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Resumo

O tratamento do Mieloma Multiplo (MM) é baseado no transplante
autdlogo de células-tronco hematopoiéticas (TACTH) e esquemas de
quimioterapia. No entanto, um dos efeitos adversos mais importantes do
tratamento € a neuropatia periférica (NP), uma condicdo caracterizada pela
degeneracao dos nervos periféricos e que acomete de 30-68% dos pacientes. A
talidomida e o bortezomibe sé&o utilizados em diferentes esquemas terapéuticos
no tratamento do MM e sdo os principais responsaveis pela NP. Variantes em
genes que codificam enzimas que atuam no metabolismo desses medicamentos
ou genes que desempenham papel fundamental na acdo desses farmacos
podem ser fontes de variacdo da resposta terapéutica individual. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar a associagdo entre as variantes CYP2C19*2
(rs4244285), rs363717 (ABCAL), rs2839629 (PKNOX1), rs6103 (SERPINB2) e
a ocorréncia de NP em pacientes com MM que realizaram esquemas de
tratamento incluindo talidomida e/ou bortezomibe. Foram recrutados para este
estudo 87 pacientes com MM. Realizamos uma andlise descritiva da amostra e
um teste qui-quadrado para avaliar a associacdo entre as variantes e a
ocorréncia de NP. Curvas de sobrevida foram realizadas através do teste de
Kaplan-Meier para avaliar sobrevida global, sobrevida de pacientes submetidos
ao TACTH e influéncia do genodtipo de CYP2C19*2 na sobrevida. O
estadiamento desses pacientes de acordo com os sistemas Durie & Salmon
Staging (D&S) e International Staging System (ISS) revelou que 84% dos
pacientes encontrava-se no estadio Il para D&S e 51% no estédio Il para ISS.
O principal protocolo de terapia de inducao utilizado foi ciclofosfamida, talidomida
e dexametasona (54%) e 50% dos pacientes atingiram pelo menos uma resposta
parcial muito boa apds a inducdo. A sobrevida global média foi de 13,3 anos (DP
10,7-15,8) e a sobrevida média do grupo que realizou TACTH foi de 13,7 anos
(DP 11-16,4). Nos pacientes que nao foram submetidos ao TACTH a média de
sobrevida foi de 7,3 anos (DP 5,7-8,9). Neste estudo ndo encontramos
associagcdo estatisticamente significativa entre as variantes genéticas e a
ocorréncia de NP, mas nossos dados sugerem uma possivel relacéo do genétipo
heterozigoto de CYP2C19*2 e maior sobrevida global. De maneira

complementar as analises moleculares nos realizamos uma analise de
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expressdo diferencial e coexpressdo para identificar novos genes alvo.
Utilizamos dados de um estudo depositado em banco de dados publicos e
realizamos as analises através do software RStudio Desktop v.1.0.1. em
linguagem R. As analises in silico indicaram uma relacdo entre os genes
MAP2K4 e ASPN na presenca de NP quando avaliamos a coexpresséo.
Acreditamos que este estudo possa contribuir com a busca de biomarcadores de
resposta ao tratamento e apesar de serem necessarios mais estudos, nossos
dados sugerem novas hipéteses para explicar os fatores genéticos envolvidos

na reposta ao tratamento do MM, assim como influéncia na sobrevida.

Palavras-chave: Mieloma Mudltiplo, Neuropatia Periférica, Talidomida,
Bortezomibe, ABCA1, CYP2C19, PKNOX1 e SERPINB2.
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Abstract

Multiple Myeloma (MM) treatment is based on autologous stem-cell
transplantation (ASCT) and chemotherapy regimens. However, one of the most
important adverse effects of MM treatment is peripheral neuropathy (PN), a
condition characterized by the degeneration of peripheral nerves and affecting
30-68% of patients with MM. Thalidomide and bortezomib are used in different
therapeutic regimens for MM and are mainly responsible for PN. Variants in
genes that encode enzymes that act in the metabolism of these drugs or genes
that play a fundamental role in the action of these drugs can be sources of
variation in the individual treatment response. Thus, the aim of this study was to
assess the association between CYP2C19*2 (rs4244285), rs363717 (ABCAL),
rs2839629 (PKNOX1) and rs6103 (SERPINB2) and the occurrence of PN in
patients with MM in treatment regimens that include thalidomide and bortezomib.
Eighty seven patients with MM were recruited for this study. We performed a
descriptive analysis of the sample and a chi-square test to assess the association
between the variants and the occurrence of PN. Survival curves were performed
using the Kaplan-Meier test to assess overall survival, survival of patients
undergoing ASCT and influence of the CYP2C19*2 genotype on survival. The
staging of these patients according to the Durie & Salmon Staging (D&S) and
International Staging System (ISS) systems revealed that 84% of the patients
were in stage lll for D&S and 51% in stage Il for ISS. The main induction therapy
protocol used was cyclophosphamide, thalidomide and dexamethasone (54%)
and 50% of patients achieved at least a very good partial response after
induction. The median overall survival was 13.3 years (SD 10.7-15.8) and the
median survival of the group that underwent ASCT was 13.7 years (SD 11-16.4).
In patients who were not submitted to ASCT the median survival was 7.3 years
(SD 5.7-8.9). We did not find a statistically significant association between the
genetic variants and the occurrence of PN, but our data suggest a possible
relationship of the heterozygous genotype of CYP2C19*2 and greater overall
survival. In a complementary way to molecular analyses, we performed a
differential expression and coexpression analysis to identify new target genes
related to PN. We used data from a study deposited in a public database and

performed the analyses using RStudio Desktop software v.1.0.1. in R language.
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The in silico analyses indicated a relationship between the MAP2K4 and ASPN
genes in the presence of PN when we evaluated coexpression. We believe that
this study can contribute to the search for biomarkers of response to treatment
and although more studies are needed, the results raise new hypotheses to
explain the genetic factors involved in the response to the treatment of MM, as

well as influence on survival.

Keywords: Multiple Myeloma, Peripheral Neuropathy, Thalidomide,
Bortezomib, ABCA1, CYP2C19, PKNOX1 and SERPINB2.

15



Capitulo |

Introducéo

16



1. Introducéao

1.1 Mieloma Multiplo

O Mieloma Mdltiplo (MM) faz parte de uma série de disturbios referidos
como gamopatias monoclonais, também conhecidas como paraproteinemias,
disproteinemias ou imunoglobulinopatias, que sédo associadas com a proliferacéo
monoclonal de plasmacitos. Os plasmdécitos se originam a partir de células B que
sofrem expanséo clonal e diferenciacéo, produzindo ao final desse processo 0s
plasmacitos e as células B de memoaria (Figura 1). Os plasmadcitos sdo células
secretoras de imunoglobulinas (lgs). No MM, além dos plasmdcitos as
imunoglobulinas ou fragmentos de Igs secretados também sdo monoclonais. A
presenca de plasmaocitos na medula 6ssea em quantidade superior a 5% € um
fator determinante para estabelecimento de um quadro clinico potencialmente
neoplasico, como o MM (Faria & Silva, 2007).

Plasmacito
‘ Secrecao I
Prollferaqa;/ % de Antico
i Célula B expressora IgG

= . :'

Célula B

ativada \
R
Célula B expressora
de ig de alta afmldade afinidade
CélulaB
de memédria

Figura 1. Ativacao e proliferacado de células B para producéao de
plasmécitos e células B de memoéria (adaptado de Abbas 82 ed.).

17



Dentre as gamopatias monoclonais, a mais comum é a Gamopatia
Monoclonal de Significado Indeterminado (Monoclonal Gammopathy of
Undetermined Significance - MGUS), caracterizada pela infiltracdo de células
plasmaticas clonais na medula éssea e secrecado de proteina monoclonal. O
MGUS é assintomatico e precede de forma consistente o desenvolvimento do
MM, com ou sem uma etapa intermediaria referida como Mieloma Multiplo
Latente (Smouldering Multiple Myeloma - SMM). Aproximadamente 15% dos
pacientes com MGUS ir&o progredir para um quadro de MM, e 20% para MM ou
condicdo relacionada, como amiloidose, distarbio linfoproliferativo ou

macroglobulinemia (Kumar et al., 2017).

A proliferacdo de células plasmaticas clonais ocorre tanto na forma
intramedular, no ambiente da medula 6ssea e sendo associado com MGUS,
quanto na forma extramedular, quando células plasmaticas atingem outros
tecidos e contribuem para manifestacdes clinicas. A forma extramedular esta
associada com a progressao da doenca para um quadro clinico de SMM, MM ou
leucemia de células plasmaticas (Figura 2) (Rajkumar et al., 2014).

Células Plasmaticas Clonais Células Plasmaticas Clonais Malignas

@800 QO
| | Q@ %@ @82 oS

Iniciacao Progresséo
4 Y4 A
Centro germinativo ——— Medula dssea Sangue periférico
Leucemia
MGUS - SMM _— MM —>  decélulas
plasmaticas

Figura 2. Evolucao das gamopatias monoclonais (adaptado de Kumar et al., 2017).
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1.2 Epidemiologia

O MM representa 10% das neoplasias hematoldgicas, sendo mais comum
em homens do que em mulheres e duas vezes mais comum em afro-americanos
gquando em comparagdo com caucasianos (Landgren & Weiss, 2009). Dados
epidemiolégicos do National Institutes of Health (NIH) para as regi6es dos
Estados Unidos mostram que em: San Francisco, Connecticut, Detroit, Hawaii,
lowa, New Mexico, Seattle, Utah e Atlanta, a ocorréncia € estimada em
aproximadamente 30.280 novos casos de MM (17.490 em homens e 12.790 em
mulheres) e 12.590 mortes (6.660 em homens e 5.930 em mulheres) anualmente
(Smith et al., 2018). Dados do ano de 2018 da American Society of Clinical
Oncology (ASCO) estimam a ocorréncia de 30.770 novos casos de MM
diagnosticados nos Estados Unidos, representando 1,8% de todos os novos
casos de cancer no pais. O nimero estimado de 6bitos em decorréncia de MM
para o mesmo ano foi de 12.770, representando 2,1% de Obitos em decorréncia
de cancer nos Estados Unidos (Mikhael et al., 2020). Na Europa, a incidéncia é
de 4,5-6/100.000/ano com média de idade entre 65 e 70 anos; a mortalidade é
de 4,1/100.000/ano (Moreau, et al. 2013). A doenca apresenta alta proporgéo de
mortes relacionadas ao cancer, correspondendo a 2% de todas as mortes por
cancer, incluindo 20% de mortes relacionadas a malignidades hematoldgicas
(Jemal, et al., 2008). Na América Latina, pouco se sabe sobre a incidéncia e 0s
aspectos clinicos do MM, e no Brasil ainda ndo ha um conhecimento exato da
incidéncia da doenca, porém, segundo dados de 2016 da International Myeloma
Foundation (IMF) existem cerca de 30.000 brasileiros em tratamento para o0 MM
(Hungria et al., 2013; Kerbauy et al., 2016).

Na ultima década, as taxas de sobrevida para pacientes com MM
apresentaram significativa melhora na populagdo em geral, principalmente
devido a disponibilidade de terapias efetivas como a introducéo do transplante
autologo de células tronco hematopoiéticas como opc¢ao terapéutica (Turesson
et al., 2010). A média de sobrevida em meses para pacientes com recidiva de
MM, ou seja, aqueles pacientes que apds um periodo da doencga estabilizada
sem apresentar sintomas, ou que ap0s um primeiro tratamento e controle da

doenca voltam a apresentar sinais da mesma, era de 12 meses antes dos anos

19



2.000, sendo que ap6s o inicio da atual década a média de sobrevida passou
para 24 meses, tendo um ganho de 12 meses na média de sobrevida dos
pacientes com MM (Kumar et al.,, 2008). As terapias mais modernas, como
medicamentos imunomoduladores e inibidores de proteassoma ocasionaram
uma melhora na sobrevida dos pacientes com MM, elevando as taxas de

sobrevida para uma faixa de 5 a 10 anos (Kazandjian, 2016).

Dados da Organizacao Mundial da Saude (OMS) do ano de 2018 para a
distribuicdo do MM no mundo mostram que para individuos com mais de 30 anos
a taxa de incidéncia de MM é maior na América do Norte, Europa e Oceania
(Figura 3). Quanto as taxas de mortalidade, dados da OMS mostram que para
individuos com mais de 30 anos essas taxas aparecem mais altas na América
do Norte, Europa, Oceania, alguns paises do Sul da Africa e América do Sul
(Figura 4). Dados do DATASUS referentes a MM e neoplasias malignas de
plasmdcitos para todos os estados do Brasil no periodo de 2013 a 2018, mostram
que o0 ano de 2018 apresentou 0 maior nimero total de novos diagndsticos de
MM em todo o pais, ao total foram 2.901 diagndsticos (Anexo |), sendo que para
esse mesmo periodo de 2013 a 2018 os casos de MM para individuos do sexo
masculino contabilizaram um namero maior comparado aos casos de MM para
0 sexo feminino (7.778 homens e 6.954 mulheres) (Anexo Il). Os dados também
mostram que a faixa de idade com maior niumero de casos de MM no Brasil é a

faixa entre 60 a 64 anos, contabilizando 2.461 casos (Anexo lII).

Os principais fatores de risco associados ao desenvolvimento de MM séo
individuos com idade avancada ou que possuem comorbidades. A maioria dos
diagnésticos estdo associados a individuos idosos, sendo incomum o
diagnéstico em pacientes com menos de 45 anos de idade. Em pacientes que
apresentam diagnostico de MGUS o risco de progressdo para MM é maior
naqueles com obesidade, disfun¢édo imunoldgica ou exposicéo agricola, quimica
ou a radiacdo. Alteracdes citogenéticas, quando detectadas, sdo importantes

para a estratificacdo do risco e atribuicdo do prognadstico (Brigle, 2017).
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Figura 3. Mapa dos dados da OMS sobre as taxas de incidéncia de Mieloma Mdltiplo no
mundo para individuos do sexo masculino e feminino com idade superior a 30 anos.
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Figura 4. Mapa dos dados da OMS sobre as taxas de mortalidade de Mieloma Multiplo no
mundo para individuos de ambos os sexos com idade superior a 30 anos.
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1.3 Caracterizacgéo clinica

O MM é uma doenca com multiplos sinais e sintomas, e o perfil clinico ao
diagnostico € um paciente com média de idade de 65 anos. A doenca 0ssea é a
principal causa de morbidade do MM. Anemia, hipercalcemia, insuficiéncia renal
e maior propensao a infec¢des sdo outras caracteristicas clinicas importantes do
paciente acometido pela doenca (Tabela 1). A anemia é geralmente relacionada
com a infiltracéo de células na medula 6ssea ou disfuncéo renal. Os danos renais
ocorrem principalmente como resultado ao dano tubular pelo excesso de
proteinas, desidratacdo, hipercalcemia e uso de medicamentos nefrotoxicos. O
risco de infec¢cdes € aumentado com a doenca ativa, mas diminuido quando ha
resposta terapéutica (Dimopoulos et al., 2008). Cerca de 1 a 2% dos pacientes
apresentam a doenca em sua forma extramedular no momento do diagnéstico,
enquanto 8% desenvolvem essa forma mais adiante durante o curso da doencga
(Short et al., 2011).

Tabela 1. Frequéncia das caracteristicas clinicas em pacientes com

MM.
Caracteristica clinica Frequéncia (%)
Anemia 75%
Hipercalcemia 25%
LesBes Osseas 80%
Insuficiéncia renal 20 a 40%

Fonte: (adaptado de Dimoupoulos et al., 2008; Hungria, 2013).

A maioria dos pacientes com MM evoluem de um estagio pré-maligno que
€ assintomético, o MGUS, e que esta presente em mais de 3% da populacéo
acima de 50 anos e progride para o0 MM ou malignidade relacionada em uma
taxa de 1% ao ano. Por ser assintomatico, mais de 50% dos individuos com

MGUS tém essa condicdo ha mais de 10 anos antes de ser realizado o
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diagndstico clinico. Em alguns pacientes uma forma sintoméatica intermediaria
pode estar presente, o SMM, que pode ser diagnosticado devido a proliferacao
de plasmdcitos e algumas caracteristicas clinicas associadas. O SMM pode
evoluir para o MM em uma taxa de aproximadamente 10% ao ano nos primeiros
5 anos apo6s o diagnéstico, sendo que esta taxa pode ser influenciada pela
presenca de alteracdes citogenéticas que conferem um maior risco de
progressao de SMM para MM, como t(4;14), del(17p) e ganho (1q) (Rajkumar,
2016).

Cerca de 80% dos casos de MM sédo originados de um MGUS de
imunoglobulinas nao IgM, e 20% dos casos de um MGUS de imunoglobulinas de
cadeias leves. Na progressao de MGUS para MM, a imunoglobulina IgM pode
estar envolvida com a macroglobulinemia Waldenstrém, que € um tipo de linfoma
nao Hodgkin, mas a progressdo de um MGUS com IgM para um quadro de MM
é raro (taxa de progressao de 0,5 — 1% ao ano). O risco dessa progressao pode
ser mais elevado quando ha concentracdo de proteinas monoclonais, taxa de
proteina sérica de cadeia leve, plasmocitose na medula éssea, proporcao de

células plasmaéticas clonais e presenca de imunoparesia (Rajkumar et al., 2014).

A presenca de células plasméticas no ambiente fora da medula 0ssea
caracteriza um MM extramedular. A origem mais comum do MM extramedular &
a partir da extensao direta da medula 6ssea através do 0sso cortical, afetando o
esqueleto axial, o que caracteriza o comprometimento 6ésseo do MM
extramedular (Figura 5A). De forma menos frequente pode ocorrer disseminagéo
na forma de plasmocitomas de tecidos moles ou 6rgaos, geralmente envolvendo
pele, figado, rins, sistema nervoso central (SNC), cavidade pleural, linfonodos e
pancreas (Figura 5B). A incidéncia de MM extramedular em novos diagnosticos
de MM é de 7 a 18%, e na recidiva de MM a incidéncia € de 10 a 30%. A
ocorréncia de MM extramedular esta associada a um pior prognostico (Muchtar
et al., 2017).
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Figura 5. MM extramedular. (A) MM extramedular com comprometimento 6sseo. (B) MM
extramedular com disseminacéo de plasmocitomas afetando diversos tecidos e 6rgaos
(adaptado de Muchtar et al., 2017).

N

1.4 Diagndstico

O MM é classificado como assintomatico ou sintomatico, dependendo da
auséncia ou presenca da doenca relacionada a disfun¢des em érgaos ou tecidos,
incluindo hipercalcemia, insuficiéncia renal, anemia e doenca 6ssea (critérios
CRAB) (Kyle & Rajkumar, 2009). Por volta da década de 60, ainda ndo havia
disponibilidade de terapias mais avancadas para o tratamento do MM, e,
portanto, a tomada de decisdes terapéuticas em casos de recidiva da doenca,
resultavam em terapias mais restritivas e escassas. Entretanto, ao longo das
décadas novos medicamentos foram aprovados para uso no tratamento de MM
e critérios diagndsticos antes utilizados como ferramentas para definir a doenca
a partir de sintomas, passam a ser ferramentas utilizadas como biomarcadores
do MM, sendo adicionados aos antigos critérios (hipercalcemia, anemia, dano

renal e lesdes Osseas), novos critérios como, por exemplo: porcentagem de
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células plasmaticas na medula éssea e presenca de imunoglobulinas anormais

no sangue e/ou urina (Landgren & Rajkumar, 2016). Os critérios de diagndéstico

atuais para MGUS, SMM e MM estao descritas na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2. Critérios de diagnéstico para MM e disturbios relacionados.

MGUS

- Proteina monoclonal sérica (tipo ndo IgM) <3 g/dL;
- <10% células plasmaticas clonais na medula 6ssea;

- Auséncia de hipercalcemia, insuficiéncia renal, anemia e
lesbes 6sseas que podem ser atribuidas a proliferacdo

plasmatica e dano a 6rgaos.

SMM

- Proteina monoclonal sérica (tipo IgG ou IgA) =3 g/dL, ou
proteina monoclonal urindria 500mg/24h e/ou 10-60% de

células plasmaticas na medula éssea;

- Auséncia de eventos que definam mieloma ou amiloidose.

MM

- 10% de células plasméticas clonais na medula 6ssea, ou
plasmocitoma 6sseo, ou MM extramedular comprovado por
bidpsia.

Eventos de definicdo de MM

(relacionados a proliferacdo plasmatica ou danos a 6rgaos):

- Hipercalcemia: calcio sérico >25 mmol/L (>1 mg/dL) maior que
o limite superior normal, ou >275 mmol/L (>11 mg/dL);

- Insuficiéncia renal: depuracdo da creatinina <40 mL/min ou

creatinina sérica >177 pmol/L (>2 mg/dL);

- Anemia: valor de hemoglobina >2 g/dL abaixo do limite inferior

normal ou valor de hemoglobina <10 g/dL;

- Lesdes Osseas: 21 lesdo osteolitica na radiografia esquelética,
TC ou PET/CT,
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- 60% de células plasméticas clonais na medula 6ssea;
- Taxa de FLC sérica (serum free light chain) 100mg/L;

- >1 leséo focal em estudos de ressonancia magnética (tamanho

=5mm).

Fonte: (adaptado de Gandolfi et al., 2018).

A investigacdo diagnostica completa para o MM é baseada no carater
sistémico e multifatorial da doenca, incluindo trés linhas de andlise: estudos
laboratoriais a partir de amostras de sangue e urina, bidépsia de medula e
andlises radioldgicas. A andlise laboratorial compreende a contagem completa
de células sanguineas com contagem diferencial e plaquetaria, uma abordagem
bioquimica através da avaliagdo de marcadores como creatinina e [2-
microglobulina, eletroforese de proteinas séricas com quantificacdo da proteina
M com imunofixacéo, cadeias leves livres no soro (serum free light chain — FLCs)
e urina de 24h para eletroforese de proteinas totais. A biépsia de medula é
realizada para avaliacdo do MM a partir de testes de imunohistoquimica,
citometria de fluxo e analises de citogenética por hibridizacdo in situ por
fluorescéncia (fluorescence in situ hybridization - FISH) sendo avaliada a
porcentagem de plasmacitos e presenca de alteracdes citogenéticas que podem
ter valor prognéstico. As analises radioldgicas permitem avaliar as lesdes 0sseas
que séo caracteristicas do MM. Na radiografia as les6es apresentam aparéncia
osteolitica perfurada, na técnica de tomografia computadorizada, que é mais
sensivel, € possivel detectar lesdes com destruicdo 6ssea <5%, além disso, sédo
Uteis para avaliar o envolvimento de tecidos moles circundantes. Técnicas como
ressonancia magnética e tomografia por emissédo de pdsitrons (positron emission
tomography - PET) séo técnicas ainda mais sensiveis e utilizadas para avaliar o

comprometimento sistémico do MM (Brigle & Rogers, 2017).

O prognostico do MM depende de alguns fatores como: idade, presenca
de outras comorbidades, estadio da doenca, agressividade da doenca e resposta
a terapia. Sistemas de estadiamento da doenca sdo capazes de fornecer
informacdes a respeito do prognostico, mas ndo sdo capazes de auxiliar nas
escolhas terapéuticas pois se concentram em classificar os pacientes de acordo

com alteracdes laboratoriais juntamente com achados radiologicos (Russel &
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Rajkumar, 2011). Altera¢des citogenéticas podem auxiliar na escolha terapéutica
e sdo fatores importantes para determinacdo de progndstico, auxiliando na

estratificacdo de grupos de alto risco (Kumar & Rajkumar, 2018).

1.5 Estadiamento

H& uma grande variacdo na sobrevida dos pacientes com MM, isso se
deve a fatores como carga tumoral, biologia da doenca e resposta a terapia. Para
auxiliar na tomada de decisdes e caracterizar os pacientes de acordo com 0s
achados laboratoriais e clinicos, e assim possibilitar determinar o curso da
doenca ou escolha terapéutica, se faz o uso de sistemas de estadiamento. Os
principais sistemas de estadiamento usados na pratica clinica em pacientes com
MM séo: Durie & Salmon System (D&S) e International Staging System (ISS).
Esses sistemas consideram caracteristicas bioldgicas da doenca e presenca ou
auséncia de anormalidades citogenéticas secundarias, sendo que essas
alteragOes variam conforme a fase da doenca e muitas vezes auxiliam a

determinar o prognostico dos pacientes (Hari et al., 2009).

O sistema de estadiamento D&S foi descrito pela primeira vez em 1975
através de um estudo que relacionou a medida de massa celular no MM com
presenca de caracteristicas clinicas, resposta ao tratamento e sobrevida (Durie
& Salmon, 1975). O sistema de estadiamento ISS foi desenvolvido com base em
um estudo com 4.445 pacientes com diagnostico recente de MM provenientes
de 11 ensaios internacionais. O estudo mostrou que a taxa de sobrevida em um
periodo de 5 anos de pacientes que foram classificados de acordo com o sistema
ISS foi de 82% no estadio |, 62% no estadio Il e 40% no estadio Il (Rajkumar,
2016).

O sistema D&S (Tabela 3) estratifica os pacientes de acordo com a carga
da doenca (pico de proteina M, valores de hemoglobina, célcio sérico e lesdes
osteoliticas) em trés grupos de risco (baixo, intermediario e alto) e faz uma sub-
classificagcdo em dois grupos (A e B) de acordo com a fungao renal. O sistema
ISS (Tabela 4) € mais simples e preciso, pois ndo requer uma interpretacao

médica das imagens radioldgicas. ISS utiliza valores de niveis séricos de B2-
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microglobulina e albumina sérica como biomarcadores progndsticos de

pacientes com novos diagnosticos. Apos revisdo do sistema ISS também foram

incorporados os valores dos niveis de LDH (lactato desidrogenase) por se

mostrarem biomarcadores progndsticos importantes (Ziogas et al., 2018).

Tabela 3. Critérios para estadiamento conforme sistema de estadiamento

D&S.

Estadio D&S

Critérios

Todos os seguintes critérios:
-Hb >10g/dL;
-Calcio normal;
-IgG <5g/dL; IgA <3g/dL;
-Proteina urinaria monoclonal <4g/24h;

-Auséncia ou lesdo 6ssea Unica.

Entre os estadios | e llI.

Qualquer um dos seguintes critérios:
-Hb <8,5¢g/dL;
-Célcio >12mg/dL;
-IgG >7g/dL; IgA >5g/dL;
-Proteina urinaria monoclonal >12g/24h;

-Multiplas lesbes osteoliticas.

A

se creatinina <2mg/dL.

B

se creatinina 22 mg/dL.

Fonte: (adaptado de Deng et al., 2018).
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Tabela 4. Critérios para estadiamento conforme sistema de estadiamento
ISS.

Estadio ISS Critérios

Apresentar todos 0s seguintes critérios:
- Albumina sérica 23,5g/dL;
- B2-microglobulina sérica <3,5mgl/L;

- Nenhuma alteracao citogenética de alto

risco;

-Niveis de LDH séricos normais.

I N&o pertencer ao estadio | ou lll.

Apresentar ambos 0s critérios:

- B2-microglobulina sérica 25,5¢g/dL;

M
- Alteracdes citogenéticas de alto risco

[t(4;14), t(14;16), del(17p)] ou niveis elevados
de LDH.

Fonte: (adaptado de Rajkumar et al., 2016).

1.6 Tratamento

Pacientes que apresentam condi¢des relacionadas ao MM, como MGUS
e SMM, nao tem indicacdo de tratamento, muitas vezes porque nao foram
diagnosticados com tais condi¢cdes devido ao carater assintomético. Pacientes
diagnosticados com MGUS e SMM devem seguir em monitoramento quanto a
progressao da doenca, sendo que o risco de progressao para MM é de cerca de
10% nos primeiros 5 anos da doenca, apresentando queda subsequente nos
proximos 5 anos, quando o risco é de 3%, e nos 10 anos seguintes, o risco de
progressao € reduzido para 1% (Kyle et al., 2007).

O tratamento de plasmocitomas 0sseos solitarios ou plasmocitomas extra-
0sseos, que sao lesdes dsseas em achados radioldgicos que podem evoluir para

o MM, é feito a partir de radioterapia ou cirurgicamente; a progressao para o MM
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ocorre em 30 a 60% dos casos sendo imprescindivel 0 acompanhamento médico
desses pacientes. Pacientes com MM sistémico ativo tem indicacdo para
tratamento com quimioterapia a fim de prevenir a progressao da doenca e reduzir
0s sintomas. A remissdo parcial muito boa ou remissdo completa apds o
tratamento do MM sistémico esta associado a melhora do resultado a longo
prazo (Rollig et al., 2015).

O tratamento do MM deve ser iniciado imediatamente em pacientes
sintoméaticos que demonstrem lesdes orgéanicas. O primeiro passo para definicao
do tratamento é quanto a elegibilidade do paciente a realizacdo do transplante
autdlogo de células-tronco hematopoiéticas (TACTH) (Anexo 4), que é
geralmente indicado para pacientes com menos de 65 anos, com auséncia de
disfungdes no coracdo, rins, figado, ou outras comorbidades ndo controladas,
como diabetes. Pacientes elegiveis ao TACTH recebem um tratamento
mieloablativo apds a inducdo da remissao pelo tratamento de primeira linha que
consiste em administracdo de agentes alquilantes, como o melfalan. De acordo
com o perfil clinico do paciente com MM, normalmente um paciente com idade
avancada que na maioria das vezes nédo sera elegivel ao TACTH, a conduta
terapéutica baseia-se na administracdo de tratamentos por varios ciclos, a fim
de melhorar a resposta terapéutica de acordo com um maior periodo de
administracdo. E recomendada a reducéo de dose conforme a idade para evitar
efeitos toxicos e aumentar a tolerabilidade do tratamento nesses pacientes

(Harousseau et al., 2010).

Cerca de 15% dos pacientes com MM exibem um curso altamente
agressivo da doenca. Esses pacientes de alto risco sdo definidos a partir de
andlises citogenéticas que permitem identificar alteracdes com importancia
prognostica. As alteracdes citogenéticas como, t(4;14) e t(14;16), séao
associadas a um pior prognostico e estéao relacionadas a uma menor sobrevida
livre de progressdo apoOs inducdo. Os pacientes que apresentam essas
alteragOes estdo mais propensos a manifestar relapso da doenca mais

precocemente (Joseph et al., 2017).

Do ano de 1950 até o final da década de 1990, o pilar da terapia do MM
eram 0s medicamentos alquilantes (melfalan e ciclofosfamida), antraciclinas,
corticosteroides (prednisona e dexametasona) e em pacientes elegiveis ao
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TACTH, altas doses de quimioterapia seguido pelo transplante.
Subsequentemente, talidomida, bortezomibe e lenalidomida surgiram como
agentes eficazes e melhoraram significativamente o desfecho clinico dos
pacientes. Talidomida e lenalidomida foram considerados pro-farmacos
imunomodulatérios (Immunomodulatory drugs - IMiDs), embora estudos
mostrem que esses farmacos atuam ligando-se e ativando a proteina Cereblon
(CRBN) em um complexo ubiquitina E3 ligase, resultando em uma rapida
ubiquitinacéo e degradacéo de dois especificos fatores de transcrigcdo de células
B, IKZF1 e IKZF3 (Zhu et al., 2014).

Em 2013, carfilzomib (inibidor de proteassoma de segunda geracao) e
pomalidomida (outro andlogo da talidomida e mais potente IMiD) foram
aprovados para uso nos EUA, e em seguida, outros farmacos foram aprovados
para o MM, panobinostato (inibidor de deacetilase), ixazomib (inibidor de
proteassoma), elotuzumab e daratumumabe (anticorpos monoclonais com alvo
em SLAMF7 e CD38, respectivamente) (Rajan & Kumar, 2016). O aumento da
disponibilidade de agentes alvos altamente efetivos com toxicidade limitada tem
deslocado o paradigma terapéutico de combinacdes de 2 medicamentos para o
uso de modernas estratégias de combinacdes de 3 medicamentos efetivos
(Landgren & Rajkumar, 2016).

As abordagens terapéuticas variam conforme o quadro clinico do paciente
e a tolerdncia ao tratamento. Terapias de inducdo em pacientes elegiveis ao
TACTH seguem uma abordagem de 3 ou 4 ciclos de tratamento seguido por
transplante e manutencdo com lenalidomida ou bortezomibe em pacientes com
médio ou alto risco, respectivamente. Administracdo de bortezomibe por via
subcutdnea ou baixas doses de dexametasona uma vez na semana Sao
preferiveis para uma terapia inicial, porém, para o controle rapido da doencga néo
séo as abordagens mais adequadas. Em pacientes néo elegiveis ao TACTH as
escolhas terapéuticas utilizadas sdo semelhantes, porém, ha um acréscimo no
namero de ciclos de tratamento que aumentam para 8 a 12 ciclos. Em casos de
recidiva do MM deve-se considerar um novo TACTH, caso 0 paciente seja
elegivel, ou a retomada da terapia de inducdo caso a recidiva da doenca tenha
ocorrido ap6s 6 meses da interrupcdo do tratamento. Em casos de recidivas

frequentes sao iniciadas combina¢gfes com novos medicamentos e a interrupgao
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do tratamento é razoével a partir do momento em que se atinge um plat6 estavel,

para que assim também se reduzam as chances de toxicidade (Rajkumar, 2018).

Alcancar uma resposta completa (Tabela 5) apés o TACTH é um passo

crucial para uma resposta e sobrevida mais longas, e isso depende da eficacia

da terapia de inducdo. O uso de talidomida, bortezomibe e lenalidomida em

terapias combinadas apresenta um importante avanco no tratamento do MM,

resultando em um aumento de resposta completa no pré-transplante e pdos-

transplante. (Mateos et al., 2015).

Tabela 5. Critérios para avaliacdo da resposta ao tratamento.

Resposta

Critérios

Resposta completa stringent

- Relacéo de proteinas de cadeias leves
normal;

- Auséncia de plasmacitos clonais por
imunohistoquimica ou citometria de fluxo.

Resposta completa

- Imunofixacéo sérica e urinéria negativas;
- Auséncia de tecido plasmaocitario;

- <5% de plasmacitos clonais na medula
ossea.

Resposta parcial muito boa

- Deteccao de proteina-M sérica ou urinaria

por imunofixagdo com eletroforese negativa

ou reducgéo de 90% ou mais na proteina-M
sérica;

- Nivel de proteina-M urinaria <100mg em 24
horas.

Resposta parcial

- Reducéo da proteina-M sérica maior que
50%;

- Reducéo da proteina urinaria maior que
90% ou <200mg em 24 horas;

- Tecido plasmocitario 250%.

Fonte: (adaptado de Durie et al., 2006).
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1.6.1 Talidomida

A talidomida (Figura 6) foi sintetizada em 1954 pelo laboratério Chemie
Grinenthal na Alemanha ocidental. Em 1957 a talidomida comecou a ser
comercializada como um medicamento sedativo seguro e nao toxico. Em 1960
comecaram a surgir crescentes sugestoes a respeito do uso da talidomida como
a causa de uma epidemia de defeitos graves ao nascimento, especialmente a
focomelia (Lenz & Knapp, 1962). Atualmente se sabe que a talidomida tem
multiplas acbes no organismo, possuindo acbes antiangiogénicas,
antiinflamatdrias, e imunomodulatérias, sendo utilizada para tratar diversas
condi¢des clinicas, incluindo o Eritema Nodoso Hansénico e o MM (Vargesson,
2015).

Figura 6. Estrutura quimica da molécula da talidomida (Disponivel em:
https://www.pharmgkb.org/).

No MM, a talidomida comecou a ser utilizada com base no seu potencial
efeito antiangiogénico e imunomodulador. A talidomida regula a expressao de
moléculas de adeséao, inibe a producdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), estimula a proliferacéo de células T citotoxicas, favorece o bloqueio do ciclo
celular na fase G1 e induz apoptose. A importancia da inibicdo de TNF-a € que
a citocina pro-inflamatoria auxilia no desenvolvimento neoplédsico através da

modulacdo das interacdes de adesao celular das células de mieloma com o
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microambiente tumoral (Lazaro et al., 2018). A talidomida se liga a proteina
CRBN que faz parte do complexo ubiquitina E3 ligase que catalisa a fixacao de
cadeias de ubiquitina para proteinas e as proteinas sinalizadas sdo degradadas
pelo proteassoma, um processo de homeostase celular normal. Ao se ligar ao
CRBN, a talidomida induz um efeito inibidor na ubiquitinacdo de CRBN,
sugerindo que esse processo possa contribuir para os seus efeitos terapéuticos.
O efeito do CRBN de degradacdo mediada por proteassoma é bloqueado pela
talidomida, resultando em acumulo de CRBN nas células, e esse aumento dos
niveis celulares de CRBN leva também ao aumento da atividade do complexo
ubiquitina E3 ligase, facilitando a degradacao de seus alvos e aumentando a
sensibilidade ao tratamento (Knobloch et al., 2017; Liu et al., 2015).

A fim de buscar alternativas terapéuticas mais eficazes e seguras, ao
longo do tempo foram sintetizados analogos da talidomida, como a lenalidomida
(Figura 7A) e a pomalidomida (Figura 7B) que se mostraram mais eficazes na
estimulacao de linfocitos T citotdxicos, células natural killer (NK) e na diminuigdo
da adesao das células plasmaticas ao estroma, com consequente reducdo na

producao de citocinas e inducao de apoptose (Mitsiades et al., 2002).
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Figura 7. Estruturas quimicas dos analogos da talidomida. (A) Estrutura quimica da
lenalidomida. (B) Estrutura quimica da pomalidomida (Disponivel em:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

A talidomida tem como segundo efeito adverso mais importante o
desenvolvimento de neuropatia periférica (NP), sendo o primeiro evento adverso
mais grave apos a teratogénese. A NP induzida por talidomida ocorre em até
70% dos pacientes ap0Os exposicdo prolongada, considerando cerca de 12

meses de uso (Mohty et al., 2010). As taxas de incidéncia variam de 25 a 80%,
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sendo que em aproximadamente 15% desses pacientes essa condicdo leva a

descontinuacao do tratamento (Mileshkin et al., 2006).

1.6.2 Bortezomibe

O bortezomibe (Figura 8) faz parte de um grupo de medicamentos
chamados inibidores de proteassomas (IP), foi desenvolvido pela companhia
farmacéutica americana Millennium/Takeda e Janssen. Apesar de ter sido
desenvolvido inicialmente como um agente antiinflamatorio, verificou-se que
possuia atividade antitumoral na década de 90. Em 2003, ap0s cerca de 7 anos
da sintese inicial, o bortezomibe foi aprovado pelo Food and Drug Administration
(FDA) para o tratamento de pacientes com MM que apresentaram recaida apos
dois esquemas terapéuticos anteriores. Em 2014, o bortezomibe foi aprovado
para tratamento de pacientes com MM que responderam a terapia anterior com
0 mesmo medicamento, mas que apresentaram recaida da doenca pelo menos

6 meses apos o ultimo protocolo de tratamento (Robak, 2019).

O bortezomibe possui alto grau de seletividade para o proteassoma, e nao
inibe outras proteases, realizando sua atividade antiproliferativa e antitumoral ao
inibir a degradagéo proteassomal de varias proteinas reguladoras ubiquitinadas.
Essa inibicdo ocorre pela ligacdo do bortezomibe no seu sitio catalitico do
proteassoma 26S, o que resulta em niveis intracelulares aumentados de p27 e
p53, que sdo proteinas responsaveis pela inibicdo da proliferacdo celular e
manutencdo da estabilidade gendmica, respectivamente (Hideshima et al.,
2001). O tratamento com bortezomibe tem sido associado com despolarizacao
da mitocéndria e apoptose. O bortezomibe pode ser administrado por via

intravenosa ou principalmente por via subcutanea (Moreau et al., 2011).
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Figura 8. Estrutura quimica da molécula do bortezomibe (Disponivel em:
https://www.pharmgkb.org/).

O tratamento com bortezomibe em pacientes com MM pode causar NP, a
incidéncia é estimada em até 40% dos pacientes. A NP induzida por bortezomibe
€ predominantemente sensorial e reversivel na maioria dos pacientes, e esta
relacionada a dose utilizada e ao modo de administragdo do medicamento. A
administragao subcutanea do bortezomibe leva a uma diminuig&do da ocorréncia
de NP quando comparado a administracao intravenosa, sendo que a ocorréncia
de NP por via intravenosa ocorre em 53% das vezes, enquanto a administracéo

por via subcutanea ocorre em 38% das vezes (Luczkowska et al., 2018).
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1.7 Eventos adversos no MM

O MM é uma condicdo que esta associada a diversas comorbidades
provenientes tanto da propria doenga quanto dos tratamentos utilizados. A
maioria dos pacientes recebem diversos medicamentos, seja para controle
sintomatoldgico, resultante do agravamento do quadro clinico, ou por condicées
especificas da propria doenca, fazendo uso de esquemas de tratamento que
muitas vezes consistem em combinacdes terapéuticas. Por conta do uso de
multiplos medicamentos para fins distintos, considera-se dificil atribuir
claramente um efeito adverso especifico a um medicamento de forma individual
(Ludwig et al., 2017).

Para IMIDs, como talidomida e seus analogos (lenalidomida e
pomalidomida), o principal evento adverso relacionado é a teratogénese,
portanto, medidas de orientac&o e contracepcéo sédo fundamentais. A gravidade
e a incidéncia dos demais eventos adversos associados aos IMIDs sé&o
dependentes da dose e do tempo de uso desses farmacos. Eventos adversos
mais comumente associados ao uso de IMIDs sao: sonoléncia, constipacao,
erupcdo cutanea, eventos cardiacos, tromboembolismo venoso e NP. Em
protocolos de tratamento utilizando combinacées de IMIDs com outros
medicamentos, como melfalan e prednisona, os seguintes eventos adversos
podem ocorrer: eventos hematoldgicos, infec¢des, trombose venosa profunda,
toxicidade dermatoldgica ou outras toxicidades neurologicas. Além desses,
outros eventos adversos podem ocorrer, como: tromboembolismo arterial,
tontura, hipotensao ortostatica, neutropenia, trombocitopenia, aumento de carga
viral em paciente com HIV, bradicardia e convulsbées (Kappor et al., 2011; FDA,
2019).

Para os farmacos inibidores de preoteassoma (IP) como bortezomibe,
carfilzomibe e ixazomibe, os eventos adversos associados s&o: neutropenia,
trombocitopenia, anemia, NP, herpes zoster, nausea, diarreia, constipacao,
émese, fadiga, pirexia, dor de cabeca, parestesia, diminuicdo do apetite,
dispneia, erupgdo cutanea, mialgia e toxicidade renal, pulmonar, cardiaca e

gastrointestinal. Alteracbes de doses para esses medicamentos s&o
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recomendadas em resposta a trombocitopenia, neutropenia, erup¢ao cutanea,

NP e outras alteracdes hematoldgicas (FDA, 2019).

A NP é uma das complicagbes mais importantes no tratamento do MM,
afetando a qualidade de vida e a realizacdo de atividades diarias normais dos
pacientes. A NP pode ser causada pelo préprio MM, mas principalmente em
decorréncia do uso de certos medicamentos, como bortezomibe e talidomida. O
risco de NP é aumentado quando talidomida € usada em combinacdo com
bortezomibe. Estima-se que a ocorréncia de NP é de 60% quando o tratamento
€ combinado em comparacdo com 13% quando utiliza-se no tratamento a

talidomida individualmente (Li et al., 2020).

1.7.1 Neuropatia Periférica

A NP é definida como um dano ou degeneracéo dos nervos periféricos
sensoriais e motores. A manifestacdo mais comum da neuropatia periférica é a
neuropatia sensorial apresentando sintomas como dorméncia, formigamento nas
maos e pés, mudancas na sensibilidade ao toque e calor, e dor neuropética, na
qual os pacientes podem sentir como uma dor ardente. Outra manifestacéo da
NP ¢é a arreflexia (auséncia de reflexos) e reducdo da propriocepcdo causando
falta de coordenacdo. Menos frequentemente ocorrem prejuizos no sistema
nervoso motor causando atrofia, fasciculacdo ou fraqueza nos musculos distais.
Neuropatia autbnoma pode resultar na aparicdo de sintomas como alteracao de
sudorese, hipotensao ortostéatica, bradicardia, constipacao, retencdo urinéria ou
impoténcia (Silberman & Lonial, 2008).

A NP que é induzida por quimioterapia € uma condi¢cdo adversa comum
decorrente do tratamento com diversos agentes quimioterapicos incluindo
componentes de platina, taxanos, alcaloides da vinca, talidomida e inibidores de
proteassoma, como o bortezomibe. A incidéncia relatada para a NP encontra-se
em uma faixa variavel de 30% a 68% de pacientes que realizam o tratamento
com varios agentes antineoplasicos. A conduta clinica com a NP induzida por

quimioterapia ndo se restringe somente ao manejo do tratamento (reducdo de
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dose, atraso ou cessacao da terapia), mas também influencia significativamente

na qualidade de vida dos pacientes apds o tratamento (Seretny et al., 2014).

No contexto do MM, a NP € uma complicacdo que pode ocorrer devido a
propria doenca ou por advento das terapias, incluindo esquemas baseados em
talidomida e bortezomibe. Até 20% dos pacientes com MM tém NP no momento
do diagndéstico e até 75% podem apresentar NP em decorréncia do tratamento
(Richardson et al.,, 2012). A incidéncia de NP induzida por bortezomibe é
estimada em 40% dos pacientes, sendo predominantemente sensorial e
reversivel em muitos casos. A NP induzida pelo bortezomibe esta relacionada

com a dose, esquema terapéutico e modo de administracéo (Terpos et al., 2015).

Fatores de risco para a NP induzida por talidomida em pacientes com MM
incluem idade avancada, neuropatia pré-existente e utilizacdo de outros
quimioterapicos. Os pacientes apresentam desordens sensoriais simétricas e
bilaterais, raramente desordens motoras ou disautonomias (Morawska et al.,
2015). As manifestacdes clinicas incluem tremores, sensac¢des de picadas ou
dorméncia (parestesia distal ou hiperestesia) que inicialmente afetam os dedos
do pé e ocasionalmente os dedos das méos, podendo se estender para as
regides proximais. Nos estagios tardios a sensibilidade vibratéria profunda e a
propriocepcao podem ser afetadas levando a ataxia progressiva, e em casos
mais graves, a talidomida também pode causar comprometimento motor
(Mileshkin et al., 2006).

A avaliagdo de NP é baseada em diferentes abordagens, utilizando-se de
exames clinicos e classificacdo em escalas de neurotoxicidade a partir de
sintomas. Os sistemas de classificacdo mais amplamente utilizados para avaliar
a neurotoxicidade sdo os Critérios Comuns de Toxicidade do Instituto Nacional
do Céancer (NCI-CTC) e critérios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
(Argyriou et al., 2008). Porém é importante observar que até o0 momento nao foi
desenvolvida nenhuma ferramenta para avaliagéo especificamente de pacientes
com MM e que levem em consideracdo uma avaliagdo mais sensivel e focada
nos sintomas de NP (Seval & Beksac, 2018). Dentre os varios fatores que
influenciam a ocorréncia de eventos adversos do tratamento, a genética do

individuo também é um fator que tem importancia nesse desfecho.
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1.8 Influéncia genética na resposta ao tratamento

A resposta individual aos medicamentos varia entre os individuos e pode
ser influenciada por fatores genéticos. A variabilidade da resposta tem influéncia
no efeito terapéutico e ocorréncia de reacfes adversas, sendo que enzimas
metabolizadoras ou transportadoras favorecem variacbes na resposta ao
tratamento. Variantes genéticas em enzimas implicadas no metabolismo de
medicamentos representam uma fonte de variacao individual na resposta. Entre
as enzimas que metabolizam os farmacos, enzimas do citocromo P450, como a
CYP2C19, desempenham um papel particularmente importante na resposta a
talidomida, devido ao seu efeito terapéutico depender da ativacdo metabdlica
pelas enzimas CYP. Estudos com os polimorfismos CYP2C19*2, *3 e *4
sugerem que metabolizadores lentos tém pior desfecho clinico pois tém menor
capacidade de formar os metabdlitos ativos (Ando et al. 2002; Vangsted et al.
2010).

Fatores de risco genéticos relacionados a eventos adversos do
tratamento, como NP, podem fornecer informacgdes sobre possiveis mecanismos
do desenvolvimento de disfuncdes do sistema nervoso periférico. Varios estudos
comparam potenciais fatores de risco entre diferentes agentes neurotoxicos e
pacientes com MM. A NP induzida por bortezomibe foi associada a variantes em
genes de reparo do DNA, genes inflamatorios e de apoptose. A NP induzida por
talidomida foi associada a variantes transportadoras de farmacos, de inflamacéo

do sistema nervoso e de reparo de proteinas (Johnson et al., 2011).

1.8.1 Genes e variantes alvo para farmacogenética do MM

Alguns genes ja foram relatados na literatura por apresentarem relacéo
com a ocorréncia de NP como resultado do tratamento com bortezomibe e
talidomida. Existem variantes polimérficas que podem afetar a resposta ao
tratamento ou a toxicidade do mesmo (Johnson et al., 2011; Li et al., 2020). A
susceptibilidade a NP induzida por talidomida e bortezomibe tem sido associada
a polimorfismos em genes que controlam mecanismos de reparo e inflamacéao
do sistema nervoso periférico (Ludwig et al., 2018). Os genes de estudo foram

selecionados a partir de uma revisao da literatura e de bancos de dados para
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busca de genes relacionados com talidomida e/ou bortezomibe e ocorréncia de
NP.

1.8.1.1 ABCA1

O gene ABCAL esta localizado no cromossomo 9 e faz parte de uma
superfamilia de proteinas, familia ABC, que se ligam a molécula de trifosfato de
adenosina (ATP). S&o proteinas transmembrana ubiquas altamente
conservadas e abundantes em espécies eucaribticas e procaridticas, e estdo
implicadas em diversos aspectos da homeostase lipidica e funcédo celular.
Especificamente, ABCA1 € uma proteina de membrana plasmatica bem
conhecida pelo seu papel na regulagéo do efluxo de colesterol celular, formacéo
de lipoproteinas de alta densidade (HDL) e transporte de fosfolipidios, vitaminas
e outras moléculas lipofilicas. Outras funcbes de ABCAL incluem efeitos anti-

inflamatorios e antiapoptéticos (Bi et al., 2015; Chengmao et al., 2017).

O gene ABCAL é altamente expresso em células hepaticas, macrofagos,
células intestinais e endoteliais, glandula adrenal e trofoblasto placentario. A
expressdo anormal da proteina na placenta estd associada a doengas como
Tangier, deficiéncia familiar de HDL e sindrome Smith-Lemli-Opitz, todas
relacionadas com problemas no metabolismo e biossintese de colesterol
(Chengmao et al., 2017). ABCAl de macrofagos possui atividade anti-
inflamatoria, sendo que a interagdo de apoA-1 com o ABCAL estimula cascatas
de sinalizacdo envolvidas no processo de efluxo anti-inflamatério e lipidico
mediados por ABCAl. O papel de ABCAl referente as caracteristicas
metabodlicas indicam uma associacdo com peso corporal, diminuicdo da
secrecdo e sensibilidade a insulina, porém indicam também um aumento nos
niveis de glicemia (Babashamsi et al., 2019). A capacidade dos transportadores
da familia ABC ao promover o efluxo de colesterol celular livre e melhorar o
transporte reverso do colesterol dos macrofagos na periferia do figado esta

relacionado também a caracteristicas cardioprotetoras (Phillips, 2018).

A variante rs363717 € uma das variantes no gene ABCAL1 que é relatada

na literatura por estar associada com niveis plasmaticos de HDL diminuidos,
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graus severos de anemia e trombocitopenia, e inducdo de neurotoxicidade
periférica induzida por quimioterapia. Essas variantes localizadas em genes que
desempenha um papel fundamental no transporte e metabolismo hepatico, como
€ o caso dos genes da familia ABC, tem importancia na mediacéo de efeitos
colaterais e eficacia de quimioterapicos (Lambrechts et al., 2015; Lu et al., 2015).
A variante rs363717 também foi associada com NP induzida por talidomida
(Johnson et al., 2011).

1.8.1.2 CYP2C19

O sistema enzimatico citocromo P450 (CYP) tem papel importante na
biotransformacdo de muitas substancias enddgenas e exdgenas, incluindo
medicamentos, aditivos alimentares e poluentes. As enzimas CYP séo
responsaveis pela fase | do metabolismo de varios substratos. Dentro da
subfamilia CYP2C, o gene CYP2C19, localizado no cromossomo 10, é altamente
polimérfico e codifica uma proteina que estd envolvida no metabolismo de
farmacos antidepressivos e inibidores de bomba de prétons. A enzima CYP2C19
€ responsavel por metabolizar cerca de 10% de todos os medicamentos. A
atividade dessa enzima apresenta heterogeneidade étnica e expressa diferenca
entre os individuos (Fricke-Galindo et al., 2016; Zhou et al., 2017).

Variantes genéticas no gene CYP2C19 apresentam um papel importante
na variabilidade interindividual na resposta a medicamentos, interacdes
medicamentosas e susceptibilidade a doencas induzidas por produtos quimicos
(Zhou et al.,, 2017). A variante CYP2C19*2 foi associada a uma resposta
diferencial ao regime terapéutico com ciclofosfamida e doxorrubicina, que séo
medicamentos muito utilizados no tratamento de cancer, sendo a ciclofosfamida
um pro-farmaco que precisa ser oxidado para exercer seu efeito citotoxico, e
essa etapa é catalisada por enzimas do citocromo P450, como a CYP2C19 (Jabir
& Hoidy, 2018). Em outros estudos a variante também foi associada com valores
baixos de pressao sanguinea sistélica e diastolica (Stathopoulou et al., 2013). A
variante CYP2C19*2 foi associada também com efeitos adversos da utilizacao

do medicamento iguratimod, um anti-inflamatorio utilizado no tratamento de
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artrite reumatoide, sendo que a variante pode ajudar a prever a eficacia
terapéutica e a toxicidade do mesmo (Xiao et al., 2017). O efeito terapéutico da
talidomida depende da ativacdo metabdlica pelas enzimas CYP, a enzima
CYP2C19 desempenha um papel significativo na ativacao da talidomida (Feng
et al., 2020). Estudos com variantes sugerem que metabolizadores lentos tém
pior desfecho clinico devido a capacidade menor de formar metabdlitos ativos
(Vangsted et al. 2010).

1.8.1.3 PKNOX1

PKNOX1, também conhecido como PREPL1 (proteina reguladora de Pbx),
pertence a superclasse de proteinas TALE (extensdo de loop de trés
aminoacidos) e esta localizado no cromossomo 21. Foi identificado como um dos
componentes do fator 3 de transcritores da uroquinase do fator de transcricdo
humano complexo (UEF-3). PKNOX1 é uma proteina que forma heterodimero
estavel com PBX, que é outra subunidade de UEF-3. O complexo PKNOX1-
PBX1 se liga ao DNA cooperativamente com outros fatores de transcricao,
incluindo proteinas da familia HOX, e o PKNOX1 é capaz de atuar como um co-
ativador na transcricdo de promotores ativados por PBX-HOX. Portanto, o
PKNOX1 pode ser um parceiro intracelular estavel das proteinas PBX para
regular positivamente e negativamente a transcricdo de genes especificos (Imoto
et al., 2001). A heterodimerizacdo de PREP1 com PBX1 forma o fator de
transcricdo UEF-3 (fator potenciador da uroquinase-3) que controla a expressao
da interleucina 3 (IL-3), estromelisina e ativador do plasminogénio da uroquinase
(uPA), uma protease envolvida na fibrindlise inata e imunidade adaptativa. Além
disso, a co-expressao de PBX1-PREPL1 inibe o promotor de glucagon em células
nao produtoras de glucagon e regula varias expressdes de HOX, enquanto em
colaboracéo com os fatores de transcricdo Smad2 e 3, o complexo PBX1-PREP1
induz a transcrigéo de actina mediada pela subunidade beta do horménio foliculo
estimulante (FSHp) (Oriente et al., 2018). PKNOX1 assim como PBX1, também
sdo essenciais durante o desenvolvimento embrionario, organogénese e

diferenciacao (Sicouri et al., 2018).
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A variante rs2839629 no gene PKNOX1 foi relatada por afetar a expresséo
tanto do gene PKNOX1 quanto do gene CBS no tecido nervoso. O alelo de risco
A na variante esta associado com altos niveis de expressao de PKNOX1, sendo
que esses genes codificam proteinas que estdo envolvidas na dor neuropatica e

inflamatéria (Magrangeas et al., 2016).

1.8.1.4 SERPINB2

O gene SERPINB2 (SPB2) também conhecido como inibidor do ativador
do plasminogénio 2 (PAI-2), € um gene localizado no cromossomo 18, cuja
através da placenta e descrito como um inibidor do ativador extracelular de
plasminogénio da uroquinase (UPA) e ativador do plasminogénio tecidual (tPA),
e foi descrito como um Serpin intracelular envolvido na transducédo de sinal,
inibicdo de apoptose, sobrevivéncia de macréfagos, diferenciacdo de monécitos
e queratindcitos, cito-progressao ou modulagdo imune, indicando que a proteina
esta envolvida em processos de diferenciacéo celular (Croucher et al., 2008;
Majoros et al., 2019).

SERPINB2 é uma das proteinas mais reguladas por irradiagdo UV, sendo
que o nivel da proteina aumenta com a radiacdo UV e € transportada do
citoplasma para o nucleo pouco tempo apds a inducdo do dano, sugerindo
também que a proteina de SERPINB2 poderia funcionar como proteina de reparo
em células normais, uma vez que a translocacdo da mesma para o nucleo é
bloqgueada em células tumorais, interferindo na funcdo de reparo do DNA
(Majoros et al., 2019). A expresséo elevada de SERPINB2 foi relacionada a
sobrevida prolongada, diminuicdo da metastase e crescimento tumoral em
diversos tipos de céancer, e foi relacionada também com um progndéstico mais
favoravel em certos tipos de céancer de mama e pancreas e com um pior
prognéstico em cancer de endométrio, ovario e colorretal (Harris et al., 2017;
Schroder et al., 2014). SERPINB2 também foi considerado um marcador de
senescéncia através de um mecanismo de estabilizagdo dos niveis de proteina
p21, sendo que a expressdo de SERPINB2 aparece aumentada em células

senescentes, e em um estudo esse gene mostrou ser um alvo direto da p53

44



induzida em células senescentes através de uma via de resposta a danos no
DNA (Hsieh et al., 2017).

O SERPINB2 foi identificado como um dos genes desregulados
sinergicamente que estimulam a proliferacdo e sobrevivéncia de células-tronco
em leucemia, sugerindo que o gene SERPINB2 poderia servir como marcador
sensivel para prever respostas toxicas, como proliferacédo celular defeituosa ou
diferenciacéo de produtos quimicos, além disso, o gene SERPINB2 foi associado
com a capacidade de regular o potencial de proliferacdo e diferenciacdo de
células-tronco humanas, sugerindo um papel como possivel marcador de
toxicidade (Lee et al., 2018).

A variante rs6103 no gene SERPINB2 foi associada com a ocorréncia de
aborto espontaneo recorrente, e combinado a outras variantes desse mesmo
gene foi relatado 0 aumento de risco dessa mesma condicdo. Essas variantes ja
haviam sido associadas com nascimento prematuro, demonstrando que
estariam implicadas com desfechos adversos da gravidez (Andraweera et al,
2014). Variantes polimérficas no gene SERPINB2 foram relatadas por reduzir o
risco de dano neuronal e favorecer a resolugéo de NP induzida por talidomida,
dando suporte a hipétese de que a susceptibilidade genética pode ter uma
contribuicdo significativa na historia natural da NP induzida por talidomida
(Johnson et al., 2011; Bramuzzo et al., 2017).

45



Capitulo Il

Justificativa

46



2. Justificativa

Os esquemas terapéuticos para o Mieloma Mdultiplo contemplam a
elegibilidade ao transplante aut6logo de células tronco hematopoiéticas (TACTH)
além do uso de combinacdes de tratamentos. Os pacientes de alto risco
(definidos de acordo com as alteracdes citogenéticas presentes) apresentam
menor sobrevida livre de progressado apo0s inducdo e sdo mais propensos a
apresentarem relapso da doenca mais precocemente. No entanto, a
caracterizagdo citogenética e molecular é desafiadora devido ao alto custo e
dificilmente é realizada em pacientes com Mieloma Mdltiplo atendidos no sistema
anico de saude (SUS).

As alteracdes moleculares sdo marcadores de prognéstico importantes,
no entanto, ndo sao utilizados para definicdo de tratamento na pratica clinica de
paises em desenvolvimento, sendo que a escolha de tratamento é definida
independente do conhecimento das alteragdes citogenéticas presentes. Dentre
0s multiplos esquemas da pratica terapéutica, a talidomida é extensivamente
utilizada em diferentes momentos da terapia. No entanto, um evento adverso
importante do tratamento € a neuropatia periférica, uma complicacdo que
geralmente ocorre apos longa exposicéo a talidomida e/ou bortezomibe, sendo

um fator que pode desencadear a interrupgéo do tratamento.

Diante desse cenario, o estudo de variantes genéticas que possam estar
envolvidas no desenvolvimento da neuropatia periférica apos o tratamento com
talidomida e/ou bortezomibe pode auxiliar na busca por biomarcadores que
poderdo ajudar a entender, e talvez prever o prognostico e resposta ao
tratamento com esses farmacos no ambito do SUS, sendo uma alternativa de

menor custo se comparado a pesquisa de alteragfes citogenéticas.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo principal

Avaliar a existéncia de associacao entre variantes genéticas nos genes
SERPINB2, ABCA1, PKNOX1 e CYP2C19 e neuropatia periférica no tratamento
com talidomida e/ou bortezomibe em pacientes com Mieloma Multiplo.

3.2 Objetivos especificos

» Realizar uma andlise descritiva da amostra a partir dos dados clinicos de
pacientes com Mieloma Mdltiplo;

» Estabelecer a frequéncia alélica e genotipica das variantes genéticas de
SERPINB2, ABCA1, PKNOX1 e CYP2C19 em pacientes com Mieloma
Multiplo;

» Associar as variantes genéticas nos genes SERPINB2, ABCA1, PKNOX1
e CYP2C19 com a ocorréncia de neuropatia periférica em pacientes com
Mieloma Multiplo que fazem ou fizeram uso de talidomida e/ou

bortezomibe;

» Utilizar ferramentas de bioinformatica para buscar genes relacionados
com neuropatia periférica e tratamento com talidomida e bortezomibe a
partir de analises de expressao diferencial e coexpressao provenientes de
dados secundarios de estudos experimentais depositados em bancos de

dados publicos.
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4. Outros Resultados

Uma vez que ndo foram encontradas associacdes estatisticamente
significativas entre os genes de escolha e a ocorréncia de neuropatia periférica (NP)
realizamos uma nova abordagem por meio de andlises in silico e biologia de
sistemas a fim de identificar novos genes alvo associados com NP induzida pelo
tratamento com talidomida e bortezomibe. Os resultados preliminares estao

descritos a seguir.

Foi realizada uma pesquisa nos bancos de dados Human Phenotype
Ontology (HPO) para identificar genes relacionados com NP e uma pesquisa no
banco de dados Comparative Toxicogenomics Database (CTD) para genes
relacionados com talidomida e bortezomibe. A Figura 9 mostra o diagrama de Venn
para os resultados da busca. Os 8 genes pertencentes ao conjunto dos genes
relacionados com NP, talidomida e bortezomibe foram: HSPB1, FAS, STATS,
CCND1, MYD88, IL10, RELA e TP53. O gene ABCAL encontra-se no conjunto de
18 genes relacionados com NP e talidomida; CYP2C19 encontra-se no conjunto de
84 genes relacionados com talidomida e bortezomibe; SERPINB2 encontra-se no
conjunto de 525 genes relacionados com talidomida e o PKNOX1 nao apareceu

nessa busca.

thalidomide

bortezomib

Figura 9. Diagrama de Venn para resultados da busca de genes
nas plataformas HPO para neuropatia periférica e CTD para
talidomida e bortezomibe.
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A seguir foram realizadas andlises de expressdo génica diferencial e
coexpressao utilizando dados de estudos depositados em repositorios publicos. Um
estudo depositado no banco de dados Gene Expression Omnibus (GEO) intitulado
“Expression data from BM-CD138+, obtained from newly diagnosed Multiple
Myeloma patients” sob o numero GSE58133 foi utilizado para andlise e os dados
de todas as amostras analisadas foram normalizados no software RStudio Desktop
v.1.0.1. em linguagem R. O estudo utilizou amostras de células plasmaticas
CD138+ de pacientes randomizados de acordo com o tratamento de inducéo: 236
pacientes que receberam esquema VTD (bortezomibe, talidomida e
dexametasona) e 238 pacientes que receberam esquema TD (talidomida e
dexametasona), sendo que esses pacientes também foram estratificados de acordo

com o surgimento ou ndo de NP de grau =2.

A andlise de expressdo diferencial foi conduzida para os 8 genes
pertencentes ao conjunto relacionado com talidomida, bortezomibe e NP (HSPB1,
FAS, STAT3, CCND1, MYD88, IL10, RELA e TP53) e dos genes do presente
estudo (ABCA1, CYP2C19, PKNOX1 e SERPINB2). Nenhum gene apresentou
expressao diferencial estatisticamente significativa, mas a relagcdo de CYP2C19 e
NP é interessante pois essa enzima metaboliza tanto talidomida quanto
bortezomibe, que sdo dois medicamentos associados com indu¢édo de NP (Zhou et
al., 2015). As andlises de expressao diferencial para os genes ABCA1, SERPINB2,
PKNOX1 e CYP2C19 estao apresentadas na figura 10 A-D.
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Figura 10. Analises de expressao diferencial. A. ABCA1 (p=0,7829). B. SERPINB2 (p=0,4045). C. PKNOX1 (p=0,2895). D.

CYP2C19 (p=0,8037). Os boxes azuis representam a auséncia de NP (n=78), enquanto os boxes vermelhos a presenca

de NP (n=42).
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Considerando que pequenas diferencas na expressdo génica nao sao
percebidas por uma analise de expressao diferencial, o objetivo de fazer uma
andlise de coexpressdo foi avaliar pequenos efeitos na expressdo em pares de
genes. A analise preliminar de coexpressao identificou 33 pares de genes que se
alteram, o par de genes que resultou em um dado interessante foi a coexpressao
entre 0s genes MAP2K4 e ASPN que parecem estar correlacionados na presenca
de NP. A figura 11A mostra a coexpressdo de MAP2K4 e ASPN na auséncia de
NP, e a figura 11B mostra a coexpressao de MAP2K4 e ASPN na presenca de NP.
Os dados indicam que ha uma diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) na
coexpressao do par de genes MAP2K4 e ASPN na presenca de NP, sendo que

essa diferenca ndo é observada na auséncia de NP.
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MAP2K4

MAP2K4

33 275 3.00 325

3.0 00
ASPN ASPN

Figura 11. Coexpressao de MAP2K4 e ASPN. A. Coexpressédo de MAP2K4 e ASPN na auséncia de NP. B. Coexpressao
de MAP2K4 e ASPN na presenca de NP.
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5. Discussao

A neuropatia periférica (NP) induzida por tratamentos como talidomida e
bortezomibe pode ocorrer em até 75% dos pacientes durante o tratamento
(Richardson et al., 2012). A NP induzida pelo bortezomibe esté relacionada com a
dose, esquema terapéutico e modo de administracdo. A NP induzida por talidomida
ocorre em até 70% dos pacientes apds exposicao prolongada (Terpos et al., 2015;
Mohty et al., 2010). A resposta terapéutica varia entre 0s pacientes e algumas
variantes genéticas em genes que codificam enzimas associadas ao metabolismo
de medicamentos ou genes associados com eventos adversos ao tratamento

podem ser uma fonte de variacdo dessa resposta.

Variantes nos genes ABCA1 e SERPINB2 séo relacionadas na literatura com
NP induzida por talidomida e resolucdo de NP induzida por talidomida,
respectivamente (Johnson et al., 2011; Bramuzzo et al., 2017). Variantes nos genes
CYP2C19 e PKNOX1 séao relacionadas com ativacdo metabdlica de talidomida e
envolvimento em dor neuropética e inflamatoria, respectivamente (Feng et al.,
2020; Magrangeas et al., 2016). Em nosso estudo as analises de associacao das
variantes com a ocorréncia de NP ndo apresentaram resultados estatisticamente

significativos.

Entretanto, os genétipos homozigoto TT para rs363717 (ABCA1) localizado
na regido 3’'UTR, homozigoto GG para rs6103 (SERPINB2) relacionado com a troca
do aminoacido asparagina para lisina, assim como 0s genotipos heterozigotos para
rs4244285 (CYP2C19*2) e rs2839629 (PKNOX1) foram mais frequentes em nossa
amostra de estudo entre aqueles individuos que ndo desenvolveram NP,
levantando a hip6tese de um possivel efeito protetor dessas variantes diante da NP
nesses individuos. A presenca do alelo de risco A para os genes CYP2C19 e
PKNOX1 em heterozigose n&o parece conferir risco de desenvolvimento de NP
nesses individuos. Para que essas associacdes sejam melhor analisadas outros

estudos com amostras maiores S0 necessarios.
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As analises de sobrevida mostraram que a média de sobrevida global dos
pacientes foi de 13,3 anos, e a sobrevida de pacientes que realizaram o transplante
autélogo de células-tronco hematopoiéticas foi maior quando comparada aqueles
individuos que néo realizaram, sendo que a média entre os individuos que
realizaram o transplante foi de 13,7 anos e 0s que néao realizaram tiveram uma
média de sobrevida de 7,3 anos. Alcancar uma resposta completa apés o
transplante é fundamental para uma resposta e sobrevida mais longas, sendo que
essa resposta € dependente da terapia de inducdo. O uso de talidomida,
bortezomibe e lenalidomida (um analogo mais potente da talidomida recentemente
aprovado) tem um papel fundamental no avanco do tratamento do MM, resultando
em um aumento das taxas de resposta completa tanto no tratamento pré-

transplante quanto no pos-transplante (Mateos et al., 2015).

A enzima CYP2C19 esta relacionada com a metabolizacdo de talidomida e
de outros farmacos que também fazem parte dos protocolos de tratamento para
MM, como ciclofosfamida, dexametasona e doxorrubicina (Li, et al., 2007; Jabir &
Hoidy, 2018; Chen et al., 2003). O gendtipo AA no gene CYP2C19 é associado ha
literatura com metabolizac&o lenta da talidomida (Li et al., 2007), a presenca do
alelo A pode representar uma diminuicdo da metabolizacdo do farmaco, visto que
tanto em heterozigose (GA) quanto em homozigose (AA) ocorre uma reducao da
atividade metabdlica da enzima. A presenca do alelo A parece conferir um fenétipo
de metabolizador lento, o que resultaria em menor toxicidade da talidomida para
esses individuos, visto que a talidomida é um pro-fArmaco e a sua ativacdo é
dependente da enzima CYP2C19, e, portanto, individuos com gendtipo AA

apresentam menor concentracdo da forma ativa da talidomida.

Assim, a fim de analisar a influéncia do genétipo na sobrevida dos pacientes
realizamos uma analise utilizando regressao de Cox controlando para a realizacao
de TACTH, uma vez que nossos resultados apontaram o TACTH como um fator
gue pode influenciar na sobrevida dos pacientes. Quando analisamos apenas 0s
gendtipos de CYP2C19 ndo encontramos diferencas significativas na sobrevida dos

pacientes, sugerindo que o genoétipo nao estaria influenciando na sobrevida.
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Ajustando os dados para a realizacdo de TACTH os resultados sugerem que
individuos heterozigotos para CYP2C19 apresentam tempo de sobrevida maior
quando comparado a individuos homozigotos GG. Assim, com 0 conjunto de
amostras analisadas, sugere-se influéncia de CYP2C19*2 na ocorréncia de
neuropatia periférica e sobrevida dos pacientes.

As andlises provenientes de ferramentas de bioinformética trouxeram novas
perspectivas ao estudo, principalmente em relagcdo ao direcionamento de futuras
analises. As abordagens in silico proporcionaram uma abrangéncia maior de
possibilidades de alvos de estudo, sinalizando potenciais alvos como MAP2K4 e
ASPN que apresentaram correlagcéo na presenca de NP. Mitogen-Activated Protein
Kinase 4 (MAP2K4) faz parte de um grupo de proteinas que respondem a estimulos
extracelulares regulando expressédo génica, mitose, diferenciacdo, proliferacéo e
apoptose. Esse grupo de proteinas (MAPKs) também esta envolvido na ativacao
da maioria dos oncogenes nao nucleares, sendo que MAP2K4 ativa as proteinas
MAPKs em resposta a varios estresses ambientais ou estimulos mitogénicos. Em
amostras de osteosarcoma foi encontrada expressdo mais alta de MAP2K4 no
momento pré-quimioterapia comparado a amostras pés-quimioterapia e controles.
Além disso, a superexpressao de MAP2K4 em amostras pés-quimioterapia foram
associadas a pacientes que ndo apresentaram remissao completa da doenca ao
final do tratamento (Tesser-Gamba et al., 2012). Varios estudos relataram também
gue mutacdes ou expressado anormal de MAP2K4 estédo envolvidas na patogénese
de varios tipos de céancer (Liu et al., 2019). ASPN é um gene que codifica uma
proteina extracelular da cartilagem que pode regular a condrogénese, sendo que
essa proteina também se liga ao colageno e ao calcio e pode induzir a
mineralizacdo do colageno. Estudos de variantes no gene ASPN demonstraram
associagdo entre ASPN e varias doencas Osseas e articulares, incluindo
osteoartrite e artrite reumatoide. Estudos sugerem também a relacdo de ASPN
expresso no microambiente tumoral como um modulador hereditario da progressao
metastatica (Hurley et al., 2016; Mishra et al., 2019). Estudos sugerem um papel de
ASPN na oncogénese de cancer gastrico além da sua implicagdo em mecanismos
de invasao local em carcinoma de mama, como também, sugerem que amplificacdo

de ASPN pode indicar pior desfecho clinico para pacientes com cancer de colorretal
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(Jiang et al., 2019; Li et al., 2019). A possivel relacdo desses genes com NP poderia
estar associada com a expressao de MAP2K4 no momento pré e pos quimioterapia,
e em ASPN, relacionado a comprometimentos neurol0gicos, assim como ocorre em
pacientes com artrite reumatoide, que é uma condicdo que também pode estar
relacionada com a ocorréncia de NP. Embora esses genes sejam potenciais
candidatos e as analises contribuam para a selecdo de alvos de estudo, ensaios
experimentais sdo necessarios para predizer os efeitos bioldégicos envolvidos

NEesSSeS pProcessos.

As andlises de associacado entre as variantes genéticas e a ocorréncia de NP
nao apresentaram resultados estatisticamente significativos, mas como essas
variantes ja foram relatadas na literatura por apresentarem alguma relacdo com
talidomida, bortezomibe e/ou NP, ndo podemos descartar que essa associacao
exista. O tamanho amostral do estudo pode néo ter poder suficiente para detectar

uma real associacao.

Todos os dados clinicos dos pacientes foram acessados a partir de
prontuarios eletrdénicos, e, por isso, 0 detalhamento dos dados pode estar
comprometido. Outra limitacdo importante do trabalho esté relacionada a avaliacédo
de alteracbes moleculares citogenéticas, que sao informacfes utilizadas no
estadiamento (Rajkumar et al., 2016). As andlises de citogenética molecular tém
papel importante na determinagcdo do prognostico do paciente, visto que 0s
portadores de altera¢gdes citogenéticas de alto risco, como t(4;14) possuem pior
prognéstico (Manier et al., 2017). Reconhecemos que os dados de citogenética
molecular podem influenciar em nossos resultados, principalmente ao analisar 0s
dados de sobrevida, porém, devemos considerar que nossa amostra de estudo &
composta por pacientes provenientes de um sistema Unico de saude e que o
acesso a esse tipo de diagnéstico molecular néo faz parte da rotina de atendimento
devido ao alto custo desses exames e por nao haver cobertura do sistema publico
de saude para realizacdo desses exames. Esta informacdo citogenética pode
impactar diretamente nos resultados de sobrevida aqui identificados, portanto tal

resultado deve ser interpretado com cautela

90



O estudo buscou avaliar a relagdo de variantes genéticas ja descritas na
literatura com NP induzida por tratamento em uma amostra especifica de pacientes
com MM. Embora os dados do estudo ndo tenham apresentado associacdes
significativas, sugerimos a reproducdo dessas analises com outras abordagens
experimentais e amostras maiores para um melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos e potenciais novos alvos de estudo. Os resultados obtidos nesse estudo
devem ser avaliados levando em consideracéo as suas limitacfes, entretanto, as
informacbes apresentadas podem colaborar com a compreensao de variantes
genéticas envolvidas com o risco de desenvolvimento de NP que é induzida por

medicamentos, assim como a sobrevida de acordo com protocolos de tratamento.
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6. Conclusfes e Perspectivas

A partir dos resultados encontrados foi possivel satisfazer a todos os
objetivos do estudo. Os objetivos assim como as conclusdes dos achados estao

descritos abaixo.

» Avaliar a existéncia de associacdo entre variantes genéticas nos genes
SERPINB2, ABCAl, PKNOX1 e CYP2C19 e neuropatia periférica no
tratamento com talidomida e/ou bortezomibe em pacientes com Mieloma

Multiplo.

Como objetivo principal do estudo analisamos se as variantes nos genes de
interesse estariam associadas com a ocorréncia de NP na amostra de estudo. Os
dados mostraram que ndo houve nenhuma relagcédo estatisticamente significativa
entre as variantes rs363717 (ABCALl), rs4244285 (CYP2C19), rs2839629
(PKNOX1) e rs6103 (SERPINB2) e a ocorréncia de NP nesses individuos. Embora
nossos resultados ndo mostrem uma relacdo estatisticamente significativa, essas
variantes sdo relacionadas na literatura com a ocorréncia de NP induzida pelo
tratamento com talidomida e/ou bortezomibe, portanto, ndo descartamos que possa
haver uma relacdo, mas ressaltamos que esses dados devem ser replicados em

amostras maiores.

» Realizar uma andlise descritiva da amostra a partir dos dados clinicos de

pacientes com Mieloma Multiplo.

A amostra contou com individuos em sua maioria caucasianos e do sexo
feminino com mediana de idade de 60 anos ao diagndstico. De acordo com 0s
achados clinicos e laboratoriais a maioria dos individuos do estudo foram
classificados em estadios que contemplam caracteristicas associadas a maior
severidade do estado clinico e maior extensdo da doenca. Com relacdo a
ocorréncia de eventos adversos e resposta ao tratamento, que em sua maioria
contemplou protocolos com talidomida, 36% dos individuos desenvolveram a

neuropatia periférica.
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» Estabelecer a frequéncia alélica e genotipica das variantes genéticas de
SERPINB2, ABCAl, PKNOX1 e CYP2C19 em pacientes com Mieloma
Multiplo.

As frequéncias alélicas estédo de acordo com as frequéncias encontradas em
bancos de dados, especialmente com a populacdo brasileira. As frequéncias
genotipicas mostraram que para as variantes rs363717 (ABCAL) e rs4244285
(CYP2C19) houve maior frequéncia de individuos com gendétipo homozigoto TT e
GG, respectivamente. Para as variantes rs2839629 (PKNOX1) e rs6103
(SERPINB2) a maioria dos individuos apresentaram o genétipo heterozigoto e

homozigoto ancestral, respectivamente.

» Associar as variantes genéticas nos genes SERPINB2, ABCA1, PKNOX1 e
CYP2C19 com a ocorréncia de neuropatia periférica em pacientes com

Mieloma Multiplo que fazem ou fizeram uso de talidomida e/ou bortezomibe.

Embora nenhuma variante tenha apresentado associacao estatisticamente
significativa com a ocorréncia de NP, foi possivel observar uma frequéncia maior
de individuos com gendétipo heterozigoto para a variante rs2839629 no gene
PKNOX1 e individuos com genétipos homozigotos TT para a variante rs363717 no
gene ABCAL, CC para a variante rs6103 no gene SERPINB2 e GG para a variante
rs4244285 no gene CYP2C19. Entre os individuos que n&o desenvolveram NP a
frequéncia dos genotipos heterozigotos foi maior nos genes PKNOX1 e CYP2C19,
e a frequéncia de gendtipos homozigotos para as variantes foram maiores nos
genes ABCAL (TT) e SERPINB2 (GG). Essa observacao propde que possivelmente
essas variantes possam estar envolvidas com uma relacdo de protecdo ao
desenvolvimento de NP. Para confirmar essa observacdo, amostras maiores

devem ser avaliadas.

» Utilizar ferramentas de bioinformatica para buscar genes relacionados com
neuropatia periférica e tratamento com talidomida e bortezomibe a partir de

analises de expresséo diferencial e coexpressao provenientes de dados
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secundarios de estudos experimentais depositados em bancos de dados

publicos.

De forma a acrescentar perspectivas ao trabalho e direcionar a novos genes
alvo de estudo, a analise preliminar mostrou que para os genes relacionados em
bancos de dados com talidomida, bortezomibe e neuropatia periférica, a analise de
expresséo diferencial ndo resultou em nenhum gene diferencialmente expresso.
Porém, as analises preliminares de coexpressao mostraram uma possivel relacéo
entre os genes MAP2K4 e ASPN, sugerindo uma influéncia de ASPN em MAP2K4

na presenca de NP.

A analise de variantes nesses genes, assim como a expressao destes em
pacientes com MM com e sem NP pode auxiliar na compreenséao do verdadeiro
papel desses genes no aparecimento do efeito adverso. Além disso, o
acompanhamento desses pacientes quanto ao desenvolvimento tardio de NP e
andlises de imunofenotipagem podem ser abordagens futuras interessantes de
serem agregadas neste contexto. Como a ocorréncia de NP € um fator que afeta
nao somente a qualidade de vida do paciente acometido, mas também pode levar
a descontinuidade do tratamento, a utilizagdo de ferramentas para predizer
potenciais alvos genéticos envolvidos no desenvolvimento de eventos adversos do
tratamento pode contribuir com o conhecimento cientifico da area e fornecer

possiveis biomarcadores de resposta terapéutica.
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Anexo |. Dados do DATASUS a respeito dos casos de MM por ano do
diagnostico para os estados do Brasil no periodo de 2013 a 2018. Disponivel
em: http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?sih/cnv/nruf.def.

Painel-Oncologia - BRASIL- Data da ultima atualizacao: 09/07/2020

Casos por Ano do diagnostico segundo UF do diagnostico

Diagndstico : Neoplasias Malignas (Lei no 12.732/12)
Diagndstico Detalhado: C%0 - Mieloma multiplo e neoplasias malignas de plasmdcitos

Ano do diagndstico: 2013-2018

UF do diagnostice | 2013 2014 2015 2016 2017 2018 Total

Total 2223 22389 2422 2377 2520 2501 14732
11 Ronddnia 5 18 10 14 15 22 84
12 Acre 7 B 3 1 2 5 24
13 Amazonas 10 17 17 22 18 23 107
14 Roraima 6 6 3 3 3 1 22
15 Para 19 20 21 28 29 30 147
16 Amapa 9 4 3 7 6 5 34
17 Tocantins 8 11 11 9 10 20 69
21 Maranhdo 49 50 46 4B 39 57 287
22 Piaui 33 46 46 35 42 46 2438
23 Ceara M09 130 119 132 11 112 713
24 Rio Grande do Morte 53 45 51 a7 53 68 307
25 Paraiba 55 46 61 39 56 70 327
26 Pernambuco 91 108 96 116 89 108 6038
27 Alagoas 18 29 35 30 29 32 173
28 Sergipe 10 - - T 26 18 61
29 Bahia 127 135 140 143 159 178 882
31 Minas Gerais 255 292 296 301 289 322 1.7R5
32 Espirito Santo 58 55 59 a7 55 58 352
33 Rio de Janeiro 146 163 157 178 183 194 1.021
35 S&o Paulo 595 b6 613 577 625 633 3609
41 Parana M8 139 155 161 214 245 1.032
42 Santa Catarina 9 85 107 103 126 108 620
43 Rio Grande do Sul 190 160 173 171 174 193 1.061
50 Mato Grosso do Sul 38 26 36 22 25 35 182
51 Mato Grosso 25 19 23 18 34 32 151
52 Goias 57 55 69 73 63 T4 391
53 Distrito Federal 41 58 72 v 45 53 306
Ignorado - - - - - 159 159
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Anexo Il. Dados do DATASUS a respeito dos casos de MM por sexo para os
estados do Brasil no periodo de 2013 a 2018. Disponivel em:
http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?sih/cnv/nruf.def.

Painel-Oncologia - BRASIL- Data da ultima atualizacao: 09/07/2020

Casos por Sexo segundo UF do diagnostico

Diagndstico : Neoplasias Malignas (Lei no 12.732/12)
Diagnostico Detalhado: C%0 - Mieloma multiplo e neoplasias malignas de plasmdcitos

Ano do diagndstico: 2013-2018

UF do diagndstico | Masculino Feminino Total

Total 7778 6.954 14732
11 Ronddnia 41 43 o4
12 Acre 15 9 24
13 Amazonas &0 47 107
14 Roraima 12 10 22
15 Para 94 53 147
16 Amapa 23 11 34
17 Tocantins 38 3 69
21 Maranhdo 154 133 287
22 Piaui 131 17 248
23 Ceara 367 346 713
24 Rio Grande do Morte 167 140 307
25 Paraiba 170 157 327
26 Pernambuco 284 324 608
27 Alagoas &6 a7 173
28 Sergipe 30 3 61
29 Bahia 435 447 852
31 Minas Gerais 934 821 1.755
32 Espirito Santo 188 164 352
33 Rio de Janeiro 504 517  1.021
35 530 Paulo 1.935 1.674 3.609
41 Parana 554 478 1.032
42 Santa Catarina 336 284 620
43 Rio Grande do Sul 568 493  1.061
50 Mato Grosso do Sul 103 79 182
51 Mato Grosso 75 76 151
52 Goias 221 170 391
53 Distrito Federal 165 141 306
Ignorado &8 71 159
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Anexo lll. Dados do DATASUS a respeito dos casos de MM por faixa etaria para os estados do Brasil no periodo de
2013 a 2018. Disponivel em: http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?sih/cnv/nruf.def.

UF do diagnostico
Total
11 Rendénia
12 Acre
13 Amazonas
14 Roraima
15 Para
16 Amapa
17 Tocantins
21 Maranhao
22 Piaui
23 Ceara
24 Rio Grande do MNorte
25 Paraiba
26 Pernambuco
27 Alagoas
28 Sergipe
29 Bahia
31 Minas Gerais
32 Espirito Santo
33 Rio de Janeiro
35 SEo Paulo
41 Parana
42 Santa Catarina
43 Rio Grande do Sul
50 Mato Grosso do Sul
51 Mato Grosso
52 Goias
53 Distrito Federal
Ignorado

0 a19 anos
25

Painel-Oncologia - BRASIL- Data da ultima atualizacao: 09/07/2020

Casos por Faixa etaria segundo UF do diagnostico
Diagnéstico : Neoplasias Malignas (Lei no 12.732/12)
Diagndstico Detalhado: C90 - Mieloma multiplo e neoplasias malignas de plasmacitos

Ano do diagndstico: 2013-2018
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1.032
620
1.061
182
151
391
306
159



Anexo IV. Fluxograma de definicdo do tratamento para pacientes com MM (adaptado de Rollig et al.).

[ Paciente com diagnéstico de MM |

.

, NAO _
| Critérios CRAB? )—' | Acompanhamento da evolugdo |
v SM
. — SIM
‘» LesGes osseas? }—'| Considerar radioterapia ou tratamento cirargico
+ NAO

] Tratamento sistémico |«

'

’ Avaliac@o de idade, comorbidades, estadiamento e preferéncias do paciente |

'

'

" Paciente elegivel ao TACTH

Paciente inelegivel ao TACTH ]

.

\" Regime de 3 drogas |

“Bortezomibe, ciclofosfamida

( e dexametasona;

Bortezomibe, doxorubicima
e dexametasona;

Bortezomibe, lenalidomida e
dexametasona;

Bortezomibe, talidomida e
dexametasona.

'

\

'

' .

Lenalidomida e
dexametasona;

Bortezomibe e
dexametasona.

i Regime de 2 drogas | [ Regime de 3 drogas ‘ | Regime de 2 drogas |

Melfalan, prednisona e ) (O o

/
/

\
\

bortezomibe; dexametasona;
Melfalan, prednisona e Bortezomibe e
idomi dexametasona,
talidomida. )
’ / Melfalan e
prednisona. /

Manutencdo com talidomida ou lenalidomida ou bortezomibe.
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