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Resumo

O Mieloma Multiplo caracteriza-se por uma neoplasia hematoldgica associada a
proliferacdo clonal de plasmdcitos malignos na medula dssea e como consequéncia, a
imunoglobulina (proteina M), é produzida em excesso, provocando varios problemas
no organismo, responsaveis pelos sinais e sintomas da doenca.

As primeiras descri¢des sobre o Mieloma Multiplo surgiram no século XIX. Em
1844, Samuel Solly fez a primeira descricdio detalhada de um doente com esta
patologia. Mais tarde, Bence Jones descreveu o aparecimento de uma proteina na
urina destes doentes. Apés um século, Edelman e Gally, mostraram que a proteina
presente na urina era a mesma que estava no sangue. Assim, ao longo dos anos foram
feitos varios estudos e comegou-se a estruturar um conjunto de informagées que iria
levar a uma mais rapida identificacdo desta doenca.

Nos ultimos anos surgiram diversas terapéuticas que permitem controlar este
tipo de cancro e que melhoram significativamente a qualidade de vida dos doentes.
Esta evolugdo no tratamento, permitiu um aumento significativo da esperanca média
de vida, passando de 2 anos para 10 anos, com uma boa qualidade de vida.

Relativamente ao tratamento farmacoldgico, a sua evolucdo é longa e
inicialmente lenta. S6 a partir do ano 2000 é que houve um maior destaque e estudo
sobre o tratamento do Mieloma Multiplo, surgindo novos agentes, com mecanismos
de acgdo distintos: os imunomoduladores (talidomida e lenalidomida) e o inibidor do
proteassoma (bortezomib), entre muitos outros novos farmacos.

Portanto, os estudos farmacogendmicos sao fundamentais para a escolha de
uma terapéutica mais eficaz, uma vez que estuda a variabilidade genética individual, e
a sua influéncia na resposta ao farmaco. Isto permite adaptar a terapéutica
medicamentosa e sua dosagem a diversidade genética dos pacientes, isto €, permite a
implementacdo de uma terapéutica personalizada.

Neste trabalho, através de uma revisdo bibliografica foram analisados os
diversos polimorfismos identificados nos doentes de MM, que estdo associados a
resposta individual a terapéutica desta patologia.

Palavras-chave: Mieloma Multiplo, Neoplasia, Medula Ossea, plasmdcitos, terapéutica

personalizada, farmacogendmica.

Pagina | v



Farmacogendmica do Mieloma Multiplo @ UAlg FCT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

Abstract

Multiple Myeloma is a hematological neoplasm associated with the clonal
proliferation of malignant plasma cells in the bone marrow and as a consequence,
immunoglobulin (protein M) is produced in excess, causing various problems in the
body, responsible for the signs and symptoms of the disease.

The first descriptions about Multiple Myeloma appeared in the 19th century.
In 1844, Samuel Solly gave the first detailed description of a patient with this
pathology. Later, Bence Jones described the appearance of a protein in the urine of
these patients. After a century, Edelman and Gally, showed that the protein in the
urine was the same as the one present in the blood. Thus, over the years, several
studies were carried out and a set of information started to be structured that would

lead to a faster identification of this disease.

In recent years, several therapies have emerged to control this type of cancer
and significantly improve patients' quality of life. This evolution in treatment has
allowed a significant increase in average life expectancy, from 2 years to 10 years, with
a good quality of life.

Regarding the pharmacological treatment, its evolution is long and initially
slow. Only from the year 2000 that there was a greater emphasis and study on the
treatment of Multiple Myeloma, with the emergence of new agents, with different
mechanisms of action: the immunomodulators (thalidomide and lenalidomide) and the
proteasome inhibitor (bortezomib), among many other new drugs.

Thus, pharmacogenomic studies are fundamental for choosing a more effective
therapy since it studies individual genetic variability and its influence on the response
to the drug. This allows for adapting drug choice and dosage to the genetic diversity of
patients, that is, it allows the implementation of personalized therapy.

In this work, through a literature review, the various polymorphisms that were
identified in MM patients were analyzed, which are associated with individual
response to treatment of this pathology.

Key Words: Multiple Myeloma, Neoplasm, Bone Marrow, plasma cells, personalized

therapy, pharmacogenomic.
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Capitulo | - O Mieloma Muiltiplo
1. Enquadramento tedrico

O Mieloma Multiplo (MM) é uma neoplasia hematoldégica heterogénea,
caracterizada pela acumulagdo de plasmdcitos malignos na medula éssea, que provoca
uma superprodugdao de imunoglobulinas, no caso a proteina M. O acumulo desses
plasmdcitos aberrantes impede que as células sanguineas normais sejam produzidas. A
somar a presenga da proteina M no sangue e urina, ha uma interagdo dos plasmdcitos
monoclonais aberrantes com outras células da medula dssea, causando uma série de
problemas, incluindo lesdes dsseas, anemia, infe¢des, hipercalcemia, insuficiéncia
renal, fadiga e dor (1).

O MM ¢é uma doenga geneticamente complexa, resultante de multiplos eventos
gendmicos que conduzem ao desenvolvimento e progressao do tumor. Como tal,
apresenta estados pré-malignos bem definidos, denominados por gamapatia
monoclonal de significado indeterminado (GMSI) e mieloma multiplo assintomatico
(MMA). A GMSI é uma discrasia plasmatica assintomdtica e indolente, definida pela
presenca de menos de 10% de plasmdcitos anormais na medula dssea. E entdo, uma
doenca benigna, logo ndo causa danos nos drgdos-alvo. Sabe-se que tem uma
prevaléncia superior a 5%, em adultos com mais de 70 anos e aproximadamente 1%
dos casos por ano de GMSI progridem para MM, além disso, quase todos os pacientes
com MM apresentam uma GMSI precedente. A GMSI pode progredir para o mieloma
multiplo assintomatico (MMA), que é um estadio clinico intermédio entre a GMSI e o
MM, que apresenta um nivel superior a 10% de plasmdcitos malignos e um risco
médio de progressdo para mieloma de 10% ao ano nos primeiros cinco anos. Nem a
GMSI nem o MMA necessitam de tratamento, mas os pacientes precisam de
acompanhamento regular devido a potencial progressao para o MM, apesar do risco
de progressao ser de apenas 1% por ano de vida (2—-4).

As primeiras descricdes detalhadas desta doenca surgiram no século XIX. Em
1844, foi descrito por Solly o primeiro caso bem pormenorizado de um doente com
MM. O termo mieloma multiplo foi introduzido por Von Rustizky em 1873, aquando na
autopsia de um paciente, encontrou oito tumores distintos de cor avermelhada na

medula dssea designados como “mieloma multiplo”. Alguns anos depois, Bence
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Jones descreveu o aparecimento de uma proteina na urina em doentes com MM, que
passou a ter o seu nome. Em 1898, Weber afirmou que a medula éssea é o local de
producdo da proteina de Bence Jones. Uns anos mais tarde, Jacobson e Walters
reconheceram a existéncia da proteina de Bence Jones na corrente sanguinea (5). A
separacdo das proteinas séricas por eletroforese foi descrita pelo bioquimico Tiselius
em 1930 que, sete anos depois, descreveu a separagao das globulinas séricas em trés
componentes principais, que designou como alfa, beta e gama. Em 1939, Lewis
Longworth, aplicou a eletroforese ao estudo do MM e demonstrou a presenca de um
pico alto de base estreita que o caracteriza. Em 1953, Grabar e Williams descreveram a
imunoeletroforese, que facilita o diagndstico do mieloma multiplo (5).

Waldenstrom, em 1961, introduziu o conceito da diferenca entre gamopatias
monoclonais e policlonais. Alguns pacientes com proteinas monoclonais apresentavam
o diagnéstico de MM ou macroglobulinemia, enquanto outros com
hipergamaglobulinemia policlonal ndo apresentavam evidéncia de patologia maligna
pelo que eram considerados como tendo “hipergamaglobulinemia essencial” ou “uma
proteina monoclonal benigna”, que atualmente a designacdo adotada é a GMSI (6,7).

Relativamente, ao tratamento, o uretano foi o primeiro medicamento proposto
para o tratamento do MM e foi usado pela primeira vez, em 1947, por Alwall. Mais
tarde, surgiu o primeiro avan¢o na terapéutica com a introducdo do agente
quimioterapéutico melfalano, sendo o primeiro farmaco a mostrar uma melhor
resposta terapéutica (8).

Atualmente, tanto o conhecimento sobre esta doenga, como o tratamento
evoluiram bastante. Continuam a surgir novas terapéuticas, sendo uma das classes
mais promissoras a imunoterapia, incluindo a terapia de células T adotivas, terapias
combinadas, anticorpos monoclonais e vacinas. Apesar dos progressos terapéuticos, a

recidiva da doenca é inevitavel e o mieloma multiplo permanece incuravel (9).

2. Epidemiologia

A prevaléncia anual do MM é de aproximadamente 31 casos por 100.000
pessoas na faixa etaria dos 65 aos 74 anos, e aumenta para 46 casos por 100.000
pessoas no grupo acima de 74 anos. A nivel mundial, de acordo com dados de 2008,
estima-se que cerca de 159.985 casos incidentes ocorram anualmente (89.897 homens

Pagina | 2



Farmacogendmica do Mieloma Multiplo @ UAlg FCT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

e 70.088 mulheres). Cerca de 106.105 mil pessoas morrem da doenga a cada ano
(58.825 mil homens e 47.280 mil mulheres). Em termos de taxas padronizadas por
idade (ASR), observa-se um predominio no sexo masculino, onde as taxas de incidéncia
anuais sdo de 2,1 por 100.000 no sexo masculino e 1,4 no sexo feminino e as taxas de
mortalidade em 1,3 (homens) e 0,9 (mulheres) (10,11).

A distribuicdo geogrdafica a nivel mundial dos doentes com MM ¢é muito
variavel, tendo mostrado, no ano de 2018, uma incidéncia superior na Asia, Europa,
América do Norte (ver figura 1.1). Etnicamente, observou-se na populagdo dos EUA
uma ocorréncia quase duplicada do MM na etnia negra em comparacdo com o0s
caucasianos, ao passo que, os individuos de origem asiatica, especialmente chineses e

japoneses, tém uma incidéncia muito reduzida (12).

Oceania
3059 (1.9%

Africa

8 259 (5.2%)
Latin America and the Caribbean
14 442 (9%)

Asia
56 676 (35.4%)

North America
29 252 (18.3%)

Europe
48 297 (30.2%)

Total : 159 985

Figura 1.1 Taxa de incidéncia do mieloma multiplo, em ambos os sexos, no ano de 2018. Adaptado de
(13).

3. Etiologia

A etiologia do mieloma multiplo é ainda pouco clara. Isso deve-se ao facto de
ser uma doenca pouco conhecida, como tal sdo realizados menos estudos. No entanto,
existem indicacbes de que esta relacionada com a idade, etnia, sexo, fatores
ambientais e com a presenca de condicGes pré-malignas, como a GMSI. Também

existem estudos epidemioldgicos que apoiam uma maior predisposicdo desta doenca
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em pessoas obesas. Para além deste, hd varios estudos de coorte e caso-controlo, que
descreveram uma relagao positiva entre o MM e os pacientes com infe¢des virais ou
doencas autoimunes. Igualmente foi investigada a correlacdo entre a exposicdo a
toxinas, ou a radiagdes ionizantes e 0 aumento do risco de MM, onde os resultados

obtidos foram incongruentes (12,14,15).

4. Fisiopatologia
4.1. Desenvolvimento dos linfécitos B e das células do mieloma

O entendimento do desenvolvimento normal dos linfocitos B e da biologia das
células plasmaticas é fundamental para a compreensdo do mieloma multiplo. Os
linfécitos B se desenvolvem a partir das células estaminais hematopoiéticas, que
sofrem varias fases de diferenciacdo na medula dssea e nos 6érgdos linfoides
secunddrios. O linfécito B imaturo diferencia-se na medula dssea, migrando depois
para os drgdos linfoides secundarios onde ha exposicdo antigénica, levando as células
B imaturas a diferenciarem-se em plasmécitos de vida curta, que geralmente
produzem IgM (imunoglobulina M) de baixa afinidade. Estes plasmdcitos formados
nesta resposta extrafolicular precoce, sofrem apoptose in situ. Subsequentemente,
antigénios e células T auxiliares causam a proliferacao de células B foliculares virgens,
ocorrendo rearranjo V(D)J, maturacdo de afinidade, hipermutacdo somadtica e
recombinacdo por troca de classe no centro germinativo (CG). Tudo isto, leva a
producdo de células B de memédria e plasmdcitos diferenciados de longa duracdo, que
segregam grandes quantidades dos anticorpos de alta afinidade com o isétopo
predominantemente ligado, e que estdo localizados principalmente na medula dssea
(16-18). No MM as sequéncias do gene da imunoglobulina dos plasmdcitos sao
somaticamente hipermutadas e mantém-se constantes ao longo do percurso clinico,

sugerindo que a doenca ocorre a partir de uma célula B p6s-CG (ver figura 1.2) (18).
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Figura 1.2. Formacdo das células plasmaticas de vida longa e origem das células de mieloma

multiplo. Adaptado de (18).

O mieloma multiplo é clinicamente e biologicamente heterogéneo, tal como foi
supracitado, com varias alteracdes genéticas que ocorrem em células plasmaticas
tumorais que desempenham um papel importante na patogénese. Varios estudos
genéticos e moleculares, indicam que o mieloma pode ser distinguido inicialmente em
eventos genéticos primarios, relacionados diretamente com a patogénese da doencga,

e eventos secundarios, associados a progressao da doenca (19).

4.1.1. Eventos genéticos primarios
As alteragdes primarias podem ser subdivididas em duas categorias, baseadas
em anomalias cromossémicas: hiperdipléide e ndo hiperdiploide. O mieloma nao
hiperdiploide é encontrado em 45% dos casos e o hiperdiploide em 50% dos pacientes,
em 5% dos casos estas anomalias ndo estdo presentes (20).
4.1.1.1. Transloca¢des cromossdmicas no mieloma nao-hiperdipldide e
hiperdipléide
No mieloma ndo-hiperdipléide ocorrem translocacées de genes que codificam a
cadeia pesada da IgH no locus 14932, com outros genes envolvidos em cinco areas de
translocacdo cromossomica, bem definidas t (4; 14), t (6; 14), t (11; 14), t (14; 16) e t
(14; 20), o que conduz num aumento da expressdo da IgH. Este mieloma estd

associado a um aumento da probabilidade de progressio da doenca e a um
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progndstico desfavoravel. No mieloma hiperdipldide surgem multiplas trissomias
envolvendo os cromossomas 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 e 21, com uma reduzida prevaléncia
de translocagdes IgH. As trissomias 3 e 5 tém sido associadas a um bom prognéstico,
enquanto a trissomia 21 estd associada a um prognodstico desfavoravel. A
hiperexpressao da ciclina D na auséncia de elevada IgH é a principal carateristica do
mieloma hiperdipldide. Estas alteragdes cromossdmicas que ocorrem em ambos 0s
eventos levam a desregulacdo da transicdo G1/S do ciclo celular, sendo esta uma
anomalia molecular precoce e determinante no MM, estando recomendada uma
avaliacdo do rearranjo da IgH no diagndstico de pacientes com mieloma (18,20-22).
4.1.1.1.1. Translocagdes IgH

As translocacdes primadrias sdo uma classe de eventos genéticos importante e
estas sao observadas, sobretudo no inicio do desenvolvimento da doenga (GMSI e
MMA). Estas transloca¢bes estdo associadas a uma hiperexpressdao de oncogenes,
como o MMSET (Multiple Myeloma SET domain protein), o FGFR3 (recetor para o fator
de crescimento de fibroblastos 3), o c-MAF (avian musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene homolog C) e a ciclina D (15). As transloca¢des primdrias mais comuns
identificadas no MM sdo a t (4; 14), at (6; 14), a t (11; 14), a t (14; 16) e a t (14; 20)
(20).

41.1.1.1.1. Translocagbes t (11;14)

A translocacdo t (11; 14), é encontrada em 15-20% dos pacientes com mieloma
multiplo, e esta leva ao aumento da expressdo do gene CCND1, que codifica a ciclina
D1, importante para o desenvolvimento do ciclo celular. Quanto ao impacto no
progndstico da doenca, existem dados de que, a combinacdo da translocacao t (11; 14)
com mutacdes no CCND1 estd associada a um mau progndstico. Além disso, esta
translocacdo acontece frequentemente no inicio do desenvolvimento dos linfocitos B,
0 que pode explicar o fendtipo do tipo de linfoma observado em alguns casos. Ora,
pacientes com translocacdes t (11; 14) podem ter uma restricdo da cadeia leve,
diferenciacdo linfoplasmocitaria e hiperexpressdao do CD20, logo nestes casos os
pacientes podem ndo responder tdo eficazmente aos tratamentos tradicionais do
mieloma, e estudos clinicos recentes de fase I/l indicam, que esses pacientes podem
ter uma melhor resposta ao tratamento com novos medicamentos desenvolvidos

sobretudo para o linfoma (17,20).
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41.1.1.1.2. Translocagao t (4;14)

A translocacdo t (4; 14) é a segunda mais frequente, sendo encontrada em
cerca de 15% dos pacientes com mieloma multiplo. Esta é uma translocacdao que
apenas é detetada pelo método de FISH ou PCR de transcriptase reversa (RT-PCR). Esta
translocagao justapde dois oncogenes, o MMSET e o FGFR3, ambos localizados em
4p16.3.e8, com o promotor IgH, o que provoca uma hiperexpressao destes genes. O
gene MMSET codifica um fator essencial na remodelagdao da cromatina com atividade
de metiltransferase, sugerindo que este gene possa ter um papel importante na
regulacdo epigenética. O FGFR3, codifica um recetor oncogénico de tirosina cinase,
este gene ndo é expresso por plasmdcitos normais, mas neste caso é hiperexpresso,
provocando uma progressdao da proliferacdo das células do mieloma e previne a
apoptose. Ora, o gene MMSET ¢é expresso em todos os casos com esta translocacao, ja
o FGFR3 ndo é expresso em 25% dos pacientes com t (4; 14) devido a perda do
cromossoma derivado 14, no qual o FGFR3 é translocado. A translocacao t (4; 14) esta
associada a um mau progndstico, tanto em relacdo a sobrevivéncia livre de progressao
guanto a sobrevivéncia global. Contudo, estudos recentes revelaram que o tratamento
com bortezomib e/ou carfilzomib consegue superar, pelo menos em parte, o
progndstico desfavoravel associado a presenca desta translocagdao nos pacientes com

MM (16-20).

41.1.1.1.3. Translocacdo t (14; 16) e a t (14;20)

As translocacoes t (14; 16) e a t (14; 20) envolvem o proto-oncogene c-MAF e o
oncogene MAFB, respetivamente, e resultam na sua hiperexpressdao. O gene c-MAF
regula a integrina B7, e esta se liga a E-caderina expressa nas células do estroma da
medula éssea. Como tal, a hiperexpressdao da c-MAF favorece a interagdo entre as
células do estroma e as células do mieloma, levando ao aumento da secrecdo de VEGF
(fator de crescimento do endotélio vascular) e ao desenvolvimento de lesGes dsseas
liticas. Ora, o VEGF é um potente estimulador da angiogénese, logo os seus niveis
aumentados podem promover a progressao tumoral. Além disto, os pontos de quebra
do cromossoma 16 em t (14; 16) estdo dentro do ultimo intrdo do WWOX

(oxirredutase contendo dominios WW), um gene supressor tumoral, resultando na
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interrupcdo deste gene. Estas translocagGes, por sua vez, afetam o gene CCND2 (ciclina
D2), estando este envolvido na transicdo G1/S, promovendo a progressao ao longo do
ciclo celular. Tanto t (14; 16) como a t (14; 20) estdo associadas a um progndstico
desfavoravel. E importante ressaltar que a transicdo (14; 20), apesar de estar associada
a curta sobrevida nos pacientes com MM, também estd associada a uma doenca
estavel a longo prazo em doentes com GMSI e MMA, sugerindo que a translocagdo
sozinha ndo pode ser a responsavel, pelo que a presenca de eventos genéticos

adicionais é necessaria para o progndstico desfavoravel (19,20).

41.1.1.1.4. Translocagdo t (6;14)
A translocacdo t (6;14) é rara, encontrando-se presente em apenas 5% dos
doentes com MM. Esta provoca um aumento da expressao do gene CCND3 (ciclina D3),
através da justaposicdo com o promotor IgH. N3do apresentando impacto no

progndstico (18,20).

4.1.2. Eventos genéticos secunddrios
Como referido anteriormente, a presenca de eventos genéticos secundarios reflete
a progressao do tumor. No MM, vdrias altera¢des secundarias tém sido descritas,
sendo as mais frequentes: translocacdes, variacdo do numero de cdpias, vias de

sinalizacdo desreguladas e alteracdes epigenéticas.

4.1.2.1. Translocag¢des secunddrias

As transloca¢bes secunddrias sdao independentes de recombinagdes
relacionadas com mudanca de classe das imunoglobulinas, e geralmente ocorrem em
estadios avancados da doenca, sendo a translocacdo secundaria mais frequente, a t
(8;14). O gene tipicamente desregulado nestas translocacbes é o MYC (oncogene
associado a mielocitomatose), localizado no locus 8g24. Este apresenta um papel
fundamental no crescimento e na proliferacdo celular, sendo que a sua hiperexpressao
estd associada a um progndstico desfavordvel. A hiperexpressdo do MYC é pouco
frequente na GMSI, mas é observada em 15% dos doentes recentemente
diagnosticados com MM e em 50% dos casos de doenga avangada. Contudo, existem

estudos recentes que demonstraram que alteracdes na expressdao do oncogene c-MYC
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poderdo ter um papel funcional implicito na progressao de GMSI para MM, o que
indica que o MYC pode desempenhar um papel importante, tanto na fase inicial, como

na fase tardia da doenca (3,19,23).

4.1.2.2.  Variagao do numero de cépias
A variagdo no numero de copias resulta de ganhos e perdas de DNA. Essas
ampliacGes e delecbes podem ser parciais ou de todo o braco cromossémico. As
alteragbes mais frequentes sdo: a delecdo do cromossoma 17p, delecdao do

cromossoma 13 e anomalias no cromossoma 1 (delegdes 1p e ganhos 1q) (3).

4.1.2.2.1. Delegao do cromossoma 17p

A delecdo alélica somatica (17p) é considerada como o fator de progndstico
citogenético mais importante no MM e estd associada a um mau progndstico. Esta
delecdo é normalmente monoalélica e o gene relevante, que ndo é expresso na del
(17p) é o gene supressor tumoral p53. O gene p53, estad localizado na regido 17p13,
portanto este é sempre incluido na regido deletada em 17p. O p53 tem um papel
muito importante em diversos processos celulares, tais como: controlo do ciclo celular,
apoptose e senescéncia, deste modo, uma delecdo ou mutacdo no gene TP53 pode
predispor as células a danos no DNA ou permitir a sobrevivéncia celular. Dele¢bes
bialélicas de 17p ou delecdes 17p combinadas, com mutacdo no TP53, no alelo
remanescente estdo frequentemente associadas a maus progndsticos. As delecdes de
17p sdao observadas em 10% dos pacientes recém-diagnosticados com mieloma e em

cerca de 80% dos doentes com estagios pré-malignos da doenca (18-20,23).

4.1.2.2.2. Dele¢do do cromossoma 13
A delagdo no cromossoma 13 (Del13q) encontra-se em 40-50% dos casos com MM
e é mais comum em mielomas ndo-hiperdipldides. Na generalidade dos casos, ocorre a
perda de todo o braco longo do cromossoma 13, tendo sido verificado que a regido
deletada inclui o gene supressor de tumor Rb1, que possui um papel na regulacdo do
ciclo celular, logo este esta subexpresso na del (13/13q) o que origina um menor efeito
regulador negativo no ciclo celular. Jd4 o gene DIS3 esta localizado no braco longo do

cromossoma 13, e apesar de muitas vezes ser mutado ou excluido no mieloma, este
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ndo se encontra na regido excluida por esta dele¢do. Varios estudos tém mostrado,
que o dell3q poderd estar associado a um progndstico desfavoravel, no entanto, a
maioria dos pacientes com 13g tém concomitantemente translocagbes t (4; 14),
apresentado estas uma forte associagdo. Logo, atualmente o impacto progndstico da
del (13/13q) é dificil de definir, ndo é percetivel saber se a del13q tem uma implicagido
progndstica independente das translocagdes t (4; 14). Também se verificou, que a
perda do cromossoma 13 indica um mau progndstico na quimioterapia convencional,

mas isto ndo ocorre no tratamento com o inibidor de proteassoma (bortezomib) (20).

4.1.2.2.3. Anomalias no cromossoma 1

As alteracges estruturais no cromossoma 1 ocorrem em 45% dos doentes com
MM. Entre estas alteracdes, identificou-se os ganhos/amplificacGes do braco longo do
cromossoma 1 (1q), frequentemente observados em associacdo com perdas do braco
curto do mesmo cromossoma (1p). De real¢ar que o ganho 1g21 é raramente
encontrado na GMSI, aumentando a sua incidéncia significativamente no MM em
recidiva. A ligacdo das anomalias +1q e/ou -1p a um progndstico desfavoravel foi
considerada, por alguns autores e diferentes estudos corroboram que esta alteracao
introduz um aumento do nivel de instabilidade genética nas células do mieloma,
sugerindo a amplificagdo 1qg como um possivel marcador de tumores clonais mais
avancados (19,20).

A regido amplificada contém 679 genes, dos quais varios oncogenes foram
mapeados como o CKS1B (CDC28 protein kinase regulatory subunit 1B) e ANP23E
(acidic nuclear phosphoprotein 32kDa). O CKS1B que codifica uma proteina reguladora
do ciclo celular que ativa cinases dependentes de ciclina, de modo, a promover a
proliferacdo e a progressao do ciclo celular. Este gene também induz a ubiquitinacao
de proteinas inibitéorias, promovendo assim a proliferacio celular. A sua
hiperexpressdo foi associada a uma elevada taxa de proliferacdo e a um mau
progndstico nos pacientes com MM. O gene ANP32E, é um inibidor da fosfatase de
proteinas 2A, que tem um papel na regulacdo da transcricdo e na remodela¢do da
cromatina, e demonstrou estar independentemente associado a uma menor

sobrevivéncia (19,20).
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As delegdes do brago curto do cromossoma 1 (del 1p) sdo identificadas em 30%
dos doentes com mieloma, e também estdo associadas a um progndstico desfavoravel.
Foram observadas duas regides: a 1p12 e 1p32, que representam um papel importante
na patogénese do MM, quando deletadas. A primeira regidao, a 1p21, contém o gene
supressor tumoral FAMA46C (family with sequence similarity 46, member C), cujo
diversos estudos revelaram ter uma fung¢do importante na tradugdo proteica. Além
disso, a regido 1p32 inclui dois genes o CDKN2C (cyclin-dependent kinase inhibitor 2C)
e o FAF1 (Fas associated factor 1). O CDKN2C é um inibidor da cinase 4 dependente da
ciclina (CDK4), levando a inibicdo do ciclo celular, logo neste caso, havendo a delecdo
deste gene o ciclo celular fica mais rdpido. O FAF1, por sua vez, codifica uma proteina
envolvida na iniciacdo e promoc¢do da apoptose através da via do FAS (Fas cell surface
death receptor). Em estudos recentes, foram avaliados a incidéncia e o impacto no
progndstico, das delecdes em 1p22 e 1p32 e verificou-se que, apesar de ambas as
delecbes serem preditivas de sobrevivéncia livre de progressdo e sobrevida global, a
delecdo 1p32 aparece como um importante fator de progndstico independente

(19,20).

4.1.2.3. Vias de sinalizagdo envolvidas na patogénese do MM
Existem varias vias de sinalizacdo desreguladas no MM, estando envolvidas na
sua patogénese, na proliferacdo, migracdo, sobrevivéncia, apoptose e resisténcia a

medicamentos (3).

4.1.2.3.1. Via do fator nuclear NF-kB

O NF-kB (fator nuclear kappa B) é uma familia de fatores de transcricdio composta
por cinco proteinas, a NF-kB1, NF-kB2, RelA (v-rel avian reticuloendotheliosis viral
oncogene homolog A), RelB e c-Rel, que apresentam um papel fundamental em varios
processos celulares, nomeadamente na proliferacdao, apoptose, na adesao celular, na
inflamacdo e no stress oxidativo. E, ainda, observado que muitas das vias de
sinalizacdo envolvidas no cancro estdao, de modo direto ou indireto, ligadas a ativacao
do NF-kB (3,24).

O NF-kB é mantido inativo no citoplasma, pela ligacdo as proteinas inibitérias I1kBa,

IkBB, IkBe. Em resposta a estimulacdo celular, ocorre a ativagdo da cinase da IkB (IKK),

Pagina | 11



Farmacogendmica do Mieloma Multiplo @ UAlg FCT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

esta leva a fosforilagdo das proteinas IKBs e a sua consequente degradagdao pelo
proteassoma. Assim, o NF-kB fica livre é transferido para o nucleo, onde promove a
transcricdo de diversos genes, especialmente os que codificam citocinas pré-
inflamatdrias e fatores antiapoptdticos. Assim sendo, existem duas vias gerais de
ativacdo do NF-kB: a classica (ou candnica) e a alternativa (ndo-candnica). A via
candnica é ativada por diversos estimulos, incluindo a sinalizagdo externa através dos
recetores BCR (B cell receptor) e TNFR (tumor necrosis factor receptor), que estimula a
sintese dos fatores proé-inflamatdrios e pré-sobrevivéncia, envolvendo a atividade da
RelA. A via ndo-candnica é ativada por sinais organogénicos e diferenciadores de
células, que envolvem BAFFR (B-cell activation factor of the TNF family receptor), CD40
(Cluster of differentiation 40), LTBR (lymphotoxin B-receptor) e RANK (receptor
activator of nuclear factor kB), o que desencadeia a ativacdo do RelB durante a
diferenciacao (3,25-27).

Desta forma, a via NF-kB para além de ser ativada por citocinas proé-inflamatérias
presentes no microambiente das células do mieloma, é igualmente ativada, por
mutacdes na via de sinalizacdo. Estudos recentes comprovaram a existéncia de 10
mutagdes pontuais e quatro rearranjos estruturais, que afetam 11 genes da via do NF-
kB. Os genes desregulados relacionados a via candnica sdo: o TLR4 (toll like receptor
4); o TNFRSF1A (TNF Receptor Superfamily Member 1), que codifica o TNFR1. Por sua
vez, os genes mutados que estdo presentes na via ndo-candnica sdo: o MAP3K14
(mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14), TRAF3 (tumour necrosis factor
receptor-associated factor 3) e o CYLD. Ainda, um estudo recente identificou mutagdes
gue levam a perda de funcdo no gene A20, que codifica um regulador negativo da
IKK2. Assim, a ativacdo excessiva do NF-kB, devido a anomalias genéticas, é
caracteristica de muitas neoplasias malignas, como o MM (24-26).

No MM, a via do NF-kB encontra-se ativa em mais de 50% dos casos e é provavel
gue represente um papel relevante para a evolucdo desta patologia, visto que esta
ativacdo ¢é significativamente superior em estadios avancados do MM,
comparativamente a fase inicial (GMSI). Assim, a elevada frequéncia de desregulacdo
desta via fundamenta a sua evidente importancia na patogénese desta doenca, apesar
do impacto do prognodstico de muitos dos genes envolvidos ndo esteja totalmente

elucidado (3).
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4.1.2.3.2. Via MAPK

A via MAPK (mitogen actived protein kinase) é uma via de sinalizagao celular,
envolvida na regulacao da proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular. A via
MAPK é ativada por uma cascata de fosforilacdo, através de fatores de crescimento ou
por citocinas inflamatérias, como o TNF-q, a IL-6 e a IGF-1 (insulin-like growth factor 1),
que por seu lado ativam uma cascata de cinases, RAF (rapidly accelerated
fibrossarcoma), RAS (rat sarcoma), MEK (MAP kinase/ERK kinase) e MAPK, resultando
na alteracdo da expressdo genética. O NRAS (neuroblastoma RAS) e o KRAS (kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog), sdao os dois oncogenes que tém um papel
dominante nesta via, estando presentes e desregulados em muitas neoplasias, no caso
do MM estes oncogenes estdo frequentemente mutados, com uma prevaléncia
combinada de 20 a 35%. As mutacdes no gene NRAS tem um papel importante na
progressdao, uma vez que se encontram frequentemente em estadios avancados da
doencga e raramente sdao encontradas na GMSI. Também, as mutagdes neste gene sao
associadas a um fendtipo mais agressivo da doenca, conferindo um marcador de
progndstico desfavoravel e uma menor sobrevivéncia. Por outro lado, apesar das
mutagdes KRAS estarem praticamente ausentes na GMSI, estudos recentes
demonstraram, que o KRAS, ndao o NRAS, podera influenciar de forma mais marcante o
prognodstico. Esta é uma descoberta que podera levar a consequéncias importantes,

caso as alteracdes genéticas forem usadas para estratificacdo do risco (3).

Devido a importancia das mutacdes do RAS e da via MAPK presente em
diversas neoplasias, os inibidores terapéuticos sdo um dos principais focos de pesquisa
na area, como tal, varios inibidores da MEK foram desenvolvidos e investigados em
modelos pré-clinicos e clinicos, sendo os resultados obtidos bastante promissores,
sugerindo que estes inibidores, isoladamente ou em combinacdo com outras
terapéuticas convencionais podem ter um papel significativo no tratamento da
patologia. Nalguns estudos foi também observado que alguns doentes com MM
apresentam mutacdes BRAF (B -Raf. proto-oncogene, serine/threonine kinase)
podendo beneficiar de uma terapéutica com inibidores BRAF, cuja atividade clinica ja

foi comprovada (3,28).
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4.1.2.3.3. Via JAK/STAT

A via JAK/STAT (janus kinase/signal transducer and activator of transcription) é
uma das cascatas principais de sinalizagcdo intracelular na transdugdao de sinais
extracelulares para o nucleo, de modo a controlar a expressao genética, sendo que
diversas citocinas e fatores de crescimento utilizam esta via (29).

A familia JAK, contém quatro tirosina-cinases citoplasmaticas, nomeadamente,
a JAK1-3 e a Tyk2 (tyrosine kinase 2). Essas cinases vao ligar-se aos recetores das
citocinas, deste modo, esta ligacdo resulta na dimerizacdo do recetor, levando a
ativacdo da atividade da JAK cinase. As JAKs ativadas subsequentemente irdo fosforilar
o dominio citoplasmatico do recetor. Desta forma, o complexo JAK- citocina recetor
ativado recruta e fosforila fatores de transcricdo especificos, denominados por
proteinas STAT. A fosforilagdo das proteinas STAT resulta na sua dimerizacdo e na
posterior translocacdo para o nucleo, onde irdo interagir com vdrios elementos
reguladores da expressdo genética (29).

A via JAK-STAT encontra-se constitutivamente expressa em 50% das amostras
de mieloma, bem como em células estromais da medula dssea. A ativa¢do desta via
leva a hiperatividade da STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3), que
resulta na expressdao elevada de proteinas antiapoptdticas, como a BCL-XL (B cell
CLL/lymphoma extra large), uma proteina relacionada com a resisténcia a
quimioterapia em doentes com MM. No entanto, estudos recentes verificaram que a
sobreexpressao de proteinas anti-apoptéticas pode ndao depender da ativacdo de
STAT3, portanto o papel dessa via na patogénese do mieloma ainda precisa ser mais
bem esclarecido. O envolvimento especifico da via JAK/STAT em varias neoplasias
hematoldgicas, torna-a alvo ideal para intervencdo farmacolégica, e como tal, varias
estratégias foram propostas para inibir ou modular esta via, surgindo entdo, os

inibidores de JAK, cuja eficacia terapéutica é observada (3,29).

4.1.2.3.4. Via da fosfatidilinositol 3- cinase (PI13K)
As PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) sdo uma familia de enzimas
intracelulares que gera o fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). O PIP3 fornece um

local de acoplamento da membrana para a AKT (protein kinase B), a qual regula
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positivamente os sinais de expressdao do fator tecidual, coagulacdo, proliferacdo e
sobrevivéncia celular. A desregulagdo da via de sinalizagdo PI3K/AKT é frequentemente
relatada diversos tipos de cancros, incluindo neoplasias hematoldgicas, como
leucemia, linfoma e mieloma multiplo. No MM esta desregulagdao assume grande
importancia, uma vez que foi demonstrado que a AKT se encontra fosforilada em cerca
de 50% dos casos de MM, o que constitui um indicador de atividade desta via
(3,30,31).

Assim, a hiperativacdo desta via confere resisténcia a quimioterapia e um
prognostico desfavoravel, enquanto a inibicdo da PI3K ou AKT leva a morte das células
cancerigenas. Portanto, a via PI3K/AKT é considerada um alvo ideal para a intervengéo
terapéutica. Na verdade, varios inibidores da via PI3K/AKT foram identificados, como o
Idelalisibe, NVP-BKM120 e a perifosina, dos quais ja alguns apresentam sucesso na

avaliacdo clinica (30,31).

4.1.2.4 Alteragbes epigenéticas

Para além do papel, anteriormente mencionado, das alteracGes genéticas no
microambiente e na patogénese do MM, tornou-se cada vez mais claro que a
maquinaria epigenética também desempenha um papel fundamental no MM. Assim,
as alteracdes epigenéticas como a metilagdo do DNA, a modificacdo de histonas e a
expressdo anormal de microRNAs (miRNA) estdo implicadas na patogénese do MM. E
relevante salientar, que estas epimutacdes estdo frequentemente associadas a
instabilidade gendmica, proliferacao, resisténcia a medicamentos, a progressao do
MM e a curta sobrevivéncia livre de progressdo. Além disso, as alteracdes
epigenéticas, também estdo ligadas a plasticidade das células do MM, o que leva a
diferenciacdo destas células para um estado menos maduro e resistente a

medicamentos (32,33).

4.1.2.4.1 Metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA ¢é a alteracdo epigenética mais estudada e tem um enorme
impacto na estabilidade do genoma e nos padrdes de expressdo genética. A metilacdo
do DNA nos dinucleétidos CpG (citosinas que precedem guaninas) tem sido associada a

repressao genética estavel e permanente. No entanto, agora é sabido que a metilagdo

Pagina | 15



Farmacogendmica do Mieloma Multiplo @ UAlg FCT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

do DNA é um processo reversivel. Os estudos de metilagdo do DNA concluiram que as
células cancerigenas, incluindo as células do MM, sdo geralmente caracterizadas por
uma hipometilacdo global do DNA e hipermetilacdo dos genes supressores de tumores.
Como tal, nalguns estudos foi observado que, nos pacientes com MM, os elementos
repetitivos LINE-1 (long interspersed nuclear element-1), Alu e SAT-a sdo
hipometilados, correlacionando-se com a instabilidade gendmica, a progressao da
doenca e um progndstico desfavoravel. O MM também é caracterizado pela
hipermetilagdo, levando ao silenciamento de vdrios genes relacionados com o cancro,
incluindo, p53, pl15, p1l6, DAPK1, BNIP3, RB1, DIS3, CDKN2A e o CDKN2C, tendo-se
ainda verificado que a hipermetilagdo do promotor dos genes pl6, BNIP3
(BCL2/adenovirus E1B protein-interacting protein 3), DAPK1 (death-associated protein
kinase) encontra-se associada a um progndstico desfavoravel. Recentemente, foi
também demonstrado que o RASSF4 (Ras Association Domain Family Member 4), que
é responsavel por mediar os efeitos antitumorais do RAS, também é silenciado por
metilacdo do promotor durante a progressao do MM, estando associado a um mau
progndstico. Embora rara, foi relatada a ocorréncia da hipometilacdo promotora do
ligando JAG2(Jagged Canonical Notch Ligand 2), em células plasmaticas malignas de
pacientes com GMSI e MM. Essa sobreexpressdo do JAG2, leva ao aumento na
secrecao dos fatores de crescimento, tais como IL-6, VEGF e IGF-1 em células
estromais, sugerindo que a hipometilacdo do DNA do promotor JAG2 pode ser um
evento precoce na patogénese do MM. A metilacdo do DNA, também demonstrou
regular a expressao de genes de microRNAs com fungdes supressoras tumorais. Zhang
et al. definiram o miR-152, o miR-10b-5p e o mMiR-34c-3p, como os microRNAs
supressores de tumores cuja expressao é prejudicada pela hipermetilagdo do DNA no
MM. E importante ressaltar que, através de uma analise global a nivel do genoma
(genome-wide) dos padrées de metilacgio do DNA, averiguou-se que esses padrées
mudam durante a progressao do MM (32,33).

As alteracdes mais significativas na metilacido do DNA, influenciando a
sobrevivéncia celular, a progressdao do ciclo celular e a reparacdo de DNA, sdo
observadas em translocagbes t (4; 14), presente em 15-20% dos doentes com MM e

associada a um prognéstico desfavoravel (3,32).
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Os mecanismos subjacentes aos padrdes anormais da metilagdo do DNA no
MM sdo atualmente desconhecidos, existindo, no entanto, cenarios possiveis que
podem explicar parcialmente essas alteracdes. Esses dados indicam a importancia da
metilacdo do DNA na patogénese do MM e, de facto, sugerem que os componentes
ativos nos mecanismos e perfis de metilacdo do DNA sdo alvos importantes para a

terapéutica a ser utilizada no MM (33).

4.1.2.4.2 Modificagdes das histonas

Nos eucariotas, a cromatina é constituida por multiplos nucleossomas, que
consistem num octametro de histonas, composto por 4 histonas (H2A, H2B, H3, H4) e a
histona ligante H1. As histonas apresentam caudas do terminal N que se projetam do
nucleossoma, que sdo alvo de modificacdes reversiveis, incluindo a acetilacao,
fosforilagdo, desaminagdo, ubiquitinacgdo ou sumoilacdo em diferentes residuos de
aminodcidos, mais frequentemente lisina, arginina e serina. Estas modificacGes sao
chamadas modificagGes pds-traducionais (PTMs) de histonas, que alteram a estrutura
e a densidade da cromatina, que por sua vez influencia a acessibilidade do DNA para a
maquinaria de transcricdo e outros processos relacionados com o DNA, como a
reparacao, a replicacdo e recombinacdo do DNA. A acetilacdo, metilacdo e fosforilagdo
das histonas representam as modificagdes pds-traducionais mais estudadas devido ao
seu papel crucial na regulacdo da transcricdo dos genes (3,32,33).

A acetilacdo das histonas é uma das modificacdes pds-traducionais das histonas
mais bem estudada. Este processo é mediado por duas familias diferentes de enzimas:
as histonas acetiltransferases (HATs) e as histonas desacetilases (HDACs). As HATs
estdo correlacionadas, com a transcricao ativa e as HDACs estdo relacionadas, com o
silenciamento transcricional. Recentemente foram encontradas, em pacientes com
MM, mutac¢des nas histonas acetiltransferases (HATs) codificadas por genes como o
EP300 (histone acetyltransferase p300) e o CREBBP (CREB binding protein).
Especificamente, mutacdes no gene CREBBP foram significativamente observadas em
pacientes com MM recidivo, sugerindo um possivel envolvimento na resisténcia a
medicamentos. Por sua vez, a hiperexpressao das HDACs é encontrada em pacientes
com MM, onde ha niveis elevados de HDACs de Classe | (HDAC 1-3 e 8) sendo um

indicativo de um prognostico desfavoravel no MM. Coletivamente, estes dados
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sugerem que as atividades desreguladas das HATs e das HDACs podem contribuir para
o fendtipo maligno do MM (32,33).

A metilacdo das histonas é uma modificacdo pds-traducional mais complexa do
que a acetilagdo das histonas. A metilagdo ocorre principalmente nos residuos de
lisina ou arginina das histonas H3 e H4 e é mediada por histonas metiltransferases
(HMTs) e histonas demetilases (HDMs). Em geral, a metilagdo da H3K4, H3K36 e H3K79
estd associada a ativacdo dos genes, enquanto a metilacdo da H3K9, H3K27 e H4K20
estd associada ao silenciamento dos genes. As enzimas de metilagdo das histonas
também tém como alvo proteinas ndo-histonas, que influenciam importantes vias
celulares, incluindo as vias NFkB, RAS, PI3K/Akt, Wnt B-catenina e P53. Uma das HMTs
mais estudadas no MM ¢é a lisina metiltransferase MMSET. A translocagdo t (4; 14),
como foi dito anteriormente, leva a hiperexpressdo do gene MMSET e do FGFR3
estando associada a uma sobrevida global mais curta. No MM, a hiperexpressao do
MMSET resulta no aumento dos niveis de H3K36me2, causando ativacao transcricional
dos oncogenes e promovendo a transformacdo oncogénica das células primarias. Os
estudos do perfil de expressdo génica revelaram que o gene MMSET regula outros
genes envolvidos na via P53 (p. ex. BAX e Bcl2), na apoptose, na regulacdo do ciclo
celular (p. ex. ciclina E2), na ades3ao e na reparagdao do DNA. O silenciamento deste
gene pode afetar negativamente a sobrevivéncia e a adesao dos plasmdcitos tumorais,
além disso, este silenciamento aumentou a sensibilidade ao tratamento com
melfalano in vivo. Mais recentemente, o MMSET demonstrou metilar a Aurora cinase
A (AURKA), resultando na degradacdao do p53, aumentando assim a proliferacdo nos
tumores sdlidos. Finalmente, foi demonstrado que o MMSET desempenha um papel na
resposta a danos no DNA. Assim, este representa um alvo terapéutico interessante no
MM, contudo, até o momento, ainda ndo existem comercialmente inibidores potentes
especificos do MMSET (32,33).

Outra HMT estudada é o Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2), cuja
subunidade catalitica EZH2 (enhancer of zeste 2) pode mediar os trés estados de
metilacdo da lisina 27 na histona H3 (H3K27), levando ao silenciamento dos genes
através da sua trimetilacdo (H3K27me3). Além disso, o EZH2 também pode metilar
proteinas ndo-histonas como a STAT3, levando ao aumento da atividade desta

proteina. A hiperexpressao de EZH2 em MM tem sido associada a estimulacdo do IL-
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6R, ativacao do c-MYC e a regulagdo negativa de miR26a. Por fim, também foi relatado
que o EZH2 esta envolvido na doenga dssea associada ao MM. No estudo do perfil de
expressao genética verificou-se que o EZH2 esta correlacionado com a progressdo e o
progndstico da doenga. Recentemente, o EZH2 tornou-se um tema importante no MM
e a sua inibicdo farmacoldgica tem sido extensamente estudada, como evidenciado

pelo grande numero de publicages dos ultimos anos (32,33).

4.1.2.4.3. Expressdao anormal de microRNAs (miRNAs)

Os microRNAs (miRNAs, miRs) sdo pequenas moléculas de RNA nao
codificantes enddgenas, que regulam a expressdo genética, induzindo a degradacao do
RNA mensageiro (mRNA) ou inibindo a sua tradugao. A importancia dos miRNA na
regulacdo de varios processos celulares, incluindo a proliferacdo celular, a
diferenciacdo e a apoptose, foi destacada em varios estudos. As suas funcdes
reguladoras encontram-se frequentemente alteradas no cancro, tendo um elevado
impacto em diferentes tipos de neoplasias, incluido o MM, visto que foram observados
varios mecanismos relacionados com a expressao e a fungdo anormal de miRNAs. A
analise global da expressao de miRNAs nesta patologia também revelou a existéncia de
relevancia clinica, pois a analise permitiu correlacionar a expressdo de miRNAs a
progressao da doenga, subtipo molecular, sobrevivéncia e resposta ao tratamento
(3,33).

Os miRNAs desempenham papéis substanciais na regulacdo negativa pods-
transcricional de metade dos genes codificadores de proteinas no genoma humano,
incluindo oncogenes e genes supressores de tumores, por meio da ativacao de varias
vias de sinalizacdo associadas ao MM, incluindo a via de sinalizacdo NF-kB, interleucina
(IL) 6, via de sinalizag¢do da transcricdo (STAT) 3, P53, via de sinalizagdo PI3K/AKT. De
facto, os miRNAs sdo reguladores criticos da iniciacdo, progressao e dissemina¢ao do
cancro, atuando como "oncomiRs" se seus alvos sdo os genes supressores de tumores
e a sua expressdo é aumentada em células cancerigenas, promovendo o
desenvolvimento tumoral ou como "miRNAs supressores de tumores” (TS-miRs), se os
seus alvos sdo oncogenes e a sua expressdao é regulada negativamente nas células

tumorais (34-36).
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Varios grupos de investigadores avaliaram o perfil de expressao de miRNAs, in
vitro e in vivo, utilizando plasmdcitos normais, amostras de GMSI, amostras de MM e
linhas de células MM, a fim de fornecer informacGes sobre o papel funcional dos
miRNAs nesta patologia. Esta andlise revelou que a expressao do miR-21 se encontra
aumentada em amostras de GMSI e MM, em comparacdo com os plasmdcitos
normais, demonstrando que a expressao do miR-21 tem um impacto na sensibilidade
das células MM ao tratamento farmacoldgico citotdxico, uma vez que a inibicdo do
miR-21 sensibiliza as células do mieloma a dexametasona e a doxorrubicina. Também
se identificou que o miR-21 estd sob o controlo da via de sinalizacdo da IL-6, através de
um mecanismo envolvendo STAT3, indicando um papel oncogénico para este miRNA.
Todos estes dados sugerem que a expressdo do miR-21 pode estar envolvida na
iniciacdo, progressao e resposta do MM aos agentes terapéuticos (33).

Foram igualmente identificados outros microRNAs, como o miR-32, miR-17-92,
miR-106b25 e miR-181a/b, os quais apresentam uma regulacdo positiva nas linhas
celulares do MM. Além disso, o cluster miR-106b-25 e miR-181a/b também tém uma
regulacdo positiva nos pacientes com GMSI, sendo que o facto desses miRNAs terem
demonstrado ter como alvo os genes supressores de tumores, indicando que esses
miRNAs poderiam predispor ao desenvolvimento de MM. Por outro lado, os clusters
miR-32 e miR-17-92 apresentaram elevada expressdao apenas em pacientes com MM,
sugerindo que esses miRNAs poderiam estar envolvidos na patogenicidade do MM. Os
pacientes com MM apresentaram niveis aumentados de miR-221, miR-222, miR-382 e
miR-181a/b em comparagdo com os controlos, enquanto os niveis de miR-15 e miR-16,
gue estdo localizados no cromossoma 13g14, uma area geralmente excluida no MM,
estdo diminuidos nos pacientes com MM ou ausentes nos pacientes portadores da
delecdo do cromossoma 13. Ora, 0 miR-221/222, demonstrou promover o crescimento
das células do MM através da regulacdo negativa do CDKN1C (Cyclin Dependent Kinase
Inhibitor 1C) e do TEN (phosphatase and tensin homolog). Ja o cluster miR-15/16 pode
funcionar como um supressor tumoral no MM, pois a sua hiperexpressao leva a
inibicdo das vias AKT3 e NF-kB, a regulacdo negativa das proteinas do ciclo celular,
incluindo ciclina D1, ciclina D2 e a CDC25A e a supressao da angiogénese in vitro e in

vivo (33).
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O miR-29b é subexpresso no MM e conhecido por controlar a expressao das
DNMTs, a DNMT3A e DNMT3B, levando a um perfil aberrante da metilagdo do DNA em
células do MM. Além disso, o miR-29b demonstrou desempenhar um papel
importante na remodelagdo dssea, pois a hiperexpressao do miR-29b nos osteoclastos
reduz a reabsorcdo dssea in vitro, sugerindo sua contribuicdo para a doenca dssea
relacionada com o mieloma. Por fim, o miR-34a, é um exemplo de um miRNA
supressor de tumor, onde o alvo é o p53 e apresenta-se subexpresso. A expressao
ectépica do miR-34a nas células do MM mostrou atividade anti-MM in vitro e in vivo
através da inibicdo do crescimento celular e inducdo da apoptose (33-36).

Estes dados indicam nitidamente que a desregulagdao da expressao de
microRNA no mieloma multiplo afeta vdrias vias extrinsecas e intrinsecas, levando a

um aumento da sobrevivéncia e proliferacdo das células malignas.

4.2. O microambiente da medula éssea no mieloma multiplo

O microambiente ésseo é dividido num compartimento celular e nao celular. O
compartimento celular é composto por células hematopoiéticas e ndo
hematopoiéticas. As células hematopoiéticas incluem as células mieloides, linfécitos T
e B, célula natural killer (NK) e osteoclastos, enquanto as células ndo hematopoiéticas
incluem as células estromais da medula dssea, células estromais mesenquimais
derivadas da medula éssea, osteoblastos, fibroblastos, adipdcitos, vasos sanguineos e
as células endoteliais. No compartimento nao celular compreende a matriz
extracelular mineralizada e as vdrias citocinas, fatores de crescimento (por exemplo, IL-
6, IGF-1, VEGF, bFGF), moléculas de adesdo, hormonas e exossomas que sao
produzidos pelo compartimento celular (1,35,37).

O microambiente da medula éssea (MQO) tem um papel central na patogénese do
mieloma multiplo. As células do mieloma crescem quase exclusivamente na medula
dssea, o0 que ressalta a importdncia do microambiente da MO no apoio ao crescimento
e a sobrevivéncia destas células. As interagdes complexas funcionais e bidirecionais
entre as células do MM e os diferentes compartimentos da MO, ndo sé promovem a
sobrevivéncia, proliferacido e migracdo das células do mieloma, mas também
contribuem para o desenvolvimento da resisténcia aos medicamentos, ostedlise,

aumento da angiogénese e supressdo imunoldgica (1,32).

Pagina | 21



Farmacogendmica do Mieloma Multiplo @ UAlg FCT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

Assim, a interagao fisica entre as células do mieloma com as células estromais da
medula déssea e os ostedcitos desencadeia uma cascata de ativagdo das vias
proliferativas e antiapoptéticas. A ativacdo da via NF-kB nas células estromais leva a
secrecao de citocinas proliferativas, antiapoptdticas e quimiotaticas, como a
interleucina (IL) -6, o fator 1 derivado de células estromais e o fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), que acabam levando a progressdao da doenca.
Ainda, é importante salientar o papel da IL-6, que, por sua vez, aumenta a secre¢do do
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) pelas células do MM que
impulsionam o crescimento de novos vasos sanguineos na medula dssea, logo
promovem a progressao tumoral. Também se demonstrou em vdrios estudos, que as
células estromais da medula éssea liberam exossomas que sdo vesiculas do tamanho
de nanédmetros, contendo proteinas, lipidos e microRNAs, que sao transferidas para as
células do MM (37).

Os osteoclastos também produzem uma série de fatores, como o IL6 e AXII, que
estimulam o crescimento celular e evitam a apoptose das células do MM, bem como,
atuam como células angiogénicas e podem contribuir para o aumento da densidade
dos microvasos. Além disso, a reabsorcdo &ssea osteoclastica liberta fatores de
crescimento da matriz, como o IGF-1, fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e o
TGF-B, que promovem o crescimento das células do MM. Para além disto, devido ao
papel no crescimento das células do mieloma, é interessante notar que, com raras
excecoes, a inibicdo da atividade dos osteoclastos tem pouco efeito no prolongamento
da sobrevida global nesses pacientes, contudo, a terapéutica dirigida aos osteoclastos
reduz significativamente ou atrasa os eventos relacionados a doenca déssea, associada
a esta patologia (1,37).

Evidéncias recentes sugerem que os adipdcitos também desempenham um papel
importante no MM. A interacdo dinamica entre osteoblastos e os adipdcitos, que
estdo presentes em numero elevado na medula déssea, apoiam o crescimento e a
proliferacdo das células do MM e evitam a apoptose induzida por quimioterapia,
através da secrecdo de fatores, como o IL-6, TNF-a, MCP-1 e insulina. Contudo, a
adipocina e a adiponectina, reduz a proliferacdo do MM e induz a morte das células do

MM, e foram observados niveis circulantes reduzidos de adiponectina em pacientes
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com GMSI que desenvolveram MM, sendo estudado o seu uso potencial no
tratamento farmacolégico (1,37).

A progressdao do MM é auxiliada pela sua capacidade de ultrapassar o sistema
imunolégico normal do hospedeiro. O MM modifica verdadeiramente a funcdo
imunoldgica do microambiente da medula éssea. Nestes casos, hd uma mudanga na
composi¢ao da populagdo de linfécitos presentes no microambiente da medula dssea,
como tal, sabe-se que as células T modulam a diferenciacdo, sobrevivéncia e atividade
das células dsseas. Varios estudos relataram que as células T reguladoras CD4 + que
produzem IL-17 estdo aumentadas na medula dssea dos pacientes com MM, sabe-se
ainda que a IL-17 tem sido envolvida na sobrevivéncia das células MM e na destruicdo
Ossea litica. Além disso, o IL-6 e o TGF[ apresentam niveis elevados no microambiente
da medula éssea. Estes criam um ambiente imune privilegiado para as células
mieloides, como tal o aumento do numero desses linfocitos nos pacientes com MM se
correlaciona com um menor tempo de progressdo e uma menor sobrevivéncia global.
Essas células também secretam fatores que promovem o desenvolvimento de
osteoclastos e subsequente doenca dssea no mieloma multiplo. As células T citotdxicas
CD8 + e as células NK nos pacientes com MM sao funcionalmente diferentes daquelas
dos pacientes saudaveis, apresentando expressdao aumentada, na superficie celular, do
recetor da proteina de morte celular programada-1 (PD1), que ativa vias internas que

acabam inibindo a atividade anti tumoral natural dessas células (1,37).

5. Marcadores de diagndstico e estadiamento

Os critérios de diagndstico do International Myeloma Working Group (IMWG) sdo
os mais amplamente aceites e utilizados. Logo, o diagndstico deve ser feito de acordo
com esses critérios, que tém como base a infiltracdo medular por células de MM, os
niveis séricos de proteinas monoclonais (proteina M), e ainda os critérios CRAB que
incluem hipercalcémia, insuficiéncia renal, anemia e lesdo 6ssea (CRAB — calcium
elevation, renal insufficiency, anemia and bone disease). Assim, sdo realizados testes
laboratoriais, bidpsia medular dssea e exames radioldgicos. Os testes laboratoriais
compreendem um hemograma completo, andlise a creatinina, lactato desidrogenase
(LDH), B2-microglobulina e eletrdlitos, incluindo calcio, eletroforese de proteinas

séricas com quantificacido da proteina M e pesquisa de cadeias leves de
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imunoglobulinas livres séricas (CLL). A titulo de exemplo, no caso do biomarcador LDH,
niveis acima do limite superior do normal indicam um aumento da agressividade da
doenca. Além disso, sdo realizadas analises a urina, usando uma amostra de urina de
24 horas para eletroforese de proteinas totais e proteinas séricas (como a proteina M)
com imunofixacdo. O aspirado medular ésseo e a biopsia dssea sdo importantes para o
diagnodstico, no que permite efetuar-se alguns estudos, como a imuno-histoquimica
e/ou imunofenotipagem por citometria de fluxo e a analise citogenética por FISH. As
sondas FISH devem detetar a presenca das anomalias citogenéticas que tém
significado progndstico no MM, como a dell3, dell7p, t (4; 14), t (11; 14), t (14; 16) e
anomalias no 1gq21. Observou-se que a presenc¢a da dele¢do 17 p ou da translocag¢ao t
(4; 14) e t (14; 16) esta associada a uma sobrevivéncia global mediana de 24,5 meses
em comparagao com uma sobrevivéncia global mediana de 50,5 meses para os
pacientes sem alteragdes citogenéticas (1,35).

Quanto as lesdes 6sseas, como se sabe sdo uma caracteristica da patogénese do
MM. No diagndstico inicial, a radiografia do esqueleto (raio-X) é o exame de referéncia
utilizado na avaliacdo das lesGes ésseas. Na radiografia, as lesGes de MM apresentam
aparéncia osteolitica perfurada, porém pelo menos 50% do osso trabecular envolvido,
necessita estar destruido para que essas lesGes désseas sejam detetadas por esta
técnica. No caso, de dreas sintomaticas que nao apresentam altera¢des na radiografia
ou zonas suspeitas que necessitem de ser clarificadas devem ser avaliadas por técnicas
de imagem mais sensiveis, como a ressonancia magnética (RM), a tomografia
computorizada (TC), a tomografia por emissdo de positroes (PET) e a PET-TC. As TCs,
conseguem detetar lesdes com <5% de destruicdo Ossea trabecular. A ressonancia
magnética (RM), idealmente de corpo inteiro, é uma técnica muito sensivel, pelo que é
usada para detetar a doenca dssea e o envolvimento dos tecidos moles, portanto, o
IMWG difundiu uma declaracdo de consenso que descreve as indicacdes para o seu
uso no MM, pelo que deve ser usada em doentes com suspeita de MM, mas com
auséncia de caracteristicas de CRAB e em pacientes com GMSI. No entanto, as RM
corporais ndo estdo amplamente disponiveis, pelo que, a PET/TC esta a ser utilizada de
forma mais generalizada, pois tem a capacidade de detetar lesGes extramedulares, ao

contrario de outras técnicas de imagem (1,4).
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O diagnéstico diferencial mais importante em pacientes com MM, envolve a sua
distingdo entre doentes com GMSI ou MMA. Os critérios de diagndstico para GMSI,
MMA e MM estao descritos na tabela 1.1. O diagnéstico de GMSI é definido por uma
concentragdo sérica de proteina M inferior a 3 g/dL, uma razdo alterada de cadeias
leves livres (CLL) (<0,26 ou > 1,65), menos de 10% de células plasmaticas clonais na MO
e auséncia de eventos que definem o MM, como a auséncia de lesdes nos érgaos alvo
e de biomarcadores malignos. Por sua vez, o diagndstico de MMA compreende a
detecgdo de uma concentragdo sérica de proteina M sérica superior a 3 g/dL, infiltracdo
medular de células de MM a 10-60% e, igualmente, auséncia de eventos que definem
o MM. Por fim, o diagndstico de MM inclui a plasmocitose medular (>10%), a presenca
da proteina M no soro e/ou urina e a presenca dos eventos que definem o mieloma

multiplo, como os critérios CRAB (38).

Tabela-1.1 Achados clinicos e laboratoriais presentes na Gamopatia monoclonal de significado
indeterminado (GMSI), no mieloma multiplo assintomatico (MMA) e no mieloma multiplo (MM).
Adaptado de (1).

Todos os seguintes critérios devem estar presentes:
=  Proteina monoclonal sérica <3g/dl;
GMSI = <10% de plasmdcitos no exame a MO;
= Auséncia de lesdo em érgdo-alvo atribuivel ao distirbio plasmocitdrio em causa.
Presenca de hipercalcémia, insuficiéncia renal, anemia e lesGes dsseas (CRAB);
Ambos os critérios devem estar presentes:
= Proteina monoclonal sérica (IgG ou IgA) =3g/dl ou proteina monoclonal urindria
MMA >500mg/24h e/ou (10%-60%) de plasmdcitos no exame de MO;
= Auséncia de lesdo de orgdo-alvo tal como: hipercalcémia, insuficiéncia renal,
anemia e lesOes dsseas, atribuivel ao disturbio plasmocitario em causa.
Todos os seguintes critérios devem estar presentes:
=  >10% de plasmécitos no mielograma ou existéncia de plasmocitoma comprovado
por bidpsia;
=  Evidéncia de lesdo de drgdo-alvo atribuivel ao disturbio plasmocitdrio em causa,
especificamente:
=  Hipercalcémia: calcio sérico> 11mg/dl (2.75mmol/l); ou
= |Insuficiéncia renal: creatinina sérica> 2mg/dl (177umol/l); clearance de creatinina <
40 ml/min ou
MM =  Anemia normocrémica, normocitica com valor de hemoglobina < 10g/dl ou > 2g/dI
abaixo do limite inferior do normal ou lesdes Osseas: 21 lesdo osteolitica na
radiografia convencional, TC ou TEP-TC; osteopenia severa; fraturas patoldgicas.
Na auséncia de lesdes de 6rgao-alvo, presenga de eventos definidores de MM:
=  Plasmdcitos na MO 2> 60%;
=  Relagdo CLL>100 (excesso de k) ou <0.01 (excesso de A);
. >2 lesoes focais, com evidéncia de envolvimento dsseo ou doenga extramedular,
detetadas por estudos RMN (cada lesdo focal 255mm).

O sistema de estadiamento utilizado é o International Staging System (ISS), que

se baseia nos niveis séricos de albumina e da B2-microglobulina. O ISS estratificou os
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pacientes em trés estadios: o estadio |, inclui pacientes com niveis de albumina e B2-
microglobulina > 3,5 g / dL e <3,5 mg / L, respetivamente (sobrevivéncia global média
de 62 meses); o estagio Il inclui pacientes ndo considerados no estadio | ou Il
(sobrevivéncia global média de 44 meses); e o estadio Ill inclui pacientes com nivel de
proteina B2-microglobulina > 5,5 mg / L (sobrevivéncia global média de 29 meses).
Para criar uma medida de progndstico mais robusta, o ISS foi revisto em 2015 e foram
adicionados outros marcadores, que sdo as alteracdes citogenéticas, nomeadamente,
as alteragdes de alto risco genético, como a presenca de translocagbes t (4;14) e t
(14;16) e delegdes del (17p), e também, os niveis de LDH sérico. Assim, atualmente, o
Sistema de Estadiamento Internacional, em conjunto com as alteragGes citogenéticas,
é o método mais amplamente utilizado para a avaliacdo do progndstico (ver tabela

1.2)(1,35).

Tabela- 1.2 Sistema de Estadiamento Internacional.

Sistema de Estadiamento Internacional
Revisto

Sistema de Estadiamento
Internacional

Estadio

Todos os critérios devem constar:

= Niveis séricos de B2- = Niveis séricos de B2-microglobulina
microglobulina < 3.5 mg/L <3.5mg/L
| = Albumina sérica < 3.5g/dL = Albumina sérica < 3.5g/dL

= Niveis normais de LDH

= Auséncia de alteracgoes
citogenéticas de risco: t (4;14), t
(14;16) ou del(17p)

Auséncia de critérios que se
1 enquadrem no estadio | ou Il

Auséncia de critérios que se
enquadrem no estadio | ou lll

M = Niveis séricos de
microglobulina > 5.5 mg/L

B2-

Todos os critérios devem constar:
= Niveis séricos de B2-microglobulina
>5.5mg/L
= Presenga de alteragdes
citogenéticas de risco: t (4;14) OU t
(14;16) OU del(17p) OU niveis
séricos elevados de LDH
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6. Abordagem terapéutica farmacoldgica

O tratamento para o mieloma multiplo evoluiu gradativamente e mudou as
perspetivas de sobrevivéncia, desde a introducdo inicial dos agentes alquilantes e
corticosteroides, como o melfalano e a prednisona, na década de 1960, que
prolongaram a sobrevivéncia média, para dois a trés anos. Depois, a utilizacdo do
melfalano em altas doses, seguido do transplante autélogo com células progenitoras
hematopoiéticas (TAPH), que foi pioneiro na década de 1970 e aumentou a
sobrevivéncia média para 5 anos. A inclusao adicional de inibidores do proteassoma e
os agentes imunomoduladores (IMiDs), e outras classes farmacoldgicas, transformou
durante a ultima década o paradigma do tratamento do MM e aumentou a
sobrevivéncia média para mais de 6 anos. Mais recentemente, os anticorpos
monoclonais foram aprovados para o tratamento do mieloma, como o
daratumumab (39,40).

A terapéutica escolhida tem em consideracdo diversos fatores, entre os quais as
caracteristicas do paciente, como a idade e comorbidades, e parametros especificos da
doenca, como o estadio da doenca e alteracbes citogenéticas. Nos ultimos anos, ha
uma maior preocupacdo em usar uma terapéutica individualizada, adaptada as
necessidades do doente, de modo, a prolongar significativamente a sobrevida e
melhorar a qualidade de vida dos pacientes. O regime terapéutico para o mieloma
multiplo, em pacientes até 70 anos de idade e que apresentam boas condi¢des clinicas
e, portanto, sdo considerados elegiveis para a realizacdo do TAPH, consiste em
guimioterapia mieloablativa, por até 4 meses antes da colheita das células estaminais
hematopoiéticas (HSCs), durante 3 a 6 ciclos, usando, concomitantemente, dois ou trés
farmacos em doses elevadas, que irdo funcionar como uma terapia de inducao,
seguida de altas doses de melfalano e o TAPH. Depois do transplante, é utilizada uma
terapia de consolidacdo de curto prazo, e por fim uma terapia de manutencdo, de
modo a prolongar a resposta e com toxicidade minima. No caso, dos pacientes mais
velhos e aqueles com comorbidades relevantes, geralmente ndo sdo elegiveis para
transplantacdo, pelo que é utilizada uma quimioterapia alternativa. Contudo, estudos

mais recentes evidenciam que a idade em si ndo elimina o beneficio desse tratamento,
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e agora esses doentes podem receber tratamentos mais agressivo. As principais

terapéuticas utilizadas no MM sdo apresentadas na figura 1.3 (41,42).

Elegibilidade para TAPH

—
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—

—
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—

Figura 1.3.- Regimes terapéuticos usados no MM. CTD: ciclofosfamida, talidomida, dexametasona; MP:
melfalano, prednisona; MPT: melfalano, prednisona, talidomida; PAD: bortezomib, doxorrubicina,
dexametasona; Rd: lenalidomida, dose baixa de dexametasona; RVD: lenalidomida, bortezomib,
dexametasona; VCD: bortezomib, ciclofosfamida, dexametasona; VMP: bortezomib, melfalano,
prednisona; VRd: lenalidomida, baixa dose de dexametasona, bortezomib; VTD: bortezomib, talidomida,
dexametasona. Adaptado de (43).

Nos pacientes ndo elegiveis para transplante, a terapéutica a usar baseia-se em
dados de estudos randomizados de fase Ill, pelo que as principais terapéuticas sao: a
VMP (bortezomib, o melfalano e a prednisona); e a terapéutica Rd (lenalidomida com
dexametasona de baixa dose), em que ambas sdo aprovadas pela EMA. Também pode

ser usada, a terapéutica com melfalano, prednisona, combinada com talidomida

Pagina | 28



Farmacogendmica do Mieloma Multiplo @ UAlg FCT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

(MPT), que também é aprovada pela EMA, mas os parametros de PFS (sobrevivéncia
livre de progressdo) e OS (sobrevida global) sdo inferiores a terapéutica Rd. Outra
terapéutica é com ciclofosfamida, dexametasona e bortezomib (VCD) apesar de nao
ser aprovada pela EMA, é amplamente utilizada e induze elevadas taxas de resposta e
uma PFS prolongada. No caso, da bendamustina e a prednisona a sua utilizagdo,
também é aprovada pela EMA, nos pacientes que exibem neuropatia clinica no
momento do diagndstico, evitando o uso de talidomida através dos regimes MPT ou
VMP. Outro estudo, observou, que a ciclofosfamida, com a talidomida e a
dexametasona (CTD) comparativamente, a terapéutica MP (melfalano e prednisona) é
superior em termos de taxas de resposta, mas ndo tém maior OS (43).

Os esquemas para a terapia de indugdo, no caso dos pacientes ilegiveis para TAPH
incidem, essencialmente, na combinacdo de um inibidor de proteassoma (bortezomib
(BZ), carfilzomib (CZ) e ixazomib (IZ)) com um medicamento imunomodulador
(talidomida, lenalidomida e pomalidomida). Vdrios estudos demonstraram que a
terapéutica tripla leva a melhores respostas terapéuticas, do que as duplas, logo
combinacges triplas, com bortezomib, talidomida e dexametasona (VTD) ou com a
vincristina, doxorrubicina e dexametasona (VAD) tiveram melhores taxas de resposta,
em comparagao com a talidomida e dexametasona (TD) ou bortezomib e
dexametasona (VD). Varios estudos de fase 3 compararam, ainda, as diferentes
terapéuticas triplas disponiveis: o bortezomib, doxorrubicina e a dexametasona (PAD),
gue demonstrou taxas de resposta mais altas e sobrevivéncia livre de progressao (PFS)
e sobrevivéncia global (OS) superiores a VAD; a terapéutica VCD demonstrou nao ter
estes parametros inferiores a PAD e era menos tdxica; uma comparacao direta da VTD
com a VCD, a VTD apresentou taxas de resposta mais elevadas que a VCD, mas esta
terapéutica foi associada a uma taxa mais alta de neuropatia periférica; por ultimo, a
lenalidomida com a dexametasona de baixa dose (Rd) foi recentemente comparada,
num estudo prospetivo, com a Rd juntamente com o bortezomib (VRd), e esta adicado
resultou num PFS e OS, significativamente superiores, bem como teve um perfil
risco/beneficio aceitavel.

Assim, atualmente, as terapéuticas triplas, que inclui pelo menos, o bortezomib e a
dexametasona, sdo o modelo de tratamento aconselhado e mais utilizado antes do

TAPH, sendo a VTID e a VCD as terapéuticas prediletas na Europa. Contudo, é
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importante notar que as terapéuticas triplas podem estar associadas a maiores riscos
de toxicidade, pelo que a duragdao do tratamento deve ser avaliada, visto que a
toxicidade associada a este regime pode ser aceitavel para uma terapia de inducdo,
que é administrada por um periodo relativamente curto. Como tal, é importante ter
em consideracdo a toxicidade ao decidir sobre o tratamento mais apropriado para
cada doente, atendendo a que a eficdcia deve ser priorizada sempre que possivel
(40,41,43,44).

A terapia de consolidagdo é um tratamento intensivo, durante um ndmero limitado
de ciclos, com o objetivo de melhorar a resposta apds o transplante, visto que reduz
ainda mais a carga do tumor. A terapéutica predominante utilizada é a VTD, mas ainda
ndo hd evidéncias suficientes de que a terapia de consolidacdo deva ser aplicada
sistematicamente. Por outro lado, a terapia de manutencdo, geralmente é um
tratamento mais prolongado, mas de menor intensidade, com o objetivo de conseguir
controlar a doenca a longo prazo. A terapia de manutencdo com talidomida,
lenalidomida ou bortezomib demonstrou ter algum beneficio. Diversos estudos
randomizados de fase Il demonstraram que a lenalidomida, apds o TAPH esta
associada a um aumento da OS, para mais de dois anos, em comparagao com o
placebo ou nos casos de nenhuma terapia de manutencdo. Em 2017, o uso da terapia
de manutenc¢do com a lenalidomida, para pacientes com MM recém-diagnosticados
submetidos ao TAPH foi aprovada, pela EMA e pela FDA. Estdo ainda a realizar-se
novos ensaios clinicos, para avaliar o uso dos medicamentos mais recentes (tais como
ixazomib, carfilzomib, elotuzumab, daratumumab, vorinostat e panobinostat) para a
terapia de manutencdo. No caso dos pacientes idosos ou ndo elegiveis para o
transplante, varios estudos randomizados exploraram o beneficio da terapia de
manutencdo em termos de OS, e ndo demonstraram um claro beneficio, bem como os
medicamentos estudados ndo estdo aprovados pela EMA, portanto, atualmente, a
terapia de manutencdo ndo pode ser recomendada em pacientes idosos (4,41,43,44).

Assim, para pacientes elegiveis para o transplante, recomenda-se utilizar uma
terapéutica tripla, como a VTD, VRd ou VCD, para inducdo antes do TAPH, desde que
haja equilibrio entre os beneficios e os riscos. Para a manutencao, é recomendada a
administragdo da lenalidomida, devido ao seu potencial de aumentar a PFS e a OS,

para todos os pacientes nos quais é tolerada. Ainda, os pacientes com doenca de alto
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risco sao frequentemente incluidos em ensaios clinicos no inicio do tratamento, pois o
progndstico é mau, utilizando os regimes convencionais (41).

Relativamente, a escolha da terapéutica para o mieloma multiplo
refratario/recidivo, depende de vérios parametros, como a idade, comorbidades, o
estado clinico, o tipo, tolerdncia e eficacia do tratamento prévio, opcdes de
tratamento restantes disponiveis, toxicidade, intervalo desde a ultima terapéutica e o
tipo de recidiva, devendo ainda pesar a qualidade de vida dos pacientes. No cenario de
recidiva, sao recomendados regimes triplos, que dependem sempre das primeiras
linhas terapéuticas aplicadas anteriormente. No ano de 2015, a EMA havia aprovado,
nestes casos, a lenalidomida em combinagdao com a dexametasona, e o bortezomib,
em monoterapia ou em combinacdo com a doxorrubicina, sendo a terapéutica dupla
mais utlizada. Em 2015 e 2016, com base nos resultados dos ensaios clinicos
randomizados de fase Ill, novas combinagdes triplas de medicamentos foram
aprovadas pela EMA. E o panobinostat, em combinacdo com o bortezomib e
dexametasona, agora é indicado para o tratamento de pacientes com MM recidivo que
receberam pelo menos duas terapéuticas medicamentosas anteriores, incluindo o
bortezomib e um agente imunomodulador. Outras terapéuticas, que também foram
aprovadas sd3o o carfilzomib (inibidor de proteassoma) na dose de 27mg/m? em
combinacdo com a lenalidomida e a dexametasona; o carfilzomib na dose de 56mg/m?,
concomitantemente, com a dexametasona; o elotuzumab (anti-SLAMF-7) em
combinacdo com a lenalidomida e a dexametasona, que aumenta a PFS; o ixazomib,
concomitantemente, com lenalidomida e a dexametasona. No MM recidivo em
doentes com um estadio muito avancado, dois outros medicamentos sdo aprovados
pela EMA, que s3do: a pomalidomida, combinada com a dexametasona em baixa dose,
sendo usada geralmente em pacientes que fizeram pelo menos duas terapias prévias,
gue incluiam a lenalidomida e o bortezomib; e o daratumumab, direcionado para o
CD38, em doentes, cujo tratamento anterior abrangia, um inibidor de proteassoma e
um agente imunomodulador. Em pacientes jovens, pode ser considerado um segundo
TAPH, desde que o paciente tenha respondido bem ao transplante anterior e tenha
uma sobrevivéncia livre de progressdao de mais de 24 meses. Na situacao de recaida,

um transplante de medula dssea alogénico deve ser realizado, apenas no contexto de
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participagdo num ensaio clinico. Os possiveis regimes terapéuticos para o MM

refratario/recidivo é apresentado na figura 1.4 (4,41,43).

Recidiva apds primeira linha terapéutica com IMiD

Recidiva apos primeira linha terapéutica com
bortezomib

— =

Subsequentes recidivas

Figura 1.4.- Tratamento no caso de recidiva. DaraRd, daratumumab, lenalidomida, dexametasona de
baixa dose; DaraVD, daratumumab, bortezomib, dexametasona; EloRd, elotuzumab, lenalidomida,
dexametasona de baixa dose; EloVD, elotuzumab, bortezomib, dexametasona; IxaRd, izaxomib,
lenalidomida, dexametasona de baixa dose; Kd, carfilzomib, dexametasona de baixa dose; KRd,
carfilzomib, lenalidomida, dexametasona de baixa dose; PanoVD, panobinostat, bortezomib,

dexametasona; Rd, lenalidomida, dexametasona de baixa dose; VCD, bortezomib, ciclofosfamida,
dexametasona; Vd, bortezomib, dexametasona de baixa dose. Adaptado de (43).
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Portanto, as principais classes de farmacos usadas no tratamento do MM s3o:
corticosteroides, agentes alquilantes, agentes imunomoduladores (talidomida,
lenalidomida e pomalidomida), inibidores do proteossoma (bortezomib, carfilzomib e
ixazomib), anticorpos monoclonais (daratumumab e elotuzumab) e um inibidor da

histona deacetilase (panobinostat).

6.1. Corticosteroides

Os corticosteroides, dexametasona e prednisona estdao entre os agentes mais
antigos para o tratamento de neoplasias hematoldgicas, incluindo linfomas, leucemias
e MM, sendo amplamente utilizados no MM. Sabe-se que os corticosteroides se ligam
a recetores de glicocorticdides (GRs). Esses GRs ativados podem ativar as vias de
sinalizacdo na membrana celular, como a via MAPK, além disso, afetam a transcricao
genética, por meio de interagdes inibitdérias dos corticosteroides com alguns fatores de
transcricdo, incluindo o fator nuclear NF-kB e a proteina ativadora-1 (AP-1). Contudo, o
tratamento com estes, a longo prazo, deve ser ponderado, devido a possivel elevada
toxicidade para o paciente, podendo causar insuficiéncia suprarrenal periférica

(40,45,46).

6.2. Agentes alquilantes

Os agentes alquilantes, como o melfalano, ciclofosfamida e bendamustina, atuam
formando adutos bifuncionais, com ligacdes cruzadas entre as duas cadeias de DNA,
essas ligacdes deformam a dupla hélice do DNA, afetando a sintese e replicagdao do

DNA e a proliferacdo celular, levando a apoptose e a uma acdo citotdxica (38,47).

6.2.1. Melfalano
O melfalano, foi aprovado em 1964, ainda é bastante utilizado e essencial na
terapéutica do MM, devido a sua eficacia, bom perfil de seguranca e custo, no entanto,
estd associado a uma possivel toxicidade e desenvolvimento de resisténcia. Quanto a
sua indicacdo de administracdo, pode ser administrado em altas doses por via
intravenosa em pacientes mais jovens, como terapia de inducdo antes do TAPH,
enquanto que em pacientes ndo elegiveis para o transplante, o melfalano é

administrado na sua forma oral, em terapias combinadas com IMiD, IPs, mAbs e/ou
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Prednisona. Outra carateristica importante do melfalano oral, é que devida a sua

toxicidade limitada, pode exercer uma fungao paliativa (47,48).

6.2.2. Bendamustina

A bendamustina surgiu na década de 1960, mas, sO recentemente, tem sido
investigado o seu potencial no tratamento do MM. Ensaios clinicos recentes
indicaram, que ha eficacia da bendamustina, em regimes combinados, tais como, a
terapéutica tripla de bendamustina com lenalidomida e dexametasona (BLD), que
demonstrou ser eficaz e segura nos pacientes com MM refratdrio; a combinagao tripla
de bendamustina com bortezomib e dexametasona, também mostra ter uma atividade
antimieléide notdvel e uma toxicidade toleravel em pacientes com MM previamente
tratados, bem como, a combinagdo da bendamustina com talidomida e prednisolona,
exibiu ser bem tolerada e eficaz. Atualmente, estdo a decorrer muitos ensaios clinicos
de fase 1 e 2 para pesquisar a terapéutica tripla da bendamustina com carfilzomib e
dexametasona em pacientes refratarios, e ainda a combinacdo da bendamustina,

melfalano e carfilzomib como terapia de indu¢do antes do TAPH (49,50).

6.3. Agentes imunomoduladores (IMiDs)

Os IMiDs, como talidomida, lenalidomida e pomalidomida, sdao utilizados no
tratamento do MM e atuam através da ativacdo imune e inativacdo do TNF-a, da
angiogénese e da proliferagao e tém como alvo os plasmdcitos no microambiente da
medula déssea. A interacdao dos IMiDs com o MM é complexa, mas bem estudada.
Pensa-se que os IMiDs inibem o crescimento celular do MM. Como foi descrito
anteriormente, a proliferacdo celular das células do MM aumenta quando estdo em
contato com o microambiente da MO e isso cria um meio confortavel para que essas
células prosperem ainda mais, resultado na progressdao da doenca e resisténcia a
medicamentos (40,51).

Os IMiDs, levam a morte das células do mieloma, através de diferentes
mecanismos de acdo, tais como: modificacdes no microambiente da MO, que afetam
indiretamente as células do mieloma; interferem na expressdao das moléculas de
adesdo, osteoclastos e na regulacdo negativa do fator de transcricdo PU.1 e das células

reguladoras T; também, inibem a génese da IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a, e tanto a IL-6

Pagina | 34



Farmacogendmica do Mieloma Multiplo @ UAlg FCT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

quanto o TNF-a estimulam o crescimento das células do mieloma, portanto, a inibicdao
dessas citocinas pode levar a morte celular. Além disso, as propriedades
antiangiogénicas dos IMiDs, ocorrem por meio da inibicdo do VEGF. O seu efeito no
sistema imunoldgico, ocorre através da estimulagao da sintese das células T CD4, CDS,
da IL-2 e do interferdo-gama, pelo que o aumento da IL-2 e do interferdo-gama
estimula a proliferacao das células NK, bem como a sua citotoxicidade celular. Posto
isto ha diminuicdo da tolerancia imunoldgica as células do mieloma e estimulacdo da
resposta imunoldgica contra elas. No caso da lenalidomida e da pomalidomida, estes
farmacos apresentam efeitos apoptéticos diretos, através da ativacdo da caspase 8,
levando a interrupgdo do ciclo GO/G1 inibindo a proliferacdo de células tumorais e
induzindo a sua apoptose. Mais recentemente, a E3 ubiquitina ligase cereblon (CRBN)
foi identificada como alvo molecular da lenalidomida. A ligacdo da lenalidomida ao
CRBN induz a ubiquitinacdo e a degrada¢dao dos fatores de transcri¢ao linfoides, o
Ikaros (IKZF1) e Aiolos (IKZF3), que, por sua vez, medeiam os efeitos citotdxicos e
imunolégicos dos IMiDs. Ainda que, as estruturas sejam bastante semelhantes, os
IMiDs usados diferem em relacdo a varias propriedades farmacoldgicas, incluindo a

dosagem, o tempo de meia-vida, o metabolismo e os efeitos adversos (39,40,51).

6.3.1. Talidomida

A talidomida é o primeiro membro da classe dos IMiDs e apresenta uma longa
histéria. Foi inicialmente sintetizada na década de 1950 e o seu primeiro uso
terapéutico foi na Europa e no Canadd, onde era vendido como um medicamento nao
sujeito a receita médica, usado principalmente como sedativo e como antiemético
durante a gravidez. No entanto, em 1961, observou-se uma elevada associa¢do entre a
talidomida e o aumento acentuado de malformagcGes em bebés, tendo sido
posteriormente retirada do mercado. Em 1999, varios ensaios clinicos foram realizados
em pacientes com MM em estado terminal, ou MM refratario e foi administrada
talidomida, onde obteve-se uma resposta significativa. Os estudos seguintes,
centraram-se nas terapéuticas em combinacdo de talidomida com dexametasona em
pacientes refratdrios e para terapéutica de inducdo nos doentes com MM recém-
diagnosticados e que podem fazer o transplante, tendo uma taxa de resposta superior

a monoterapia s60 com a talidomida. Foi adotada esta terapéutica, em 2006, para
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pacientes recém-diagnosticados, com aprovacao da FDA. Também foram realizados
ensaios clinicos randomizados para investigar o uso de talidomida apds o TAPH, tendo
sido demonstrado que ha um aumento da sobrevivéncia livre de progressao (PFS), mas
nao houve um resultado significativo e constante na OS. A terapéutica com talidomida
no pés-transplante, ndo pode ser prolongada, geralmente é limitada a um ano, devido
a toxicidade, provocando efeitos adversos, particularmente, neuropatia periférica

(51,52).

6.3.2. Lenalidomida

A lenalidomida é o segundo membro da classe IMiD, e é mais potente e menos
téxico que a talidomida. A lenalidomida foi aprovada em 2006, com base em dois
estudos comparando-a ao placebo, sendo o uso da lenalidomida em combinacdo com
dexametasona aceite como a terapéutica padrdo para o MM recidivo. Em 2015, essa
terapéutica dupla foi aprovada para o tratamento do mieloma multiplo dos doentes
recém-diagnosticados, visto que os ensaios clinicos demonstraram taxas de resposta
global (ORR) de 68 a 91%, pelo que substituiu a terapéutica dupla com
talidomida/dexametasona. Também se verificou, num ensaio clinico de fase |, que a
dose maxima tolerada é 25 mg e é administrada durante 14, 21 ou 28 dias de um ciclo,
dependendo do regime, tendo demonstrado uma auséncia de efeitos adversos tipicos
na talidomida. Recentemente, a terapéutica tripla de lenalidomida, bortezomib e
dexametasona tornou-se um padrdo de tratamento para pacientes recém-
diagnosticados. Como discutido anteriormente, no cenario de manutencdao pds-
transplante, a lenalidomida é amplamente usada, pois possui propriedades
apoptéticas e antiangiogénicas e, portanto, pode ser usada na terapia de manutencao.
Além disso, como a talidomida, a lenalidomida foi estudada em combinacdo com
varios farmacos diferentes, incluindo agentes alquilantes, doxorrubicina, inibidores de
proteassoma, inibidores de HDAC e anticorpos monoclonais. Pelo que, atualmente é
aprovada pela FDA para uso em combinacdo com dexametasona, carfilzomib,
ixazomib, daratumumab e elotuzumab ou como um agente Unico para terapia de

manutenc¢do apos o TAPH (51,52).
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6.3.3. Pomalidomida

A pomalidomida é um IMiD de terceira geragao e foi aprovada em 2013, para o
tratamento do MM refratario, especificamente para pacientes, que previamente
tinham feito pelo menos duas terapéuticas farmacolégicas, onde inclua a lenalidomida
e o bortezomib. Num estudo clinico de fase Il, avaliou-se a combinacdo da
pomalidomida com a dexametasona e esta apresentou uma taxa de resposta global
(ORR) de 63% e a PFS foi de 11,6 meses, porque, embora a pomalidomida seja
estruturalmente semelhante aos seus andlogos da classe, ela é mais potente e eficaz
em pacientes resistentes a talidomida e lenalidomida. Até agora, a pomalidomida nao
foi estudada no contexto inicial de terapia de indu¢do ou no pds-transplante na terapia
de manutencdo. Estdo em andamento estudos que combinam pomalidomida com
outras classes tipicas de medicamentos para o tratamento do MM. Este farmaco
demonstrou ter um perfil de segurancga relativamente tolerdvel, contudo apresentou
um risco aumentado de tromboembolismo venoso (TEV), pelo que é recomendado o

uso concomitante de profilaxia para TEV (50-52).

6.4. Inibidores do proteassoma (IPs)

Os inibidores do proteassoma usados no tratamento do MM s3do o bortezomib,
carfilzomib e ixazomib. Os IPs atuam a nivel do proteassoma 26S, que é um complexo
critico do sistema ubiquitina-proteassoma (UPS), sendo composto por um centro
catalitico denominado de proteassoma 20S e por subunidades reguladoras 19S. O
proteassoma 26S controla varios processos celulares, como a proliferagao, inflamacgao
e apoptose, através da degradacdo de iniUmeras proteinas nas vias do MM que estdo
envolvidas na proliferacdo das células do mieloma, sobrevivéncia e resisténcia a
medicamentos. Os IPs tém a capacidade de inibir o centro catalitico do proteassoma e
ainda exercem seus efeitos citotdxicos por meio de mecanismos adicionais, que
incluem inducdo da paragem do ciclo celular e apoptose, autofagia ou degradacao
celular, inducdo de stress no reticulo endoplasmatico, inibicdo da via NF-kB, regulacao
negativa dos recetores do fator de crescimento e ativacdo da cinase NH2 terminal c-

Jun (JNK) (40,51,53).

Pagina | 37



Farmacogendmica do Mieloma Multiplo @ UAlg FCT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

6.4.1. Bortezomib

O bortezomib foi aprovado em 2003 e é indicado para o tratamento dos
pacientes com MM e para o linfoma de células do manto. Existem vdrios ensaios
clinicos randomizados, que demonstraram a sua eficacia, tanto nos pacientes com
mieloma recém-diagnosticados como no MM recidivo/refratario. As indicagdes
terapéuticas para este medicamento sdo em monoterapia ou em combina¢do com a
doxorrubicina lipossdmica ou com a dexametasona, no tratamento de doentes com
mieloma multiplo em progressdao que tenham recebido pelo menos uma terapéutica
prévia e que ja tenham sido sujeitos a transplante ou que ndo sejam elegiveis para o
fazer. No caso de doentes com mieloma multiplo recém-diagnosticados e que nao
sejam elegiveis para o TAPH, é indicada a utilizacdo do bortezomib em associacdo com
o melfalano e a prednisona. E ainda indicado para a terapia de inducdo, em pacientes
com MM recém-diagnosticados e que sejam elegiveis para TAPH, o bortezomib em
combinacdo com dexametasona ou em terapéutica tripla com dexametasona e
talidomida. O modo de administracdo do bortezomib, é por via subcutdnea e via
intravenosa, sendo as concentracées usadas 1 mg/mL e 2,5 mg/mL, respetivamente. A
terapia farmacolégica com bortezomib é bem tolerada e os efeitos adversos

comummente sdo facilmente tolerados (51,54).

6.4.2. Carfilzomib

O carfilzomib é um novo IP, é uma epoxicetona tetrapeptidica que se liga
seletivamente e irreversivelmente a subunidade B-5. Em ensaios clinicos in vitro
mostraram que o carfilzomib era mais potente a induzir a caspase-8 e a caspase-9, do
gue o bortezomib e como tal poderia superar a resisténcia ao bortezomib observada
nas células mieloides. Em trés ensaios clinicos de Fase Il, o carfilzomib produziu
respostas mesmo em pacientes com MM refratario apds terapéutica com bortezomib.
Também em diversos ensaios clinicos de fase | e fase Il demonstrou-se seguranca e
eficacia em pacientes em recidiva. No estudo ASPIRE, multicéntrico, aleatério e sem
ocultacdo em 792 doentes com mieloma multiplo refratario/recidivo, que avaliou a
seguranca e a eficdcia na combinacdo do carfilzomib com lenalidomida e
dexametasona (KRd), comparativamente, com apenas lenalidomida e dexametasona

(Rd), os doentes com a terapéutica KRd demonstraram melhoria (45%) na PFS,
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comparativamente aos incluidos na terapéutica Rd. Entdao, em 2015, a terapéutica KRd,
recebeu a aprovagao, com base nos dados de ensaios clinicos de fase Ill para pacientes
com MM que tenham recebido pelo menos uma terapéutica prévia. Além disso, foi
aprovada a terapéutica do carfilzomib combinando com a dexametasona em pacientes
com MM refratdrio, com base nos resultados do estudo ENDEAVOR de fase 3,
aleatério, onde a seguranca e a eficacia do carfilzomib com dexametasona (Kd), versus,
o bortezomib com dexametasona (Vd), demonstrou uma melhoria significativa na PFS

para os doentes com a terapéutica Kd, comparativamente aos Vd (50,51).

6.4.3. Ixazomib

O ixazomib foi o primeiro IP oral de segunda geracdo aprovado e a ser
estudado em ensaios clinicos. Os estudos pré-clinicos demonstraram que o ixazomib
em monoterapia ou em combinagdao com a lenalidomida e dexametasona tem
atividade anti-MM sinérgica. Em 2015, a FDA e a EMA aprovaram o ixazomib em
combina¢dao com a lenalidomida e dexametasona para o tratamento de pacientes com
MM que receberam pelo menos uma terapia prévia. Esta aprovacdo foi baseada nos
resultados de um ensaio clinico internacional randomizado, duplo-cego, fase Il
(TOURMALINE-MM1), que comparava o ixazomib com a lenalidomida e a
dexametasona com a terapéutica com placebo, lenalidomida, dexametasona,
envolvendo pacientes com MM refratdrio. Este estudo relatou uma melhoria na PFS na

terapia com ixazomib, comparando a outra terapia (50,51,54).

6.5. Inibidor das desacetilases das histonas (HDACIs)

Os HDACs sdao enzimas multifuncionais que regulam a atividade da proteina alvo
através da remocdo de grupos acetil, estas tém alvos especificos que mediam o
silenciamento epigenético da expressdo genética, modulando os principais processos
celulares. No caso, do mieloma multipla a atividade da HDAC é desregulada, que se
traduz numa expressdo genética andmala e numa sinalizagao celular que promove a

progressdo do ciclo e resisténcia a apoptose (39,55).

Pagina | 39



Farmacogendmica do Mieloma Multiplo @ UAlg FCT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

6.5.1. Panobinostat

O panobinostat é um HDACI que inibe a atividade enzimatica da HDAC. Esta
atividade resulta num aumento da acetilacdo das proteinas histonas, uma alteracao
epigenética que provoca a libertagdo de cromatina resultando em ativagdo
transcricional. O PANORAMA 1 consistia num estudo randomizado multicéntrico, em
duplo cego, controlado com placebo, de fase Ill realizado em 768 pacientes com
mieloma multiplo refratdrio, os pacientes foram randomizados e a uns foi
administrado panobinostat (n =381) e a outros o placebo (n =387) em combinag¢do com
o bortezomib e dexametasona. O PFS mediano obtido foi, significativamente, mais
longo no panobinostat (12,0 meses) do que no placebo (8,1 meses; P <0,0001),
também houve um aumento do OS no tratamento com panobinostat,
comparativamente ao do placebo (33,6 meses vs. 30,4 meses; P= 0,26). Assim, o
panobinostat em combinagao com o bortezomib e dexametasona foi aprovado pela
FDA e a EMA para o tratamento dos pacientes com MM recidivo/refratario tratados
previamente com pelo menos duas terapéuticas, incluindo o bortezomib e um agente

imunomodulador, visto que, foi comprovado ser eficaz e toleravel (49,50,56).

6.6. Anticorpos monoclonais (mAbs)

Os anticorpos monoclonais sdao imunoglobulinas que se ligam a antigénios
especificos, com alta especificidade para um epitopo. Foram avaliados em ensaios pré-
clinicos e clinicos, mAbs contra alvos especificos, que incluem fatores de crescimento e
seus recetores, outras moléculas de sinalizacdo e antigénios expressos exclusiva ou
predominantemente nas células do MM. Os mecanismos de acdo desta terapéutica
sdo diversos e envolvem citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC),
citotoxicidade dependente do complemento (CDC), interferéncia nas interagGes

recetor-ligante e conjugacdo do mAb a radioisétopos ou toxinas (57-59).

6.6.1. Daratumumab

O daratumumab é um anticorpo monoclonal humano 1gG1lk, com um amplo
espectro de atividade, que tem como alvo a proteina, CD38, que estd presente em
grande numero nas células do mieloma multiplo, logo ao ligar-se a CD38 nas células do

mieloma, o daratumumab ativa o sistema imunitario levando a apoptose das células
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cancerigenas. Atuando por 3 mecanismos, através da citotoxicidade celular
dependente de anticorpos (ADCC), citotoxicidade depende do complemento (CDC) e
por fagocitose celular dependente de anticorpos (ADCP). O daratumumab em
monoterapia foi avaliado em ensaios clinicos de fase Il, e demonstrou eficacia e um
perfil de seguranca favordvel, pelo que, com base nos resultados deste estudo de
2015, a FDA aprovou o daratumumab em pacientes com MM refratérios/recidivo, cuja
terapéutica anterior tenha incluido um IP e um IMiD. Em 2016, a FDA aprovou o uso do
daratumumab em terapia tripla com lenalidomida e dexametasona ou bortezomib e
dexametasona, para o tratamento de pacientes com MM que receberam pelo menos
uma terapia prévia. Outra indicacdo terapéutica é a utilizacdo do daratumumab em
combinacdo com bortezomib, melfalano e prednisona para o tratamento de doentes
com mieloma multiplo ndo elegiveis para TAPH, apdés um ensaio de fase lll,
randomizado e onde se verificou um risco significativamente menor de progressdo da

doenca (59-61).

6.6.2. Elotuzumab

O elotuzumab é um anticorpo monoclonal humano IgG1, imunoestimulador,
gue tem como alvo a proteina SLAMF7. A SLAMF7 apresenta expressao muito elevada
em células do MM, também é expressa nas células NK, células normais do plasma, e
outras células do sistema imunitario. Os mecanismos de ac¢do do Elotuzumab contra o
MM, consiste na ligagdo do elotuzumab ao SLAMF7 presente na superficie celular do
mieloma, promovendo a apoptose dessas células, através da ADCC mediada por
células NK e ADCP mediada por macréfagos. Este farmaco ativa também, diretamente,
as células NK através das vias SLAMF7 induzindo a atividade antimieloma. O
elotuzumab em combinacdo com lenalidomida e dexametasona é indicado para o
tratamento do mieloma multiplo em doentes que receberam uma a trés terapéuticas
anteriormente, tendo sido aprovado em 2015, ap6és um estudo randomizado, sem
ocultacdo, conduzido para avaliar a eficacia e a seguranca desta terapéutica tripla. Da
mesma forma, o elotuzumab em combinacdo com pomalidomida e dexametasona (E-
Pd), foi aprovado como terapéutica em doentes com mieloma multiplo refratario que
receberam pelo menos duas terapéuticas prévias, que incluiam a lenalidomida e um IP

(59,60).
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Capitulo Il - Farmacogenomica do Mieloma Multiplo

1. Farmacogenomica — Estado da Arte

No inicio de 1900, Archibald Garrod desenvolveu o conceito de "individualidade
quimica", que descreveu como a capacidade dos individuos de tolerar diferentes doses
de medicamentos e venenos. Na década de 1950, novas metodologias e
instrumentagdao permitiram a medi¢ao da atividade enzimatica e concentragdes dos
metabolitos dos fdrmacos. Varios genes relacionados com o metabolismo dos
medicamentos foram identificados, clonados e caracterizados nas décadas de 1980 e
1990 - incluindo o CYP2D6, NAT2 e CYP2C19. O Projeto Genoma Humano trouxe
imensas melhorias na tecnologia e aprofundou a compreensdo da genética humana,
permitindo um avanco significativo nesse campo (62).

A farmacogendmica é o estudo de como a variacdo genética afeta a resposta
individual aos medicamentos. Sdo amplamente estudados polimorfismos pontuais
(SNPs), delegdes, insercdes, CNVs e outras alteracbes nos genes envolvidos na
biotransformacado de Fase | (CYP), nos recetores dos fdrmacos, nos transportadores de
farmacos, enzimas de conjugacdo de Fase Il, enzimas que regem a regeneragao de
agentes de conjugacdo da Fase Il e coenzimas necessarios ao metabolismo (63). Estes
estudos podem revelar como a variacdo genética entre os individuos afeta a
farmacocinética e a farmacodinamica de um medicamento (64).

A farmacogendmica é uma ferramenta de grande utilidade no tratamento do
cancro, na medida em que a capacidade de prever como um paciente com cancro
responderda a um regime de tratamento especifico, € uma meta ambiciosa da
oncologia personalizada. Com esta ferramenta, os médicos podem otimizar os regimes
terapéuticos. Como tal, a aplicacdo da farmacogendmica cresceu exponencialmente,
devido ao avango dos testes laboratoriais, os médicos agora podem identificar
biomarcadores farmacogenémicos especificos em células cancerigenas. Essas
informagcdes permitem que consigam selecionar e personalizar os regimes de
guimioterapia especificos com base no gendtipo especifico do individuo. Assim, é
fundamental que os médicos estejam familiarizados com a aplicagdo desta ferramenta
na pratica clinica para que haja uma maximizacdo dos beneficios e minimizacdo dos

efeitos adversos (65).
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Nos ultimos anos, na Europa foi adotada uma estratégia regulatéria, para
aumentar a conscientizagdo sobre a farmacogendmica, e como tal no RCM dos
medicamentos as informacdes farmacogendmicas estdo cada vez mais presentes,
facilitando o acesso aos prescritores e pacientes e, consequentemente, a terapéutica
medicamentosa adaptada as caracteristicas genéticas dos pacientes. Para além disso,
também sdo fornecidas orientagdes praticas sobre o porqué, quando e como obter
dados farmacogendmicos individuais dos pacientes, para facilitar o tratamento
farmacoldgico. De forma a promover ainda mais a integragao clinica da informacgao
proveniente da investigacdo em farmacogendémica, a EMA estabelece recomendacdes
e requisitos para a investigacao e incorpora¢ao dessa informagdao e metodologias no
desenvolvimento de medicamentos e farmacovigilancia. Além disso, a agéncia criou
orientacbes sobre a importancia da identificacdo e validacdo de biomarcadores
gendmicos, estabelecendo atividades e procedimentos para tal (66).

Em suma, a farmacogendmica é uma area em crescimento com a promessa de
melhorar significativamente a seguranca e a eficdcia dos medicamentos no futuro.
Como, em qualquer nova drea da medicina, sdao necessarios estudos clinicos para
demonstrar o impacto positivo nos resultados clinicos dos pacientes. As metodologias
dos testes farmacogendmicos continuam a evoluir e, com testes aperfeicoados,
espera-se uma melhor interpretacao clinica e a utilizacao desses resultados na pratica

clinica (62).

2. Polimorfismos relevantes na terapéutica com melfalano

O agente alquilante melfalano, como suprarreferido, apresenta um elevado
grau de toxicidade, podendo causar mielosupressao e lesdes gastrointestinais, como o
desenvolvimento de mucosite.

Existem polimorfismos nos genes SLC7A5 e SLC7A8, que codificam os
transportadores de aminodcidos, o LAT1 e LAT2, respetivamente, sendo que estes
atuam como os principais mediadores da entrada do melfalano nas células. Assim,
estudos foram realizados para descobrir se existe correlagao entre estes polimorfismos
e o desenvolvimento de toxicidade gastrointestinal, particularmente em casos em que
€ necessdria a nutricdo parentérica total (NPT), apds o tratamento com doses elevadas
deste farmaco. Num estudo de Giglia et al, foram genotipados sete SNPs no gene
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SLC7AS5 e vinte no SLC7A8, em 135 pacientes com MM, tratados com melfalano e que
ja realizaram um TAPH conclui-se que um polimorfismo no primeiro intrdo do gene
SLC7A5, rs4240803, estava significativamente associado ao uso da NPT (OR = 0,45, IC
95% = 0,25 a 0,79; P = 0,007). Além disso, cada haplétipo que se correlacionou com o
requisito da NPT apresentava este SNP. Estes resultados sugerem que a variabilidade
no transporte do melfalano influencia o aparecimento de mucosite (67).

Demonstrou Van Ness et al, que a diarreia causada pelo tratamento com
melfalano, estd associada aos gendtipos do TGF-B, CYP3A4 e ERCC2, enquanto os
polimorfismos da IL-6 foram significativamente associados a infecdo. Por outro lado, o
estudo de Sonneveld et al. descreveu que os pacientes homozigotos para um alelo
variante do CYP3A4 obtiveram uma toxicidade aumentada (P= 0,04), mas melhorou o
OS (P= 0,01) e a sobrevida livre de progressdao (P= 0,04). Neste estudo, também se
descobriu que os polimorfismos nos genes XRCC1 (X-Ray Repair Cross Complementing
1) e BRCA1, genes envolvidos na reparacdo do DNA, CDKN1A e genes que codificam

isoformas de CYP2C estdo associados a ocorréncia de mucosite grave (68).

3. Polimorfismos relevantes na terapéutica com bortezomib

O bortezomib é um dos farmacos mais utilizados na terapéutica desta
patologia, como tal, tem sido o foco de vérios estudos farmacogendmicos, sobretudo,
devido a neuropatia periférica (NP), que é uma das principais e limitantes reacdes
adversas deste medicamento, tendo sido observada uma grande variabilidade e
suscetibilidade interindividual entre os pacientes com esquemas terapéuticos
semelhantes (69).

Num estudo farmacogendmico GWAS de Magrangeas et al, foi realizado um
ensaio clinico randomizado com 598 pacientes com MM, cuja terapéutica de inducao
foi bortezomib e dexametasona, com o objetivo de identificar novos polimorfismos
associados a NP induzida por bortezomib. Assim, foi observado um SNP no gene
PKNOX1 (rs2839629) com grande ligacdo a neuropatia periférica (OR= 1,89; IC 95%:
[1,45-2,44]; P = 7,6 x 10-6), e em desequilibrio de ligacdo (LD) com o SNP rs915854,
gue se localiza na regido intergénica entre o PKNOX1 e o CBS (Cystathionine Beta-
Synthase). O PKNOX1 é conhecido por modular a atividade transcricional da proteina
guimiotatica de mondcitos MCP-1, sendo que esta proteina esta presente em diversos
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estudos sobre a dor neuropdtica e pode ser considerada como um biomarcador da dor
cronica.  Analisaram a relagdo entre o SNP rs2839629A e o rs1024611G e foi
encontrada uma associagdo significativa, entre o gendtipo A/A do SNP rs2839629 e o
alelo G do SNP rs1024611 (p= 0,01), que pode ter impacto na regula¢do da expressao
da MCP-1. Tanto o gene PKNOX1 quanto o CBS sao fortes candidatos a biomarcadores
para predisposicdo a NP, dado que estes genes estudados codificam proteinas que
estao diretamente ou indiretamente envolvidas na dor neuropatica e inflamatéria.
Estes resultados podem ajudar na identificacdo dos pacientes que tem maior risco de
NP grave, de forma que esses pacientes possam beneficiar de uma terapéutica
alternativa, bem como, fornecer novos alvos possiveis para o tratamento da NP (70).
Outro estudo de GWAS de Campo et al. com 646 pacientes identificou 4 novos
loci promissores para a NP induzida pelo bortezomib, que sdo o 4934.3 (rs6552496),
5q14.1(rs12521798), 16q23.3 (rs8060632) e 18q921.2 (rs17748074), como podemos
verificar na tabela 2.1. Os polimorfismos identificados estdo presentes, nos genes
envolvidos no desenvolvimento e sinalizagdao do sistema nervoso, tais como os genes

CDH13, DCC e o TENM3 (Teneurin Transmembrane Protein 3) (71).

Tabela 2.1- Associacdo entre 4 SNPs e o risco de desenvolvimento de neuropatia periférica em pacientes
com MM tratados com bortezomib. Adaptado de (71).

GWAS
SNP Alelo NP Sem NP OR [95% IC] P value

rs6552496 A 63 514 1.00[ref] 7.82 x 10-6
C 141 574 2.00[1.46-2.76]

rs12521798 G 22 272 1.00[ref] 3.80 x 10-6
A 182 816 2.76[1.73-4.38]

rs8060632 C 42 408 1.00[ref] 1.58 x 10-6
A 162 680 2.31[1.61-3.32]

rs17748074 G 93 678 1.00[ref] 8.60 x 10-6
A 111 410 1.96[1.45-2.65]

O SNP rs8060632 esta presente na regido intronica do CDH13. Este gene
codifica um membro da superfamilia das caderinas, que tém uma atividade reguladora
inibitéria no crescimento das células neuronais. O SNP rs17748074 reside na regido
intronica do gene DCC. Este SNP modifica os locais de ligacdo de muitos fatores de
transcricdo, como o Maf, Nkx3 e 4 e o Pax2 e afeta também as regides regulatérias em

diferentes tecidos, incluindo o cérebro. O rs6552496 é um SNP intergénico localizado
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entre o gene RP11-665C14.2 e o TENM3, que codifica uma proteina que atua na
regulacdo do desenvolvimento neuronal. O rs6552496 esta localizado em genes que
funcionam como repressores transcricionais. Concluindo, este GWAS sugere uma
correlagdo entre o histérico genético do paciente e o desenvolvimento de efeitos
adversos induzidos pelo tratamento. No entanto, mais pesquisas sdo necessdrias para

entender melhor o papel destes SNPs no desenvolvimento da NP (71).

4. Polimorfismos relevantes na terapéutica com talidomida e

lenalidomida

Na terapéutica com agentes imunomoduladores, nomeadamente com a
talidomida, foi investigado o papel de polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs)
localizados nos genes BSG e SLC16A1 (MCT1). Ora, o BSG ou CD147 controla a
exportacdo de lactato através do transportador de dcidos monocarboxilicos 1 (MCT1).
Num estudo de Lacina et al. foram analisados oito SNPs (quatro no BSG e quatro no
SLC16A1), em 135 pacientes com MM e 135 individuos saudaveis. Os alelos rs4919859
C, rs8637 G e o haplétipo CG foram associados a uma pior sobrevivéncia livre de
progressao (p = 0,006, p = 0,017, p = 0,002, respetivamente), enquanto o polimorfismo
no rs7556664 A, rs7169 T e rs1049434 A (todos em desequilibrio de ligagdo (LD), r 2 >
0,98) foram associados a uma melhor sobrevivéncia (p = 0,021). Relagdes semelhantes
foram observadas em pacientes tratados com talidomida. Além disso, foram
comparados estes polimorfismos com outros parametros clinicos, verificando-se, que o
polimorfismo rs4919859 C, rs8637 G, rs8259 A e o haplétipo CG foram mais comuns
em pacientes em estagios Il e lll do ISS (p <0,05), enquanto rs8259 A se correlacionou
com niveis mais elevados de B-2-microglobulina e creatinina (p <0,05). Assim, os
resultados mostram que estes polimorfismos nos genes BSG e SLC16A1 podem afetar a
sobrevivéncia livre de progressdo e a sobrevida global, e correlacionar com varios
parametros do MM e, portanto, podem desempenhar um papel importante (ver figura

2.1.e2.2.)(72).
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Figura 2.1- Sobrevivéncia livre de progressdao em pacientes com mieloma multiplo (MM) em relagdo aos
SNPs BSG. Os graficos (a e b) mostram a sobrevivéncia para rs4919859 C e rs8637 G, respetivamente.
Um haploide rs4919859 C e rs8637 G também foi testado para associagdo com PFS, e é mostrado no
grafico (c). As curvas a esquerda mostram o PFS calculado para todo o grupo de pacientes, enquanto
aqueles a direita mostram PFS calculado para o subgrupo de pacientes tratados com talidomida. O PFS
foi calculado usando o Método Kaplan-Meier. Adaptado de (72).
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Figura 2.2- Sobrevivéncia global (OS) em pacientes com MM em relagdo ao polimorfismo SLC16A1
rs7556664 A. O grafico a esquerda mostra a OS calculada para todo o grupo de pacientes enquanto a
direita mostra a sobrevivéncia global (OS) calculada apenas para pacientes tratados com talidomida. A
OS foi calculada usando o método e Kaplan-Meier. Adaptado de (72).

Como foi referido no capitulo anterior, varios estudos recentes sugeriram que a
proteina cereblon (CRBN) é essencial para a atividade antimieloma dos IMiDs, pelo
que, a desregulacdo da via Wnt/catenina pode ser uma das possiveis razdes da
resisténcia a lenalidomida. Assim, num estudo de Burtym et al. foram estudados os
polimorfismos nos genes que codificam a CRBN (rs121918368 C> T)) e a catenina
(CTNNB1 (rs4135385 A> G; rs4533622 A> C)) a fim de avaliar a sua associacdo com a
suscetibilidade a patologia, progressao e resposta ao tratamento. Foram avaliados 142
pacientes com MM e 123 individuos saudaveis, observou-se que a presenca do alelo
CTNNB1 (rs4533622) A foi detetada com maior frequéncia nos pacientes com doenca
em estagio Il — Il de acordo com o ISS (63/82 vs. 26/44, p = 0,043) e critérios de Durie-
Salmon (75/99 vs. 14/26, p = 0,049). No SNP do gene CTNNB1 (rs4135385) o gendtipo
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homozigoto AA foi mais frequente nos pacientes com melhor resposta a terapéutica
com CTD, ciclofosfamida/talidomida/dexametasona (p = 0,047). No polimorfismo no
CTNNB1 (rs4533622), os pacientes com gendtipo AA obtiveram uma melhor resposta a
terapéutica de primeira linha com talidomida (p <0,05). Nenhuma associagdao
significativa foi observada entre o efeito da terapéutica com lenalidomida e os
polimorfismos estudados. No entanto, a ocorréncia de neutropenia durante esta
terapéutica, foi mais frequente, entre os portadores do fendtipo AA para o CTNNB1
(rs4135385) (p = 0,019), enquanto o CTNNB1(rs4533622) no fendtipo AA caracterizou
pacientes com neutropenia de alto grau (3-4) (p=0,044). Por ultimo, nenhuma
correlagdo foi encontrada para o polimorfismo no gene CRBN. Esses resultados
sugerem que os polimorfismos no gene CTNNB1 podem afetar o percurso clinico e a
resposta a quimioterapia com estes medicamentos nos pacientes com MM (73).

Outro estudo realizado pelos mesmos investigadores, investigou o Fator
regulador do interferdo 4 (IRF4) e a CRBN, que participam no metabolismo dos IMIiDs,
para avaliar a associacdo de dois polimorfismos (rs12203592 e rs872071) dentro do
gene IRF4 e dois no gene CRBN (rs711613 e rs1045433) com a suscetibilidade ao MM,
a progressao e a resposta ao tratamento. Neste caso foram estudados 144 pacientes
com MM e 126 individuos saudaveis , onde se observou a presenca do polimorfismo
IRF4 (rs872071) no alelo G foi detetado com mais frequéncia em pacientes, do que
individuos saudaveis (OR 1,78; p= 0,034), e esta relacdo foi especialmente acentuada
nas mulheres (OR 2,83; p= 0,012). O SNP do CRBN (rs711613) para o alelo A teve uma
melhor resposta ao tratamento (p= 0,012), em particular para a talidomida, incluindo
terapéutica combinada (p= 0,023). Além disso, também foi observado que o rs711613
alelo G é muito mais comum em pacientes nos estagios | — Il do que os pacientes que
estdo no estagio lll (p= 0,005). Esses resultados sublinham a importancia dos

polimorfismos IRF4 e CRBN nos pacientes com MM (74).

5. Polimorfismos relevantes na terapéutica com daratumumab

Na terapéutica com daratumumab, tal como foi supracitado, este anticorpo
monoclonal atua por mecanismos como a ADCC e ADCP, ambas requerem a ativacao,
através da ligacdo do fragmento Fc do anticorpo, com o recetor Fc (FcR) das células
imunitarias. Van de Donk et al. analisou alguns polimorfismos, que regulam as
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interagOes Fc:FcR relevantes na atuagdo do daratumumab. Foram estudados 96, 94 e
92 pacientes com MM para os polimorfismos FCGR3A -158V/ F, FCGR2A -131H / R e
FCGR2B -232I/T, respetivamente. Verificou que os polimorfismos FCGR3A e FCGR2B

tém algum impacto na resposta e no PFS, mas ndao afetam significativamente o OS (ver

figura 2.3) (75).
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Figura 2.3- Taxa de sobrevivéncia livre de progressdo e taxa de sobrevivéncia global de acordo com
polimorfismos no FccR. (A) taxa de Sobrevivéncia livre de progressido e (B) taxa sobrevivéncia global de
pacientes tratados com monoterapia com daratumumab de acordo com (i) polimorfismo FCGR3A-
158V/F, (ii) polimorfismo FCGR2A-131H/R, ou (iii) Polimorfismo FCGR2B-232 I/ T. Adaptado de (75).

6. Outros polimorfismos envolvidos na suscetibilidade ao MM e na

resposta ao tratamento para o MM
O estudo de Niebudek et al. teve como objetivo determinar o potencial
significado dos SNPs G34A e C421A do gene ABCG2 (ABC sub-family G member 2) no
desenvolvimento do mieloma multiplo num total de 181 doentes com MM e 97
pessoas saudaveis. O polimorfismo G34A no exdao 2 (rs2231137) resulta na
substituicdo, na posicdo 12, do aminoacido valina por uma metionina (Vall2Met). O

polimorfismo C421A no exdo 5 (rs2231142) que leva a substituicdo de glutamina por
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lisina, estd associado a baixos niveis de expressdao de BCRP. Somente o SNP C421A do
gene ABCG2 foi significativamente associado com o aumento do risco de
desenvolvimento de mieloma multiplo (p = 0,0218). Para o SNP G34A no gene ABCG2
(rs2231137), nenhum dos pacientes ou controlos apresentava o alelo variante (A). Para
0 SNP C421A (rs2231142), os dados mostraram que 10,5% e 1,1% dos pacientes com
mieloma multiplo tinham gendtipos CA e AA, respetivamente, enquanto apenas 2,1% e
0% dos pacientes do grupo de controlo sauddvel tinham esses gendtipos (ver tabela

2.2.)(76).

Tabela 2.2- Incidéncia dos gendtipos dos polimorfismos G34A e C421A no gene ABCG2 em pacientes

com MM e individuos saudaveis.

RERENE :lh]ltiplo, Neds1 (%) N=97 (%) :o(:'::;?:eo;‘a:::)‘ OR{95%Cl}
SNP C421A ) )
cc [160 (88.4) 95 (97.9) [00218 1(-)
CA [19 (105 12@m 1 5.64 (1.28-24.75)
AA 2(1.1) 0(0.0) 2.97 (0.14-62.62)
c [ 339 (935) 192 (99.0) ['0.0040 =)
A .23(64) 2(1.0) ' 6.51 (1.52-27.93)
HWE P [0.7537 1000
SNP G34A T o
GG [181 (1000) 97 (100.0) [ ~ae NA'
GA [0(00) 0(0.0) ‘
AA [ 0(0.0) 0 (0.0)
G 362 (00) 194 (0.0) [ 'NAs NA'
A [0 00) 0(0.0) '
HWE P ['NA NA

Notas: P<0.05 (escrito em itdlico) indica o impacto significativo no risco de desenvolver o mieloma multiplo. ? Devido a distribui¢do dos gendtipos
obtidos nos grupos estudados, a analise estatistica foi impossivel.
Abreviagbes: HWE, Hardy-Weinberg equilibrium; NA, ndo aplicavel; SNP, single nucleotide polymorphism

O estudo de Campa et al. analisou 30 variantes genéticas nos principais genes
envolvidos na CSR, usando 2632 pacientes com MM e 2848 controlos do consdrcio
International Multiple Myeloma rESEarch (IMMENSE). Ora, os genes que atuam no
processo de maturacdo das células B imaturas podem influenciar o risco de
desenvolver mieloma multiplo (MM). Durante a maturacdo das células B, vdrios
rearranjos genéticos programados ocorrem e a recombinacdo de troca de classe (CSR)
é um dos mais importantes entre esses mecanismos. Deste modo, verificou-se uma
associacdo entre a LIG4 -rs1555902 e a diminuicdo do risco de MM, observando que os
portadores de pelo menos um alelo variante (A) tinham uma diminui¢cdo do risco de
desenvolver MM em compara¢do com o gendtipo de referéncia C/C (OR = 0,80; IC de
95% 0,68-0,92; (p = 0,003). Observou-se, ainda, que o polimorfismo AICDA-rs3794318
(p= 0,002) e o polimorfismo AICDA-rs12306110 (p=0,016) e XRCC5-rs6941 (p=0,019)

foram associados aos pacientes com melhoria na OS, enquanto os polimorfismos
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AICDA- rs3794318 (p=0,006), AICDA -rs12306110 (p=0,004) e AICDA- rs2580873
(p0,008) mostrou uma associagdo com PFS. No entanto, os heterozigotos do SNP
AICDA- rs3794318 também obtiveram uma melhoria na PFS (IC 95% 0,48-0,87;
p=0,004) (77).

Num estudo de Macauda et al. foram analisadas 71 variantes polimérficas dos
principais genes que codificam transportadores de farmacos (ABCB1, ABCC2, ABCG2) e
seus reguladores (NR112/PXR e NR1I3/CAR), em 1365 casos de MM em 5 paises
europeus, no ambito do referido consdrcio IMMENSE, tendo sido analisada a
sobrevivéncia livre de progressao e a sobrevivéncia global. Este estudo é importante,
uma vez que a resisténcia a quimioterapia é um enorme obstaculo para a eficiéncia do
tratamento, podendo esta estar relacionada com os genes envolvidos nas vias
metabdlicas dos medicamentos. Conclui-se que dois SNPs mostraram uma associa¢do
significativa com a sobrevivéncia dos pacientes com MM, o polimorfismo rs2235013,
localizado em ABCB1[(HR) = 1,52; 95%(IC) = 1,18-1,95; P = 0,00087], e o polimorfismo
rs4148388, localizado em ABCC2 (HR = 2,15; 95%IC = 1,44-3,22; P = 0,0001). O ABCC2
desempenha um papel essencial no transporte de varios medicamentos citotéxicos,
incluindo varios usados no tratamento do MM, por exemplo, a doxorrubicina,
vincristina e vimblastina. Por fim, analises in silico sugeriram que os alelos de quatro
polimorfismos em desequilibrio de ligacdo, no gene ABCC2 estdo associados ao
aumento da expressdo deste gene. A sobreexpressdo do ABCC2 aumenta a depuracao

dos farmacos e, logo, pode induzir mecanismos de resisténcia aos medicamentos (78).
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Conclusao

A farmacogenémica tem demonstrado ser uma ferramenta vantajosa na pratica
clinica de diversas patologias, sendo a sua aplicagdo um passo importante para
especificar o tratamento, maximizando a eficacia, minimizando a toxicidade e a
resisténcia dos regimes terapéuticos.

O mieloma multiplo é uma patologia bastante complexa, porém nos ultimos
anos, tem havido um progresso substancial no desenvolvimento de tratamentos
eficazes, existindo uma melhor compreensdao da doenca e consequentemente uma
sobrevida substancialmente melhorada para os pacientes.

Embora a implementacdo da farmacogendmica seja uma via para melhorar o
tratamento do mieloma multiplo, a sua aplicagcdo na area clinica ndo é facil, devido aos
custos da implementacdo dos testes de genotipagem, na fase inicial de utilizagdo.
Além disso, na investigagao acerca do mieloma multiplo, existem lacunas nos estudos
farmacogendémicos realizados, sendo necessdrio, amostras maiores e um numero
maior de estudos.

O principal desafio, para o futuro, sera desenvolver terapéuticas personalizadas
para subgrupos de pacientes distintos e biologicamente definidos, escolhendo
farmacos mais seguros, que tenham menos efeitos adversos sobre o individuo
especifico e que apresentem melhores taxas de resposta.

Assim, é fulcral perceber melhor quais os genes e as vias metabdlicas
associadas
a acdo dos farmacos, para que seja possivel o desenvolvimento e otimizacdo dos testes
adequados para assim implementar a farmacogendmica na pratica clinica dos doentes

com mieloma multiplo.
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