J.F. et al.,
2009). As enzimas encontradas na mitocondria estdo envolvidas, normalmente, na
sintese e metabolismo de compostos enddgenos, enquanto que aquelas presentes no
reticulo endoplasmatico metabolizam, preferencialmente, compostos exdgenos.

Alguns farmacos sdo excretados de forma inalterada na urina e nas fezes sem sofrer

qualquer tipo de reacdo metabdlica no figado, contudo a maioria possui um
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metabolismo complexo em que estdo envolvidas diversas enzimas, entre as quais 0S
citocromos P450. Esta superfamilia é capaz de catalisar uma grande variedade de
reacOes quimicas, nomeadamente oxidacGes, desidrogenacdes e isomerizacdes, tendo
sido identificados 57 CYPs, organizados em 18 familias e 43 subfamilias (Preissner, S.
et al., 2009). Enzimas da mesma familia possuem 40% de homologia na sua sequéncia
de aminoédcidos enquanto que enzimas da mesma subfamilia apresentam 55%. CYPs
das familias 1, 2 e 3 sdo da maior importancia uma vez que metabolizam mais de 90%
de todos os farmacos. De entre todas as familias de CYPs, a mais abundante é CYP3A,
com o CYP3A4 e CYP3A5 a serem as enzimas chave desta familia O CYP 3A4 é o
CYP3A dominante no figado e no intestino, sendo que 24 alelos diferentes (*1-*24)
foram identificados para esta enzima (Cheok, M. et al., 2006a). O CYP 3A4 é
responsavel pela metabolizagdo de mais de 50% dos farmacos, pelo que polimorfismos
nestas enzimas poderdo resultar em importantes manifestagdes clinicas (Wang, J.F. et
al., 2009).

O conhecimento da estrutura e funcdo destas enzimas tém representado um grande
desafio desde que foram descobertas no inicio dos anos 60. Desde a identificacdo da
primeira estrutura tridimensional de um CYP bacteriano mais de 70 estruturas de CYPs
foram descritas. Uma vez que todas os CYPs conhecidos de mamiferos estdo associados
a membrana, quer no reticulo endoplasmatico ou na membrana interna das
mitocéndrias, torna-se complexo o estudo estrutural por cristalografia de raio-X. No
entanto, estudos recentes conseguiram revelar as estruturas 3D de varios CYPs de
mamiferos através deste método.

A estrutura primaria destas enzimas é muito divergente, uma vez que estas
evoluiram de modo a catalisar o0 metabolismo de numerosas moléculas estruturalmente
diversas. Apesar de uma estrutura primaria diversificada, as enzimas do citocromo P450
em muitos organismos e familias diferentes apresentam um elevado grau de
conservacdo tanto ao nivel da estrutura secundaria como terciaria (Figura 3.1.). A
estrutura global compreende doze hélices designadas de A a L, “loops” e um grupo
prostético comum, uma protoporfirina contendo ferro (grupo heme), ligada a um grupo
tiolato de uma cisteina da apoproteina. O grupo heme esté localizado entre as hélices | e

L. As variacdes no posicionamento de elementos da estrutura secundaria dos CYPs bem
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como o tamanho dos “loops” contribuem para a grande diversidade de estruturas no
centro ativo, resultando na especificidade de substrato.

As regides mais importantes para a compreensdo da especificidade entre CYPs s&o
pequenos segmentos de proteinas em contacto com os substratos correspondentes ao
“loop” entre as hélices B e C posicionado sobre o grupo heme, descrito como o local de
reconhecimento do substrato 1 (SRS1), a hélice | sobre o grupo heme (SRS4), a regido
N-terminal rica em folhas B (SRS5 em B3) e a regido final das folhas B (SRS6 em [B4).
Por outro lado, as variagdes na sequéncia e comprimento do “loop” s@0 observadas
entre as hélices F e G (SRS2 e SRS3).

A hélice | podera servir como ponto de referéncia quando olhamos para a estrutura
global do CYP. Com aproximadamente 30 aminoacidos, localiza-se no centro da
molécula acima do grupo heme e contem um par de residuos de tirosina (ou serina) e
asparagina (ou glutamina) altamente conservados, essenciais para a reagéo catalitica da

monooxigenase (Sugimoto, H. et al., 2012).
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Figura 3.1.- Estruturas secundaria e terciaria do citocromo microssomal humano P450
3A4 determinadas por cristalografia de raios-X (resolucdo 2.05-A). A e B correspondem a
vista distal e lateral, respetivamente. Podem-se observar a azul as hélices alfa, a castanho as
folhas beta e 0 grupo heme a vermelho. C e D correspondem a uma vista ampliada dos sitios
ativos do CYP 3A4. (Adaptado de Yano, J. K. et al., 2004).
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A variabilidade dos genes que codificam enzimas que metabolizam farmacos, como
0s citocromos P450, muitas vezes afecta o resultado destes na terapéutica de forma
muito significativa, neste sentido, polimorfismos nestes genes desempenham um papel
muito importante neste aspeto. De acordo com esta variabilidade as populaces podem
ser classificadas em trés fenotipos principais:

* 0s metabolizadores ultra-rapidos ( ultra-rapid metabolizers, UM), com mais
de dois genes ativos que codificam para um determinado CYP;

 0s metabolizadores rapidos (extensive metabolizers, EM), que transportam
dois genes funcionais;

* 0s metabolizadores lentos (poor metabolizers, PM), com falta de uma enzima
funcional devido a genes mutados ou deletados.

Além disso, podera ocorrer um fenotipo mais subtil designado de

» metabolizadores intermediarios (IM), geralmente transportando um alelo

funcional e um mutado ou ainda, dois alelos parcialmente mutados.

No que diz respeito a influéncia de genes polimorficos na biodisponibilidade de
farmacos e na sua agdo torna-se evidente que genes que codificam enzimas
metabolizadoras desempenham um papel proeminente devido a sua influéncia na
eliminacdo dos farmacos, afetando o desempenho destes na terapéutica de muitas
doencas. De uma forma geral, estima-se que 20% a 25% de todas as terapéuticas
farmacoldgicas sdo influenciadas por polimorfismos afetando a acdo dos farmacos,
assim sendo, polimorfismos em CYPs desempenham um papel critico uma vez que
estas enzimas sdo responsaveis por cerca de 80% de todo o metabolismo de fase | de
farmacos, o que faz com que o campo da farmacogenética de CYPs seja de grande

importancia na pratica clinica (Ingelman-Sundgerg, M. et al., 2007).

3.1.1.1. Aspetos moleculares dos polimorfismos genéticos do CYP P450

Os genes de CYPs humanos sdo altamente polimdrficos, sendo que, atualmente,
estdo determinados mais de 350 alelos funcionalmente diferentes, isto €, variantes de
genes que afetam a sua funcdo e que também podem afetar a atividade dos seus

produtos. Os polimorfismos funcionais podem consistir em dele¢Ges, duplicagbes ou
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mutacdes pontuais criando produtos de genes inativos, como por exemplo, pequenas
insercdes ou delecbes que causam alteragdes do quadro de leitura do gene. Para além
destes, também poderdo ocorrer alteragcdes na sequéncia de aminoacidos, que poderao
modificar a especificidade para o substrato, e mutacdes em intrdes criando situacdes de
splicing alternativo. Outro aspeto importante nos polimorfismos de CYP é a varia¢éo do
namero de copias (CNV), estes segmentos de ADN, com cerca de 1 kb, possuem um
namero de copias variavel de um dos alelos de um gene funcional em comparagdo com
0 genoma de referéncia, 0 que podera ter consequéncias fenotipicas dramaticas como o
aumento no metabolismo de farmacos e, consequentemente, auséncia da resposta
terapéutica na dose normal bem como a perturbacdo da regulacdo génica de longo
alcance. Ao contrario do que se pensou inicialmente, este fenOmeno é muito comum no
genoma humano, tendo sido identificados um total de 1447 CNV, abrangendo 360Mb
(cerca de 12% do genoma), alguns dos quais correspondentes a enzimas
metabolizadoras de farmacos.

A variabilidade interindividual da expressdo de CYP podera também ser justificada
por alteracbes na regulacdo da expressdo do gene. Um exemplo, corresponde a
regulacdo por miARNs, uma familia de ARNs nédo codificantes, que tém como alvo o
ARNmM. Aqueles controlam a expressao do gene ligando-se a regido 3 '-UTR do ARNm,
0 que leva a formacdo de um complexo de ribonucleoproteina designado complexo de
silenciamento induzido no ARN (RISC) que orienta o reconhecimento e repressdo da
traducdo ou degradacdo de ARNms alvo. Assim a regulacdo por miARN € potenciada
em genes que contenham regides 3 -UTR longas, sendo exemplos disto os CYP2B6 e
CYP3A4 envolvidos no metabolismo da ciclofosfamida, entre outros. Deste modo,
alteracdes genéticas nos locais de ligacdo do mARN alvo ou no precursor de miARN,
poderdo contribuir para uma variabilidade na expressdo do CYP.

Para além dos miARNSs, a metilacdo do ADN também corresponde um meio de
regular a expressdo do gene, podendo esta ser feita através de dois mecanismos: a
metilacdo de genes promotores impedindo a ligacdo de alguns factores de transcricao
aos seus sitios de ligacdo e mecanismos de metilacdo do ADN envolvendo mudancas na
conformacéo da cromatina impedindo a expressdo do gene.

Além dos fatores genéticos, o controlo epigenético de CYP podera também

desempenhar um papel crucial para perceber a regulacdo da expressédo destas enzimas,
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especialmente naquelas que exibem variagdo interindividual, mas para as quais
nenhuma variante genética na regido do promotor ou em regides codificantes foram

identificadas (Ingelman-Sundgerg, M. et al., 2007).

3.1.2. Aldeido desidrogenase

A enzima aldeido desidrogenase (ALDH) é responsavel por catalisar a oxidacao
irreversivel de aldeidos alifaticos e aromaticos aos seus &cidos carboxilicos
correspondentes, tendo NAD- (P) * como cofator. Estas enzimas estdo envolvidas na
oxidacdo de compostos enddgenos bem como de inimeros xenobidticos. As ALDH séo
expressas num vasta gama de tecidos, e tém sido classificadas em trés classes, as ALDH
de classe 1 citosolicas, ALDH de classe 2 mitocondriais e ALDH de classe 3 expressas
em alguns tipos de tumores (Crabb, D.W. et al., 2004). Estas enzimas, principalmente
ALDH1Al e ALDH3A1, sdo responsaveis pela via de destoxificacdo de compostos
activos derivados do metabolismo da ciclofosfamida (aldofosfamida) bem como
compostos inativos mas toxicos para o organismo (acroleina), pelo que o estudo de
variantes genéticas nos genes que codificam estas enzimas sdo de grande importancia
(Gervasini, G. et al., 2012; Pinto, N. et al., 2009).

3.2. Enzimas de fase Il

As enzimas de fase Il desempenham um papel importante na biotransformacéo de
compostos enddgenos e exogeéneos, da mesma forma que as enzimas de fase I,
tornando-os em compostos hidrofilicos e portanto, mais facilmente excretaveis pelo
organismo. Estas enzimas sdo responsaveis por realizar reacGes de conjugacdo tais
como, sulfatacdo, acetilacdo, metilacdo, glucuronidacéo e conjugacdo com glutationa e
aminodacidos. As enzimas de fase Il responsaveis pelo metabolismo de farmacos sdo,
principalmente transferases: UDP-glucuronosiltransferases (UGTs), sulfotransferases
(SULTs), N-acetiltransferases (NATS), glutationa S-transferases (GSTs) e diversas
metiltranferases, nomeadamente a tiopurina S-metiltransferase (TPMT) e catecol O-

metiltransferase (COMT). Deste grupo destacam-se as enzimas UGTs, GSTs e TPMT
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envolvidas no metabolismo dos farmacos usados na terapéutica das leucemias agudas.
Ao contrério do que acontece com os citocromos P450, as enzimas de fase Il tém sido
alvo de uma menor atengdo, uma vez que interagdes entre farmacos envolvendo estas
enzimas sdo relativamente raras. N&o obstante, uma capacidade de metabolizagdo
reduzida destas enzimas podera levar ao aparecimento de efeitos adversos (Jancova, P.
et al., 2010).

3.2.1. UDP- Glucuronosiltransferases

A formagdo de compostos conjugados € a via de destoxificagdo mais importante no
metabolismo de farmacos de fase Il. Aproximadamente 40 a 70% de todos os farmacos
s8o sujeitos a reacdes de glucuronidacdo por UGTs. Estas pertencem a superfamilia de
enzimas ligadas @ membrana celular capazes de catalisar a formacdo de uma ligagédo
entre um grupo nucledfilo com uridina-5’difosfo-a-D-acido glucurénico (UDPGA)
(Figura 3.2.). Todas as UGTs sdo capazes de conjugar UDPGA com alcoois alifaticos,
fendis, acidos carboxilicos e aminas (Jancova, P. et al., 2010).

cooH
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Figura 3.2. Reacdo de conjugacdo de UDPGA com um substrato nucledfilo catalisado pela
UGT levando a formacdo de p-D-glucuronido e uridina difosfato (Adaptado de Jancova, P. et
al., 2010).

No Homem quatro familias de UGTs foram identificadas: UGT1 e UGT2, dividida
na subfamilia 2A e 2B, UGT3 e UGT8. Enquanto as duas primeiras intervém no
metabolismo de compostos enddgenos e xenobioticos, a UGT8 tem um papel
importante de biossintese ao nivel do sistema nervoso. As enzimas de cada familia
partilham, no minimo, 40% de homologia na sua sequencia de ADN enquanto que
enzimas de cada subfamilia partilham cerca de 60%. Recentemente foram identificadas
vinte e duas UGTSs pertencentes as familias 1,2,3 e 8, sendo que a maioria encontra-se

amplamente distribuida pelos tecidos, estando localizadas preferencialmente no figado.

40



Farmacogendmica na Terapéutica das Leucemias Agudas

As enzimas UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A9, 2B7 e 2B15 séo consideradas as mais
importantes enzimas de metabolizacdo de farmacos no figado, enquanto que a
UGT1A7, 1A8 e 1A10 séo expressas principalmente no trato gastrointestinal, pelo que
serdo particularmente importantes na biodisponibilidade oral de farmacos. Geralmente,
as UGTs estdo ligadas ao reticulo endoplasmaético ficando o seu sitio de ligacdo ao
substrato exposto para o lumen (Jancova, P. et al., 2010).

3.2.2. Glutationa S-transferases

A glutationa S-transferase (GST), uma das mais importantes enzimas de
destoxificacdo de fase Il, esta envolvida no metabolismo de xenobioticos assim como
bem como na protecdo de celular contra o stress oxidativo. Esta familia de enzimas é
responsavel por catalisar a formagdo de conjugados tioéteres entre xenobioticos e
glutationa (Figura 3.3.). GSTs podem catalisar uma serie de reacdes incluindo
substituicdes nucleofilas aromaticas, isomerizagdes, reducdo de hiperperdxidos e
conjugacéo de diversos compostos hidrofobicos e eletrofilicos com glutationa reduzida,
assumindo uma papel essencial na destoxificacdo de epoxidos derivados de
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PAHs). A maior funcdo biologica das GSTs
consiste na defesa contra eletrofilos reativos e toxicos como as espécies reativas de
oxigénio, radicais superdxido e peroxido de hidrogénio, que se originam a partir de
processos metabolicos celulares normais, muitos dos quais formados pelas reacdes
oxidativas catalisadas por citocromos P450.

Foram identificadas duas superfamilias de GST, uma superfamilia de GST soluveis
dividida em oito classes: Alfa (o)), Kappa (), Mu (w),Pi (wr), Sigma (o), Teta (0) e Zeta
(©) sendo que no Homem as enzimas GSTs pertencem as classes alfa (Al-A4), Um
(M1-Mb5), Pi (P1), Kappa (K1) e Teta (T1 e T2). Estas estdo presentes no citoplasma
celular, principalmente podendo encontrar-se também no nicleo ou na mitocondria. A
outra superfamilia de GST, proteinas associadas a membrana, esta envolvida no
metabolismo do acido araquidonico. Ambas as superfamilias de GSTs estdo
amplamente distribuidas por varios orgaos como figado, rins, cérebro e pancreas
(Jancova, P. et al., 2010).
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Figura 3.3. Formacéo de glutationa-S-conjugada (Adaptado de Jancova, P. et al., 2010).

3.2.3. Tiopurina S-metiltransferase

A tiopurina S-metiltransferase (TPMT), uma enzima citosélica dependente de S-
adenosil L-metionina, catalisa a S-metilacdo de farmacos tiopurinicos citotoxicos e
imunosupressores como 6-MP, 6-TG e azatioprina (AZA) bem como outros compostos
aromaticos heterociclicos (Wang, L. et al., 2010). A TPMT encontra-se em elevadas
concentracdes no figado e rins e em niveis mais baixos no cérebro e pulmdes. Os niveis
de actividade da TPMT nos tecidos séo altamente regulados por polimorfismos
genéticos (Jancova, P. et al., 2010), estes tém tido um forte impacto clinico devido a sua
forte associacdo com a variacdo interindividual na toxicidade e eficacia da terapéutica
com farmacos tiopurinicos (Alves, S. et al., 2000). Com um papel crucial no tratamento
das leucemias agudas, as tiopurinas sao pré-farmacos que requerem a bioactivacao pela
enzima hipoxantina fosforibosiltransferase para formar nucleotidos 6-tioguanina. Este
processo de activacdo esta em competicdo com a via de inactivacdo que consiste em
duas reacOes: conversdao metabolica pela TPMT que leva a formacdo de metabolitos
metilados inactivos e oxidacdo catalisada pela xantina oxidase (Fig.3.4.) (Jancova, P. et
al., 2010). A via da metilacdo é de extrema importancia nos tecidos hematopoieticos
uma vez que a enzima xantina oxidase ndo se encontra expressa nestes tecidos pelo que
a TPMT ¢ a principal via de inactivacdo de farmacos tiopurinicos (Lennard, L et al.,
1987). Assim, a actividade comprometida desta enzima podera causar uma acumulacao

de nucleotidos tiopurinicos e manisfestaces de citotoxicidade (Jancova, P. et al., 2010).
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Figura 3.4. Esquema simplificado do metabolismo da 6-mercaptopurina (Adaptado de Jancova,
P. et al 2010).

O gene TPMT possui 34kb de comprimento e consiste em 10 exdes (Fig.3.5.). Até
hoje, um total de cerca de 28 alelos, obtidos como o resultado de polimorfismos
genéticos, foi identificado, a maioria dos quais esta associada com a diminuicdo da
atividade da enzima (Wang, L. et al 2010).

A TPMT*3A e TPMT*3C, os alelos mutados mais frequentes, possuem uma
distribuicdo a nivel mundial bastante distinta. TPMT*3A representa de 60 a 89% de
todos os alelos mutados nas populacbes de descendéncia europeia, seguido do
TPMT*3C que compreende 5 a 15% dos alelos mutados. Dentro da populacéo africana
e asiatica o alelo TPMT*3A esta ausente e o alelo TPMT*3C é quase o unico alelo
mutado (Alves, S. et al., 2004). Contudo, em algumas populac@es africanas, como em
Mocambicanos, foi também identificado o alelo TPMT*8 (Alves, S. et al 2004; Wang,
L. et al., 2010). Em termos moleculares, os alelos TPMT*3A e TPMT*3C séo
idénticos, ambos compartilnam uma substituicdo A — G na posi¢do 719 do ex&o 10 e,
aléem disso, a TPMT*3A contém uma transicgdo G — A na posigdo 460 no exdo 7
(Fig.3.5.). A variante TPMT*3A é um haplétipo resultado do linkage disequilibrium
entre TPMT*3C e TPMT*3B (G460A). Na populagdo portuguesa a distribuicédo alélica
para TPMT estd de acordo com o descrito para as populacdes caucasianas, ou seja, 0

alelo TPMT*3A representa o alelo mutado predominante (Alves, S. et al., 2004).
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Figura 3.5. Representacdo esquematica do alelo wild-type para o gene da TPMT, TPMT*1,
bem como dois dos alelos variantes para a baixa atividade enzimatica. Os retangulos a roxo
representam os exfes que codificam a ORF, os brancos representam as sequencias ou porgdes
nao codificantes.Os polimorfismos nos alelos variantes estdo também representados. Todos 0s
exdes estdo numerados de 1 a 10. (Adaptado de Weinshilboum, R et al.,2004).

3.3. Transportadores

3.3.1. Transportadores de Influxo

Os transportadores de soluto (solute-carrier, SLC) pertencem a uma superfamilia
de transportadores que inclui transportadores passivos, simporte (co-transporte) e
antiporte (contra-transporte), e podem localizar-se em todas as membranas celulares
bem como nas membranas de organelos. Atualmente estdo identificadas 55 familias de
transportadores SLC designadas de SLC1 a SLC20 e de SLC22 a SLC47. A familia de
transportadores de aniGes organicos SLC21, originalmente designada desta forma, é
atualmente designada de SLCO da qual fazem parte seis subfamilias altamente
divergentes. Cerca de 20 a 25% de homologia na sequéncia de aminoacidos é partilhada
pelos membros pertencentes a mesma familia e de acordo com esta assim sera a
especificidade ao substrato. Estes transportadores sdo capazes de transportar através das
membranas substratos tdo diversos como catibes e anides organicos, aminoacidos e
oligopéptidos, glucose, sais biliares e anides organicos, ides metalicos, vitaminas e co-
fatores, neurotransmissores, lipidos e prostaglandinas, nucledsidos e nucle6tidos assim
como diversos farmacos.

As quatro das seis subfamilias SLCO (também designados por transportadores de
anides organicos, OATPs) estdo envolvidas no transporte de anides organicos em

células epiteliais. A subfamilia SLCO1, com quatro membros, estd envolvida no
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transporte de farmacos, assim como os membros das subfamilias SLCO5 e SLCO6 (He,
L. et al., 2008). Dos onze transportadores humanos, OATP1B1, OATP1B3 e OATP2B1
estdo expressos na membrana sinusoidal dos hepatdcitos e podem facilitar a entrada
para o figado dos farmacos seus substratos. OATP1A2 é expresso na membrana dos
enterdcitos e na barreira hematoencefalica, potencialmente mediando o transporte de
farmacos nestes locais. A variabilidade genética em genes que codificam
transportadores OATP pode resultar em diferencas interindividuais na farmacocinética.
Por exemplo, um SNP no gene SLCO1B1 podera diminuir a capacidade da proteina
exercer a sua funcdo de transporte ativo de diversos farmacos, para o interior dos
hepatdcitos, resultando em um aumento das concentracdes plasmaticas de farmaco e
consequentemente risco de toxicidade. Para além deste transportador, também o
OATP1A2, 1B3 e 2B1 tém um papel importante na farmacocinética de varios farmacos
(Kalliokoski, A. et al., 2009).

3.3.2. Transportadores de Efluxo

Os transportadores ABC (ATP-binding cassette) constituem uma das maiores
superfamilias de proteinas. Com uma estrutura e funcdo relativamente conservadas,
usam a energia da hidrélise de ATP para transportar uma vasta variedade de moléculas
através da membrana celular. Atualmente, estdo identificados 48 membros nesta familia
de transportadores que, com base na sua homologia estrutural, foram subdivididos em
sete familias, designadas de A a G. Estes transportadores participam em inimeros
processos celulares incluindo metabolismo, transporte de compostos exdgenos e
enddgenos, como lipidos e aniGes organicos, e exibem diferentes propriedades
cataliticas entre si, como especificidade de substrato e modo de transporte. Os
transportadores ABC estdo localizados na membrana plasmatica e nas membranas de
organelos como complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e mitocéndria (Lin, T. et
al., 2006).

A estrutura basica destas proteinas é definida por quatro dominios, dois dominios
transmembranares (TMDs ou MSDs) e dois dominios de liga¢do a nucle6tidos (NBDs).
Estes transportadores podem apresentar-se em uma sO cadeia polipeptidica (full

transporters) ou em duas proteinas separadas (half transporters), que funcionam como
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homo- ou heterodimeros, pelo que requerem dimerizagdo para se tornarem funcionais.
Os TMDs contém cadeias peptidicas que formam seis hélices-a transmembranares por
dominio, em um total de doze hélices nos full transporters (Fig.3.6.) (Glavinas, H. et
al., 2004; Lin, T. et al., 2006).

Quando comparadas as varias subfamilias de transportadores ABC, uma das
maiores diferencas entre elas é a presenca de uma extensdo N-terminal adicional no
dominio transmembranar (TMDO) em alguns membros da subfamilia ABCC. Um dos
transportadores mais bem estudados é a P-glicoproteina (P-gp) de resisténcia a varios
farmacos (multidrug resistance, MDR1) também conhecida por ABCB1, uma enzima
glicosilada associada @ membrana celular, caracterizada por duas metades idénticas cada
qual com um NBD, capaz de transportar para fora da celula um vasto nimero de
farmacos, entre os quais antibioticos antraciclicos, vincristina e vinblastina. (Lin, T. et
al., 2006).

Y9EL~

Figura 3.6. Topologia de transportadores ABC e modelo do mecanismo de transporte. (A)
Estdo representados 0s dois dominios transmembranares (MSDs ou TMs) e os dominios de
ligacdo ao substrato (NBDs) para o P-gp. Alguns membros da familia MRP (ABCC) possuem
uma extensdo N-terminal adicional (MSDy). Esta também representado um half transporter. (B)
Estrutura da P-gp mostrando os seus dominios transmembranares (TMs) e NBDs. (C)
Mecanismo de transporte mostrando a mudanga conformacional como resultado da ligagdo do
ATP (Adaptado de Fukuda, Y. et al., 2012).

A P-gp foi o primeiro transportador ABC responsavel pela resisténcia a farmacos a

ser descoberto e é, ainda, 0 mais vastamente estudado (Glavinas, H. et al., 2004). Esta

46



Farmacogendmica na Terapéutica das Leucemias Agudas

P-gp foi identificada como causa da diminuicéo intracelular de diversos farmacos, pela
saida ativa destes da célula. A delecdo do gene ABCB1 ndo foi identificada, contudo,
variantes ndo funcionais foram observadas em diversos individuos. Muitas destas
variantes tém sido estudadas pela sua potencial influéncia na expressédo e funcéo de
muitos transportadores. Foram identificados 1279 SNPs no gene ABCB1, 62 dos quais
estdo na regido codificante (Hodges, L. et al., 2011).

O gene ABCBL é vastamente expresso em tecidos normais com funcéo de excregdo
como o figado, rim e intestino, assim como é capaz de exercer fungdes de barreira como
na barreira hematoencefalica. A expressdo do ABCB1 protege ativamente as células
contra a morte celular, uma vez que ao transportar para fora da célula compostos
enddgenos e exdgenos, reduz no organismo a quantidade de substancias potencialmente
nocivas. Por outro lado esta funcdo de protecdo da célula poderad causar resisténcia a
diversos farmacos (Lin, T. et al., 2006).

Outro membro da familia de transportadores ABC bem estudado é ABCG2
(também designado de MXR/BCRP1/ABCP), um half-transporter. Ao contrario de
outros half-transporters que se encontram localizados nas membranas de organelos
intracelulares, 0 ABCG2 ¢ expresso exclusivamente na membrana plasmatica tanto em
tecidos normais como em tecidos tumorais, pelo que foi determinada a sua associacao
com a resisténcia a alguns farmacos usados no tratamento do cancro. A subfamilia C de
transportadores ABC (ABCC) possui 12 membros, em que nove pertencem ao grupo de
multiresistance protein (MRPs), MRP1-MRP9 ou ABCC1-ABCC6 e ABCC10-
ABCC12, sendo os MRP1-MRP6 0s que se encontram mais bem caracterizados. Os
membros da subfamilia MRP para além de serem importantes no transporte de
substancias fisiologicas, sdo também importantes no transporte de anifes organicos
toxicos. Os quatro maiores transportadores ABC, ABCB1/P-gp/MDR1,
ABCC2/cMOAT/MRP2, ABCG2/BCRP/MXR e ABCC4/MRP4, tém sido encontrados
na membrana apical dos enterdcitos pelo que terdo um papel importante na absorcao
intestinal de farmacos e consequentemente na resisténcia da célula a estes. Por outro
lado, estes transportadores constituem o principal grupo de proteinas responsaveis pela

resisténcia aos farmacos usados no tratamento de cancro (Glavinas, H. et al., 2004).

47



Seccdo Il - A Influéncia da
farmacogendmica na terapéutica

das leucemias agudas




Farmacogendmica na Terapéutica das Leucemias Agudas

1. Farmacogenomica na terapéutica das leucemias

agudas

Depois de mais de 50 anos de pesquisas nas areas da farmacogendmica e da
farmacogenética, observa-se que diferencas genéticas entre individuos podem explicar
alguma da variabilidade observada na farmacocinética, eficicia e toxicidade de alguns
farmacos. Embora muitos estudos relacionem diferentes respostas farmacoldgicas com a
variabilidade genética, a maioria daqueles aplicam-se a populacdo adulta pelo que a
atencdo dada a populacdo pediatrica tem sido muito menor. Os doentes pediatricos
constituem um grupo vulneravel uma vez que apresentam diferencas decorrentes das
diferentes fases de desenvolvimento (Russo, R. et al, 2011). A quimioterapia, neste
caso, pode causar significativos efeitos adversos ou, por outro lado, alguns doentes
poderdo apresentar resisténcia ao tratamento. Assim, o aperfeicoamento na terapéutica
das leucemias agudas é urgente. A acdo dos farmacos € influenciada pela interacéo de
muitos produtos de genes que determinam a farmacocinética e farmacodinamica da
quimioterapia. O objetivo da farmacogendmica € estudar os determinantes genémicos
relevantes para a resposta ao farmaco, seleciona-los bem como as suas dosagens de
acordo com o perfil genético de cada paciente e da sua capacidade para metabolizar,
eliminar e responder a farmacos especificos (Kager, L. et al 2009). A aplicacdo destes
principios no tratamento do cancro tem em vista ndo somente a obtencao de beneficio a
partir de abordagens personalizadas de tratamento mas tambem de prevencéo.

Apesar da quantidade consideravel de novos farmacos concebidos com base em um
conhecimento das alteragcdes moleculares do cancro, uma grande lacuna entre o
conhecimento de farmacogendmica e a sua aplicacdo clinica ainda persiste (Savonarola,
A. et al, 2012). A eficacia da quimioterapia em doentes com leucemias agudas tem
aumentado significativamente nos ultimos 20 anos e, como tal, o foco de pesquisa tem
sido lentamente alterado de modo a reduzir a toxicidade associada aos farmacos e
aumentar as taxas de cura. Assim, uma vez que a quimioterapia envolve ainda um
namero reduzido de farmacos de elevado perfil toxico, um elevado nimero de
polimorfismos genéticos, nomeadamente polimorfismos em um dnico nucleétido (SNP)
tém sido identificados, tendo-se verificado que estes podem assumir um papel fulcral na

farmacocinética e farmacodinamica destes farmacos (Gervasini, G. et al, 2012). Aqueles

49



Farmacogendmica na Terapéutica das Leucemias Agudas

poderdo ter a capacidade de mediar respostas diferenciais dos doentes aos farmacos
sendo deste modo excelentes alvos de estudo. Tais genes envolvidos na farmacocinética

e farmacodinamica incluem aqueles que sdo responsaveis pela absorcao, excrecao,
transporte, metabolismo celular e alvos terapéuticos. Polimorfismos nestes genes
podem, teoricamente, levar a uma maior ou menor dose de farmaco e consequentemente
afetar a eficacia ou a toxicidade. Alternativamente, mudancas nos alvos terapéuticos
poderdo diminuir ou intensificar a resposta celular ao farmaco ou aos seus metabolitos
ativos e igualmente afetar a toxicidade ou eficicia. Deste modo, numerosos estudos tém
investigado as alteracfes genéticas nestes genes e o seu papel na resposta dos doentes a
quimioterapia (Meeke, N.D. et al, 2000).

Neste capitulo, serdo abordados alguns dos polimorfismos nos genes envolvidos no
metabolismo, transporte ou alvos terapéuticos em alguns dos farmacos usados na
quimioterapia das leucemias agudas com um especial destaque para os polimorfismos
que podem ser utilizados na prética clinica, a fim de reduzir a ocorréncia de efeitos
adversos graves (Gervasini, G. et al, 2012) e proporcionar a informacdo necessaria para
0 desenvolvimento de uma terapéutica personalizada para estes doentes (Innocenti, F. et
al, 2011).

1.1. A Farmacogendmica na terapéutica com metotrexato

1.1.1. Polimorfismos nos genes envolvidos na via dos folatos.

Polimorfismos no gene MTHER

De todos os genes envolvidos na via dos folatos, as variacfes genéticas no gene
MTHFR tem sido as mais extensivamente estudadas. A MTHFR € a enzima chave para
0 metabolismo e homeostasia dos folatos, estando envolvida na remetilagdo da
homocisteina essencial para a metilacdo do ADN. Uma diminuicdo na atividade desta
enzima, pela presenca de SNPs por exemplo, podera levar a uma maior quantidade de
substrato para a enzima TS, e assim aumentar a sintese de ADN, o que resultard em uma
menor atividade antileucémica. Em alternativa, a reducdo da conversdo de 5,10-

T

de metilacdo (Hung, L. et al, 2008), o que levara a alteracdes na quantidade de folatos
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reduzidos e a hiperhomocisteinemia, afetando tanto a eficAcia como a toxicidade de
farmacos antifolato, como 0 MTX.

Pelo menos quinze polimorfismos foram identificados no MTHFR, no entanto, a
maioria dos estudos foca-se apenas em dois deles que se julgam importantes a nivel
clinico (Gervasini, G. et al., 2009). Um deles corresponde a transicdo 677C> T, a qual
causa uma substituicdo de uma alanina por uma valina no codéo 222 (Ala222Val), e que
parece estar associada a uma reducdo de 30 a 60% na atividade da enzima, o0 outro
corresponde a transicdo de 1298C> A, que origina a substituicdo de um &cido glutdmico
por uma alanina no coddo 429 (Glu429Ala) (D’Angelo, V. et al., 2011). Vérios estudos
tém mostrado um aumento da toxicidade do MTX e o aumento do risco de recidiva em
doentes com o alelo variante para MTHFR C677T, tanto em adultos como em criangas
com LLA (Gervasini, G. et al., 2009).

Segundo D’Angelo et al. portadores de polimorfismos funcionais no MTHFR
revelaram diferentes graus de toxicidade, quando comparadas duas doses diferentes (2
g/m? em doentes de baixo risco e 5 g/m? em doentes de alto risco ou com LLA das
células B) administradas durante a fase de consolidacdo. Especialmente no grupo que
recebeu doses mais baixas, doentes homozigoticos 677TT apresentaram um risco doze
vezes superior (Odds ratio (OR) de 12,2; Intervalo de confianca para 95% (IC 95%) de
2.54-58.9; P =0.001) de desenvolver toxicidade em relagdo a outros gendtipos, o que
podera estar associado a uma menor atividade da MTHFR. Contudo, a toxicidade global
foi mais evidente no grupo que recebeu doses mais elevadas. No que diz respeito a
diferentes tipos de toxicidade, doentes portadores do gendtipo 677TT no grupo que
recebeu doses menores de MTX, apresentaram um risco 13 vezes superior (OR=13,44;
IC 95% =2,21-81,77; P=0,002) de desenvolver toxicidade ndo hematoldgica
comparativamente a outros gendtipos.

De acordo com os investigadores, julga-se que tal se deve ao aumento agudo nos
niveis de homocisteina logo apds a administracdo de MTX, ao fato de polimorfismos no
MTHFR também causarem um aumento dos niveis de homocisteina e por Gltimo de a
homocisteina parecer ter um papel relevante na hepatotoxicidade. Neste estudo ndo
foram obtidos dados significativos que associassem a toxicidade do MTX com o
polimorfismo 1298C> A. Quando foi avaliada a relacdo entre polimorfismos neste gene
e 0 risco de recaida, este estudo mostrou que o polimorfismo MTHFR 677C> T

apresentava um maior risco da ocorréncia de eventos adversos, quando todo o grupo foi
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estratificado de acordo com os genotipos (P = 0,008). Nao foram encontradas diferencas
significativas para os doentes estratificados de acordo com o polimorfismo MTHFR
1298A> C (P = 0,7), como mostra a tabela 1.1. Em detalhe, o gendétipo 677TT foi
associado a um maior risco de recidiva quando comparado com outros genotipos (OR=
2.9; IC 95% = 1.23-6.9; P=0.01)

Tabela 1.1. Numero de casos de doentes com e sem recaida da doenca em funcdo do

gen6tipo de MTHFR para os polimorfismos 677C> T e 1298A> C (Adaptado de D’Angelo, V.
etal., 2011).

Numero Numero de
Geno6tipo total de individuos
MTHFR casos sem recaida
n =151 (%)

Numero de
individuos com
recaida (%)

.~ e77CC 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)

Os valores entre paréntesis representam a percentagem de individuos do grupo total (n=151).

Estes investigadores observaram também que os portadores do genétipo 677TT
apresentaram uma sobrevida livre de doenca em 7 anos (Disease-free survival, DFS) e
uma sobrevida global em 7 anos (Overall survival, OS) menor do que os portadores do
alelo 677C, (63.7% vs 36.2%) e (76% vs 48%), respetivamente, como mostra a figura
1.1. (D’Angelo, V. et al., 2011).
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Figura 1.1. Gréafico A- Andlise por Kaplan —Meier comparando as curvas de sobrevida livre de
doenca (disease-free survival, DFS) em 7 anos de follow-up para os diferentes genétipos de MTHFR
677C>T. A curva 1 representa os portadores dos genétipos 677CC e 677CT e a curva 2 os portadores do
gendtipo 677TT. Grafico B- Andlise por Kaplan —Meier comparando as curvas de sobrevida global
(overall survival, OS) em 7 anos de follow-up para os diferentes genétipos de MTHFR 677C>T. A curva

1 representa os portadores dos genétipos 677CC e 677CT e a curva 2 os portadores do genétipo 677TT
(D’Angelo, V. et al., 2011).
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Também de acordo com estes resultados esta um estudo desenvolvido por Aplenc et
al., onde se observou uma associagdo entre este SNP e o risco de recaida em 520
criancas com LLA (Aplenc, R. et al. 2005). A par destes estudos esta Ongaro et al. que
observaram que o genétipo 677TT conferia uma menor probabilidade de sobrevivéncia
em adultos com LLA sujeitos a quimioterapia de manuten¢édo (Ongaro, A. et al.2009).
Usando linfoblastos provenientes de doentes com LLA que sofriam de toxicidade, Taub
et al. observaram que os doentes com o genétipo 677TT exibiram uma maior
sensibilidade ao MTX in vitro quando comparados aos doentes com outros genotipos
(Taub, J.W. et al. 2002).

N&o obstante, estes resultados parecem estar em oposi¢cdo a estudos onde a variante
677C> T ndo aumentou o risco de toxicidade do MTX em criangas com LLA. Por sua
vez Aplenc et al., também reportou que 677C> T ndo foi associado a toxicidade numa
cohort de doentes com LLA (Aplenc, R. et al. 2005).

Estes estudos analisaram os efeitos de MTX em dosagens de manutencéo, pelo que
0s resultados podem ser influenciados por efeitos toxicos cumulativos de varios
farmacos, bem como baixas doses de MTX (D’Angelo, V. et al., 2011).

Os resultados dos estudos sobre 0 impacto da variante 1298C>A sobre a toxicidade
e eficacia relacionada com MTX tém sido ainda mais inconsistentes do que aqueles
sobre 677C> T. Uma recente meta-analise realizada por Yang et al., bem como uma
percecdo geral da literatura desenvolvida por Gervasini, et al., levam a pensar que
677C> T € o unico SNP gue desempenha um papel clinicamente significativo, embora
existam resultados contraditorios (Huang, L et al., 2008; Kantar, M. et al., 2009;
Gervasini, G. et al., 2009; Yang, L. et al., 2012).

Segundo Gervasini, et al., o uso de diferentes protocolos de tratamento entre os
estudos, 0 uso de pequenas e ndo homogéneas populacGes de paciente, a inclusdo de
diferentes etnias, fatores ambientais como a dieta, a existéncia de interacdo entre SNPs
e, sobretudo, a heterogeneidade dos parametros de eficacia podem ser razbes por tras

das inconsisténcias mencionadas (Gervasini, G. et al., 2009).

Polimorfismos no gene MTRR

O polimorfismo 66 A>G no gene MTRR foi descrito pela primeira vez por Wilson et
al. embora a sua funcdo na modulacdo dos niveis de homocisteina seja ainda
controversa (Wilson, A. et al., 1999).
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Com base neste dado, de Jonge et al. conduziram um estudo que pretendia
averiguar de que modo polimorfismos nos genes envolvidos no metabolismo de folatos,
afetariam a sensibilidade in vitro de linfoblastos ao MTX. Assim, o estudo consistiu em
analisar, entre varios polimorfismos, o SNP 66A> G no gene MTRR em uma amostra de
157 doentes pediatricos. De Jonge et al. descreveram pela primeira vez este
polimorfismo como um determinante farmacogenético na eficacia do MTX e com 0s
resultados obtidos foi possivel verificar que este polimorfismo foi responsavel por uma
menor sensibilidade ao MTX in vitro (De Jonge, R. et al., 2005).

Mais tarde o mesmo grupo desenvolveu um estudo envolvendo uma cohort de 81
criancas com LLA tratadas com altas doses de MTX. Os doentes foram classificados
como sendo de alto e baixo risco, pelo que as doses de MTX administradas foram de
quatro ciclos de 3g/m? a cada duas semanas e 2g/m® todas as semanas durante trés
semanas, respetivamente. A ocorréncia de efeitos adversos foi estudada relativamente
aos diferentes gendtipos. Segundo Hung et al., um nimero significativamente maior de
doentes com o0s gendtipos MTRR 66AG e 66GG apresentaram mucosite oral, um dos
efeitos adversos mais comuns provocados por MTX, quando comparado com doentes
com o genotipo wild-type (P=0,018). A funcdo desta enzima & manter em niveis
adequados a metilcobalamina, um cofator responsavel por catalisar a remetilacdo de
homocisteina para metionina, pelo que polimorfismos no MTRR poderdo alterar a
atividade da enzima, o que consequentemente resultara em uma alteracdo na
distribuicdo de folatos. De acordo com estes autores, o efeito exato de polimorfismos
neste gene sobre a atividade da enzima sdo desconhecidos pelo que a sua associacao
com os efeitos adversos provocados pelo MTX permanece especulativa.

Em contraste com os resultados acima descritos, neste estudo observou-se também
que doentes de alto risco, portadores do genétipo MTRR 66AG apresentavam uma
recuperacdo mais rapida dos niveis plaguetarios comparativamente aos portadores do
genotipo wild-type (MTRR 66AA) (P=0,004), embora isso ndo se tenha refletido em um
menor grau de toxicidade. Segundo os préprios autores, este Gltimo achado gera davidas
em relacdo a sua relevancia clinica, uma vez que esta associacdo apenas foi observada
para genotipos heterozigéticos. Por outro lado, os resultados obtidos neste estudo estdo
em contraste com o estudo anteriormente descrito conduzido pelo mesmo grupo de
investigadores, pelo que estes sugerem que seja necessario mais estudos para

correlacionar este polimorfismo, a citotoxicidade nas células leucémicas e a ocorréncia
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de efeitos adversos, bem como estudos adicionais acerca do papel deste polimorfismo
na mudanga de atividade da enzima. Assim, uma vez que este foi um estudo retrospetivo
com uma pequena amostra de doentes, serd necessario no futuro uma confirmacéo
destes resultados em um estudo prospetivo, incluindo um maior nimero de doentes e
correlacionando multiplas varidveis como a idade, sexo e niveis toxicos de MTX (Hung,
L. et al., 2008).

Para além deste, muitos outros estudos ndo tém encontrado uma associa¢ao entre
este polimorfismo e os efeitos adversos observados em doentes pediatricos com LLA a
receber MTX.

As razbes para as discrepancias observadas poderdo dever-se as limitacGes ja
descritas. Dado todos estes estudos contraditorios, sobretudo com resultados negativos,
é muito provavel que o impacto clinico do SNP MTRR 66A> G, a existir, devera ser

mais significativo em associa¢do com outros polimorfismos (Gervasini, G. et al., 2009).

Polimorfismos no gene DHFR

A enzima DHFR, como foi referido anteriormente, € o principal alvo terapéutico do
MTX pois este atua na enzima inibindo-a competitivamente o que resulta em uma
alteracdo da regeneracdo de THF a partir de DHF e consequentemente em um bloqueio
na sintese de purinas e pirimidinas.

Diversos estudos indicam que um aumento da expressdo de DHFR podera conferir
um fenotipo de resisténcia ao MTX. Isto sugere portanto, que polimorfismos,
particularmente aqueles que se encontram nas regides reguladoras do gene, poderdo
afetar a expressdo do DHFR e modular a resposta ao MTX. Tanto em estudos clinicos,
como em estudos experimentais observou-se uma alteracdo dos niveis de DHFR e/ou
uma diminuicdo da formacdo do complexo DHFR-MTX em doentes que apresentaram
recaida da doenca (Gervasini, G. et al., 2009).

De acordo com estes dados, Dulucq et al. analisaram o impacto de polimorfismos
na regido do promotor do gene, numa regido até 2kb a montante do local do inicio da
transcricdo, através da associacdo de polimorfismos individuais, haplotipos e do
polimorfismo ins/del de 19-bp com a eficécia do tratamento da LLA.

Este estudo envolveu 277 criancas diagnosticadas com LLA, que receberam altas

doses de MTX (4 g/m?) durante a fase de inducdo e uma dose semanal de 30 a 45
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mg/m? durante as fases de consolidacdo (doentes de risco standard) e manutencdo (em
todos os doentes).

A associacdo do genotipo/haplotipos com a eficécia do tratamento foi avaliada em
todos os doentes através da analise de sobrevida livre de evento (Event-free survival,
EFS), DFS e OS. Estes investigadores observaram a presenca de quinze polimorfismos
no promotor do gene, um dos quais uma mutagdo ins/del de 19-pb, como pode ser

observado na figura 1.2.
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Figura 1.2. Polimorfismos no promotor do gene DHFR com as respetivas frequéncias alelicas

minimas (Dulucq, S. et al., 2008).

Dulucq et al. verificaram que trés variantes na regido do promotor (-1610C>G/T, -
680C>A e -317A>G) apresentaram influéncia na eficacia do tratamento: individuos
homozigéticos para os alelos -317A e -1610C apresentaram uma menor EFS (P=0,03 e
P= 0,02, respetivamente) (Figura 1.3.), enquanto que a presenca do alelo -1610T foi
associada a uma melhor EFS (P=0,05). Resultados semelhantes foram observados para
aqueles dois locais polimdrficos no que diz respeito a DFS e uma tendéncia semelhante

foi observada para OS apesar de nenhuma associacao ter sido significativa para este.
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Figura 1.3. A sobrevida livre de evento (event-free survival, EFS) para os doentes com LLA
de acordo com o genétipo para DHFR. Gréafico A- Curvas de EFS para os doentes que
apresentam ou ndo o genétipo DHFR -317AA. Gréfico B - Curvas de EFS de acordo com o0s
gendtipos para o polimorfismo -1610C> T. As taxas de Risco (Hazard rate,HR), com intervalo
de confianca para 95%, associada a cada genotipo sdo apresentadas assim como o valor de P
(Dulucq, S. et al., 2008).

56



Farmacogendmica na Terapéutica das Leucemias Agudas

Todas as variantes observadas no promotor foram organizadas em cinco haplotipos.
Estes investigadores estudaram também se hapl6tipos especificos, principalmente
aqueles contendo os alelos -610T, -1610C e -317C estavam associados com a falta de
eficacia do tratamento. Os resultados revelaram que o haplétipo *1 (*1la e *1b)
apresentava os alelos -317A e -1610C enquanto que o haplotipo *5 apenas o alelo -
317A. Pelo contrario, o haplétipo *4 era o Unico com o alelo -1610T. Os portadores do
haplétipo *1 apresentaram uma EFS reduzida ao passo que aqueles com o haplétipo *4

apresentaram uma melhor EFS, como se pode observar pela figura 1.4.
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Figura 1.4. A sobrevida livre de evento (event-free survival, EFS) para os doentes com LLA
de acordo com o genétipo para DHFR. Gréafico A- EFS para doentes que sdao portadores ou
ndo de DHFR haplétipo *1. Gréafico B- EFS para doentess que sdo portadores ou ndo de DHFR
haplétipo *4. As taxas de risco (HR), com intervalo de confianca para 95%, associada a cada
gendtipo sdo apresentadas assim como o valor de P (Dulucq, S. et al., 2008).

Nenhuma diferenca na EFS foi observada em portadores do haplotipo *5. Segundo
0s autores, o efeito do hapldtipo *1 parece ser devido, principalmente, ao subtipo *1a.
Polimorfismos e haplétipos na regido do promotor do gene ndo foram associados com
toxicidade.

De modo a definir, em termos funcionais, as consequéncias destas variantes e 0s
haplotipos derivados, Dulucq et al. realizaram uma analise quantitativa de ARNm e um
ensaio funcional com um gene reporter. Através deste Gltimo método e usando trés
diferentes linhas celulares, os investigadores observaram uma transcricdo 1,5 a 2 vezes
superior nos portadores dos haplétipos *1 e *5 quando comparado com os restantes (P
<0,01).

Os resultados da analise quantitativa de ARNm revelaram diferentes niveis deste
em genotipos do polimorfismo -1610C> G/T, com niveis mais elevados no genétipo -

1610CC (P = 0,001). Entre os portadores do haplétipo *1, individuos com os pares de
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haplotipos *1*1 e *1*3 apresentaram niveis mais elevados de ARNm (P=0,008) quando

comparado com os portadores dos restantes pares de haplétipos, figura 1.5.
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Figura 1.5. Transcrigdo de acordo com os genotipos e haplotipos de DHFR. Niveis ARNm
de acordo com a presenca ou auséncia do genétipo DHFR -1610CC e dos pares de haplétipos
*1*1 e *1*3. O valor médio de expressao para um intervalo de confianca de 95%, o namero de
individuos assim como o valor P estdo representados (Dulucq, S. et al., 2008).

Assim, ao contrario do que seria esperado os resultados revelaram uma maior
transcricdo associada ao haplétipo *5 no ensaio do gene repérter, apesar de 0s
portadores deste haplotipo ndo apresentarem alteracdes nos niveis de ARNm e na EFS.
Os subtipos *5a e *5b apresentam polimorfismos idénticos, ndo podendo ser
diferenciados no ensaio do gene reporter. A analise da frequéncia de haplétipos sugere
que apenas o0 *5b, um hapl6tipo raro, estd associado com a risco de recaida o que
possivelmente, segundo estes investigadores, poderd explicar o porqué da associacao
com os niveis de ARNm e com a EFS néo ter sido visivel, quando todos os portadores
do haplétipo *5 foram analisados em conjunto. Por outro lado, outros mecanismos
poderdo regular de forma diferente os haplotipos *5a e *bb, inclusive outros
polimorfismos ou mecanismos epigenéticos poderdo desempenhar um papel importante
nesse aspeto. Também é possivel que esta regulacdo desigual entre *5a e *5b possa
dever-se as linhas celulares usados no ensaio do gene reporter, explicando as diferencas
na atividade transcripcional observadas.

Para Dulucq et al., uma analise adicional seria necessaria para perceber a potencial
diferenca no funcionamento dos subtipos *5a e *5b, ainda que a relevancia de *5b em
relacdo a outras variantes capazes de desencadear uma recaida da doenca,
provavelmente permaneceria baixa dada a sua menor frequéncia.

Por altimo foi avaliado o efeito combinado de DHFR com os genes TS e ciclina D1

(CCND1). O haploétipo *1, associado com o aumento da transcricdao in vitro e in vivo e
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com a reducdo de EFS, foi avaliado para o seu efeito conjunto com CCND1 870AA e
TS 3R3R, o0s quais revelaram serem capazes de reduzir EFS no mesmo grupo de
doentes. A reducdo de EFS foi proporcional a estes gendtipos (P <0,001) e o risco de
recaida aumentou em individuos portadores dos trés gendtipos de risco (Taxa de risco
(Hazard rate, HR) de 8,0; 1C95%: 2,7-23,5). Ndo houve associagdo entre os parametros
de toxicidade estudados e 0 aumento do nimero de genotipos de risco (Dulucg, S. et al.,
2008).

Para além desta regido reguladora do DHFR, 0 gene possui também um promotor
principal, responsavel por controlar a transcricio de ARNm codificante, no local de
iniciacdo da transcricdo deste. Existe, pelo contrério, um outro local de inicio da
transcricdo de um ARN né&o codificante. Assim, esta regido localizada entre os locais do
inicio da transcricdo do ARN néo codificante e do ARNm codificante (~400pb), parece
apresentar uma dupla fungéo, correspondendo simultaneamente a ARN nédo codificante
e a principal regido reguladora de DHFR (Figura 1.6.).
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Figura 1.6. Organizacdo do gene DHFR humano. Este apresenta um ARN menor (que ndo
codifica) e um ARN maior (codificante). A regido de interesse fica localizada entre os locais do
inicio da transcricdo da maior e menor regido a ser transcrita, indicado por setas (Al-Shakfa, F.
et al., 2009).

Perante estes Gltimos dados, um estudo posterior conduzido pelo mesmo grupo de
investigadores pretendeu estudar polimorfismos nesta regido e analisar a associagdo
entre estes, derivados haplotipos e a expressdo de DHFR com a eficacia do tratamento
da LLA. Foi estudada também a relacdo entre polimorfismos nesta regido e 0s
polimorfismos descritos no estudo anterior.

Al-Shafka et al., identificaram seis polimorfismos nesta regido reguladora de 400
pb, cinco SNPs e um polimorfismo constituido por uma ins/del de 9 pb na posi¢cdo 63 e
um nimero variavel de 9 pb na posicdo 91, como mostra a figura 1.7A.

De modo a definir a relacdo entre os polimorfismos estudados anteriormente, 0s
trés tagSNPs (-1610C> G/T; -680C> A, -317A> G) foram também incluidos na anélise.
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Todos os polimorfismos, presentes nas duas regides reguladoras, foram organizados em
oito haplétipos comuns. Trés dos haplotipos anteriormente identificados (*3-*5) nédo
sofreram qualquer alteracdo com a inclusdo de polimorfismos do promotor principal.
Pelo contrério, o haplotipo *1 identificado anteriormente foi agora dividido em cinco
subtipos de *1a a *1e, figura 1.7B.
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Figura 1.7. A: Polimorfismos localizados na regido do promotor, até 400-bp a upstream do
local do inicio da transcricdo do ARN codificante. A frequéncia alélica em controlos (39
individuos saudaveis) é também mostrada. B: Haplétipos derivados dos nove polimorfismos no
promotor (incluindo os trés tagSNPs previamente identificados no estudo anterior no promotor
menor, posi¢bes -1610; -680 e -317) e os seis polimorfismos analisados neste estudo no
promotor principal (Al-Shakfa, F. et al., 2009).

Trés polimorfismos foram identificados na regido do promotor principal (nas
seguintes loci 35, 308 e um polimorfismo ins/del nas posi¢fes 63/91), os quais foram
genotipados em doentes com LLA e analisados para a sua associacdo com a eficacia do
tratamento. Uma diferenca na frequéncia foi observada apenas no locus 308 (P=0,009).
Os individuos portadores do alelo 308A (genotipos 308GA e 308AA) apresentaram uma
menor EFS comparativamente com os portadores do genotipo 308GG (P=0,02).

Uma vez que no estudo anterior o haplétipo *1 foi associado significativamente a
falta de eficacia do tratamento, neste estudo a inclusdo de polimorfismos do promotor
principal levou a cinco subtipos do haplétipo *1, sendo que estes foram estudados
relativamente a sua associacdo com EFS.

Os investigadores verificaram que individuos portadores do subtipo *1b
distinguiram-se dos restantes pela sua associacdo com um baixo EFS (P=0,01). O alelo
308A estava presente em ambos 0s subtipos, *1a e *1b. A sua presenca neste ultimo,
muito possivelmente explica a associacao observada entre este haplétipo e o baixo EFS.

Esta associagdo foi apenas observada em doentes de alto risco.
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Quando se analisou esta associacdo incluindo outros fatores de progndstico, o HR
para este hapldtipo foi de 3,0 (IC 95%: 1,5-6,0). Resultados semelhantes foram obtidos
para DFS (P=0,007) e OS (P=0,08). Posteriormente, foi realizada uma analise em uma
cohort de doentes de modo a validar aqueles resultados, confirmando-se esta associagéo
(P=0,02 para EFS; P=0,02 para DFS e P=0,001 para OS).

Os polimorfismos no DHFR ou haplétipos que foram associados com a falta de
eficacia do tratamento, ndo foram associados com a toxicidade relacionada com a
quimioterapia. Dado a baixa EFS em individuos portadores do haplétipo *1b, Al-Shafka
et al., avaliaram se os niveis de ARNm variavam entre os portadores dos diferentes
subtipos do haplétipo *1. Elevados niveis de ARNm foram encontrados em portadores
do haplétipo *1b (P=0,005) e ndo em portadores dos restantes haplétipos (Figura 1.8.)
(Al-Shakfa, F. et al., 2009).
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Figural. 8. Subtipos do haplétipo *1 em relacdo aos niveis de ARNm. Os niveis médios de
ARNmM, com um intervalo de confianca de 95%, sdo dados para os individuos que sdo ou ndo
portadores dos subtipos *1a, *1b e *1d do haplétipo *1. O nimero de portadores dos subtipos
*1c e *1e foram insuficientes para a sua inclusdo nesta analise (Al-Shakfa, F. et al., 2009).
Vaérios estudos tém sugerido que o ARN ndo codificante podera ter um papel na
repressdo do DHFR. Blume et al., mostraram que o ARN ndo codificante pode ser
capaz de sequestrar seletivamente fatores de transcricdo impedindo deste modo a sua
ligacdo ao principal promotor do gene e assim a montagem do complexo do inicio da
transcricdo (Blume, S.W. et al.,, 2003) Posteriormente Martinov et al., também
observaram que a repressao é assegurada pela formacdo de um complexo estavel entre o
ARN ndo codificante e o promotor do gene (muito provavelmente por alteracdo da
conformacdo do ARNm), pela interacdo direta do ARN ndo codificante com o fator de
transcricdo 11B e pela dissociacdo do complexo de pré iniciacdo do promotor principal.
Assim, polimorfismos que afetem a funcdo deste ARN nédo codificante, podera resultar
em um aumento dos niveis de ARNm (Martianov, I. et al., 2007). De acordo com estes

dados, e dado que o controlo da transcricdo por este ARN envolve mudancgas
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conformacionais no ARNm, Al-Shafka et al., realizam também uma analise por
ARNfold, usando a sequencia dos cinco subtipos do hapldtipo *1. Foi possivel aos
investigadores, observar mudancas na estrutura para o haplétipo *1b, todavia nenhuma
diferenca foi observada para outros subtipos, o que vai de encontro com os resultados
anteriores. Por outro lado, polimorfismos no promotor principal do gene podem também
diretamente alterar os locais de ligacdo dos fatores de transcricdo, o que s6 por si afetara
os niveis de ARNm (Al-Shakfa, F. et al., 2009).

Os polimorfismos no gene DFHR foram também estudados por Ongaro et al., em
122 doentes adultos com LLA tratados com MTX durante a fase de manutencdo. Este
estudo pretendeu avaliar a possivel associacdo entre 0 genétipo e toxicidade
(hematoldgica e ndo hematoldgica). Estes investigadores observaram que uma delecdo
de 19-pb no intrdo 1 aumentou significativamente o risco de hepatotoxicidade
(OR=4,57; IC 95%: 1,01-20,77). Sendo que esta toxicidade foi 2,07 e 4,57 maior em
doentes o gendtipo heterozigotico (WD) e homozigdtico (DD), respetivamente quando
comparado com os doentes com genotipo wild-type (WW). Quando comparados todos
os portadores do alelo deletado (WD+DD), o risco de desenvolver toxicidade hepatica
aumentou cerca de 2,42 vezes (P=0,052). Estes investigadores analisaram também o
efeito combinado deste polimorfismo no DHFR e MTHFR 677C> T, ambos associados
com hepatotoxicidade. De facto, quando consideraram a presenca de pelo menos um
alelo polimorfico para ambos os polimorfismos, isto € CT/TT-WD/DD em relacdo ao
duplo wild-type CC-WW, o risco de desenvolver toxicidade hepatica excedeu o risco
encontrado para cada polimorfismo separadamente (OR= 6,82; P=0,018).

Muitas tém sido as evidéncias acerca do papel chave da DHFR na resposta de
doentes com LLA ao MTX: niveis elevados da proteina tém sido encontrados em
blastos da mesma forma, em linfoblastos de doentes com LLA das células T, de pior
prognostico, foram observados elevados niveis de DHFR relativamente a doentes com
LLA das células B ou a doentes que respondem ao MTX.

Todavia, em compara¢do com outros genes envolvidos na via dos folatos como
MTHFR, os polimorfismos do DHFR tém atraido uma menor atencdo. Além disso,
como 0s estudos recentes tém mostrado, o efeito de polimorfismos neste gene €
provavelmente modulado pela ocorréncia de outros polimorfismos em genes envolvidos
na mesma via, tais como TS. Esta é uma possibilidade que precisa de ser explorada

usando para isso conjuntos mais amplos de genes e cohorts maiores de doentes. Além
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disso, dados acerca de outras patologias sédo necessarios para elucidar totalmente o papel
destes polimorfismos (Ongaro, A. et al.2009).

Polimorfismos no gene TS

Um dos mecanismos de a¢do do MTX ¢ a inibicdo da enzima timidilato sintase,
indiretamente através da reducdo de cofatores essenciais a via dos folatos e diretamente
através de MTX-poliglutamatos. A descoberta de diferentes polimorfismos no gene TS,
correlacionados com alteracfes na expressao deste, sugere que estas variantes possam
estar envolvidas na variabilidade interindividual da resposta aos farmacos que
interferem com a atividade da proteina (Gervasini, G. et al., 2009).

Uma sequéncia repetida em tandem (ou seja, uma ao lado da outra) foi identificada
no “enhancer” da regido 5’-UTR. Este polimorfismo contém multiplas copias de uma
sequéncia de ADN de 28-bp, sendo os alelos de duas (2R) e trés (3R) repeticbes os mais
frequentes. Este “variable number tandem repeat” (VNTR) parece funcionar como um
potenciador da transcricdo, pelo que as consequéncias clinicas deste polimorfismo tém
sido descritas por inumeros estudos. Um aumento da expressdo de TS associado com o
alelo 3R foi observado in vitro. Estes resultados foram confirmados posteriormente na
pratica clinica, quando se observaram elevados niveis de ARNm e TS em doentes
homozigéticos para o alelo 3R comparativamente aos individuos portadores de 2R. Pelo
contrario, os investigadores observaram que estes Ultimos estariam mais propensos a
desenvolver efeitos adversos. Em outro estudo, realizado em doentes com artrite
reumatoide a receber MTX, os investigadores observaram que individuos 3R/3R
necessitavam de doses maiores deste farmaco comparativamente a individuos
homozigéticos para o alelo 2R.

Um segundo polimorfismo neste gene trata-se de uma substituicdo de um G por um
C, na segunda unidade de repeticdo do alelo 3R (3RC e 3RG), sendo responsavel pela
alteracéo do local de ligagdo de um “upstream stimulatory factor ’-USF, afetando desta
forma a transcricdo. Foi observado, in vitro, que o alelo 3RC exibe uma atividade
transcripcional e traducdo similares ao alelo 2R. Por ultimo, observou-se uma delecéo
de 6-bp, na regido 3’-UTR. Uma anélise desta, in vitro, indicou a sua associagdo com a
diminuicdo da estabilidade do ARNm (Krajinovic, M. et al., 2005; Gervasini, G. et al.,
2009).
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Krajinovic et al., mostraram em estudos prévios, em uma populacdo pediatrica
com LLA, que individuos homozigéticos 3R/3R apresentavam uma menor EFS (OR =
4,1; 1IC 95%: 1,9-9,0; P=0,001), relativamente aos restantes gendétipos e que este
genotipo estava relacionado significativamente com a falta de eficacia do tratamento.

Em um estudo posterior envolvendo um maior nimero de doentes (n= 259) e um
maior tempo de follow-up destes, 0 mesmo grupo de investigadores analisou o impacto
destes trés polimorfismos na EFS de doentes com LLA. Estes foram categorizados em
dois grupos: aqueles que tiveram recaida ou morreram devido a doenga, definidos como
tendo um evento, e aqueles que ndo o apresentaram.

Krajinovic et al., observaram que individuos homozigéticos para o alelo 3R foram
encontrados com uma maior frequéncia no grupo de doentes que apresentaram um
evento. Este genotipo apresentou, portanto, uma menor EFS em 5 anos apds o
tratamento comparativamente com os restantes (P=0,006). Como esperado, o risco de
sofrer um evento foi superior nestes doentes do que nos portadores dos genotipos 2R/2R
e 2R/BR (HR = 2,1; IC 95%: 1,2 — 3,7; P = 0,006). Estes investigadores nao
encontraram nenhuma associa¢do com a OS.

Partindo do principio que a substituicdo G por C poderd modular o efeito da
variante 3R, estes investigadores analisaram a associacdo entre as trés variantes (2R,
3RC e 3RG) e EFS no mesmo grupo de doentes. Todos os subgrupos 3R (3RC/3RC,
3RC/3RG e 3RG/3RG) estavam presentes em uma maior frequéncia no grupo de
doentes que apresentaram um evento. Como esperado, os doentes com o genoétipo
3RG/3RG apresentavam pior eficacia do tratamento, com uma EFS menor (P= 0,003).
Todavia, os trés subgrupos 3R/3R contribuiram para um maior risco de evento, ndo
havendo uma diferenca significativa entre eles. Assim, ao contrario do que seria de
esperar a probabilidade de EFS em portadores de 3RC/3RG e 3RC/3RC também foi
reduzida comparativamente com os portadores 2R e ndo diferiram significativamente.
Portanto, o gendtipo 3RC/3RC ndo apresentou a mesma taxa de resposta que 2R/2R,
ndo seguindo o padrdo que fora observado in vitro.

Krajinovic et al., avaliaram ainda o efeito combinado dos polimorfismos VNTR e
6-bp+/-. Um linkage disequilibrium foi observado (P=0,002) e quatro hapldtipos
possiveis (2R6 bp +, 2R6 bp -, 3R6 bp + e 3R6 bp -) foram descritos. Dado o efeito
oposto de 3R e 6bp- nas concentracbes de ARNmM, seria expectavel que esta delecdo

antagonizasse o efeito do alelo 3R ou acentuasse 0 do 2R. De facto, estes investigadores
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observaram que haplotipo 2R6 bp- apresentou uma menor frequéncia no grupo em que
se observou um evento (P=0,04). Pelo contrario, estes investigadores observaram que
individuos homozig6ticos 3R/3R com pelo menos um alelo 6bp+ (3R/3R 6 bp+/6 bp+ e
3R/3R 6 bp+/6 bp-) encontravam-se com uma maior frequéncia entre criangas que
apresentaram um evento comparativamente com as que nao apresentavam (36,6% Vs
17,2%), o que estd de acordo com os resultados de estudos anteriores. Curiosamente,
frequéncias similares (3,8% vs 3,4%) foram encontradas entre 0s dois grupos nos
doentes com o gendtipo 3R/3R 6bp-/6bp-. Ainda uma reducdo de 57% da EFS foi
observada em doentes 3R/3R com o alelo 6bp+ comparativamente com 63%, quando
todos os portadores do genétipo 3R/3R foram considerados em conjunto.

Por ultimo, os investigadores analisaram o efeito combinado dos trés
polimorfismos, o que resultou em seis haplotipos. Estes observaram uma menor
frequéncia de 2R6bp- entre criancas que manifestaram um evento, conforme o esperado.
O haplétipo 3RC6 bp+ apresentou uma maior frequéncia em criangas que registaram
evento (P= 0,04). Ndo foi observada nenhuma associagéo significativa entre 0s
polimorfismos VNTR e 6-bp+/-, analisados separadamente ou combinados, e a reducédo
da dose de MTX (Krajinovic, M. et al., 2005).

Polimorfismos no gene TS foram também estudados por Ongaro et al., em 122
doentes adultos com LLA tratados com MTX durante a fase de manutencédo. Este estudo
pretendeu avaliar a possivel associacdo entre o genoétipo e toxicidade (hematoldgica e
ndo hematoldgica) bem como o seu efeito na sobrevida, em dois anos de follow-up.
Curiosamente, estes investigadores observaram que anemia foi significativamente mais
frequente em doentes com o gendétipo 3R3R (P = 0,003) do que nos portadores 2R2R,
com aqueles a revelar um risco 8,5 vezes superior. Quando comparados todos 0s
portadores do alelo 3R (2R3R 3 R3R) com 0s doentes com o genotipo 2R2R, o risco
aumentado foi estatisticamente significativo (OR= 4,50; P = 0,025) (Ongaro, A. et
al.2009).

Costea et al., observaram que um SNP no gene CCND1, cujo produto é responsavel
por modular os niveis de TS, podera ter um impacto no resultado do tratamento com
MTX. Este polimorfismo é uma transicdo silenciosa 870A> G originando um splicing
alternativo do ARNm, o que resulta em uma proteina CCND1 com um tempo de meia-
vida maior. A mudanga na regulacdo mediada por CCND1 pode levar a um aumento da

expressao de TS e consequentemente a diminuicdo da sensibilidade das células ao MTX.
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Assim, estes investigadores observaram que doentes com LLA que eram homozigoticos
para a variante 870A do CCND1 apresentavam uma menor EFS (P = 0,006) em relagéo
aos portadores da variante 870G. Este impacto foi ainda mais evidente em individuos
que sdo igualmente homozigdticos para o genétipo TS 3R/3R (P <0,00005). Esta
combinacdo terd, portanto, um maior impacto no resultado da terapéutica do que apenas
0 genotipo 3R/3R (Costea, I. et al., 2003).

Existem, no entanto, alguns exemplos de resultados negativos, tais como os obtidos
por Kishi et al. e Pakakasama et al., 0s quais ndo confirmaram uma associa¢ao entre
polimorfismos no TS e a toxicidade relacionada com MTX (Kishi, S. et al;2007
Pakakasama, S. et al.,2007).

Outros polimorfismos neste gene ou em outros genes da via dos folatos poderéo
explicar esta discrepancia. Mais estudos sdo necessarios para a compreensao do efeito
conjunto dos polimorfismos no ARNm TS e na proteina assim como o envolvimento de

mecanismo de controlo na regulacédo da expressao da TS (Gervasini, G. et al., 2009).

1.1.2. Polimorfismos nos genes envolvidos no transporte de

metotrexato.

Polimorfismos no gene SLC19A1 (RFC1)
A entrada de folatos para o interior da célula é mediada por uma proteina
transportadora de folatos reduzidos (RFC1), codificada pelo gene SLC19A1. O RFC1

transporta também ativamente para dentro da célula agentes quimioterapéuticos, como o

MTX. O SLC19A1, presente no cromossoma 21, é altamente polimorfico, pelo que o
impacto clinico de variantes neste gene tem sido vastamente estudado.

A variante mais estudada neste gene consiste em um SNP 80 G> A, um
polimorfismo ndo sindbnimo no exao 2, que resulta em uma substituicdo na proteina de
uma histidina por uma arginina. A variante G, tem sido correlacionada com menores
niveis de folatos no plasma e niveis mais elevados de homocisteina em pessoas
saudaveis. Dado que o MTX afecta a homeostasia da homocisteina e folatos, é possivel
que o polimorfismo SLC19A1 80 G> A possa modular a eficacia do tratamento com

MTX. Por outro lado, a alteracdo da entrada de MTX para o interior da célula podera
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afetar os niveis plasméticos de farmaco e assim dificultar a eficacia e promover a
toxicidade (Gervasini, G. et al., 2009; Gregers, J. et al., 2010).

Muitos estudos neste polimorfismo tém, contudo, apresentado alguns resultados
contraditérios. Enquanto Whetstine et al. ndo encontraram quaisquer diferencas
significativas entre variantes neste gene e a entrada de MTX em células transfectadas,
Baslund et al. demonstraram um aumento do influxo de MTX em individuos saudaveis
com o genotipo SLC19A1 80AA. Dada a localizagcdo do gene SLC19A1, parece existir
uma ligagdo entre o nimero de copias do cromossoma 21 e o risco de toxicidade apds o
tratamento com MTX. Os doentes com sindrome de Down apresentam uma maior
toxicidade relacionada com o tratamento, por outro lado doentes com LLA pré-B
hiperdipl6ide com trés ou quatro cOpias do cromossoma apresentaram maiores niveis
intracelulares de MTX bem como uma taxa de recaida inferior comparativamente a
doentes ndo hiperdiploides, indicando que a elevada expresséo deste gene tera um papel
fulcral na acumulagdo de MTX no interior da célula (Whetstine, J.R. et al.,2001;
Baslund, B. et al., 2008;Gregers, J. et al., 2010).

Um estudo retrospetivo que pretendia avaliar a associacdo entre este polimorfismo
e 0s niveis plasmaticos de MTX, em 204 criangas com LLA, foi desenvolvido por
Laverdiére et al. Estes doentes foram tratados com altas doses de MTX (4 g/m?) durante
a fase de inducédo (doses IT de 6-12 mg foram administradas também, de acordo com a
idade) e uma dose semanal de 30 mg/m?durante a fase de manutencdo. As criancas que
apresentaram recaida ou morte decorrente da doenca foram definidas como tendo tido
um evento. Os resultados obtidos por este grupo de investigadores revelaram que o0s
portadores do alelo 80A apresentavam, além de um risco de evento maior
comparativamente aos doentes com gendtipo 80GG (OR= 3,0; IC 95%: 1,1-8,1;
P=0,03), um pior progndstico (P=0,04). A taxa de risco para doentes portadores do alelo
variante 80A manteve o seu significado estatistico na presenca de outros fatores de
prognostico. Quando estes investigadores analisaram a influéncia deste polimorfismo
nos niveis plasmaticos de MTX, verificaram que doentes com o genotipo 80AA
apresentavam maiores niveis plasmaticos de MTX comparativamente a outros genotipos
(P=0,004). Contudo estes investigadores ndo encontraram qualquer associacdo entre 0s
niveis plasmaticos de MTX e o prognostico da doenca (P=0,6).

Apesar destes resultados os investigadores sugerem que este polimorfismo podera

ajudar a prever o prognéstico da doenca. Segundo estes, é possivel que a alteracdo de
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um aminoacido no primeiro dominio transmembranar (TMD1) do RFC1 causado por
este polimorfismo, possa levar a uma alteragdo no transporte, tal como foi observado in
vitro em linhas celulares resistentes ao MTX. Os portadores do alelo 80A poderéo ter
menor afinidade para 0 MTX (e presumivelmente, niveis plasmaticos de MTX mais
elevados como foi observado neste estudo) e uma maior afinidade para outros substratos
folatos (como observado em outros estudos) (Laverdiére, C. et al.,2002).

Em um estudo, conduzido por Kishi et al, os investigadores pretenderam avaliar a
toxicidade (GlI, hepatica, neuroldgica, assim como infegcfes) associada ao tratamento da
LLA durante trés fases de tratamento, assim como analisar a sua relacdo com 16
polimorfismos em genes envolvidos na farmacodindmica destes farmacos. Para tal, o
estudo envolveu 240 doentes com LLA, os quais foram prospectivamente distribuidos
por dois grupos de tratamento com base no risco de recaida (baixo risco ou risco
elevado / intermediario).

Estes investigadores observaram que infecdes associadas a SLC19A1 80AA ou
80AG foram significativas durante a fase de inducdo (OR= 3,3; IC 95%; P= 0,024)
enquanto que nas fases de consolidacdo e manutencdo doentes com o alelo 80A
exibiram um aumento substancial de toxicidade GI (OR= 10,4; IC 95%; P= 0,025 e
OR= 2,0; IC 95%; P= 0,033, respetivamente). Este polimorfismo revelou neste estudo
um interesse particular na medida em que foi relacionado com toxicidade em mais do
que uma fase do tratamento bem como esteve relacionado com mais de um tipo de
toxicidade. Embora nos estudos anteriores se tenha verificado uma associacao entre o
gendtipo 80AA e maiores concentragdes plasmaticas de MTX comparativamente aos
restantes genotipos, os resultados obtidos por Kishi et al., ndo estdo de acordo com
aqueles resultados (Kishi, S. et al.,2007).

Em um estudo mais recente desenvolvido por Gregers et al., onde se pretendia
avaliar a influéncia desta variante no risco de recaida e na toxicidade em 500 criancgas
com LLA sujeitas a altas doses de MTX, pelo contrario os investigadores observaram
que o risco de desenvolver um evento foi inferior (50%) em doentes homozigéticos para
o0 alelo 80A do que nagueles com o genétipo 80AG ou 80GG (HR= 0,5; IC 95%: 0.25-
1.00; P = 0,046).

Estes investigadores estudaram também a interacdo entre variantes neste gene e o
namero de cdpias do cromossoma 21. Para tal, os doentes foram divididos em dois

grupos de acordo com o nimero de cdpias: um com nimero de cdpias normal e o outro
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com um maior nimero. Entre os doentes com 2 cOpias deste cromossoma, 0s portadores
de SLC19A1 80AA apresentaram menos 64% de risco de apresentar recaida
comparativamente com os doentes com as variantes 80GA e 80GG (HR=0,36; IC 95%:
0.13-0.99; P=0,048). Os doentes com mais de duas clpias ndo apresentaram quaisquer
diferencas significativas no risco de recaida entre os varios genétipos (P=0,80).

Enquanto estes resultados estdo em conformidade com o estudo conduzido por
Baslund et al., em que a variante 80A parece tornar o transporte de MTX mais eficiente,
os resultados clinicos observados por Gregers et al., estdo no entanto em contraste com
0 estudo desenvolvido por Laverdiere et al. Segundos os autores as razdes para estas
discrepancias de resultados poderdo estar relacionadas com as diferencas entre os
protocolos de quimioterapia utilizados nos dois estudos. Outro factor que também
podera ter contribuido para os diferentes resultados foi o tamanho da amostra de doentes
(duas vezes superior no estudo desenvolvido por Gregers et al.) bem como o tempo de
follow-up, o que segundo Gregers et al. & importante uma vez que as recidivas em
doentes com LLA de baixo risco tendem a ser tardias.

Em uma cohort de 182 criangas a receberem altas doses de MTX, estes
investigadores observaram que doentes de baixo risco apresentavam um maior grau de
toxicidade ao nivel da medula 6ssea (menores niveis de plaquetas (P= 0,004/0,002) e
hemoglobina (P=0,004/0,001)) em doentes com o genétipo 80AA comparado com 0s
genodtipos GA/GG. No entanto, os niveis de alanina aminotransferase foram
significativamente mais elevados em doentes com o genotipo 80GG comparativamente
com os portadores dos genotipos 80GA e 80AA (P= 0,030/0,049), revelando assim um
maior grau de toxicidade hepatica associada ao alelo 80G (Gregers, J. et al., 2010).

Pakakasama et al., realizaram um estudo em que pretendiam avaliar a influéncia de
polimorfismos na via dos folatos na toxicidade observada em criangas com LLA apos a
administracao de altas doses de MTX. O estudo foi conduzido em 76 doentes (a maioria
destes diagnosticados com LLA das células B) os quais receberam dois ciclos de MTX
(1,59/m?, 1\V/-24h) e 6-MP oral durante 14 dias (60 mg/m’ /dia), durante a fase de
consolidacdo. Os resultados obtidos por estes investigadores ndo apoiaram aqueles
observados nos estudos descritos anteriormente. Ndo foram observadas diferencas entre
os doentes portadores dos alelos 80G e 80A. Este polimorfismo ndo alterou o risco de
mucosite oral, mielosupressdo ou neutropenia febril. Segundo estes investigadores,

embora 0 MTX entre na célula atraves do RFC1, concentragcdes extracelulares mais
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elevadas podem entrar na célula por difusdo passiva sem o recurso ao transportador.
Portanto, alteracfes funcionais neste poderdo ndo alterar o efeito farmacoldgico ou
toxicidade de elevadas doses de MTX (Pakakasama, S. et al., 2007).

Também Ongaro et al., ndo encontraram qualquer associacdo significativa entre
este polimorfismo e toxicidade associada ao MTX. Estudos in vitro em células de
LMA- M6 ndo mostraram quaisquer diferencas no transporte de MTX entre os alelos
80G e 80A) (Ongaro, A. et al.2009).

Embora alguns destes estudos revelem um papel potencial deste polimorfismo na
variabilidade farmacocinética e toxicidade ao MTX, ha que ter em consideracdo outros
factores que possam influenciar associacdes gendtipo/fenétipo como as fungdes renal e
hepatica, outros polimorfismos nos genes da via dos folatos, o regime de leucovorina
administrado assim como efeitos indiretos do transportador sob a via dos folatos.

Estudos adicionais sdo necessarios para explicar o mecanismo subjacente na relagédo
entre polimorfismos no SLC19A1, a eficacia do tratamento e o prognostico da doenca.
Segundo Gregers et al. seria importante a realizacdo de um estudo prospetivo para a
avaliacdo dos niveis intracelulares de MTX e da capacidade de ligacdo dos substratos ao
transportador em doentes com e sem o alelo variante 80A. Da mesma forma que seria
importante avaliar o impacto relativo deste polimorfismo no tratamento da LLA em
relacdo a outras variantes relevantes a resposta ao MTX (Gervasini, G. et al., 2009;
Gregers, J. et al., 2010).

Polimorfismos no gene SLCO1B1

O gene SLCO1B1, localizado no cromossoma 12 e responsavel por codificar para
um transportador de anides organicos (OATP1B1), tem também sido alvo de estudos
farmacogenéticos. Este transportador, localizado na membrana sinusoidal dos
hepatocitos, € responsavel pela entrada de substratos a partir do sangue sinusoidal,
resultando na sua excrecdo a partir deste (excrecdo via biliar). A presenca deste
transportador também foi observada na membrana dos enterdcitos (Kalliokoski, A. et
al., 2009; Gervasini, G. et al., 2009)

Um estudo recente, conduzido por Trevifio et al., pretendeu analisar em todo o

genoma cerca de 500.568 SNPs de modo a identificar de que forma estes afetariam a
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biodisponibilidade plasméatica de MTX. Assim, o estudo envolveu 434 criangas com
LLA a receber elevadas concentraces de MTX (de 2 a 5g/m?). Os SNPs foram também
validados em uma cohort independente de 206 doentes neste estudo.

Os resultados obtidos por estes investigadores permitiram verificar que a variacao
genética mais forte associada com a farmacocinética e farmacodinamica do MTX
residiu no gene SLCO1B1. Os diferentes gendtipos no SLCO1B1 foram associados com
a variabilidade na depuracdo plasméatica de MTX em trés regimes de tratamento
diferentes, depois do ajuste de acordo com a idade, sexo, etnia, funcédo renal e regime de
tratamento. Segundo Trevifio et al., as associagdes mais significativas foram obtidas
para dois polimorfismos existentes no intrdo 14, rs11045879 (P=1,7x10") e rs4149081
(P=1,7x10"), os quais estavam em linkage disequilibrium um com o outro (r>=1) e com
um polimorfismo funcional, 521T> C (r4149056 r>> 0,84). O alelo 521C foi
relacionado, neste estudo, com uma menor depuracdo plasmatica de MTX (maior
exposicéo sistémica ao MTX), como pode ser observado na figura 1.9. Estes resultados
sdo consistentes com estudos anteriores, que observaram uma maior concentragdo
plasmatica de substratos do SLCO1B1 em individuos portadores do alelo 521C do que

em individuos homozigéticos para 521T.
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Figura 1.9. Diferentes gendtipos para o polimorfismo SLCO1B1 rs11045879 associados com a
depuracdo plasmatica de metotrexato em doentes sujeitos a trés regimes de quimioterapia
diferentes. Os nimeros abaixo de cada gréafico de caixa indicam o tamanho da amostra para
cada gendtipo (Trevifio L. et al.,2009).

No entanto, segundo estes autores, a maioria dos polimorfismos no SLCO1B1
associados com a depuracdo plasmatica do MTX encontram-se localizados em regibes
ndo codificantes, sugerindo que multiplos mecanismos poderdo afetar a funcdo do gene,

nomeadamente ao nivel da transcricdo e de processos pos-transcricdo (splicing e
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traducdo do ARNm). Além disto, SNPs em regiGes ndo codificantes poderdo estar em
linkage com SNPs em regifes codificantes, pelo que nos sugerem que a funcdo de
SLCO1B1 pode ser afetada por varios polimorfismos diferentes.

No mesmo estudo, os investigadores pretenderam também associar polimorfismos
no gene SLCO1B1 com a toxicidade Gl, e verificaram que mucosite e infe¢cdes foram os
efeitos adversos mais comuns observados durante as fases de consolidacdo e
manutencdo em um dos regimes de tratamento.

O alelo rs11045879T (OR = 16,4; IC 95 %: 8,7 -26,7; P= 0,004) e rs4149081G
(OR=15.3; 95% CI, 7,9 — 24,6; P = 0.03) foram cada um deles associado com
toxicidade GI durante a fase de consolidacdo, como pode ser observado na figura 1.10.
Os dois polimorfismos foram também associados com a toxicidade Gl na fase de
manutencdo, no entanto ndo foi observado em nenhum dos ensaios qualquer associacao

entre polimorfismos neste gene e infecoes.
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Figura 1.10. Associacdo do polimorfismo rs11045879 no gene SLCO1B1 79 com
toxicidade GI. A- Grafico da percentagem de doente que manifestaram toxicidade Gl durante
as duas semanas de quimioterapia de consolidacdo em fungdo dos diferentes gendtipos para o
polimorfismo rs11045879 no gene SLCO1B1 79. Os nimeros acima de cada barra representam
0 numero de doentes que apresentaram toxicidade versus aqueles que ndo apresentaram, para
cada gendtipo especifico. B- Curvas da incidéncia cumulativa da toxicidade em fungdo do
tempo de tratamento para os diferentes gendtipos diferentes gendétipos do polimorfismo
SLCO1B1 79 rs11045879 (Trevifio L. et al.,2009).

Os resultados mostraram que os alelos que foram associados a uma menor
concentracdo plasmatica de MTX foram também associados com o aumento da
toxicidade GI. Assim, este achado é consistente com o descrito anteriormente, que
maiores concentracbes de MTX no trato G, pela entrada do farmaco nos enterdcitos,

estdo relacionadas com toxicidade GIl. Segundos os investigadores, o facto de
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polimorfismos no SLCO1B1 ndo terem sido associados com outro tipo de toxicidade,
nomeadamente infe¢cdes, demonstra que as concentracdes Gl de MT X s&o determinantes
principalmente para a sua toxicidade GI, e apresentam uma menor importancia para
outro tipo de toxicidade. Uma vez que a 6-MP foi também administrada durante a fase
de consolidagdo, a toxicidade (particularmente infe¢des) pode ser devida em parte a 6-
MP, uma vez que a toxicidade Gl esta mais relacionada com MTX do que com a
administracdo de tiopurinas (Trevifio L. et al.,2009). Mais estudos acerca do papel deste
gene devem ser realizados no futuro, de modo a estabelecer de que forma SLCO1B1
afecta a ocorréncia de reacdes adversas decorrentes da administracdo de MTX.

A figura seguinte (figura 1.11) mostra uma visdo geral do mecanismo de agédo do
MTX na via dos folatos, sendo mostrados os principais genes envolvidos assim como 0s
principais polimorfismos que tém sido relacionados com a ocorréncia de toxicidade

relacionada com a administracéo deste farmaco.
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Figura 1.11. Mecanismo de acdo do MTX na via metabdlica dos folatos. Os
polimorfismos mais relevantes clinicamente sdo mostrados bem como 0s principais genes
envolvidos (Adaptado de Gervasini, G. et al., 2012).
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1.2. A Farmacogendmica na terapéutica com tiopurinas

1.2.1. Polimorfismos nos genes envolvidos no metabolismo de

tiopurinas

Polimorfismos no gene TPMT

Atualmente, todos os protocolos de quimioterapia para a LLA incluem tiopurinas
como a 6-MP, a qual é administrada diariamente durante a fase de manutencdo da
terapéutica, embora em alguns protocolos de quimioterapia, possa ser utilizada em
outras fases. Como foi referido anteriormente neste trabalho, a enzima TPMT exerce um
papel fulcral na inativacdo da 6-MP ou dos seus metabolitos. A atividade polimérfica do
gene TPMT foi inicialmente observada em dadores de sangue, e rapidamente foram
identificados o0s polimorfismos responsaveis pela variabilidade interindividual
observada na resposta a tiopurinas. Estudos realizados envolvendo familias permitiu
demonstrar que o genotipo da TPMT € hereditario, tratando-se de um caso de
codominancia autossomal (Wang, L. et al., 2010; Donnan, J. et al., 2011).

Os alelos TPMT*2, *3A, *3B e *3C tém sido intensamente estudados no que diz
respeito as suas implicacdes clinicas e mecanismos moleculares. Foi demonstrado que a
variante TPMT*2, um SNP 238G> C (Ala80Pro), é responsavel por uma reducdo de
cem vezes na atividade enzimatica da proteina comparativamente a sua versdo normal,
apesar de os niveis de expressdo de ARNm serem semelhantes no alelo wild-type e no
alelo variante. Tai et al. demonstraram que o aumento da degradacdo de aloenzimas
codificadas pelos alelos TPMT*2 e *3A representa 0 mecanismo para a diminui¢do dos
niveis de proteina e a atividade catalitica da TPMT (Tai H. et al.,1997). Estudos
posteriores realizados por Wang et al., demonstraram que a rapida degradacdo de TPMT
*3A envolve chaperones moleculares, como as heat shock proteins hsp70 e hsp90 e,
que TPMT *3A pode também formar agressomas intracelulares, contribuindo ambos o0s
processos para 0s baixos niveis de proteina e de atividade enzimética observados nos
tecidos de individuos com estes alelos (Wang, L. et al., 2010).

Cerca de 90% dos individuos que sdo portadores de dois alelos wild-type
apresentam uma elevada atividade da TPMT, 10% herda um alelo wild-type e um alelo

variante, apresentando estes individuos uma atividade enzimatica intermédia. Apenas
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cerca de 0,3%, portadores de dois alelos variantes, apresentam baixa ou nenhuma
atividade da TPMT (Cheok, M. et al., 2006b). Até hd pouco tempo, ndo existia
nenhuma explicacdo molecular para o fendtipo de atividade ultrardpida, no entanto este,
presente em 1 a 2% dos caucasianos, parece dever-se a uma repeticdo de trés
nucledtidos (GCC) bastante polimorfica presente no promotor do gene (Roberts, R. et
al., 2008).

| B TPMTL/TPMTE

O 7PMmTL/TPMTH
B TPvMTHITPMTH

=}

Percent of subjects per 0.5 units of activity
o

g

ol OO .

TPMT activity, units per ml RBC

o

Figura 1.12. Histograma da distribuicdo da frequéncia da atividade da enzima TPMT em
eritrocitos. Presumiveis gendtipos no locus de TPMT sdo mostrados. TPMT- e TPMT" sdo
designac@es para os alelos que resultam em baixa e elevada atividade da enzima, respetivamente
(Adaptado de Weinshilboum, R et al.,2004).

A ligacdo entre polimorfismos genéticos no TPMT e a ocorréncia de toxicidade
relacionada com a administracdo de tiopurinas € um dos casos mais bem estudados na
farmacogenética do cancro. De facto, muitos estudos acerca da influéncia destes
polimorfismos na resposta a terapéutica tém sido realizados nas Gltimas décadas, como
se poderd observar pelos resultados na tabela em anexo. Diversos estudos tém
demonstrado que, em doentes com LLA tratados com 6-MP, os niveis de atividade da
TPMT em eritrocitos estdo inversamente correlacionados com os niveis de 6-TGNs
nestas células. Uma diminuicao na atividade enzimatica permite que mais farmaco fique
disponivel para a formacdo de 6-TGNs resultando na sua acumulacdo e
consequentemente na ocorréncia de toxicidade. Quando estes doentes sdo tratados com
doses standard de tiopurinas, aqueles com baixa atividade de TPMT poderdo acumular
excessivas concentraces de metabolitos tdxicos nas células sanguineas desenvolvendo

severos efeitos adversos como mielotoxicidade (Figura 1.13.) (Wang, L. et al., 2010).
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Os doentes com alelos né&o funcionais poderao receber menores doses de tiopurinas:
35% a 50% e 10% das doses standard, para doentes que s&o, respetivamente,
homozig6ticos e heterozigdticos para os alelos variantes (Cheok, M, et al., 2006b;
Wang, L. et al., 2006).

Por outro lado, doentes com LLA com concentragdes de 6-TGNSs baixas e portanto
uma atividade da TPMT elevada apresentam uma taxa de recaida da doenca superior.
Assim, polimorfismos genéticos neste gene sdo um fator significativo, responsavel por
graves reacdes adversas em doentes tratados com tiopurinas, e poderdo também
contribuir para a variacdo individual na eficacia terapéutica (Stanulla, M. et al., 2005).

O gene TPMT tornou-se um dos poucos exemplos na area da farmacogenética a ser

“traduzido” para a pratica clinica (Wang, L. et al., 2010).
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Figura 1.13. Quando a 6-MP é administrada em uma cohort de doentes, doses desta
poderdo ser administradas uniformemente em todos os doentes ou individualizadas de
acordo com o gendtipo de TPMT. Quando doses convencionais de 6-MP sdo administradas (a),
doentes que sdo homozigéticos para o alelo variante (v/v) apresentam uma maior exposic¢do sistémica ao
farmaco do que heterozig6ticos (wt/v) e homozigéticos para o alelo wild-type (wt/wt), mostrando
concentracdes de 6-TGN duas vezes mais elevadas. Estas concentraces mais elevadas em doentes
homozig6ticos para a variante (v/v) traduzem-se em uma maior incidéncia cumulativa de toxicidade
hematopoiética. Quando as doses sdo administradas de acordo com o de genétipo de TPMT (b), em um
regime terapéutico individualizado, as concentra¢es de 6-TGN sdo semelhantes para todos os genétipos,
e todos os trés fendtipos da TPMT podem ser tratados sem toxicidade aguda (Adaptado de Cheok, M. et
al., 2006b).
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Aplicacdo clinica da farmacogenémica

Atualmente, apesar de bem estabelecida a relagdo entre a variabilidade genética
neste gene e a resposta a tiopurinas, as praticas terapéuticas comuns na maioria das
instituicbes que tém a responsabilidade de diagnosticar e tratar esta doenca, ndo se
alteraram significativamente.

Em Portugal, nenhuma instituicdo realiza regularmente a genotipagem/fenotipagem
antes da administracdo de farmacos tiopurinicos. Quando olhdmos para o cenario dentro
da Unido Europeia, verificamos que na Irlanda, em contraste, todas as criangcas com
leucemia sd@o rotineiramente testadas relativamente ao seu gendtipo para TPMT, antes
do inicio do tratamento. Isto é Util tanto para identificar os doentes com deficiéncia em
TPMT como para a individualizagdo da dose. Neste caso, a quimioterapia é centralizada
em certas instituiches e portanto estes testes genéticos ocorrem apenas em laboratorios
dentro destas (Zika, E. et al., 2006).

Atualmente, existem dois meétodos para detetar a atividade da TPMT. O teste
enzimatico que envolve a andlise bioguimica da atividade da enzima no sangue e
permite ser aplicado rapidamente em uma grande populacdo e, mais recentemente, um
teste de ADN, que permite a genotipagem de polimorfismos neste gene. Este ultimo tem
como vantagem ser um método mais rapido, sensivel e especifico comparativamente ao
método anterior. A analise bioquimica da atividade da enzima no sangue podera ser
afetada por factores exdgenos, tais como transfusdes sanguineas recentes e interacdes
com diversos medicamentos e alcool, o que naturalmente podera afetar os resultados
(Zika, E. et al., 2006; Donnan, J. et al., 2011).

Em paises como a Alemanha e a Holanda, por exemplo, os testes sdo aplicados em
casos especificos, apds a ocorréncia de efeitos adversos. Na Holanda existe um unico
laboratério que oferece testes para a determinacdo do genotipo do TPMT. Neste pais
todas as criancas com LLA sdo tratadas de acordo com o protocolo padrédo, sendo que
no decorrer do tratamento sdo realizados hemogramas. Como base nisto, a dose de
tiopurinas € monitorizada e reduzida ou aumentada, se necessario. Embora este
protocolo padrdo ndo inclua a realizacdo do teste genético para o TPMT antes do inicio
do tratamento, ele recomenda aos médicos a analise da deficiéncia na enzima, em casos

de hepatotoxicidade grave ou persistente (Zika, E. et al., 2006).
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A falta de educacdo e formacdo parece ser uma das barreiras a implementacdo da
farmacogenética na prética clinica. Muitos médicos ndo estdo completamente
familiarizados com a biologia molecular ou genética, o que podera ser limitante, uma
vez que a farmacogenética ndo requer apenas um teste de laboratério mas também uma
interpretacdo do genotipo/fendtipo (Evans, W. et al., 2004). Por outro lado, devemos ter
em consideracdo que varias geracdes de médicos foram educadas para comecar 0S
tratamentos com uma “dose média”, sendo compreensivel a sua relutdncia em confiar
em testes genéticos. Outra das barreiras a aplicacdo do teste para a TPMT serd
certamente a relacdo custo-efetividade. A aplicacdo do teste genético para TPMT antes
da administracdo de 6-MP parece ser, do ponto de vista comercial, pouco atraente, como
mostra um estudo recente conduzido por Donnan et al., em criangas com LLA (Donnan,
J. etal., 2011).

Um maior investimento na investigacdo no campo da farmacogenética sera
necessario, no entanto uma das formas pela qual a farmacogenética poderia ser
transposta para a pratica clinica seria pelo estabelecimento de diretrizes por agéncias
reguladoras, identificando os genes especificos nos quais uma genotipagem preditiva
deveria ser levada em consideracdo antes do inicio do tratamento (Ingelman- Sundberg,
M. et al., 2005).

Polimorfismos em outros genes do metabolismo de tiopurinas

Para além de polimorfismos na enzima TPMT, outras alteracdes genéticas em genes
que codificam para enzimas envolvidas no metabolismo e transporte de tiopurinas
poderdo também contribuir para a toxicidade induzida por este grupo de farmacos. Este
é 0 caso da enzima ITPA, responsavel por catalisar um dos passos intermediarios do
metabolismo da 6-MP (Gervasini, G. et al., 2010).

Dois polimorfismos associados com a deficiéncia da atividade da proteina foram
identificados no gene ITPA, localizado no cromossoma 20, com uma frequéncia de
cerca de 10% em Caucasianos. Um destes polimorfismos corresponde a uma mutacgéo
IVS2+21A> C no intrdo 2. O impacto clinico deste parece estar limitado em doentes
tratados com doses standard de tiopurinas (Beaumais, T. et al., 2012). Este

polimorfismo parece ser responsavel por uma menor eficiéncia no splicing do ARNm,
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representando deste modo a base molecular para a menor atividade da enzima.
Individuos homozigoéticos para IVS2+21A> C apresentam cerca de 60% da atividade da
ITPA (Heller, T. et al., 2004).

O segundo polimorfismo consiste em um SNP ndo sinénimo correspondente a
transicdo 94C> A no exdo 2 (Pro32Thr). O impacto deste polimorfismo na resposta a
tiopurinas foi inicialmente controverso, provavelmente porque polimorfismos no ITPA e
no TPMT eram considerados independentes. De facto, tanto ITPA 94C> A como
polimorfimos no TPMT parecem participar na variabilidade das concentracGes do
metabolito 6-MMPN (Beaumais, T. et al., 2012).

Stocco et al.,, conduziram um estudo que pretendia avaliar a influéncia de
polimorfismos nos genes ITPA (94C> A) e TPMT (TPMT*2, TPMT*3A e TPMT*3C)
no metabolismo e toxicidade da 6-MP, em doentes com LLA, cujas doses deste farmaco
foram ajustadas de acordo com o genotipo de cada doente para o gene TPMT. Assim,
este estudo contou com a participacdo de duas cohorts, uma com 247 doentes que
receberam uma dose standard de 75mg/m? de 6-MP, a qual foi ajustada de acordo com
0 genotipo de cada doente relativamente ao gene TPMT (protocolo Total 13B), e a outra
de 188 doentes que, pelo contrario, recebeu 75mg/m? de 6-MP, ndo tendo a sua dose
ajustada (protocolo Total 12).

Embora o impacto clinico de polimorfismos no gene TPMT seja ja bem conhecido,
este consiste no primeiro estudo descrito na literatura a estudar o impacto de
polimorfismos no gene ITPA no contexto de uma administracio de 6-MP
individualizada com base no gendtipo de TPMT. Os doentes do protocolo Total 13B
foram avaliados relativamente ao efeito do genotipo ITPA/TPMT nas concentracdes dos
metabolitos 6-TGN e 6-MMPN tanto nas células da medula 6ssea como em eritrocitos,
pelo que estes investigadores observaram concentracdes significativamente mais
elevadas de 6-MMPN nos doentes portadores do alelo variante no ITPA, tanto em
células leucémicas como em eritrocitos (Tabela 1.2.). Pelo contrario, polimorfismos no
ITPA ndo foram associados com diferencas nas concentracdes de 6-TGN tanto em
células leucémicas como em eritrocitos (Tabela 1.2.). Ainda que o papel de ITPA no
metabolismo da 6-MP seja conhecido, o mecanismo pelo qual variantes neste gene
influenciam a acumulacdo de tionucledtidos metilados ainda ndo se encontra
completamente esclarecido. De facto, tanto o polimorfismo ITPA 94C> A como 0s
SNPs TPMT*2, TPMT*3A e TPMT*3C participam na variabilidade das concentracdes
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de 6-MMPN: doentes com o alelo variante para TPMT e o genotipo wild-type para ITPA
apresentam menores concentraces de 6-MMPN, os doentes com o genétipo wild-type
para os dois genes revelam concentragdes intermédias enquanto que doentes com
genotipo wild-type para TPMT e alelo variante para ITPA apresentam maiores
concentragdes deste metabolito.
niveis de 6-MMPN foram fortemente associados

Dado que os com

hepatotoxicidade, é importante que ITPA 94C> A seja considerado quando se pretende

analisar a resposta a terapéutica com 6-MP.

O nivel de sintese de purinas pode ser influenciado por variantes nestes genes, no

entanto, neste estudo os investigadores ndo observaram qualquer relacéo entre a taxa de

sintese de purinas em células leucémicas e o genotipo de ITPA/TPMT.

Tabela 1.2. Efeito do gendtipo TPMT/ITPA nas concentracdes dos metabolitos TGN e
MMPN em células da medula éssea em doentes tratados com uma dose Unica de 6-MP IV e em
eritrdcitos durante a fase de manutencéo (Stocco, G. et al., 2009).

Protocolo Total 13B (n =247)

TPMT
Alelo variante vs. Alelo wild-type

ITPA

Alelo variante vs. Alelo wild-type

Metabolitos 6- | Metabolitos 6- Metabolitos Metabolitos 6-
TGN MMPN 6-TGN MMPN
Néo foi As N&o foi As concentracgdes
observada concentragoes observada de 6-MMPN
associacéo de 6-MMPN associacao foram mais
Células significativa foram menores significativa elevadas em
leucémicas da entre as em portadores entre as portadores do
medula 6ssea = concentragdes = do alelo variante | concentragdes alelo variante
de 6-TGN e o (P =0.026) de 6-TGN e o (P =0.0038)
genotipo de genotipo de
TPMT ITPA
As As N&o foi As concentragdes
concentracoes concentracoes encontrada de 6-MMPN
de 6-TGN de 6-MMPN qualquer foram mais
Eritrocitos foram mais foram menores | relagdo entre o elevadas em
elevadas em em portadores gendtipo e as portadores do
portadores do | do alelo variante | concentragdes alelo variante
alelo variante (P =0.032) de 6-TGN (P =0.0057)
(P =0.0077) (P =0.95)

Stocco et al, avaliaram também o impacto de polimorfismo nos genes ITPA/TPMT

na incidéncia da toxicidade. As toxicidades consideradas neste estudo foram

neutropenia febril, toxicidade gastrointestinal e infecdo relativamente aos doentes do
protocolo Total 13B e toxicidade gastrointestinal e infecdo para os doentes do protocolo

Total 12 (os casos de neutropenia febril ndo foram estudados independentemente de

80



Farmacogendmica na Terapéutica das Leucemias Agudas

casos de infecdo para este grupo de doentes). Os resultados poderdo ser observados na

tabela 1.3.

Tabela 1.3. Efeito do gendétipo de TPMT/ITPA na incidéncia de toxicidade, durante a fase
de manutengéo, de acordo com os protocolos de tratamento Total 13B e Total12 (Stocco, G. et

al., 2009).

TPMT
Alelo variante
vs. Alelo wild-
type

ITPA
Alelo variante
vs. Alelo wild-
type

Protocolo Total 13B (n=247) | Protocolo Total 12 (n=188)
Sem diferencas significativas na Portadores da variante alélica apresentam

incidéncia de neutropenia febril. maior incidéncia de infe¢bes
(OR=1,4;1C95%:0,3-6,9;P= (OR=4,1;1C95%:1,2-14,0;P =
0,71) 0,026).

Maior incidéncia de neutropenia

febril em portadores da variante Sem diferencas significativas na
alélica incidéncia de infe¢Bes

(OR=3,0; IC95%: 1,2~ 7,3;P= | (OR =0,90; IC 95%: 0,34 — 2,4; P = 0,84)
0,018)

Os resultados revelaram que a incidéncia cumulativa de neutropenia febril, em

doentes cujas doses de 6-MP foram ajustadas de acordo com o genétipo de TPMT, é

significativamente maior em portadores do alelo ITPA 94A (Figural.14.).

Figura 1.14. Curvas da incidéncia cumulativa de neutropenia febril de acordo com o genétipo de
ITPA durante a quimioterapia de manutencdo, em doentes com LLA, a qual inclui 6-MP de acordo
com o protocolo Total 13B. No dia 900 de quimioterapia de manutencdo, a estimativa da incidéncia
desta reacdo adversa foi de 10,7% * 2,2 em doentes com o alelo wild-type e 26.6% + 7.8 em
doentes com o alelo variante. (Os valores apresentados sdo a média e o desvio padrdo) (Stocco, G. et

al., 2009).
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Esta podera ser causada por elevadas concentra¢fes de nucledtidos tiopurinicos
metilados, conhecidos pelas suas propriedades citotoxicas, 0 que devido a sua
acumulacdo podera contribuir para uma neutropenia persistente aumentando desta
forma os eventos de neutropenia febril.

Esta associagdo foi particularmente evidente durante a segunda metade da
quimioterapia de manutencdo, quando o tratamento foi predominantemente, 6-MP e
MTX. A neutropenia febril ¢ uma complicacdo grave decorrente do tratamento com este
tipo de farmacos e que, muitas vezes, leva a hospitalizacdo para avaliagdo e tratamento
e, mesmo quando devidamente tratada, podera ser associada a significativa mortalidade,
morbilidade e custos. Além disso, a neutropenia febril podera conduzir a uma reducao
da dose de 6-MP, pelo que a longo prazo podera afetar a eficacia do tratamento da LLA.
No entanto, uma vez que os doentes sdo devidamente tratados para estes efeitos
adversos, estes investigadores ndo observaram uma associacdo entre 0S genotipos
ITPA/TPMT e uma menor EFS (5, 8 ou 10 anos ap6s o tratamento).

Foi também notdério na cohort sujeita ao protocolo Total 12, uma maior
probabilidade da ocorréncia de infecdes em doentes com defice na atividade da TPMT,
mas nao foi significativamente associado com o genotipo do ITPA. Segundo os autores,
se as doses de 6-MP ndo forem ajustadas com base no genotipo do TPMT, entdo este
sera o factor predominante na toxicidade hematopoiética. Pelo contrario, se as doses
forem ajustadas, entdo o gene ITPA terd uma influéncia significativa no risco de
neutropenia febril. Estudo anteriores que avaliaram o papel de polimorfismos neste gene
na toxicidade relacionada com tiopurinas foi conduzido em doentes com doenca
inflamatédria intestinal, sendo que resultados contraditorios foram obtidos. A maioria
destes estudos envolveu doentes cujas doses de 6-MP ndo foram sistematicamente
ajustadas com base no genodtipo de TPMT, segundo Stocco et al., esta sera
provavelmente a razdo dos resultados inconsistentes relativamente ao efeito do ITPA

naqueles primeiros estudos (Figura 1.15.) (Stocco, G. et al., 2009).
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Mercaptopurine dose NOT Mercaptopurine dose
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Figura 1.15. Grafico do Odds ratio da toxicidade em funcdo dos gendtipos de TPMT e ITPA,
em criangas com LLA para as quais as doses de 6-MP ndo foram ajustadas em funcéo do
gen6tipo de TPMT (Protocolo Total 12) e para aquelas nas quais as doses foram ajustadas com
base no gendtipo de TPMT (Protocolo Total 13B) (Stocco, G. et al., 2009).

Também Hawwa et al., observaram, em doentes com LLA, que portadores do alelo
variante para o polimorfismo ITPA IVS2+21 A> C apresentam concentragcbes mais
elevadas de 6-TGN quer nos eritrécitos (P=0,008) quer no plasma (P=0,072). Este
grupo de investigadores observou também que esta variante alélica estava associada,
nestes doentes, com a ocorréncia de trombocitopenia (P= 0,012). Em contraste, o alelo
ITPA 94A ndo foi associado com nenhum tipo de mielotoxicidade neste estudo
(Hawwa, A. et al.,2008).

Em um estudo conduzido em uma populacéo asiatica, onde a variante alélica ITPA
94A apresenta uma maior frequéncia do que em caucasianos, Wan Rosalina et al.
observaram também uma maior ocorréncia de febre (OR = 1,75; IC 95%: 0,53 -5,82;
P<0,05) e hepatotoxicidade (OR = 1,46, IC 95%: 0,41-5,13; P<0,05), em portadores do
alelo ITPA 94A (Wan Rosalina, W.R. et al.2012). Um estudo mais recente,
desenvolvido por Kim et al., também associou os gendtipos ITPA 94 AC/AA com uma
EFS mais baixa, esta para o genétipo wild-type foi de 95.2% e 81.9% para 0s genotipos
ITPA 94 AC/AA (HR=4,96; IC 95%: 1,1 —22,7; P = 0.039) (Kim, H. et al.2012).

Uma outra enzima importante no metabolismo da 6-MP é a xantina oxidase,
expressa predominantemente na mucosa intestinal e no figado, rapidamente metaboliza
6-MP em é&cido tidrico inativo, resultando em uma substancial reducdo da
biodisponibilidade de 6-MP. O gene XO, localizado no cromossoma 2, é altamente
polimérfico pelo que alteraces genéticas na regido codificante, poderdo ter
consequéncias na atividade da proteina (Hawwa, A. et al.,2008; Beaumais, T. et al.,
2012).
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Embora a influéncia da atividade da XO na variagéo interindividual de resposta ao
tratamento ainda ndo esteja completamente esclarecida, Hawwa et al. avaliaram a
correlacdo entre dois polimorfismos no gene XO (1936A> G e 2107A> G) com as
concentragdes de metabolitos da 6-MP em eritrocitos de 19 criancas com LLA. Estes
investigadores observaram a presenca de menores concentracoes de 6-TU em um doente
heterozigdtico para as variantes no XO, comparativamente aos restantes doentes
portadores do alelo wild-type do gene (AUC = 1,41 vs. 4,95 pmol per 8x10® eritrcitos
mg™m 2 més ). No entanto, concentracdes de 6-TGNs nos eritrocitos deste paciente
foram mais elevadas (Area Sob a Curva (Area Under The Curve, AUC) = 37,25
vs.32,98 pmol per 8x10° eritrocitos mg ™ m ? més ™). Estes resultados sdo consistentes
com o papel desta enzima no catabolismo da 6-MP contudo segundo estes
investigadores, a relacdo entre polimorfismos no gene XO e as concentracfes de 6-TU
deverd ser interpretada com algum cuidado, por duas razdes: primeiro porque
polimorfismos no XO foram também combinados neste estudo com polimorfismos no
TPMT e em segundo lugar, todos os doentes estavam também a tomar MTX em
associacdo com 6-MP, o qual apresenta um efeito inibidor sobre a atividade da enzima.
Nenhuma das variantes alélicas em XO, neste grupo de doentes, foi associada a qualquer
forma de mielotoxicidade. No entanto segundo os proprios autores, o pequeno tamanho
da amostra podera ter contribuido para esta falta de associacdo. De referir, que este
estudo € dos poucos na literatura que pretende estudar o impacto clinico de
polimorfismos neste gene nas concentracdes dos metabolitos da 6-MP, bem como na
toxicidade com esta relacionada, pelo que mais estudos serdo necessarios para
compreender o papel deste gene na farmacogenética da 6-MP (Hawwa, A. et al.,2008).

Foi observado ainda que os polimorfismos no gene MTHFR sdo mais comuns em
individuos com baixa atividade de TPMT (Karas-Kuzelicki, N. et al., 2009), muito
provavelmente devido ao seu impacto sobre S-adenosilmetionina, um cofator da TPMT
(Gervasini, G. et al., 2012).

Quatro transportadores de influxo da familia solute carrier family -SLC estéo
envolvidos no transporte de nucleétidos tiopurinicos, nomeadamente os transportadores
SLC28A2, SLC28A3, SLC29A1 e SLC29A2. Os genes que codificam para estes
transportadores sdo polimérficos, contudo o seu impacto clinico é pequeno ou ainda
pouco estudado. Relativamente aos transportadores de efluxo da superfamilia ABC,

especialmente MRP4 e MRP5, dado seu papel na regulacdo dos niveis intracelulares de
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tiopurinas, sdo bons candidatos para explicar a variabilidade interindividual na resposta
a tiopurinas. Embora polimorfismos tenham sido identificados na regido codificante
destes genes, as suas consequéncias funcionais permanecem praticamente
desconhecidas, sendo que ndo existem ainda dados disponiveis em doentes com LLA
(Hawwa, A. et al.,2008; Ban, H. et al., 2010).

1.3. A Farmacogenomica na terapéutica com citarabina

As pesquisas sobre o papel da farmacogenética na resposta ou resisténcia a ara-C
encontram-se ainda na sua fase inicial. A ocorréncia de resisténcia é uma das principais
razOes para a falha no tratamento com ara-C, bem como para a ocorréncia de efeitos
adversos que contribuem para a morbidade e mortalidade (Hartford, C. et al., 2009). A
eficacia farmacoldgica da citarabina varia dramaticamente entre individuos, sendo que,
de um modo geral, a quimioterapia de inducdo standard, com combinacdo de
antibioticos antraciclicos e citarabina, produz uma taxa de remissdo completa de 50 a
75%, em doentes adultos com LMA. No entanto, taxas de remissdo mais elevadas tém
sido observadas em doentes pediatricos com LMA, diagnosticados precocemente, com
tratamentos de quimioterapia aperfeicoados (Cai, J. et al., 2008). Nos ultimos anos, o
aumento do uso de elevadas doses de ara-C melhorou significativamente a
sobrevivéncia de doentes com LMA, particularmente os subtipos desta com
translocacdo (8;21) e inversdo (16). Porém, 15 a 30% dos doentes ainda ndo apresentam
resposta ao tratamento e 30 a 80% apresentam recaida da doenca. Apesar de doentes
adultos com LMA a receberem altas doses de ara-C apresentarem uma maior
probabilidade de sobrevida livre de recidiva em quatro anos do que agueles a receberam
baixas doses, a utilizacdo de altas doses tem sido associada a efeitos adversos graves.

Ensaios clinicos demonstraram diferencas especificas entre grupos étnicos na
eficacia do tratamento com ara-C e a ocorréncia de efeitos adversos entre doentes com
LMA. Estes recebem ara-C como componente principal do seu regime de tratamento,
aumentando a possibilidade de que a farmacogenética deste farmaco possa desempenhar

um papel fulcral nas diferentes respostas ao farmaco (Lamba, J.K. et al., 2009).
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O transportador hENT1/SLC29A1, o principal responsdvel pela entrada de
citarabina na célula, e DCK, uma das enzimas responsaveis pela fosforilacdo de ara-C a
sua forma ativa ara-CTP, representam dois dos genes candidatos a estudos
farmacogenéticos (Cai, J. et al., 2008).

Estudos in vitro tém demonstrado que as concentragdes intracelulares de ara-CTP
sdo mais elevadas em células sensiveis a este farmaco do que em células resistentes.
Assim, o principal mecanismo subjacente a resisténcia a ara-C em células tumorais,
parecem ser o0s niveis intracelulares insuficientes de ara-CTP, 0 que podera dever-se a
captacdo celular ineficiente de ara-C, devido a baixos niveis e/ou atividade do
transportador hENT1, assim como a reducdo dos niveis de enzimas de ativacao,
principalmente DCK. O aumento celular de dCTP, o qual podera competir com ara-CTP
pela incorporagcdo no ADN inibe também a atividade de DCK através de feedback
negativo. Por outro lado, o aumento dos niveis de enzimas inativadoras, como CDA,
também podera contribuir para mecanismos de resisténcia (Lamba, J.K. et al., 2009).

A eficicia global de ara-C pode, assim, ser modulada por uma combinacdo de
fatores, incluindo as varia¢fes na absorcao, nas vias anabdlicas e catabolicas bem como
na atividade de efluxo (Cai, J. et al., 2008).

1.3.1. Polimorfismos nos genes envolvidos no transporte da citarabina

O transportador hENT1/SLC29AL1 ¢ responsavel por cerca de 80% do influxo de
ara-C nas células leucémicas humanas. Assim, quando sdo administradas doses
standard deste farmaco, a sua concentracdo intracelular é criticamente dependente do
transporte para dentro da célula por hENT1 (Lamba, J.K. et al., 2009). Uma
variabilidade interindividual consideravel nos niveis de expressdo de ARNm hENT1 foi
observada por Hubeek et al. Estes investigadores estudaram a relacdao entre o nivel de
expressdo de ARNmM de varios genes envolvidos no transporte e metabolismo de
anadlogos de nucledsidos e a sensibilidade in vitro a este grupo de farmacos. Os
resultados obtidos revelaram que a expressdo de ARNm hENTL1 foi o factor mais
importante na determinacdo da sensibilidade a ara-C (P=0,001), o que explicaria o facto
de a entrada de ara-C na célula ser dependente principalmente deste transportador
(Figura 1.16.).
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Figura 1.16. Expressdo de ARNm hENT1 em relagdo a sensibilidade a ara-C in vitro.
Amostras provenientes de doentes com LMA foram divididas em trés grupos baseadas na sua
sensibilidade a ara-C (sensivel: LC50 <0,98um; intermédio:0,98 pm <LC50 <5,18 um e resistente:
LC50> 5,18 pum). LC50 corresponde a “letal concentration 50”. Células resistentes a ara-C in vitro
expressaram niveis de ARNm hENT13 vezes menores do que células sensiveis (Hubeek, I. et al.,2005).

Os doentes que apresentaram resisténcia ao farmaco in vitro expressaram trés vezes
menos ARNm hENT1 (P=0,003) (Hubeek, I. et al.,2005). Os resultados obtidos por
estes investigadores estdo de acordo com estudos anteriores, que apontam este
transportador como um factor crucial na sensibilidade a ara-C. Galmarini et al.,
determinaram a expressdo de ARNm hENT1 em blastos de 123 doentes adultos com
LMA e demonstraram que a deficiéncia em hENT1 estava relacionada com uma menor
DFS.

Quando foram administradas doses standard de ara-C durante a fase de inducéo, os
doentes com LMA cujos blastos foram negativos para a expressao de hENT1,
apresentaram uma DFS menor (7,7 meses vs 13 meses; P=0,05) e um risco oito vezes
maior de recidiva precoce comparativamente a doentes com blastos hENT1 positivo
(Galmarini, C.M. et al.,2002a,b).

Apesar de Hubeek et al. ndo terem avaliado a relacdo entre a expressdo deste gene
in vivo e a resposta ao tratamento, segundo os autores, os doentes com LMA podem
beneficiar de uma avaliacdo dos niveis de ARNm hENT1 no momento do diagndstico
devido a sua importancia na dose de ara-C. O transporte de doses intermediarias de
farmaco através da membrana é dependente apenas de transportadores de nucledsidos.
No entanto, no transporte de altas doses de ara-C o hENT1 parece ser menos crucial,
uma vez que nesta situacdo o farmaco pode entrar na célula também por difusdo

passiva. Os doentes com um nivel baixo de ARNm hENT1 poderiam potencialmente
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beneficiar de tratamento com doses mais elevadas ou com outro analogo que nao fosse
dependente deste transportador (Hubeek, I. et al., 2005).

O gene hENT1 tem revelado, excecionalmente, uma baixa mutabilidade em
comparagdo com outros transportadores. Dentro da regido de codificagdo, foram
identificados quatro polimorfismos sindénimos e dois ndo-sindénimos (1le216Thr e
Glu391Lys). No entanto, ensaios in vitro demonstraram que estes polimorfismos néo
apresentaram qualquer influéncia na absorcdo de farmaco mediada pelo hENTL, o que
poderé indicar que variantes na regido codificante do gene poderdo ndo estar envolvidas
nas diferencas interindividuais na resposta a este farmaco (Osato, D.H. et al., 2003).

Dado que nenhum polimorfismo na regido codificante é conhecido por modular a
funcdo de hENT1 e porque a expressao do gene parece afetar a sensibilidade a ara-C,
alteracdes ao nivel da regulacdo da transcricdo do gene, parecem ser a hipOtese mais
provavel para a variabilidade observada na expressdo de hENTL1. Ainda que o promotor
do gene nédo tenha sido completamente caracterizado, foram descritos locais de ligacdo
para o factor hypoxia inducible factor (HIF1), o qual medeia a repressédo da expressao
de hENT1 em hipoxia. Portanto, qualquer variacdo genética que altere os locais de
ligacdo para este factor de transcricdo ou outros trara consequéncias ao nivel da
expressdo do gene. A andlise ao promotor do gene revelou trés polimorfismos,
nomeadamente 1345C> G, -1050G> A e -706G> C, responsaveis por alteracdes em
locais de ligacdo de factores de transcricdo. Diversos polimorfismos tém sido
identificados nos diferentes grupos étnicos, no entanto a sua influéncia na resposta a

ara-C continua a ser estudada (Lamba, J.K. et al., 2009).

1.3.2. Polimorfismos nos genes envolvidos no metabolismo da
citarabina

A enzima DCK, responsavel por catalisar o primeiro passo na ativacdo de analogos
nucleésidos tais como ara-C, gencitabina e fludarabina, tem sido alvo de diversos
estudos. A reducdo ou a perda da atividade de DCK na célula tem sido observada em
linhas celulares resistentes a ara-C, pelo que a transfec¢do do gene DCK nestas linhas
celulares demonstrou um restauro in vitro da sensibilidade a ara-C (Lamba, J.K. et al.,
2009).
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Banklau et al., avaliaram de que modo polimorfismos poderia afetar a expresséo de
DCK em 90 criangas diagnosticadas com LLA e 4 com linfoma linfoblastico (LL) em
estagio Il e IV. Assim, estes doentes receberam baixas doses de ara-C durante a fase de
inducéo da remissdo e doses elevadas deste farmaco durante a reindugdo. Para os dois
SNPs avaliados, DCK -360C> G e -201C> T, estes investigadores observaram que os
alelos wild-type foram predominantes. Banklau et al., verificaram que criangas com
LLA portadoras do alelo DCK -360G apresentavam um maior risco de desenvolver
mucosite apos receberem baixas doses de ara-C (OR = 3,7; IC 95%: 1,2-11,3) (Banklau,
C. etal.,2010)

Também Hartford et al., de modo a identificarem os polimorfismos genéticos que
contribuem para a susceptibilidade a ara-C, estudaram em linhas celulares
linfoblastoides, derivadas de doentes de origem europeia e africana, SNPs no gene DCK
e a sua influéncia na susceptibilidade destas celulas a efeitos citotoxicos. Estas linhas
celulares derivadas de individuos de diferentes etnias permitiram a identificacdo dos
determinantes geneticos especificos de cada populacdo. Estudos prévios observaram
niveis significativamente mais elevados de ARNm DCK em células de doentes de
origem africana comparativamente com as de doentes origem europeia. Segundo
Hartford et al. estes resultados poderiam, em parte, explicar as diferencas observadas na
populacdo relativamente a sensibilidade a ara-C, uma vez que 0 aumento da expressao
de DCK se traduziria em um aumento intracelular de ara-CTP.

Hartford et al., registaram uma forte correlacdo entre os niveis de ARNm DCK e de
proteina, assim como entre 0s niveis desta e a sensibilidade a ara-C. Estes
investigadores, observaram também que uma maior expressdo do gene, nos dois grupos
étnicos, estavam significativamente correlacionadas com a citotoxicidade (Figura
1.17.).
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Figura 1.17. Citotoxicidade de ara-C em populagdes caucasianas (CEU) e africanas (YRI).
(A) A percentagem de sobrevida em linhas celulares de doentes caucasianos comparativamente a doentes de origem
africana foi de 73,3vs 70,5 com 1 uM (P = 0,24), 53,3 vs 47,3 com 5 uM (P = 0,002), 46,8 vs 39,9 com 10 uM (P =1
x 10, 40,3 vs 32,8 com 40 uM (P <1 x 10, e 37,3 vs 30,4 com 80 uM de ara-C (P <1 x 10™). (B) A distribuigo de
log,AUC em linhas celulares CEU e YRI (P <1 x 10™*) (Hartford, C. et al., 2009).
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De forma a avaliar a contribuicdo de polimorfismos neste gene na sensibilidade a
ara-C foram avaliados 64 SNPs, previamente identificados no DCK, para a sua
associacdo com a citotoxicidade nestes dois grupos étnicos. Estes polimorfismos
encontram-se na regido proximal do promotor do gene assim como nos setes exdes da
regido codificante.

Observou-se uma associagédo entre a presenca de 5 dos 64 SNPs avaliados (-33, 70,
2162, 31942 e 36113) o log, AUC nas amostras de células provenientes de doentes de
origem africana, trés dos quais poderdo explicar uma variacao significativa de cerca de
20% na AUC nas linhas celulares destes doentes. No entanto, apenas um dos 64
polimorfismos (1124) foi associado com o log, AUC nas amostras de celulas de doentes
europeus. Segundo os investigadores, este polimorfismo podera explicar uma variagéo d
e 9% da AUC nestas linhas celulares.

Um subconjunto de 42 linhas celulares linfoblastoides, proveniente de doentes de
origem africana, foi tratado com 1mM de ara-C nas quais foram quantificadas os niveis
de ara-CTP. As linhas celulares linfoblastoides com um gendtipo heterozigotico para o
SNP DCK A70G demonstraram uma maior sensibilidade a ara-C. Hartford et al.,
verificaram também que estas linhas celulares ndo s6 demonstraram uma maior
expressdo de DCK como apresentaram niveis significativamente mais elevados de ara-
CTP comparativamente as linhas celulares linfoblastoides com gendtipo homozigético,

0 que sugere que este polimorfismo afecta a funcéo da proteina (Figura 1.18) (Hartford,
C. etal., 2009).
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Figura 1.18. Analise da expressdo de DCK. (A) Distribuicdo da expressdo de mRNA em linhas
celulares de caucasianos (CEU) e africanos (YRI) (P = 0,02). (B) A associa¢do entre o nivel de expressao
da proteina DCK e log, AUC em um subconjunto de linhas celulares YRI (r* = 0,69, P = 0,04). (C) A
associagao entre o gendtipo de DCK A70G e log, AUC (P = 0,02), os niveis de expressdo de DCK (P =
0,003), e ara-CTP intracelular (P = 0,003) (Hartford, C. et al., 2009).
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Em estudos anteriores, outros dois polimorfismos, nomeadamente rs72552097 e
rs2306744, foram identificados na regido 3'-UTR nédo codificante do DCK, responsével
por regular os niveis de ARNm DCK pos-transcricdo e a eficiéncia da sua traducéo,
sendo que os alelos rs72552097G/rs2306744T expressam niveis mais elevados de
ARNm DCK. Os doentes com LMA com o0s gendtipos rs72552097CC/rs2306744CC
apresentaram uma resposta ao tratamento significativamente menor em comparacao
com os restantes genétipos (Xu, P.P. et al., 2012).

Os niveis de DCK foram também relacionados com a sensibilidade a gencitabina,
outro substrato desta enzima, em tumores sdlidos de diferentes origens, pelo que isto
poderé fornecer evidéncias no que diz respeito a importancia do estudo de variacdes
genéticas que afetam este gene. Apesar de alguns estudos terem demonstrado uma
associacdo entre a expressdo de DCK e a sensibilidade a ara-C ou eficicia do
tratamento, no entanto, a verdadeira contribuicdo da variacdo genética, nestes genes
candidatos, na susceptibilidade a Ara-C permanece inconclusiva Além disso, a
contribuigdo geneética para a toxicidade induzida por ara-C ndo foi avaliada de forma
abrangente. Galmarini et al., ndo encontraram qualquer relacdo entre os niveis de
ARNmM DCK e a evolucéo clinica de doentes adultos com LMA (Galmarini, C.M. et al.,
2002a).

Como foi referido anteriormente, DCA ¢ a principal enzima de inativacdo da via
metabolica de ara-C, estando envolvida na desaminacao irreversivel de ara-C a ara-U.

Ao longo das ultimas décadas, alguns estudos tém associado os niveis de DCA com
0 risco de recaida em doentes com LMA (Jahns-Streubel, G. et al.,1997; Schroder, J.K.
et al.,1998). Varios estudos in vitro tém demonstrado o papel do aumento da atividade
da enzima CDA no desenvolvimento de resisténcia a ara-C. Estes resultados foram
suportados pela observacao que a resisténcia a ara-C poderia ser revertida utilizando um
inibidor da CDA.

A prova do papel crucial de CDA no metabolismo de ara-C provém da
demonstracdo de processos de resisténcia ao farmaco em fibroblastos de ratinho que
sobre-expressam constitutivamente o gene CDA humano. A transducdo retroviral de
CDA em células progenitoras hematopoiéticas humanas estd neste momento a ser
explorada como estratégia citoprotectora, em conjugacdo com doses intensivas de ara-C

em modelos animais, a qual tem tido resultados preliminares promissores.
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Porém, as tentativas para estudar a relacdo entre a atividade de CDA em
mieloblastos e a resposta clinica ao farmaco produziram resultados inconsistentes.

Alguns autores tém descrito que o aumento da atividade CDA correlaciona-se tanto
com a resisténcia ao farmaco como com a duracdo da remissdo. Schroder et al.
confirmaram esses achados, demonstrando que a atividade mediana de CDA foi maior
em doentes com doenca refrataria e recorrente. Estes investigadores avaliaram tanto a
expressao quantitativa de ARNm DCA como a atividade enzimatica de proteina
(Schroder, J.K. et al.,1998; Bhatla, D. et al., 2009).

A sequenciacdo do gene CDA em varios grupos étnicos, nomeadamente asiaticos,
caucasianos e afro-americanos identificou trés polimorfismos n&o-sinGnimos,
nomeadamente 79A> C (Lys27GIn) e 208G> A (Ala70Thr) e 435T> C.

O polimorfismo 79A> C (Lys27GlIn) foi associado com a reducdo da desaminacéo
de ara-C in vitro, sendo que em criangas com LMA homozigoticas para o alelo CDA
79C (considerado o alelo responsavel pela baixa atividade de DCA) foi observado um
risco aumentado de mortalidade relacionada com o tratamento com ara-C (Lamba, J.K.
et al.,2009)

Bhatla et al., conduziram um estudo que pretendeu avaliar a influéncia deste
polimorfismo na ineficdcia do tratamento com ara-C bem como na toxicidade
relacionada com a administracdo deste. Assim, este estudo envolveu 457 doentes com
LMA, com idades compreendidas entre os zero e vinte e um anos. Estes doentes foram
tratados de acordo com os protocolos Children’s Cancer Group (CCG) 2941 e 2961. O
protocolo CCG- 2961 consiste em um estudo randomizado de fase 111 em doentes com
idade inferior a 21 anos sem tratamento prévio de LMA. O protocolo CCG -2941 foi um
estudo piloto para sucessor do protocolo CCG- 2961, sendo similar. Todos os doentes
receberam de forma intensiva quimioterapia de inducdo com IDA- DCTER
(idarrubicina, dexametasona, citarabina, tioguanina, etopésido e daunorrubicina)
seguida de DCTER (dexametasona, ara- C, tioguanina, etoposido e daunorrubicina). A
dose total de ara- C durante esta fase da quimioterapia foi de 1600 mg/m?.

Os doentes aptos para receberem a quimioterapia de consolidacdo foram
aleatoriamente agrupados: um dos grupos receberam o regime A, um segundo curso de
DCTER (dose total de ara- C foi de 1600 mg/m?) e o outro grupo o regime B de IDA -
FLAG (idarrubicina, fludarabina, ara-C e human granulocyte colony-stimulating factor
(G-CSF)). Neste regime, a dose total de ara- C foi de 7590 mg/m?.
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Apoés a fase de consolidagdo, os doentes que ndo reuniram as condi¢Ges para a
realizacdo de transplante alogénico, receberam quimioterapia de intensificacdo com
altas doses de ara-C (dose total de ara- C foi de 24000 mg/?) bem como L-asparaginase
e doses adicionais de ara-C IT. Amostras de sangue foram também obtidas a partir de
205 dadores de sangue saudaveis de origem caucasiana e afro-americana, 0s quais
serviram como controlos para estimar as frequéncias genotipicas na populacdo saudavel.

Os gendtipos para este polimorfismo variaram significativamente entre grupos
étnicos, sendo o alelo variante 79C mais frequente em doentes caucasianos (AC+CC,
80%) comparativamente a doentes de origem africana (AC + CC, 3%), hispanica
(AC+CC, 13%), asiatica (AC + CC 1%) e de outras etnias (AC + CC, 3%), (P <0,001).

Bhatla et al., observaram que apds o segundo ciclo de tratamento, quando elevadas
doses de ara-C foram administradas, houve um aumento significativo na incidéncia
cumulativa da mortalidade relacionada com o tratamento (MRT) em criangas portadoras
do gendtipo DCA 79CC comparativamente aos restantes genotipos (tabela 1.4.). A
analise dos resultados revelou também que o impacto do genotipo na MRT foi mais
evidente no grupo de doentes a receber IDA-FLAG, com uma dose total de ara-C
consideravelmente mais elevada (9190 mg/m?) comparativamente ao grupo que recebeu
uma dose total de ara-C de 3200 mg/m?. Nos doentes a receberem fludarabina observou-
se, efetivamente um aumento da mortalidade decorrente de infe¢des, 0 que segundo 0s
investigadores podera dever-se a imunossupressao adicional originada por este farmaco
neste grupo de doentes. Este podera consistir em fator de confusdo quando se avalia a
mortalidade relacionada com o tratamento pds-randomizacdo dos doentes a receberem
maiores doses de ara-C. Contudo, este resultado ndo apresentou significado estatistico,

como se pode observar nos resultados da tabelal.4.

Tabela 1.4. Mortalidade relacionada com o tratamento com ara-C nas diferentes fases de
guimioterapia de acordo com o genoétipo para CDA A79C.

o o ) ) IDA-DCTER IDA-FLAG
Geno6tipo MRT inicio | MRT pos- MRT pos-
. . Dose total de ara- | Dose total de ara-C
CDA A79C do estudo inducao randomizagéo , 2
C 3200 mg/m 9190 mg/m
AA 15 +5% 12 +5% 6,9+4,2% 8,2+6,4% 6,3+6,1%
AC 18 +6% 13 +6% 4,8+4,2% 4,3+6,0% 5,916,7%
CcC 20 £12 20 £12% 17,1+12,7% 15,4+20% 23,5£20,6%
P 0,59 0,55 0,05 0,39 0,06

Os valores apresentados correspondem a média + desvio padréo.
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Seria esperado que um aumento da exposicdo ao farmaco resultasse em uma
reducdo na taxa de recaida. Estes investigadores observaram que a sobrevida livre de
recaida (RFS) foi aumentada em 17% em crian¢as tratadas com IDA-FLAG com o
genotipo DCA 79CC comparativamente aos outros genétipos (59 + 12% AA vs 55 +
14% AC vs 76 = 20% CC; P= 0,40). Porém, esta associacdo ndo apresentou significado
estatistico possivelmente devido ao tamanho limitado da amostra.

Quando a toxicidade ndo hematoldgica foi avaliada, a toxicidade global ndo foi
significativamente diferente entre os varios gendtipos (P= 0,675), embora doentes com
0 gendtipo 79CC fossem mais propensas a apresentar mucosite pds-randomizacgdo (AA
21%; AC 32%; CC 34%; P = 0,04). No entanto, estes investigadores ndo conseguiram
estabelecer uma associagdo entre o genotipo, CDA A79C, e a OS nas diferentes fases de
tratamento.

Segundo os investigadores, uma das limitacdes deste estudo foi a falta de medicéo
direta da atividade de CDA nestes doentes, sendo que a atividade apenas esta implicita a
partir do genotipo.

Bhatla et al., enfatiza a importancia de replicar este estudo bem como a aplicacédo
de protocolos clinicos utilizando diferentes doses de Ara -C para determinar a
importancia deste polimorfismo (Bhatla, D. et al., 2009). No entanto, existem tambem
alguns exemplos de resultados contrarios aqueles obtidos por Bhatla et al., pelo que a
inconsisténcia nos resultados dos estudos no que diz respeito a este polimorfismo tem
impedido a sua pronta implementacdo a nivel clinico. Na regido do promotor do gene
CDA, em caucasianos e afro-americanos, foi identificado um haplotipo definido por trés
SNPs, -92A> G, -451C> T e -897C> A, os quais foram associados a uma maior
atividade enzimatica (Fitzgerald, S.M. et al., 2006) No entanto, se este haplétipo estara
associado com a sensibilidade a ara-C ou com a sua resposta clinica continua a ser
determinado (Lamba, J.K. et al., 2009).

Foi desenvolvido um estudo por Mahlknecht et al., no qual se pretendeu avaliar a
influéncia dos polimorfismos CDA 79A> C (Lys27GlIn), -88G> A, -92A> G, -451C> T
e CDK 364C> T (Pro122Se) na OS em 5 anos e na ocorréncia de varios tipos de
toxicidade em 360 doentes caucasianos com LMA. Foi observado por estes
investigadores que os doentes com o gendtipo CDA -92AA apresentavam menor

incidéncia de toxicidade hepatica comparativamente aos restantes gendtipos CDA -
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92AG e -92GG (13 vs 21vs 23%; P= 0,03). Pelo contrario, nenhuma correlacdo foi
observada com os restantes polimorfismos e com outros tipos de toxicidade.

Os resultados obtidos por Mahlknecht et al., revelam ainda que cerca de 51% dos
doentes atingiram a remissdo completa apds uma dupla quimioterapia de indugdo com a
ara-C. Os polimorfismos CDA 79A> C, -92A> G e -451C> T e o0s seus haplotipos ndo
apresentaram qualquer influéncia na resposta ao tratamento. No entanto, estes
investigadores observaram que a OS em 5 anos foi menor em doentes homozigéticos
para o alelo CDA -451T do que em doentes homozigoticos para o alelo wild-type (OS:
13 vs 25%, P=0,05). No que diz respeito a DFS em 5 anos, as diferencas entre
genotipos ndo foram estatisticamente significativa (P= 0,08). Os doentes heterozigdticos
para este polimorfismo apresentaram uma OS e DFS intermédias (23% e 29%,
respetivamente).

Por ultimo, Mahlknecht et al., verificaram que os doentes homozigoticos para o
alelo variante CDA -451T apresentaram um risco aumentado em 50% de mortalidade
em comparagdo com os doentes homozigdticos para a versao wild-type (HR= 1,56; IC
95%: 1,09-2,24; P=0,02).

Estes resultados estdo de acordo com estudos prévios que mostraram a relevancia
clinica deste ultimo polimorfismo no promotor do gene, o qual leva a uma reducéo no
nivel de expressdo de CDA e consequentemente a alteracdo da atividade enzimatica.
Dados anteriores ja tinham sugerido que este polimorfismo aumentaria o risco de
toxicidade associado com doses standard de ara-C, o que estd de acordo com estes
dados. H& que salientar que, apesar de ara-C ser o mais importante farmaco no
tratamento da LMA, a administragdo conjunta com antraciclinas, mitoxantrona, em
combinacdo com etoposido, outro farmaco usado na quimioterapia das leucemias,
podera ter tido alguma influéncia na toxicidade hepatica observada assim como na
resposta ao tratamento independentemente dos polimorfismos aqui referidos
(Mahlknecht, U. et al., 2009).

Muitos polimorfismos e hapldtipos nos genes DCK e CDA tém sido identificados
em doentes de etnia africana e caucasiana, no entanto poucos estudos tém sido
realizados em doentes de origem asiatica (Xu, P.P. et al.,2012).

O polimorfismo CDA 208A> G, identificado na populacdo japonesa, parece ser

responsavel pela menor atividade de CDA e pelo aumento da sensibilidade a ara-C, no
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entanto este polimorfismo ndo foi identificado em caucasianos e afro-americanos
(Lamba, J.K. et al., 2009).

Xu et al., realizaram um estudo retrospetivo no qual avaliaram trés SNPs no gene
CDK (57C> CA, 1356T> C e 359A> G (Glul120Gly)) e dois SNPs em CDA (79A> C
(Lys27GIn) e 208G> A (Ala70Thr)) e a sua influéncia na resposta a ara-C em 151
doentes chineses com LMA. Todos os doentes receberam quimioterapia de indugéo
standard e os efeitos do tratamento foram avaliados ap6s o segundo ciclo de
quimioterapia.

Estes investigadores observaram que os portadores de pelo menos um alelo variante
para os polimorfismos DCK 1356T> C (OR = 1,225, IC 95%: 1,225-9,851, P = 0,0192)
e CDA 208G> A (OR = 9,851; IC 95%: 1,31-77,93, P = 0,0263) apresentaram uma
melhor resposta a ara-C. Pelo contrario, em portadores homozigoticos DCK 57AA
observaram uma diminui¢do da resposta a quimioterapia com ara-C (OR = 0,147, IC
95%: 0,027-0,801, P = 0,0267) (Xu, P.P. et al.,2012). Assim, estes investigadores
confirmam a importancia destes dois genes na resposta ao tratamento com ara-C.

Os principais genes candidatos continuam a ser alvo de diversos estudos, ndo so
hENT1/SLC29A1, DCK e DCA mas também outras enzimas envolvidas no metabolismo
de ara-C e de outros analogos nucledsidos tém sido estudadas (Lamba, J.K. et al.,
2009).

1.4. A Farmacogendmica na terapéutica com vincristina

Na ultima década diversos estudos tém possibilitado um maior conhecimento
acerca da farmacocinética, farmacodindmica e farmacogenética da vincristina no
entanto, a variabilidade interindividual farmacocinética mostrada por este farmaco e a
ocorréncia de neurotoxicidade relacionada com a dose permanece pouco estudada,
principalmente em doentes com leucemias agudas.

A toxicidade limitante da dose consiste em neuropatia motora periférica
progressiva, 0 que pode conduzir a perda da forca muscular periférica das extremidades
dos membros superiores e inferiores (Hartman, A. et al.,, 2010), resultado da
degeneracdo axonal, ainda que reversivel, provocada por este farmaco (Moore, A. et al.,

2009). Alguns autores assumem que existe uma relagdo entre doses cumulativas de
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vincristina e a severidade de problemas motores, no entanto um estudo recente mostrou
que estes ndo se encontram relacionados com a frequéncia, dose ou doses cumulativas.
Além disso, criangas tratadas com protocolos de quimioterapia idénticos apresentaram
uma variabilidade na resposta ao farmaco. Assim, a causa da variabilidade na ocorréncia
de neurotoxicidade permanece, ainda, desconhecida (Hartman, A. et al., 2010).

Estudos in vitro e in vivo demonstraram o papel fulcral das enzimas CYP3A no
metabolismo e eliminagdo sistémica da vincristina. O CYP3A5 parece ser mais eficiente
a catalisar a formag&o do principal metabolito da vincristina comparado com o CYP3A4
(a depuracdo plasmatica é 9 a 14 vezes maior pelo CYP3ADS), contribuindo 55 a 95% no
metabolismo deste farmaco. Assim, polimorfismos neste gene poderdo contribuir para a
variabilidade interindividual observada na eliminagdo sistémica da vincristina,
(Dennison, J. et al.,, 2006) tornando-o no principal gene candidato a estudos
farmacogenéticos (Gervasini, G. et al., 2012).

As principais variantes alélicas neste gene incluem CYP3A5*3, CYP3A5*6 e
CYP3A5*7, todas elas resultam na expressdo de uma enzima ndo funcional. Alguns
estudos tém revelado que existe uma variabilidade interindividual de até dez vezes na
farmacocinética da vincristina, assim como na Vvariabilidade intradoentes ap0s
administracao de doses repetidas.

Mais de 70% dos africanos apresenta no minimo um alelo CYP3A5*1, o que
permite a expressao de quantidades significativas de enzima ativa, no entanto este alelo
encontra-se presente em apenas 10 a 20% de caucasianos. A expressao polimoérfica do
CYP3A5 pode, em parte, explicar a discrepancia étnica observada em relacdo a
sobrevida e ocorréncia de toxicidade em doentes tratados com este grupo de farmacos
(Renbarger, J. et al., 2008).

Em um estudo realizado em criancas com LLA de etnia africana foi observado que
estas apresentavam um aumento de 42% na taxa de mortalidade comparativamente com
criangas caucasianas. A EFS foi de apenas 54% para criancas de etnia africana
comparativamente com uma EFS de 82% em caucasianos. Os investigadores sugerem
que a alta expressdo de CYP3A5 em africanos resulte em um aumento da eliminacdo da
vincristina e contribua para esta disparidade na EFS (Moore, A. et al., 2009) Por outro
lado, podera supor-se que os africanos metabolizam a vincristina mais eficientemente
que caucasianos resultando em uma diminuicdo da biodisponibilidade do farmaco e

consequentemente em uma menor toxicidade (Renbarger, J. et al., 2008).
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Renbarger et al., desenvolveram um estudo retrospetivo envolvendo uma cohort de
113 doentes pediatricos com LLA pré-B, 92 doentes caucasianos e 21 doentes africanos,
nos quais foi avaliada a relagcdo entre a etnia e a neurotoxicidade associada com a
vincristina. Estes investigadores observaram que 34,8% dos caucasianos apresentaram
sintomas relacionados com neurotoxicidade comparativamente com 4,8% dos africanos
(P=0,007). Além disso, caucasianos apresentaram formas mais severas de toxicidade do
que africanos (P <0,0001). O grau médio de neurotoxicidade para caucasianos foi de
2,72, enquanto que africanos apresentaram grau 1 (P <0,0001). Cerca de 4% do total de
doses administradas a doentes caucasianos foram reduzidas devido a neurotoxicidade
em comparacdao com 0,1% dos africanos (P <0,0001). Em média, africanos apresentam
uma diminuigdo de exposicdo a vincristina comparativamente a caucasianos,
potencialmente devido a expressdo do CYP3A5. Segundo estes investigadores, a
ocorréncia de toxicidade estd muitas vezes relacionada com o grau de exposicdo ao
farmaco, e portanto individuos africanos que expressam um CYP3A5 funcional
apresentam uma ocorréncia de neurotoxicidade significativamente menor do que
caucasianos, 0s quais normalmente ndo expressam um CYP3A5 funcional. Tais
resultados suportaram esta hipOtese. N&o obstante, outras possibilidades poderdo
explicar estes resultados, uma vez que diferencas na neurotoxicidade poderdo estar
relacionadas com a variabilidade na sensibilidade a vincristina mais do que na
exposicdo ao farmaco, além de que esta variabilidade podera dever-se a factores étnicos
ndo genéticos, nomeadamente diferencas ambientais (Renbarger, J. et al., 2008).

Em um estudo mais recente, Hartmann et al. avaliaram a variacdo no desempenho
motor de 34 doentes com LLA, tratados com 2,0mg/m? de vincristina, e a sua relagdo
com polimorfismos no gene CYP3A5, nomeadamente com a variante alélica CYP3A5*3.
Os resultados ndo forneceram evidéncias de que CYP3A5*3 afetasse o desempenho
motor nesta cohort de doentes. Estes investigadores testaram a hipdtese de que a
presenca do genotipo CYP 3A5*3/*3 faria aumentar a toxicidade da vincristina, o que
consequentemente resultaria em uma alteragdo no desempenho motor, contudo 0s
resultados obtidos ndo suportaram esta hipotese e 0s investigadores ndo observaram
qualquer associacdo estatistica significativa entre a variante CYP3A5*3 e o0 desempenho
motor. Segundo os investigadores, nesta cohort de doentes apenas foram observados
portadores dos gendtipos CYP3A5*1/*3 e CYP3A5*3/*3, portanto nada pode ser
concluido sobre o efeito do CYP3A5*1/*1 (Hartman, A. et al., 2010).

98



Farmacogendmica na Terapéutica das Leucemias Agudas

Os alcaloides da vinca sdo também um substrato para o transportador
ABCBL,tendo este um papel importante na excrecdo biliar e renal deste grupo de
farmacos. Foi identificado um diverso ndmero de polimorfismos no gene MDR1
levantando a possibilidade de que variagdes genéticas neste poderiam contribuir para a
variabilidade interindividual observada na farmacocinética, eficacia e toxicidade
relacionada com a vincristina. Sendo este transportador expresso na barreira
hematoencefalica, apresenta a capacidade de limitar a exposi¢cdo neuronal a vincristina.
No entanto, uma menor atividade ou menor expressao de ABCB1 poderdo aumentar essa
exposi¢édo e consequentemente a incidéncia de neuropatia (Moore, A. et al., 2009).

Plasschaert et al. conduziram um estudo realizado em 52 criangas com LLA
tratadas com vincristina, no entanto estes investigadores ndo encontraram qualquer
associagdo estatistica significativa entre os polimorfismos 3435C> T ou 2677G> T neste
gene e a variabilidade na farmacocinética e toxicidade. Quando estes investigadores
avaliaram a associacdo entre o0s haplétipos e a variabilidade farmacocinética,
observaram que os portadores do haplétipo 3435C/2677G apresentavam um maior
tempo de meia-vida do que os ndo portadores (1156 vs 805 minutos, P = 0,038). Em
contraste, o haplotipo 3435T/2677G tinha um tempo de meia-vida mais curto do que
aqueles que ndo eram portadores deste haplétipo (805min vs 1.180 min, P = 0,044). No
entanto, este significado ja ndo foi observado apds a correcdo de Bonferroni para testes
multiplos. Os haplétipos ndo afetaram outros parametros farmacocinéticos, tais como a
depuracdo plasmaética de farmaco, o que segundo estes investigadores, sugere que 0S
resultados observados sdo de importancia muito limitada. Além disso, estes
polimorfismos ndo foram relacionados com um risco aumentado para a obstipacao
induzida pela vincristina (Plasschaert, S.L. et al.,2004)

Hartman et al., também avaliaram a influéncia destes polimorfismos no gene
MDRL1 na neurotoxicidade no entanto, e de acordo com os estudos anteriores, também
estes investigadores ndo encontraram qualquer associacao estatistica entre o gendtipo e
0 desempenho motor destes doentes. Estes autores colocaram a hipodtese de que estes
haplotipos poderiam afetar a capacidade motora mas o0s resultados obtidos nao
suportaram este pressuposto. O tamanho das cohorts nestes estudos eram relativamente
pequenas limitando assim a avaliacdo do efeito destes polimorfismos nos diferentes
genes (Hartman, A. et al., 2010).
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Pesquisas acerca da farmacocinética e farmacogenética da vincristina continuam
em curso, no entanto dada a escassez de evidéncias sobre o impacto clinico destas
variantes genéticas em doentes tratados com este farmaco, tem havido a necessidade de
estabelecer estratégias preventivas. Atualmente, estdo a decorrer ensaios clinicos que
investigam a utilizacdo de agentes neuroprotetores, tal como acido glutdmico, e de
formulagdes lipossomais, 0s quais poderdo aumentar a janela terapéutica de vincristina
(Moore, A. et al., 2009).

1.5. A Farmacogenomica na terapéutica com antibidticos

antraciclicos

A contribui¢do de fatores farmacogenéticos na via metabdlica de antraciclinas néo
se encontra ainda completamente estabelecida. No entanto, tem-se observado neste
grupo de farmacos uma variacdo interindividual e interétnica em parametros
farmacocinéticos e farmacodinamicos, surgindo a hipotese de que uma variabilidade
genética possa contribuir, em parte, para a heterogeneidade na biodisponibilidade,
eficacia e ocorréncia da bem conhecida cardiotoxicidade, relacionada com a dose de
farmaco (Lal, S. et al.,2010).

A cardiotoxicidade induzida por antraciclinas parece ser um processo multifatorial,
tanto os farmacos doxorrubicina e daunorrubicina como 0s seus principais metabolitos
tém sido implicados neste processo. Varios mecanismos tém sido propostos e julga-se
gque 0s mecanismos pelos quais estes farmacos exercem a sua agdo terapéutica sdo
diferentes daqueles responsaveis pela cardiotoxicidade, nomeadamente stress oxidativo
em midcitos cardiacos por radicais livres, processos que envolvem ferro e efeitos
nocivos sobre as mitocondrias.

Uma das razdes pela qual os cardiomiécitos podem ser mais sensiveis a estes
farmacos do que outros tecidos €, porque o coracdo, em comparagdo com o figado, tem
uma concentracdo muito baixa de defesas enzimaticas contra o ataque de radicais livres
tais como as enzimas superdxido dismutase e glutationa peroxidases (Minotti, G. et al.,
2004; Bains, O. et al., 2009).
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1.5.1. Polimorfismos nos genes envolvidos no transporte de antibiéticos

antraciclicos

S&0 escassos 0s estudos sobre a influéncia de polimorfismos, em genes envolvidos
no transporte de antraciclinas, na incidéncia de efeitos adversos, em doentes com
leucemias agudas. Em particular, SLC22A16 e ABCB1 tém sido os principais genes
alvos estudados, dada a sua importancia na farmacocinética e toxicidade neste grupo de
farmacos (Gervasini, G. et al., 2012).

Estudos em doentes com cancro da mama tratados com doxorrubicina e
daunorrubicina tém mostrado que polimorfismos no gene do transportador de influxo
SLC22A16, nomeadamente 1226T> C (Met409Thr), 146A> G (His49Arg), 312T> C
(sindnimo) e 755T> C (Val252Ala), poderdo influenciar a variabilidade farmacocinética
interindividual e interétnica. Bray et al. observaram, para os polimorfismos 146A> G,
312T> C e 755T> C, que individuos portadores dos alelos variantes, comparativamente
aos portadores do alelo wild-type, apresentavam uma menor incidéncia na “dose delay”
da doxorrubicina, e consequentemente um menor risco de toxicidade. Curiosamente
estes investigadores verificaram uma maior incidéncia na “dose delay” em portadores
do alelo SLC22A16 1226C (Bray, J. et al. 2010).

A sobre-expressao do transportador ABCBL1, é um problema clinicamente relevante
na LMA, uma vez que este € responsavel pelo transporte de substratos como o0s
antibioticos antraciclicos. Muitos polimorfismos neste gene tém sido identificados, dos
quais se destacam 1236C> T, 2677G> T/A e 3435C> T, em forte linkage disequilibrium
e encontrados com elevada frequéncia e 1199G> A. Estes SNP tém sido alvo de estudos
relativamente a sua influéncia na biodisponibilidade de alguns farmacos, tendo sido
associados com alteracBes na expressdo do transportador. Individuos homozigéticos
para os trés alelos variantes nos trés loci mostraram uma menor atividade do ABCB1
(Lal, S. et al.,2010).

Alguns estudos in vitro tém identificado este transportador como um dos principais
candidatos por mediar a resisténcia a doxorrubicina. Linhas celulares Hs578T-Dox, de
carcinoma da mama, com sobre-expressao de ABCB1 revelaram uma sensibilidade
duzentas vezes menor do que linhas celulares Hs578T que ndo expressam ABCB1 (Lal,

S. et al.,2010). Estudos em ratinhos “mdrla-knock-out” também suportam o papel

101



Farmacogendmica na Terapéutica das Leucemias Agudas

fulcral deste transportador na excrecdo da doxorrubicina por via hepéatica e por
mecanismos extra-hepaticos (Kassner, N. et al., 2008).

Até hoje, existem poucos estudos, num cendrio de leucemias agudas, que avaliem
de que forma polimorfismos genéticos poderdo afetar a biodisponibilidade e,
consequentemente, modular a resposta e efeitos adversos relacionados com a
mitoxantrona (Gervasini, G. et al., 2012).

Green et al., investigaram a influéncia destes polimorfismos na citotoxicidade in
vitro em células leucémicas e na OS de 100 doentes com LMA com cariétipo normal.
Todos os doentes assim como 400 individuos saudaveis foram genotipados para estes
cinco polimorfismos, ndo tendo sido encontradas diferencas significativas nas
frequéncias alélica entre estes dois grupos.

Quando estes investigadores avaliaram a influéncia de polimorfismos no ABCB1 na
OS destes doentes verificaram que portadores dos genotipos 1236C/C apresentaram
uma pior sobrevida do que doentes com outros genotipos (P = 0,03). O tempo de
sobrevida médio foi de 0,7, 1,3 e 1,8 anos para os portadores de 1236C/C, 1236C/T e
1236T/T, respetivamente. Da mesma forma, portadores do genotipo 2677G/G
presentaram também uma OS menor (P = 0,02). O tempo de sobrevida médio para os
doentes com genotipo G/G, G/T e T/T foi de 0,7, 1,2 e 1,7 anos, respetivamente (Green,
H. et al., 2012).

Também IlImer et al. avaliaram a influéncia dos polimorfismos 1236C> T, 2677G>
T/A e 3435C> T em uma populacdo caucasiana com LMA (n=405), mostrando que
doentes com as variantes wild-type (1236C/C, 2677G/G e 3435C/C) apresentavam uma
menor OS e um maior risco de recaida da doenca, relativamente aos portadores dos
restantes gendétipos (lllmer, T. et al.,, 2002). No entanto, estudos com resultados
contrarios também se observam (Kim, D.H. et al.2006; Holt, B. et al.,2006).

Nos estudos de citotoxicidade, Green et al. avaliaram a sensibilidade in vitro de
celulas leucémicas de 56 doentes com LMA, relativamente a mitoxantrona,
daunorrubicina, citarabina e etopdsido. Deste modo, as células leucémicas de doentes
com o melhor prognostico, isto €, com 0s gendtipos 1199G/A, 1236T/T, 2677T/T e
3435T/T, foram avaliadas quanto a sua sensibilidade comparativamente com a
sensibilidade das células de todos os outros doentes. Estes investigadores observaram
que as células leucémicas de doentes com os gendtipos 1236T/T e 2677T/T eram

significativamente mais sensiveis a mitoxantrona (P = 0,02), apresentando assim uma
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sobrevida in vitro significativamente menor. Os polimorfismos 1199G> A e 3435C> T
ndo afetaram a citotoxicidade in vitro, no entanto, uma vez que apenas trés dos doentes,
a partir do qual as células leucémicas foram isoladas, eram heterozigéticos para 1199G>
A, esse efeito ndo pode ser excluido (Green, H. et al., 2012).

As consequéncias funcionais destes polimorfismos no ABCB1 ainda ndo foram
extensivamente estudadas in vitro para estes substratos. Em contraste com este estudo,
Schaefer et al. mostraram que as velocidades de transporte maximo para a vincristina,
outro substrato deste transportador, foi significativamente elevado, cerca de 1,5 a 3
vezes mais para as variantes 2677T e 2677A, respetivamente (Schaefer, M. et al., 2006).
Isto poderia indicar uma resisténcia mais elevada para a variante 2677T do que para
2677G, 0 que estaria em contradicdo com a menor sobrevida, observada por Green et
al., em células leucemicas isoladas de doentes homozigéticos para o alelo T.

Green et al. sugerem que polimorfismos no ABCBL, tais como 1236C> T e 2677G>
T, poderdo afetar a sobrevivéncia de doentes com LMA com cariotipo normal apés a
quimioterapia, o que ofereceria informagGes Uteis para estratégias de tratamento e
quimioterapia individualizada. Os portadores dos gendtipos 1236T/T ou 2677T/T
beneficiariam do tratamento padrdo da LMA com antraciclinas e citarabina, sendo
considerados doentes de baixo risco, ao contrario dos portadores dos gendtipos
1236C/C e 2677G/G genotipos, que apresentaram um pior prognéstico quando tratados
de acordo com os regimes padrdo. Se 0 genotipo de ABCB1 se revelar, efetivamente, um
marcador de prognostico confiavel, o nimero de doentes de risco intermediario pode ser

diminuido ainda mais do que ja é hoje (Green, H. et al., 2012).

1.5.2. Polimorfismos nos genes envolvidos no metabolismo de

antibiéticos antraciclicos

As enzimas carbonil reductases, como foi visto anteriormente, sdo oxidoreductases
dependentes de NADPH responsaveis pelo metabolismo de doxorrubicina e
daunorrubicina, sendo capazes de catalisar a sua reducdo para o0s respectivos alcoois,
doxorrubicinol e daunorrubicinol, facilitando deste modo a sua eliminacdo do
organismo, quer diretamente ou através de reacdes de conjugacao de fase Il. A atividade

destas enzimas varia muito entre individuos e grupos étnicos razdo pela qual se torna
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um gene alvo para estudos farmacogenéticos (Bains, O. et al., 2009; Thorn, C. et al.,
2011).

Bains et al. desenvolveram um estudo metabdlico in vitro que pretendia avaliar a
influéncia das variantes V88l e P131S, dois polimorfismos ndo-sinbnimos presentes no
gene CBR1, no metabolismo de doxorrubicina e daunorrubicina e dos seus principais
metabolitos, doxorrubicinol e daunorrubicinol. Estes investigadores observaram que
CBR1, tanto a enzima wild-type como as suas variantes, sao eficientes na metabolizagédo
da doxorrubicina e daunorrubicina, com maior especificidade para esta Ultima. A
preferéncia metabdlica de CBR1 para daunorrubicina € consistente com o observado em
estudos prévios. Além disso, também observaram que a variante V88l reduz
significativamente a atividade da enzima para ambas as antraciclinas e que a variante
P131S reduz significativamente a afinidade para a daunorrubicina (Bains, O. et al.,
2009).

Gonzalez-Covarrubias et al. demonstraram, através do consumo do cofactor
NADPH, que a velocidade maxima (Vmsx ) da reacdo metabolica foi significativamente
menor na variante V88l comparativamente a enzima wild-type. Estes investigadores
confirmaram esta diferenca cinética por medicdo direta dos niveis daunorrubicinol, a
qual demonstrou que a enzima variante produz 47% menos metabolito que a versédo
wild-type.

Estes autores sugerem que, dada a proximidade desta variante ao local de ligacéo
do cofator, esta tenha impacto na afinidade de ligacdo do NADPH. Assim, esta
substituicdo de uma valina por uma isoleucina poderad ser a base para a diminuigédo
significativa nos niveis de metabolitos produzidos. A mutacdo P131S, embora mais
distante do centro ativo e do local de ligacdo de NADPH do que a mutacdo V88lI,
poderia alterar a conformacao de um ou de ambos os locais, 0 que por sua vez explicaria
por que houve uma menor afinidade para a daunorrubicina comparativamente com a
enzima wild-type, ao passo que ndo houve alteracdo para a doxorrubicina. Assim sendo
reducdes na atividade metabolica para as duas antraciclinas pela variante V88l e na
afinidade de substrato para a daunorrubicina pela variante P131S poderdo explicar a
variabilidade nos efeitos secundarios graves observados em doentes com cancro tratados
com qualquer uma destas antraciclinas.

Estes investigadores propdem que estes efeitos adversos sdo o resultado da

acumulacdo excessiva de farmaco. Uma quantidade crescente de estudos mostrou que
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este acumula-se nas mitocondrias de cardiomidcitos e interferem com a fungdo da
enzima da cadeia de transporte de eletrdes.

O papel fundamental de CBR1 na patogénese da cardiotoxicidade relacionada com
antraciclinas tem sido estudada em modelos animais. A sobre-expressdo de CBR1, no
coracdo de ratinhos revelou elevados niveis intracardiacos de doxorrubicinol e aumento
de lesdo no miocardio ap6s a administracdo de doxorrubicina (Gonzalez-Covarrubias,
V. et al., 2007). Olson et al. relataram que os niveis plasmaticos de doxorrubicinol 4h
apo6s a administracdo de doxorrubicina foram 75% maiores em ratinhos com os dois
alelos ativos CBR1 (+/+) do que em heterozig6ticos CBR1 (-/-). Estes autores também
observaram que reducdo global de 40 a 50% nos niveis de CBRL1 entre ratinhos CBR1
(+/-) foi suficiente para conferir uma protecdo significativa contra a cardiotoxicidade
relacionada com a dose desta antraciclina. Como resultado a percentagem de ratinhos
mortos 18 dias ap0s o tratamento com doxorrubicina era de 91% para CBR1 (+/ +)
versus 18% CBR1 (+/-) (Olson L.E. et al., 2003). Neste contexto, & possivel especular
que os individuos homozigdticos para o genotipo CBR1 188 poderdo apresentar uma
menor velocidade de sintese de daxorrubicinol e consequentemente, ter um impacto
sobre o risco de cardiotoxicidade associada com o uso de antraciclinas (Gonzalez-
Covarrubias, V. et al., 2007). Recentemente, um estudo desenvolvido Varatharajan et
al., pretenderam avaliar o papel da expressdo das enzimas CBR1 e CBR3 na
citotoxicidade in vitro da daunorrubicina e de que modo polimorfismos nestes dois
genes influenciam a farmacocinética deste farmaco e do seu metabolito, em 104 doentes
adultos de origem asiatica com LMA, recebendo quimioterapia de inducdo com
daunorrubicina em combinacdo com citarabina. Estes investigadores observaram que
estes doentes apresentavam uma expressao de ARNm CBRL1 significativamente maior
comparativamente a CBR3.

No ensaio de citotoxicidade in vitro, Varatharajan et al observaram que o “half
maximal inhibitory concentration” (IC50) deste farmaco nas amostras de células
leucémicas foi de 0,01 a 3,2 puM, ou seja estas células foram sensiveis ao farmaco (as
amostras foram classificadas como sensiveis (IC50 <0.5 puM), sensibilidade intermédia
(IC50 0.5 - 1.0 uM) ou resistentes (1C50> 1.0 uM)).

A expressdo de ARNm CBR1 foi comparada com a citotoxicidade in vitro da
daunorrubicina entre amostras de células leucémicas, classificadas como sensiveis, de

sensibilidade intermédia e resistentes, de acordo com o valor de 1C50. Os investigadores
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observaram que os niveis de CBR1 foram significativamente maiores em amostras de
celulas resistentes comparativamente a amostras sensiveis a este farmaco (P= 0,0158),
sugerindo que a expressdéo mais elevada de CBR1 confere in vitro uma
quimioresisténcia para a daunorrubicina. A expresséo de ARNm CBR3 néo foi
associada com a citotoxicidade da daunorrubicina in vitro. Tal resultado podera dever-se
ao facto de que entre as enzimas envolvidas na reducdo da daunorrubicina, CBR1 é a
mais eficiente e portanto um aumento da expressdo desta podera contribuir para a
ocorréncia de resisténcia por aumento da conversdo para 0 Seu metabolito,
daunorrubicinol, tal como foi observado neste estudo.

Segundo os autores, uma correlagcdo positiva significativa entre a expressao de
CBR1 e os niveis de daunorrubicinol intracelular (P <0,0001), foi também observado
que o0 aumento da conversdo da daunorrubicina para o seu metabolito € um dos factores
que afecta a citotoxicidade da daunorrubicina, diminuindo a sua eficacia.

De todos os polimorfismos avaliados em CBR1 e CBR3 apenas 0 rs20571 em CBR1
mostrou uma associacdo significativa com IC50 (P=0,04). Ao contrario dos niveis
intracelulares de daunorrubicinol, as concentrages plasmaticas do metabolito nao
mostraram qualquer associacdo significativa relativamente a expressao de CBR1 ou
CBR3. No entanto, em doentes portadores do alelo 312C do polimorfismo G312G> C,
0s niveis de daunorrubicina plasmatica foram mais elevados e a sua eliminacdo do
organismo foi menor comparativamente ao genotipo wild-type, ainda que esta
associacdo ndo tenha tido significado estatistico (P = 0,178 e P=0,2839 para a AUC de
daunorrubicina e depuracdo plasmatica, respetivamente). Este dltimo resultado foi
consistente com aqueles obtidos em estudos prévios com doentes asiaticos com cancro
da mama, pelo que mais estudos serdo necessarios para confirmar esta associacdo. A
inibicdo da CBR1 podera ser uma opcdo para melhorar a eficacia do tratamento bem
como uma prevenir a ocorréncia de efeitos adversos (Varatharajan, S. et al., 2012).

Em qualquer dos casos, para este grupo de farmacos, os estudos acerca do papel da
variabilidade genética na sua farmacologia sdo ainda relativamente recentes e 0s
resultados existentes permanecem inconsistentes. No entanto, a confirmar-se esta
associacdo, estes genes poderdo vir a ser clinicamente Gtil como biomarcadores
genéticos para orientar a terapéutica em doentes com cancro assim como minimizar os
efeitos adversos (Varatharajan, S. et al., 2012; Visscher, H. et al., 2012).
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Conclusao

A farmacogendmica é uma area promissora e com grande potencial para melhorar a
utilizacdo de farmacos antileucémicos. Claramente aceite pela comunidade cientifica, 0s
polimorfismos apresentam-se como elementos chave na relagdo dos fatores genéticos
individuais com a eficacia deste tipo de farmacos. A presenca de determinados
polimorfismos genéticos pode ajudar a prever a resposta do individuo a terapéutica,
aumentando assim tanto a sua eficacia como a sua seguranca, levando a possibilidade de
prever e evitar possiveis falhas terapéuticas ou até graves reagfes adversas, e assim
conduzir, deste modo, a uma melhor sele¢do e individualizagdo do tratamento.

Existem fortes expectativas de que as pesquisas atuais consigam pavimentar um
caminho para que decisdes terapéuticas futuras possam ser amplamente orientadas pela
farmacogendmica. No entanto, apesar de todo o conhecimento existente, ainda estamos
longe da sua utilizacdo generalizada na pratica clinica.

Como se pdde observar ao longo deste trabalho, os estudos realizados nos ultimos
anos na area das leucemias agudas ndo produziram conhecimento suficiente para a sua
aplicacdo na prética clinica, com a excecdo do modelo farmacogenético mais conhecido,
a variacdo polimérfica no gene TPMT. Além deste, os estudos realizados em outros
genes alvo, de importancia no campo da farmacogendmica, apresentaram resultados
contraditérios. Entre as causas subjacentes a estas discrepancias poderdo estar outros
polimorfismos em genes das mesmas vias metabolicas, os tamanhos das cohorts e
tempo de follow-up destes doentes, diferentes protocolos de quimioterapia alem de
outros fatores ndo genéticos.

Assim, além de ser necessaria a realizacdo de novos estudos de forma a colmatar
estas limitaces, torna-se indispensavel abrir o espectro dos mesmos aos restantes

farmacos usados no tratamento das leucemias agudas.
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Anexo A
LMA - MO LMA -M1 LMA -M2 LMA -M3 LMA - M4 LMA - M5 LMA - M6 LMA - M7
Um critério de
Os blastos séo diagndstico da
h/élﬁégblastos Mieloblastos gir% nc:(ae:,rﬁ;)m ng'i'gg‘z’/oe de O diagnostico da
I . 580 o tipo de P gue = eritroleucemia
diferenciados. , abundante e 0 todas as .
celulas . _— , x pode ser feita, Sangue
Blastos Bastonetes de redominante nucleo, geralmente, Distingue-se células ndo uando mais de eriférico revela
Auer sdo prex bilobado ou de M1, M2 e eritroides na g pe -
pequenos e assim como ; 50% de todas as | micromegacario
muito pouco encontrados em neutrdéfilos marcadamente M3 pela medula 6ssea células da citos e blastos
. PO aproximadamente : recortado podendo proporc¢éo sejam células . S ;
diferenciados. hipogranulares . S medula 6ssea indiferenciados.
50% dos casos. apresentar nucléolos | aumentada de | monociticas. L
Apresentam . i A . . nucleadas A biopsia da
p (Se ndo existirem - em cada lobo. O células Existem duas x - )
nucléolos evidancias de caracteristica citonlasma é monociticas formas sdo da linha medula 6ssea
maltiplos e que permite P - L eritroide. Os mostra um
N bastonetes de : . abundante leucémicas na | distintas de .
granulos diferenciar ! ) eritroblastos aumento de
. e Auer os blastos apresentando grandes | medula éssea | M5: Mba .
Morfologia azurofilos LMA-M2 da : - apresentam fibroblastos e /
; . podem . quantidades de e/ou sangue. (granulécitos o
citoplasmaticos. assemelhar-se LMA-M1éa ranulos de AlQUNs casos <20% e caracteristicas ou aumento da
A cromatina LLA-L2. Se as presenca de golora 50 10xa o degLM—M 4 550 monéeito morfolégicas reticulina bem
nuclear é . maturacdo ¢ . bizarras: formas | como a presenca
. reacOes de - , vermelha. Bastonetes | caracterizados | s> 80%, > . .
finamente mieloperoxidase igual ou além de Auer podem ser or um 80% multilobular ou de mais do que
granular. Nio ou Sugan Black do estagio observach))s em gumento de monoblastos multinucleadas 30% de células
sdo encontrados forem positivas promielocitico. alauNs Casos cosinGfilos e M5b ' sdo comuns. E blasticas. Estas
bastonetes de em maFi)s de 3% de Os neutrofilos A%‘orma vari'ante de | classificados ranulécitos observada apresentam
Auer. blastos o poderédo LMA-M3 & como Mde 220% o anemia com protusdes
RO . apresentar . ' L poiquilocitose e | citoplasmaticas.
diagndstico mais caracterizada pela mondcitos> S
Lo bastonetes de R anisocitose no
provavel é uma Auer escassez de granulos 80%, <80% sanaue
LMA-M1). ' dentro dos blastos monoblas gue
S periférico.
promielociticos. tos.
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Blastos
positivos para
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Blastos expressam
CD13, CD33 e

mieloides .
Bcl)iistti(\)fos ara CD13, CDI5, iln;;-MPO. formas
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e  negativos | mieloides mieloides associacio de CD33,CD11b e CD14. CD11b e | podem ser | CD41, CD42 e
para os | CD13, 14, 15, ¢ CD14. detetadas pela | CD61.
CD13 e | marcadores x
marcadores 33 e CD34. e expressdo de
R CD15. linfoides, com . .
linfoides (T ou marcadores glicoforina A e
B), CD3, 10, S auséncia de
mieloides e
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negatividade mieloides
para HLA-DR '
e CD34.
gﬁgﬂdas&acﬁ Eritroblastos,
. . Peroxidase e Sudan black positivos para M0O-M4. Estearase nao-especifica negativa para M2 e | especialmente Peroxidase
Citoguimica tém pouca
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atividade em
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pronormoblastos
sdo PAS positivos
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Citogenética
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Anexo B

(Adaptado de Relling, M. et al. 2011)

Associacao entre o gendtipo de TPMT e resposta a terapéutica com tiopurinas

Tipo de estudo .
e?‘pe””.“e”ta?' (|,n Principais resultados dos estudos Referéncias vae_l deN
vitro, in vivo pré- associacao
clinico ou clinico)
A conversao de 6-MP a
metilmercaptopurina ausente em eritrocitos (Szumlanski, C
In vitro humanos, linfocitos, figado e rins de ot al 1992)’ ' Elevada
individuos homozigéticos para o alelo "
variante.
Mecanismos de inativagdo funcional
In vitro para TPMT *2,*3A, *3B * e * 4 demonstrada | (Wang, L. et al., Elevada
pela expressio de variantes alélicas|2003)
especificas.
Ratinhos knock-out para TPMT
apresentam uma maior morbidade e
Pre-clinico mortalidade decorrente_ daadministragél_o de |(Hartford, C et Elevada
6-MP e 6-TG comparativamente aos ratinhos | al.,2007)
com gendtipo wild-type; heterozigotos
apresentaram um risco intermédio.
Doentes com LLA com genétipo wild-
type apresentaram um maior risco de recaida
Clinico hematol6gica do que aqueles com, pelo|(Lennard, L. et Elevada
menos, um alelo variante, particularmente em | al., 1990)
regimes de quimioterapia que sdo
principalmente & base de 6-MP e 6-TG.
(Sehwab, M. et
Individuos homozig6ticos para um alelo Elilli.ﬁdorf \}2003
variante apresentam mielosupressdo com al 2006" '
Clini risco de vida, ap6s a administracdo de doses |, ;"
inico . oo Zelinkova, Z. et Elevada
normais de 6-MP, 6-TG, e azatioprina. A al., 2006; Gearry
toxicidade poderia ser minimizada com R.I'B ét aly
diminuicdo das doses. 2005:Kaskas,
B.A. et al., 2003)
Aumento do risco de mielossupressao, gfas;ggé_BE'Cé nit
Clinico em doentes heterozig6ticos a receberem V\/.'E ét aly Elevada
doses normais de 6-MP. 20'01') N
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Clinico

Maior nivel de doenca residual em
doentes com LLA com genétipo wild-type
comparativamente a heterozigéticos ou
homozigéticos para o alelo variante.

(Stanulla,
M. et al., 2005)

Elevada

Clinico

Nenhuma alteracdo no risco de recaida
para doentes heterozigéticos com LLA, os
quais receberem menores doses de 6-MP.

(Relling,
M.V. et al,
2006;
Sehmiegelow, K.
etal., 2010)

Elevada

Clinico

Nenhum aumento de toxicidade aguda
em doentes heterozigéticos em comparacédo
com os doentes homozigéticos para o alelo
wild-type com LLA, os quais receberam
menores doses de 6-MP.

(Evans,
W.E. et al., 2001;
Stocco, G. et al.,
2009)

Moderada

Clinico

Aumento do risco de leucemia
secundaria em doentes com baixa atividade
da TPMT.

(YYenson,
P.R. et al., 2008;
Sehmiegelow, K.
et al., 2009)

Elevada

Clinico

Realizacdo da genotipagem de TPMT de
modo a prevenir a ocorréncia de
mielossupressdo e a prever a resposta ao
tratamento com AZA em doente com CD.

(Gardiner, S
J. et al, 2008;
Dubinsky, M.C.
et al, 2005;
Regueiro, M. et
al., 2002)

Moderada

Clinico

Realizacdo da genotipagem de TPMT de
modo a prevenir a ocorréncia de
mielossupressdo ap6s tratamento com AZA
em doentes com RA.

(Corominas
, H. et al., 2003;
Marra, C.A. et
al., 2002; Glunie,
G.P. etal., 2004)

Moderada

Clinico

Realizagdo da genotipagem de TPMT de
modo a prevenir a ocorréncia de
mielossupressdo ap6s tratamento com AZA
em doentes transplantados.

(Formea, C.
M. et al., 2004;
Sebbag, L. et al.,
2000)

Moderada

CD: doenca de Crohn; ALL: leucemia linfoblastica aguda; AZA:

metilltransferase.

azatioprina RA: artrite reumatoide;
IBD: doenca inflamatéria intestinal; MP: mercaptopurina; TG: tioguanina; TPMT: tiopurina s-

'Elevada associacdo: inclui resultados consistentes em estudos bem conduzidos. Associacio
moderada: a associagdo € suficiente para determinar os efeitos, mas a forca dessa associagdo é limitada
pelo nimero, a qualidade ou a consisténcia dos estudos individuais.
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