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RESUMO

Introducéo: As fluoropirimidinas séo os principais quimiotergpicos no tratamento de
neoplasias malignas do trato gastrointestinal.Contudo, cerca de 30% dos pacientes
apresentam toxicidades graves, levando a descontinuidade terapéutica e 6bito por
toxicidade. Biomarcadores capazes de predizer o tempo 6timo para o inicio do
tratamento,a combinacédo de drogas a ser escolhida e a dose-efetiva minimamente
toxica sdo instrumentos norteadores essenciais. O objetivo deste trabalho é
Investigar a associacdo de nove marcadores moleculares recomendados por
agencias internacionais implicados na via metabolica do 5-FU: DPYD*2A
(rs3918290), DPYD*5 (rs1801159), DPYD (rs17116806), DPYD (rs17376848),
DPYD (rs1760217), DPYD (rs1801265), DPYD (rs4970722), DPYD (rs55886062),
DPYD (rs67376768) com o perfil de toxicidade a esse farmaco, em pacientes com
cancer do trato gastrointestinal na regido norte do pais. Métodos:Foi realizado um
estudo retrospectivo, transversal, tipo caso-controle, com avaliacdo de dados
clinicos e epidemioldgicos de 142 pacientes tratados com fluoropirimidimas em
monoterapia ou combinacéo. O sistema TagMan® foi utilizado na investigagcdo dos
polimorfismos do gene DPYD. Resultados: O polimorfismo rs3918290 apresentou
associacao significativa com a presenca de toxicidades graves (grau 3-4), assim
como o marcador rs1801159 e a presenca de diarreia (p=0,038). As variantes
polimérficas rs1801159 e rs4970722 apresentaram associacdo significante para o
desenvolvimento de neuropatia (p=0,015 e p=0,025, respectivamente).
Adicionalmente, os polimorfismos rs17376848, rs4970722 e rs1801265 foram
estatisticamente significantes para o desenvolvimento de reac6es hematologicas nos
pacientes tratados com 5-FU (p= 0,043, p=0,025 e rs1801265, p=
0,016).Conclusao: Os dados do presente projeto corroboram com os estudos que
sugerem que polimorfismos no gene DPYD sdo preditores de toxicidades em
pacientes oncolégicos tratados com fluoropirimidinas. Entretanto, ha a necessidade
de estudos adicionais para reforcar a importancia de estudos clinicos com 5-FU e
fluoropirimidinas orais em populacdes miscigenadas, como € o caso da populacdo
brasileira.

Palavras-chave: DPYD; Fluoropirimidinas, cancer gastrointestinal, farmacogenética, toxicidade.



ABSTRACT

Background:Fluoropyrimidinesare the main chemotherapy treatment of
gastrointestinal tumors. However, approximately 30% of patients exhibit severe
toxicities, leading to treatment discontinuation by toxicity and death. Biomarkers
capable of predicting theoptimum time for onsetof treatment, combination of drugs to
be chosen and minimally toxic-effective dose are essential guiding instruments.
Purpose: To investigate association of molecular markers recommended by
international agencies involved in the metabolic pathway of 5-FU: DPYD*2A
(rs3918290), DPYD*5 (rs1801159), DPYD (rs17116806), DPYD (rs17376848),
DPYD (rs1760217), DPYD (rs1801265), DPYD (rs4970722), DPYD (rs55886062),
DPYD (rs67376768), with the toxicity profile to these drugin patients with
gastrointestinal tumorsin the Brazilian’s northern region. Methods: A retrospective,
cross-sectional, case-control was performed with evaluation of clinical and
epidemiological data of 142 patients treated with fluoropyrimidines in monotherapy or
combination. The TagMan®system was used to investigate the DPYD
polymorphisms. Results: The polymorphism rs3918290 showed a significant
association with the presence of severe toxicities (grade 3-4), as well as the marker
rs1801159 and the presence of diarrhea (p = 0.038). The polymorphic variants
rs1801159 and rs4970722 showed a significant association for the development of
neuropathy (p = 0.015 and p = 0.025, respectively). In addition, the polymorphisms
rs17376848, rs4970722 and rs1801265 were statistically significant for the
development of hematological reactions in patients treated with 5-FU (p = 0.043, p =
0.025 and rs1801265, p = 0.016). conclusion The data from this project corroborate
with studies that sugest that polymorphisms in the DPYD gene are predictors of
toxicities in cancer patients treated with fluoropyrimidines. However, there is a need
for additional studies to reinforce the importance of clinical studies with 5-FU and oral
fluoropyrimidines in miscegenated populations, such as the Brazilian population.

Keywords: DPYD; Fluoropyrimidines, gastrointestinal cancer, pharmacogenetics,
toxicity.
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1. INTRODUCAO

1.1 O CANCER NO CENARIO NACIONAL E REGIONAL

O cancer pode ser definido como uma doenca multifatorial, que resulta de
interacbes complexas entre alteracdes genéticas e fatores ambientais. A origem de
um tumor ocorre através de varias alteracdes genéticas e epigenéticas. Essas
alteracbes podem ser aberragbes cromossOmicas, ganho de funcdo, perda de
funcao, polimorfismos, ocorrendo comprometimento da manutencéo da integridade

gendmica (Hanahan e Weinberg, 2011).

Segundo Hanahan e Weinberg (2011), os tumores sao mais do que massas
insulares de proliferagdo de células cancerosas. Em vez disso, eles sdo tecidos
complexos compostos de multiplos tipos de células distintas que participam de
interacOes heterotipicas uma com a outra. Assim a biologia dos tumores ja ndo pode
ser entendida simplesmente enumerando as caracteristicas das células cancerosas,
mas sim deve englobar as contribuigbes do “microambiente do tumor” para
tumorigénese. Dessa forma, as caracteristicas das células tumorais englobam
autossuficiéncia quanto ao sinal de crescimento, insensibilidade aos fatores
inibitérios, evasdo a apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese
sustentada, reprogramacado do metabolismo energético, evasdo da vigilancia imune,
invasao celular e metastase (Figura 1), demonstrando o quao complexa € a doenca

neoplasica (Hanahan e Weinberg, 2011).
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Figura 1. Capacidades adquiridas das células tumorais durante os multiplos passos da

carcinogénese.
Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011).




Nos ultimos anos as pesquisas na area da oncologia tém ganhado uma
atencao especial, principalmente devido ao aumento dos casos de cancer em todo o
mundo. Do ponto de vista laboratorial, a busca pela compreensédo dos mecanismos
gue levam ao desenvolvimento do cancer e investigacdes de marcadores genéticos
gue possam identificar precocemente a doenca ou contribuir na aplicagdo de uma
terapia individualizada, sdo algumas das formas de investigacbes mais
desenvolvidas no presente.

O Cancer é considerado um problema de saude publica mundial (OMS,
IARC). Segundo dados do instituto nacional do cancer a incidéncia de cancer no
mundo aumentou em 20% na ultima década. Estima-se para o ano de 2030
aproximadamente 27 milhées de casos novos no mundo, realidade esta que também
pode ser associada ao processo de envelhecimento e crescimento populacional
(Stewart e Wild, 2014).

A estimativa mundial mais recente, para o0 ano de 2012, previa 14,1 milhdes
de casos novos de cancer (excluindo cancer de pele ndo-melanoma) e 8,2 milhdes
de mortes causadas pela doenca. Os tipos de tumores com maior incidéncia e taxas
de mortalidade entre os homens sédo cancer de pulmao (16,7%), prostata (15,0%),
colorrectal (10,0%) e estdmago (8,5%). Entre mulheres, os tipos mais incidentes sdo
mama (25,2%), Colorrectal (9,2%), pulméo (8,7%), Colo do utero (7,9%) e estdbmago
(4,8%). As estimativas dos generos reunidos, demostrou que o0s tipos mais
incidentes eram pulmao (13%), mama (12%), colorrectal (10%), prostata (8%) e
estbmago (7%).Quanto a mortalidade, o cancer de pulmdo demostrou-se o mais
incidente com 19%, seguido pelo empate do cancer de figado, estbmago e
colorrectal (9%) e mama (6%); (Stewart e Wild, 2014).

O cancer colorretal (CCR) e o cancer gastrico sdo as principais neoplasias
malignas do trato gastrointestinal (TGI). O CCR é o terceiro mais comum entre 0s
homens e o segundo entre as mulheres no mundo, enquanto o cancer gastrico é o
guarto mais incidente entre os homens e o quinto entre as mulheres. O cancer
gastrico é quinta neoplasia maligna mais incidente no mundo e a segunda causa de
morte por cancer (GLOBOCAN, 2012; INCA, 2016).

As estimativas do INCA para o biénio 2016-2017 apontam a estimativa de

aproximadamente 600 mil casos novos de cancer no Brasil. Destes, 16.660 mil



casos novos de cancer de coélon e reto em homens e de 17.620 em mulheres e
12.920 casos novos de Cancer gastrico em homens e 7600 em mulheres.

Tabela 1. Estimativa para o biénio 2016/2017 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
habitantes e de nimeros de casos novos por cancer no Brasil, segundo sexo e localizagdo
primaria*.
Eztimativa dos Cazos Noves
Localizagao Primaria Homens Wulheres
Neoplasia Maligna Estados Capitais Estados Capitais

Taxa Bruta Casos Taxa Bruta Cazos Taxa Bruta Cazos Taxa Bruta
Prostata
Mama Feminina

Colo do Utero

Tragqueia, Bronguio a Pulmao
(s6lon & Heto

Estlimago

Cavidade Cral

L aringe

Bexiga

Esdiago

(Owvirio

Linfoma da Hodgkdn
Linforna nao Hodglkan
Glandula Tirecide
Gistena Nervoso Gentral

Leucemias

Corpo do (tero

Pelz Melanoma

(utras Localizaghes
Subtatal

Pele nfio Melanoma
Todas az Neoplasias 5 300.870

*Numeros redondos de 10 ou maltiplos de 10.
Fonte: INCA/MS, 2015.

A regido Norte do Brasil, segundo as estimativas para o biénio 2016/2017,
seria responséavel por 17.190 casos novos de céancer, excluindo neoplasia de pele
ndo melanoma. Para a regido, o CCR é o quarto mais frequente entre os homens,
com estimativa de 440 casos novos e o terceiro entre as mulheres, com estimativa
de 480 casos novos. O Cancer gastrico é o segundo mais frequente em homens,
com estimativa de 970 casos novos e 0 quarto mais frequente entre as mulheres,

com estimativa de 480 casos novos (inca 2016).



Prostata 2470 2B,6% Homens Mulheres  Colo do Utero 1.970 23.1%

Estdmago 970 11,2% Mama Feminina 1.810 21.2%
Tragueia, Bringuio & Pulmao 60 7.9% Cdlon e Reto 480 5.6%
Cdlon e Reto 440 51% Estémago 480 5.6%
Bexiga 370 4.3% Traqueia, Bronquio e Pumao 410 4.68%
Leucemias 310 3,6% Glandula Tireoide 270 3.2%
Cavidade Oral 2490 34% Leucemias 250 29%
Laringe 250 2.9% Ovirio 250 29%
Linfomna nao Hodgkin 230 2,7% Corpo do Utero 230 2,7%
Sistema Nervoso Cenfral 230 2.7% Sisterna Mervoso Central 190 22%

Figura 2. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para o biénio

2016/2017 por género, na regido Norte do Brasil, exceto cancer de pele ndo melanoma.
Fonte: Modificado de INCA/MS, 2015.

1.2 CANCER GASTROINTESTINAL

Entre os tumores do trato gastrointestinal, podemos destacar, o cancer
gastrico (CID-10 C16), que € o quinto tumor maligno mais frequente no Brasil e no
mundo, com alta incidéncia de mortalidade (9% em todo o mundo). A maioria dos
canceres gastricos sdo adenocarcinomas (neoplasias epiteliais malignas) do tipo
esporadico (90%);(Stewart e Wild, 2014).

Entre os fatores ambientais que podem contribuir para o0 aumento do risco de
cancer gastrico, a infeccdo por Helicobacter pylori, € a principal, além da composicao
da dieta e do tabagismo (Stewart e Wild, 2014).

Outra neoplasia muito incidente em nossa regido, incluida entre os tumores
malignos do trato gastrointestinal é o cancer colorrectal, definicdo utilizada para
carcinomas localizados no colon ou reto. O céncer de c6lon e reto (CID-10 C18 e
C20) é o terceiro tipo de tumor mais frequente no Brasil e no mundo, com alta
incidéncia de mortalidade (9%, do total); (Stewart e Wild, 2014).

O cancer colorrectal € uma doencga associada ao “estilo de vida”, altas
incidéncias sdo observadas em paises com dieta rica em calorias e gordura animal,
carnes processadas, populacdes com habitos sedentarios, obesidade e ingestao de
alcool e tabagismo. Em alguns paises desenvolvidos, como nos Estados Unidos, o
padrdo de incidéncia mantem-se estavel ou em reducdo nos ultimos anos, esta
realidade pode estar associada a deteccéo precoce de lesbes pré-cancerosas (NCI,
2016). A histéria natural do cancer de colon e reto fornecem condi¢cdes para a
realizagcdo da prevencdo e deteccdo precoce da doenca. Métodos endoscépicos
(colonoscopia) e a pesquisa por sangue oculto nas fezes sdo ferramentas de

deteccdo precoce capazes de detectar polipos adenomatosos e diagnosticar



tumores em fases iniciais. A sobrevida associada a este tipo de céncer esta
diretamente ligada ao estagio em que a doenca é diagnosticada, quando mais cedo
ocorrer o diagnostico, maiores sado as chances de cura e sobrevida (INCA/MS,
2015).

1.3 5- FLUOROURACIL

As fluoropirimidinas sdo agentes quimioterapicos amplamente utilizados para
o tratamento de neoplasias malignas. Desde a sua introdu¢do ha mais de 50 anos, o
5-fluorouracil (5-FU), um antimetabdlito que interfere na duplicacdo e transcricdo do
DNA (fase G1/S), permanece como 0 quimioterapico mais empregado no tratamento
oncolégico e assume papel preponderante no esquema terapéutico de neoplasias
malignas do trato gastrointestinal, tanto em monoterapia quanto em combinacao
(DUSCHINSKY R ET AL., 1957; LONGLEY ET AL., 2003; SHIRASAKA, 2009)

Estima-se que 2 milhBes de pacientes sdo tratados com Fluoropirimidinas
anualmente, em todo o mundo. A 5-Fluorouracil (5-FU) e seus pré-farmacos orais
Capecitabine e Tegafur desempenham um papel chave no tratamento do cancer
(Matsusaka e Lenz, 2015; Meulendijks et al., 2016).

O 5-FU é um composto analogo de uracil e timina, que apresenta um atomo
de fluor ligado ao carbono 5, em substituicAo ao atomo de hidrogénio ou ao
grupamento metil, caracteristicos destas bases nitrogenadas (Figura 3). Ele entra
rapidamente na célula usando o mesmo mecanismo de transporte facilitado da uracil
(Savva-Bordalo et al., 2010).

S-Fluorouracil (5-FU) Uracil Timina

Figura 3: Estrutura quimica do 5-FU, Uracil e Timina, respectivamente. Fonte: Adaptado de

PubChem/NCBI (Disponivel em: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
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O 5-Fluorouracil (5-FU) possui dois mecanismos principais de acao descritos.
Primeiramente, age como um antimetabolito através da forma ativa FAUMP que inibe
a funcao do gene timidilato sintetase (TYMS) na producéo de TS, uma enzima chave
na duplicacao e transcricdo do DNA. Outro mecanismo utilizado seria a promocéao da
morte celular e apoptose, através da incorporacdo de produtos ativos FUTP ou
FAUTP no RNA e DNA, respectivamente (Wang et al., 2014).

Muitos estudos discutem os fatores que determinam a eficacia clinica da
gquimioterapia baseada em 5-FU. Os pacientes tratados com 5-FU podem apresentar
distintas reacbes adversas: mielosupressdo, cardiotoxicidade, reacles
hematoldgicas (leucopenia, incluindo neutropenia febril, anemia, e trombocitopenia),
reacdes gastrointestinais 22 (mucosite oral e intestinal, estomatite, diarréia, nauseas
e vomitos) e toxicidades dermatoldgicas (perda de cabelo, sindrome méo e pé (HFS)
e pele seca); (Champbel et al., 2016).

As reacOes adversas ao tratamento com 5-FU sdo consideradas severas
quando classificadas em grau 3 e 4 de toxicidade, de acordo com o Common
Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE). Do total de pacientes tratados
com 5-FU, de 10-40% apresentam toxicidades severas, em geral estes casos
resultam em hospitalizacées prolongadas e onerosas (Matsusaka e Lenz, 2015;
Champbel et al., 2016).

A mortalidade relacionada a complicagbes decorrentes do tratamento
quimioterapico com 5-FU tem taxas de 0,5-1,0% dos pacientes (Meulendijks et al.,
2016).

1.4 FARMACOGENETICA APLICADA AO CANCER

A farmacogenética por definicdo refere-se ao estudo das diferencas genéticas
em vias metabdlicas que podem afetar as repostas de um individuo a farmacos em
termos de efeitos terapéuticos e adversos. Diversos fatores tais como: sexo, idade,
etnia, fumo, etilismo e variacbes genéticas podem influenciar na resposta de um
paciente ao medicamento. Assim a farmacogenética busca estudar como as
diferencas genéticas influenciam na resposta a agentes farmacologicos (Suarez-
Kurtz, 2010; Ahmed et al., 2016).

Tradicionalmente a terapia do cancer tem como alvo células em divisdo no
corpo, entretanto as células cancerosas ndao sdo as Unicas células em divisao, por

iSSo 0s tratamentos para o cancer tendem a ter muitos efeitos adversos.



A aplicacédo da farmacogenética na area oncologica € um processo complexo,
por que envolve o dificil manejo clinico da quimioterapia aplicada a dois genomas: o
do individuo (representado por mutacdes germinativas) e o do tumor (representado
por mutacfes somaticas) este Ultimo apresenta um papel critico na resposta
antineoplésica (Reis, 2006; Wang et al., 2011).

A busca por novas estratégias terapéuticas, menos tdxicas e invasivas,
evidencia a interface entre a pesquisa e o atendimento clinico. Essa procura € uma
tendéncia global da farmacogenética, que associa o desenvolvimento de esquemas
terapéuticos ao perfil genético dos pacientes.

O advento de novos esquemas terapéuticos com agentes quimicos de nova
geracado oferece novas esperancas para melhorar os resultados de tratamento entre
pacientes. De forma convergente, os rapidos avancos no campo da gendmica
funcional tém permitido estabelecer novas estratégias de quimioterapia, que
permitem a escolha do farmaco ideal, na dose adequada, para cada individuo,
tomando por base os perfis moleculares do paciente (tanto de células normais como
de células tumorais, dependendo do caso), o que se descreve comumente como a
medicina personalizada (Nishiyama e Eguchi, 2009).

Esses avancos representam a possibilidade de, em um futuro préximo,
oferecer um tratamento personalizado (com farmaco adequado em dose exata) que
pode melhorar condi¢do clinica e sobrevida do paciente, que seja eficiente em
termos de maxima resposta e minima toxicidade (Loh et al., 2011).

E comum que pacientes que recebem quimioterapia apresentem reacdes
adversas a medicamentos (ADRs). Nos Estados Unidos, as ADRs classificam-se
entre a 42 e 62 causa de morte (Liou et al., 2007). Muitas vezes as ADRs resultam
em risco de vida ou incapacidade significativa que exige internacdo ou
prolongamento da estadia hospitalar existente, o que acaba por aumentar 0os gastos
com saude.

A FDA recomenda analises genéticas em alguns genes entre eles, o DPYD,
como exame de progndéstico em pacientes oncolégicos que deverdo ser tratados
com 5-FU. As recomendac0des incluem ajuste de dose ou modificacdo do farmaco na
terapia com intuito de evitar ou minimizar as reagcfes adversas, até mesmo o Obito
dos pacientes tratados que possuam genétipo de risco (PharmGKB:

www.pharmgkb.com).



http://www.pharmgkb.com/

1.5 FARMACOGENETICA DO 5-FU

Grande parte do metabolismo de 5-FU ocorre no figado, onde a enzima DPD
€ expressa abundantemente. A enzima DPD converte o 5-FU no composto DHFU,
gue € metabolicamente inativado e excretado pelo organismo (Shimoyama, 2009).

A via principal de degradacdo do 5-FU é pela acdo da enzima orotato
fosforibosiltransferase (OPRT), que requer o co-fator fosforibosil pirofosfato (PRPP)
para exercer sua fun¢ao e metabolizar o 5-FU formando o composto monofosfato de
fluorouridina (FUMP). Este composto é fosforilado, gerando o difosfato de
fluorouridina (FUDP) que por fim interrompe a sintese normal de RNA através da
formacéo de trifosfato de Fluorouridina (FUTP).

O composto FUDP pode ainda sofrer acdo da enzima ribonucleotideo
redutase (RR) e ser convertido em difosfato de fluoro deoxiuridina (FAUDP). O
FAUDP, formado a partir do FUMP pode ser desfosforilado ou fosforilado, gerando os
metabolitos monofosfato de fluoro deoxiuridina (FAUMP) ou trifosfato de fluoro

deoxiuridina (FAUTP), respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Metabolismo de 5-Fluorouracil. DPD-diidropirimidina desidrogenase; DHFU-
diidrofluorouracil; OPRT-orotato fosforibosiltransferase; PRPP-fosforibosil pirofosfatato; FUMP-
monofosfato de fluorouridina; FUDPdifosfato de fluorouridina; FUTP-trifosfato de fluorouridina;
RRribonucleotideo redutase; FdUMP-monofosfato de fluorodeoxiuridina; FdUDP-difosfato de




fluorodeoxiuridina; FAUTP-trifosfato de fluorodeoxiuridina; TS-timidilatosintase; TK-timidina cinase;
TP-timidina fosforilase; UP-uridina fosforilase; FUR-fluorouridina; UK- uridina cinase;
FUDRfluorodeoxiuridina. Adaptado de Longley et al., 2003.

FAUMP é um importante metabdlito ativo de 5-FU capaz de se ligar a enzima
timidilato sintase (TS). Esta enzima é responsavel pela metilacdo de monofosfato
deoxiuridina (dUMP) para produzir deoxitimidina monofosfato (dTMP) e formar um
complexo ternario estavel com a molécula (5,10- metilenotetrahidrofolato).

A TS funciona como um dimero, e ambas as subunidades possuem dois sitios
de ligacdo especificas, sendo um para o dUMP e o outro para a molécula de
CH2THF (5,10-metilenotetrahidrofolato), doadora do grupamento metil necessario
para a producao do timidilato.

O composto FAUMP é capaz de ligar-se ao sitio especifico do nucleotideo,
formando um complexo ternério estavel com a enzima e o CH2THF, impedindo a
ligagdo do composto dUMP e consequentemente a formagéo do timidilato, essencial
na composi¢cdo do DNA. Esta € uma das vias de acdo do 5- FU sobre a sintese do
DNA (Longley et al., 2003; Shimoyama, 2009).

Uma via alternativa de producdo de FAUMP é mediada pela enzima timidina
fosforilase (TP), que metaboliza 0 5-FU em FUDR o qual é convertido em FAUMP
pela acdo da timidina cinase (TK). Por sua vez, o metabdlito ativo FAUTP gerado a
partir da fosforilacdo do composto FAUDP é incorporado pelo DNA, levando a danos
em sua estrutura e resultando em morte celular.

Outra via alternativa de degradacao do 5-FU é mediada pela enzima uridina
fosforilase (UP) que converte o 5-FU em fluorouridina (FUR) entdo metabolizada
pela enzima uridina cinase (UK) formando o composto FUMP. FUMP segue sua via
de metabolizacdo conforme descrito anteriormente (Longley et al.,, 2003;
Shimoyama, 2009).

Apoés a administracao de fluoropirimidinas, apenas uma pequena frac¢do de
5-FU (1-5%) € convertida em metabdlitos citotoxicos intracelulares com efeito
antitumoral. Dessa forma a via catabolica exerce um papel especialmente importante
na determinacdo da resposta de um paciente ao 5-FU, uma vez que a atividade
reduzida de enzimas envolvidas no catabolismo de 5-FU pode resultar em um
aumento substancial da meia-vida do farmaco e assim um aumento de risco de

toxicidade grave dose-dependente (Meulendijks et al., 2016).



A eficacia da citotoxicidade de 5-FU é determinada pela atividade das
enzimas envolvidas no seu metabolismo, tais como DPD, TS, OPRT e MTHFR.
Recentes avancos na farmacogenética elucidaram alguns polimorfismos genéticos
nesses genes que poderiam explicar a variabilidades da eficacia e toxicidades
relacionadas ao 5-FU (Shimoyama, 2009).

As agéncias regulamentadoras de farmacos: Agencia de farmacos européia
(EMEA), Administracé@o de farmacos e alimentos dos Estados Unidos (FDA), Agencia
de produtos farmacéuticos e dispositivos médicos do Japdo (PMDA) e Agencia de
salde do Canada (HCSC) possuem recomendacfes de ajuste de dose e
modificacdo da terapéutica oncoldgica com Fluoropirimidinas, de acordo com 0s
gendtipos de *2, *13 e rs67376798, do gene DPYD (PharmGKB:
https://www.pharmgkb.org/).

1.6 DIHIDROPIRIMIDINA DESIDROGENASE HUMANA (DPYD)

O gene da dihidropirimidina desidrogenase humana (DPYD), esta localizado
no cromossomo 1 na regido p22, com 843 kb e 23 éxons. O gene DPYD codifica a
enzima DPD que regula o metabolismo inicial da via de catabolismo das bases de
pirimidina e uracil (Matsusaka e Lenz, 2015). A atividade de DPD é responsavel pela
maioria da metabolizacdo de 5-FU (80%) por isso é considerado um dos principais
determinantes do acumulo de 5-FU no organismo, levando a toxicidades
(Shimoyama, 2009). Varios fatores influenciam a acdo da enzima DPD, incluindo
biorritmos, interacdes medicamentosas e variantes genéticas (Matsusaka e Lenz,
2015).

DPYD é um gene altamente polimérfico, com mais de 35 alelos variantes
descritos nas regides codificantes, no qual um terco € funcionalmente relevante 33
(Meulendijks et al., 2016). A deficiéncia de DPD foi descrita pela primeira vez como
doenca recessiva em pacientes que com diversas complicacbes neuroldgicas e
acumulo de uracil e timina na sua urina. O paciente com deficiéncia completa da
atividade DPD possui uma doenga metabdlica familiar rara, pirimidemia, que leva a
neurotoxicidade grave relatada durante o tratamento com Fluoropirimidinas
(Matsusaka e Lenz, 2015). As variantes genéticas em DPYD podem afetar a
atividade enzimatica gerando grande impacto em reagfes adversas e eficacia do

tratamento com Fluoropirimidinas. A atividade enzimatica do DPD é altamente


https://www.pharmgkb.org/

variavel na populacéo, entre 3 a 5% dos individuos possuem atividade de DPD baixa
ou deficiente e as deficiéncias completas de DPD (0% de atividade) sdo muito raras
com uma incidéncia estimada de 0.01-0,1% na populacdo (Meulendijks et al., 2016).

A farmacogenética da toxicidade de 5-FU tem sido principalmente direcionada
para a atividade de DPD. A diminuicdo da ativacdo do DPYD pode resultar na
toxicidade grave ou mesmo letal, apdés uma exposi¢do elevada ao farmaco ou seus
metabolitos. A via catabodlica envolvida na farmacocinética de 5- FU aumenta as
toxicidades relacionadas a Fluoropirimidinas (Matsusaka e Lenz, 2015).

Uma mutacdo de ponto situada no intron 14 (1905+ 1G>A), previamente
nomeada de IVS14 + 1G> A; DPYD *2A (rs3918290) provoca uma delecdo dos
aminoacidos correspondentes ao exén 14. Estudos sugerem que esta mutacao
representa até 29% de todas as toxicidades de grau 3-4, em pacientes tratados com
5-FU. Os tipos de toxicidades encontradas com associacdo significante com a
mutacdo 1905+1G>A, foram mucosite e leucopenia (Shimoyama, 2009).

As frequéncias da mutacéo IVS14+ G>A foram investigadas em alguns grupos
étnicos, com variabilidade étnica de 0% em asiaticos a 3% em caucasianos. O
gendtipo *2A é utilizado como preditor de resposta e toxicidade associados a
administracdo de 5-FU. (Shimoyama, 2009; Matsusaka e Lenz, 2015).

A mutacdo 2846A>T (rs67376798) resulta em uma mudanca de aminoacido
Asp949Val. Esta mutacéao foi relatada em associacdo com baixa atividade enzimatica
de DPD, e consequentemente um risco elevado de toxicidade quando administrado
5-FU (Matsusaka e Lenz, 2015).

A mutacdo 1679T>G (DPYD * 13; rs55886062) causou a alteracdo de
aminoéacidos de lle560Ser em um mononucleétido de flavina no dominio de ligagéo
de DPD. Esta mutacdo é muito rara, apesar de ser relatada em associacdo com
baixas atividades enzimaticas de DPD, ainda pode representar uma parcela
pequena das toxicidades associadas a 5-FU (Matsusaka e Lenz, 2015).

O trabalho de Matsusaka e Lenz em 2015 observaram que a presenca das
mutacbes no gene DPYD (rs3918290; rs67376798; rs55886062) em pacientes
oncolégicos tratados com 5FU causavam reduzida depuragdo plasmatica deste
farmaco e consequentemente associados a toxicidade severa. (Matsusaka e Lenz,
2015).

A atividade de DPD tem um efeito previsivel nos niveis de 5-FU, dessa forma,

realizar um tratamento personalizado com ajuste de dose baseando-se no perfil de



funcionalidade de DPD (deficiente, normal ou reduzido) pode ser usado como
estratégia para reduzir a incidéncia de toxicidades graves e potencialmente fatais em
associacdo ao uso de fluoropirimidinas (Meulendijks et al., 2016).

As mutacdes de DPYD (*2A; *13; rs67376798) que levam a deficiéncia parcial
ou completa de fenétipos de DPD tem demostrado ser importantes biomarcadores
moleculares preditivos de toxicidade grave em pacientes submetidos a terapia com
Fluoropirimidinas. As agencias internacionais regulamentadoras de farmacos
recomendam a utilizacdo desses marcadores moleculares nas Diretrizes sobre o0 uso
de testes farmacogendmicos na dosagem de fluoropirimidinas (Matsusaka e Lenz,
2015).

1.7 TESTES FARMACOGENETICOS VALIDADOS PELA FDA

Atualmente esta disponivel uma grande variedadede farmacos que podem
contribuir para o aprimoramento da terapia oncolégica e que tem aproveitamento
clinico diferenciado em relacdo a presenca de polimorfismos genéticos conhecidos.
Para esses medicamentos a “Food and Drug Administration-FDA” recomenda
autilizacdo de testes farmacogenéticos especificos capazes de predizer a resposta
do paciente a determinado medicamento (CAUDLEET AL., 2013).

A FDA recomenda também analises genéticas em alguns genes entre eles, 0
DPYDe TYMS, como exame de prognostico em pacientes oncoldgicos que deverdo
ser tratados com 5-FU. As recomendacgdes incluem ajuste de dose ou modificacédo
do farmaco na terapia com intuito de evitar ou minimizar as reacdes adversas,
auséncia de resposta terapéutica e até mesmo o 6bito decorrentes de toxicidades
potencialmente presumiveis.

Nas Diretrizes sobre o uso de testes farmacogendmicos, as agéncias
internacionais regulamentadoras de farmacos recomendam a utilizacdo de
marcadores preditivos detoxicidade no gene DPYDna dosagem de fluoropirimidinas,
conforme sumarizado a seguir na Tabela 2(MATSUSAKA E LENZ, 2015).

Tabela2-Ajustes de dose terapéutica das fluoropirimidinasdeacordo com o fen6tipo/ genétipodo gene
DPYD, sugerido pela FDA.



Implicacoes de Recomendacoes Classificacio da

Fenotipo s
(Genotipo) Diplotipos fenatipos de dosagem recomendacio
ou atividade normal DPD Dosagem e
Alta atividade de DPD *1/%1 Risco normal de administracio de Moderada
(2 ou mass alelos toxicidade as acordo com a bula
ionais) a S
Heterozigoto ou Redugio de dose
atividade intermediaria Atividade reduzida de mmcialem 50% e
(3-5% dos pacientes) ®1/*32 DPED (30-70%) titulacio de dose
Atividade parcial de *1/*13 Risco aumentado de com base na Moderada
DPD (um alelo funcional *1/rs67376798A  toxicidade grave e fatal  toxicidade® ou
*1 +um alelo nio as fluoropirimidinas teste
funciona farmacocinético

*Aumentar a dose em pacientes sem foxicidade ou toxicidade toleravel para manter eficacia e diminuir a dose em
pacientes que nio tolerem a dose inicial para minimizar toxicidades.
FONTE: Adaptado de Caudle et al., 2013.

Nesse contexto, a descoberta de biomarcadores capazes de predizer o tempo 6timo
para o inicio do tratamento, a combinacdo de drogas a ser escolhida e a dose efetiva
minimamente toxica sdo instrumentos norteadores essenciais, uma vez que a
eficacia e toxicidade dos antineoplasicos sdo determinadas pela concentracdo do
farmaco nas células tumorais e nos tecidos normais, estreitamente relacionada a
atividade enzimatica de metabolizacdo e transporte farmacolégico (MOHELNIKOVA-
DUCHONOVA, 2014).

2. APLICABILIDADE CLINICA

Por ser o cancer um problema de saude publica mundial e o estado do Para
apresentar alta incidéncia e mortalidade decorrente dessa enfermidade, é
imprescindivel a busca de esquemas terapéuticos individualizados aplicados a
pratica clinica. As informacdes obtidas podem beneficiar popula¢cbes brasileiras nas
quais o cancer colorretal e gastrico € endémico.

O desenvolvimento de pesquisas em farmacogenética iniciou uma nova era na
medicina, estabelecendo o conceito de uma terapia individualizada e medicina de
precisdo, onde o farmaco certo é administrado na dose adequada para determinado
paciente. Trata-se de um conceito bastante promissor, ha medida que possibilitara a
reducdo dos efeitos adversos através da selecdo do melhor farmaco em dose
adequada para pacientes que possuem metabolizacdo farmaco-especifica
deficiente. Ademais, podera, futuramente, abrir portas para a pesquisa e 0



desenvolvimento de novos alvos terapéuticos, que nao necessitem ser
metabolizados por determinada via ou enzima deficiente.

O gene DPYD €& amplamente utilizados na préatica clinica pelas agéncias
americana (FDA -Food and Drug Administration) e européia (European Medicines
Agency) na predicdo de toxicidade e resposta ao tratamento com fluoropirimidinas.
Dados regionais sobre toxicidades e avaliacdo de resposta relacionadas ao
tratamento quimioterapico para cancer do trato gastrointestinal sdo escassos, assim
como informacgdes nacionais sobre polimorfismos no gene DPYD e suas correlagdes

clinicascom uso de 5-FU.

O presente trabalho se prop6e a contribuir para a medicina de precisdo, através
da aplicacdo da farmacogendmica, no tratamento de neoplasias do trato

gastrointestinal.

3. OBJETIVOS

3.2 OBJETIVO GERAL

Investigar a associacdo de nove marcadores moleculares recomendados por
agencias internacionais implicados na via metabdlica do 5-FU: DPYD*2A
(rs3918290), DPYD*5 (rs1801159), DPYD (rs17116806), DPYD (rs17376848), DPYD
(rs1760217), DPYD (rs1801265), DPYD (rs4970722), DPYD (rs55886062), DPYD
(rs67376768) com o perfil de toxicidade a esse farmaco, em pacientes com cancer

do trato gastrointestinal na regido norte do pais.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar o levantamento de dados clinicos, laboratoriais e epidemiolégicos de
pacientes com neoplasias do trato gastrointestinal tratados com 5-FU.

* Subestruturar os pacientes tratados com uso de 5fu de acordo com o grau de
toxicidade e tipo de toxicidade relatada durante o curso da terapia.

* Genotipar os biomarcadores DPYD*2A (rs3918290), DPYD*5 (rs1801159),
DPYD (rs17116806), DPYD (rs17376848), DPYD (rs1760217), DPYD (rs1801265),
DPYD (rs4970722), DPYD (rs55886062), DPYD (rs67376768) nos pacientes

investigados.



* Investigar a associagdo das mutacbes DPYD*2A (rs3918290), DPYD*5
(rs1801159), DPYD (rs17116806), DPYD (rs17376848), DPYD (rs1760217), DPYD
(rs1801265), DPYD (rs4970722), DPYD (rs55886062), DPYD  (rs67376768)
envolvidas na metabolizacdo do 5-FU, com os tipos e graus de toxicidade relatados
pelos pacientes.

*Aplicar um conjunto Multiplex de 61 marcadores do tipo INDELs
(Insercédo/Delecao) para realizar o controle genémico de ancestralidade individual

nos pacientes do estudo.

4 CASUISTICA

4.1 TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo retrospectivo, transversal, tipo caso-controle, com
avaliacdo de dados clinicos e epidemiologicos dos individuos incluidos na pesquisa,
e investigacdo da ocorréncia das mutacdes DPYD*2A (rs3918290), DPYD*5
(rs1801159), DPYD (rs17116806), DPYD (rs17376848), DPYD (rs1760217), DPYD
(rs1801265), DPYD (rs4970722), DPYD (rs55886062), DPYD (rs67376768).

4.2 LOCAL

Os dados clinicos e amostras foram coletadas dos pacientes recrutados em
dois Servicos de Referéncia em Oncologia do SUS em Belém do Para, que séo o
Hospital Ophir Loyola (HOL) — CACON, e o Hospital Universitario Jodo de Barros
Barreto (HUJBB) — UNACON.

4.3 POPULACAO

Foram recrutados para este estudo 142 pacientes portadores de neoplasia do
trato gastrointestinal, submetidos a tratamento oncoldgico com Fluoropirimidinas no
HUJBB-UNACON e no Hospital Ophir Loyola. Ap6s assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido serdo coletadas amostras de sangue venoso
periférico em tubo EDTA para as analises genéticas, bem como informacdes

epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais contidas nos prontuarios.



4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO:

Idade maior ou igual a 18 anos.

Diagnédstico anatomopatolégico de adenocarcinoma gastrico, carcinoma de
esbfago, adenocarcinoma colorretal, carcinoma epidermoide de canal anal ou
carcinoma de vias biliares.

Tratamento quimioterapico baseado em monoterapia com fluoropirimidina  (5-
FU ou capecitabina) ou combinacao baseada em fluoropirimidina.

Pacientes obrigatoriamente tratados no HOL e/ou HUJBB

4.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

e Todos os pacientes previamente tratados com drogas mielotéxicas.

¢ Individuos previamente submetidos a tratamento radioterapico ou nuclear

sabidamente mielotéxico

¢ Pacientes portadores de aplasia medular de qualquer origem diagnéstica antes

da exposicao as fluoropirimidinas

e Pacientes sem registro de informacdes essenciais a interpretacdo de dados

4.6 CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Todos os sujeitos recrutados receberdo esclarecimentos acerca da natureza,

dos objetivos, riscos e beneficios da pesquisa. O paciente também sera orientado

que é livre para nao participar da pesquisa se assim preferir. Apés as orientacdes,

serd solicitada a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE 1).

4.7 COLETAS DE DADOS E MATERIAIS

4.7.1 EXTRACAO DO DNA

O material genético foi extraido a partir do sangue total periférico dos

pacientes utilizando o kit comercial de extragdo de DNA BiopurKit Mini Spin Plus —

250 (Biopur, Brasil), de acordo com as recomendacbes do fabricante. Foram

medidas a concentracdo e pureza do DNA com o equipamento NanoDrop 1000

Spectrophotometer (Termo Fisher Scientific, Wilmington, DE).



4.7.2 ANALISE DOS POLIMORFISMOS

Para a analise da genotipagem dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP)
foi realizada por discriminicdo alélica utilizando a tecnologia TagMan OpenArray
Genotyping, com um painel de 32 ensaios customizados, no equipamento
QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Life
Technologies, Carlsbad, EUA), de acordo com o protocolo recomendado por Applied
Biosystems. O software Tagman Genotyper foi utilizado para a analise dos dados
das placas e precisdo de leitura dos genatipos, além do controle de qualidade da

genotipagem.

4.7.3 ANALISE DA ANCESTRALIDADE GENOMICA

Quanto a analise da ancestralidade, um painel de 61 marcadores Informativos
de Ancestralidade (IAMs) foiusado como método de controle gendmico da
ancestralidade para determinar com precisdo o papel de polimorfismos nos genes
candidatos em populacdes miscigenadas da regidao Norte do Brasil, assumindo trés
populac6es parentais (européia, africana e amerindia), conforme descrito por Santos
et al., 2010.

4.7.4 PROTOCOLOS DE PESQUISA

Os dados clinico-epidemiolégicos e as informacdes referentes ao esquema de
tratamento, o perfil de toxicidade e a resposta terapéutica foram coletados através
da aplicacdo de Protocolo de Pesquisa (APENDICE 2), tendo como fonte os
prontuarios dos pacientes.

Foram utilizados, quando possivel, os Critérios de Terminologia Comum para
Eventos Adversos versdao 4.0 (CTCAEv4.0); (NCI, 2009); . Dado o carater
retrospectivo de avaliacdo de toxicidade, em que toxicidades leves podem ser
ocultadas, os grupos foram divididos quanto a ocorréncia ou ndo de toxicidades
(qualquer grau) e a ocorréncia ou nao de toxicidades graves (grau 3-4). Ademais, a
reducdo na dose do quimioterapico durante o tratamento também foi interpretada
como toxicidade ao esquema terapéutico.

Para a avaliacdo de resposta radiologica, foram utilizados os Critérios de

RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) verséo 1.1 (Eisenhauer et



al., 2009) e a resposta clinica foi documentada a partir dos registros das evolucdes

médicas dos pacientes.

4.8 METODOS ESTATISTICOS

Os dados foram tabulados em planilhas utilizando o programa Microsoft Office
Excel 2010® e analisados através de dois programas:

- Programa Structure v.22, utilizado para estimar a proporcao individual e
global de ancestralidade dos pacientes com cancer tratados com 5-FU de maneira a
realizar o controlee o efeito da ancestralidade genémica entre os individuos.

- Programa SPSS 14.0, empregado nas andlises de regressao logistica para
correlacionar toxicidade, resposta terapéutica e caracteristicas clinico-
epidemioldgicas com os marcadores genéticos investigados (SPSS Ins. Chicago, IL,
USA).

4.9 ANALISE DOS RISCOS E BENEFICIOS

Riscos: o unico procedimento invasivo que os individuos foram submetidos foi
a coleta de 10 ml de sangue periférico para posterior extracdo de DNA e
genotipagem das mutacdes nos genes DPYD.

Beneficios: ndo ha beneficio direto, todavia os participantes contribuiram para
0 avanco do tratamento do cancer do trato gastrointestinal na regido Norte do Brasil,

em particular no Pard.]

5. RESULTADOS

Para o desenvolvimento desta pesquisa foram coletadas amostras de sangue
periférico e dados clinicos de 142 pacientes tratados com quimioterapia a base de
fluoropirimidinas, no HOL e UNACON-HUJBB. O género feminino foi predominante
entre os participantes com 51,4% da casuistica (Tabela 3). A idade média foi de 53,5
anos, variando entre 18 e 81 anos. Os sitios primarios de tumores mais frequentes
foram estdbmago e colén com 39,4% e 33,8%, respectivamente. Os estadios clinicos
que se sobressairam dos demais foram o 11l (41,3%) e IV (34,8%).

Os diferentes tipos de regimes quimioterapicos estdo descritos na Tabela 3,
com suas respectivas frequéncias. Destaca-se o predominio do esquema 5-FU +
Leucovorin aplicado a 47,2% do total de pacientes. A prevaléncia desse regime pode

ser explicada, em partes, pelo emprego no esquema de adjuvancia do cancer



gastrico (Macdonald), na neoadjuvancia de cancer de reto baixo/médio concomitante
a radioterapia, e ainda como alternativa para o tratamento paliativo de pacientes
com performance status desfavoravel a poliquimioterapia. Dos 142 pacientes, 57

(40,1%) foram submetidos a radioterapia concomitante a quimioterapia.

Tabela 3. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de 142 pacientes tratados com quimioterapia a base
de fluoropirimidinas*.

Caracteristicas Numero de pacientes (%6)

Género N=142
Masculino 69(48,6)
Feminino 73(51,4)

Idade Média (n= 128) 53,51(+ou- 13,926)

Localizagéo primaria N=142
Estébmago 56(39,4)

Célon 48(33,8)
Reto 38(26,8)

Estadiamento? N =138
I 6 (4,3)

I 27(19,6)
" 57(41,3)
v 48(34,8)

Regime Quimioterapico N= 142
5FU 9(6,3)
5-FU + Leucovorin 66(47,2)
5-FU + Leucovorin + Oxaliplatina 1(0,7)
5-FU + Leucovorin + Irinotecano 10(7)
5-FU + Platina 12 (9,5)
5-FU + Oxaliplatina 03 (2,4)

Pacientes submetidos a 57(40,1)

radioterapia (n=142)

Presenca de toxicidade Grau n=142
Qualquer grau de toxicidade 106(74,6)
(grau 1-4)

Toxicidade grave ( grau 3-4) 27(19,3)

Ancestralidade Média
Europeia 0,475 (+£0,145)
Amerindia 0,310 (x0,120)
Africana 0,216 (x0,115)

*O numero de individuos (n) refere-se aos que possuem dados para a referida caracteristica.
* Desvio Padréo
a Segundo o TNM da American Joint Committee on Cancer (AJCC, 2010).

Durante o tratamento, 106 (74,6%) pacientes desenvolveram toxicidades e, destes,
27 (19,3%) apresentaram toxicidades consideradas graves (grau 3-4). Dentre as
toxicidades especificas analisadas, Diarreia e émese se destacaram como 0s
principais tipos de toxicidade, relatadas em 54,2% e 40,8% dos pacientes
respectivamente, e em graus 3-4, 19,8%. e 11,3%. dos pacientes, respectivamente.

Além disso, verificou-se, também, a presenca de mucosite (17,6%, sendo de grau 3



ou 4 em 6,6% dos individuos), reacdes hematoldgicas (14,8%, onde 7,5% ocorreram
como grau 3 ou 4), neuropatia (11,6% das toxicidades de qualquer grau e 3,7% nos
pacientes que sofreram por toxicidade grau 3 ou 4) e Sindrome Mao-Pé (2,1%, onde
um individuo apresentou esta toxicidade como grau 3 ou 4, sendo

representado por 0,9%).

Tabela 4. Frequéncia das principais toxicidades, segundo o grau de ocorréncia, presentadas em 106
pacientes oncoldgicos tratados com 5-FU.

Tipo de toxicidade Grau 1-4 Grau 3-4
N = 106 (100%)
Hematoldgica 21 (14,8) 8 (7,5)
Diarréia 77(54,2) 21(19,8)
Mucosite 25(17,6) 7(6,6)
Emese 58(40,8) 12(11,3)
Neuropatia 16(11,6) 4(3,7)
Sindrome mao-pé 3(2,1) 1(0,9)

A frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos no gene DPYD
(rs55886062A>C, rs17376848A>G, rs67376798T>A, rs4970722T>A, rs3918290
C>T, rs1760217A>G, rs1801159 T>C, rs17116806A>C e rs1801265 A>G) estdo
descritas na Tabela 5. Os pacientes foram subdivididos entre aqueles que
apresentaram toxicidade (seja ela de qualquer grau, logo, grau 1-4) e aqueles que
nao apresentaram toxicidades durante o tratamento com o 5-Fluorouracil. Nao houve
correlacdo estatisticamente significante entre os pacientes, com ou sem toxicidade
geral, e os gendtipos estudados (p < 0,05). As mutacdes usadas na pratica clinica
em paises desenvolvidos (EUA e Europa), *2, *13 e rs67376798, ndo foram
significativos na associacdo, pois a frequéncia encontrada destes marcadores na

populacao investigada foram baixas .

Tabela 5. Distribuicdo genotipica dos polimorfismos investigados entre os pacientes que tiveram
auséncia ou presenca de toxicidades (grau 1-4) durante o tratamento com 5-FU.

GENOTIPO TOXICIDADE No. (%) p VALOR?

Auséncia Presenca

DPYD (rs55886062) 36 105 0,411

AA 36 (100%) 100 (95,2%)

AC 0 (0%) 4 (3,8%)

CcC 0 (0%) 1 (1,0%)

Alelo A 1 0,971

Alelo C 0 0,029

DPYD (rs17376848) 36 105 0,177

AA 20 (55,6%) 66 (64,7%)

AG 15 (41,7%) 35 (34,3%)



GG

Alelo A

Alelo G

DPYD (rs67376798)
AA

AT

TT

Alelo A

Alelo T

DPYD (rs4970722)
AA

AT

TT

Alelo A

Alelo T

DPYD (rs3918290)
CC

CT

TT

Alelo C

Alelo T

DPYD (rs1760217)
AA

AG

GG

Alelo A

Alelo G

DPYD (rs1801159)
CC

CT

TT

Alelo C

Alelo T

DPYD (rs17116806)
AA

AC

CcC

Alelo A

Alelo C

DPYD (rs18012265)
AA

AG

GG

Alelo A

Alelo G

1 (2,8%)
0,764
0,236

34

0 (0%)

7 (20,6%)
27 (79,4%)
0,103
0,897

36

3 (8,3%)
14 (38,9%)
19 (52,8%)
0,277
0,723

36

36 (100%)
0 (0%)

0 (0%)

1

0

36

20 (55,6%)
15 (41,7%)
1 (2,8%)
0,764
0,236

36

0 (0%)

15 (41,7%)
21 (58,3%)
0,208
0,792

33

8 (24,2%)
18 (54,5%)
7 (21,2%)
0,514
0,486

35
16(45,7%)
15(42,9%)
4 (11,4%)
0,672
0,328

1 (1%)
0,818
0,182

100

8 (8%)

23 (23%)
69 (69%)
0,195
0,805

105

11 (10,5%)
36 (34,3%)
58 (55,2%)
0,276
0,724

106

104 (98,1%)
1 (0,9%)

1 (0,9%)
0,985
0,015

102

66 (64,7%)
35 (34,3%)
1 (1%)
0,818
0,182

106

9 (8,6%)
46 (43,8%)
50 (47,6%)
0,305
0,695

100

24 (24%)
49 (49%)
27 (27%)
0,485
0,515

104

54 (51,9%)
37 (35,6%)
13 (12,5%)
0,697
0,303

0,205

0,855

0,709

0,510

0,155

0,788

ap valor obtido pelo Teste de Qui-Quadrado de Pearson



Foram feitas andalises de associagdo entre os polimorfismos investigados e o
desenvolvimento de toxicidades associadas ao tratamento com fluoropirimidinas.
Para estas analises, as toxicidades foram estratificadas em duas categorias: Grave
(graus 3 e 4) e moderada (grau 1 e 2). Para todos os nove marcadores investigados
0s genotipos foram analisados sempre em um modelo de dominéancia (homozigotos
de um alelo contra os outros genaotipos).

As alteracbes significativas estdo representadas na tabela 6. Houve
associacao significativa entre o marcador rs1801159 e a ocorréncia de diarreia. As
andlises revelaram que a presenca do alelo C confere um risco aproximadamente
7,5 vezes maior ao desenvolvimento desta toxicidade (p=0,038).

O polimorfismo rs3918290 apresentou uma correlacdo significativa com a
presenca de toxicidades mais graves (grau 3-4). A presenca do alelo C entre
pacientes confere uma razao de probabilidade de aproximadamente 5,5 vezes maior
de se desenvolver reagdes adversas graves (p=0,036).

As variantes polimorficas rs1801159 e rs4970722 apresentaram associagcao
estatisticamente significante para o desenvolvimento de neuropatia (p=0,015 e
p=0,025, respectivamente), embora em situa¢cdes opostas. Portadores do alelo T do
marcador rs1801159 tém chance cinco vezes menor de desenvolver este tipo de
toxidade, enquanto que portadores do alelo T do polimorfismo rs4970722 tem uma
chance cinco vezes maior de desenvolver neuropatia medicamentosa.

Reacdes hematoldgicas a drogas estdo relacionadas significativamente aos
polimorfismos rs17376848, rs4970722 e rs1801265. Nos trés casos as variantes
polimérficas estdo correlacionadas com a maior probabilidade de aparecimento de
reacdes hematologicas nos pacientes oncologicos tratados a base de 5-FU
(rs17376848, p= 0,043 OR= 1,212 (1,116- 1,316); rs4970722, p=0,025 OR=4,599
(1,210-17,480) e rs1801265, p= 0,016 OR=3,793 (1,304-11,029)).

Tabela 6. Correlacdo entre as toxicidades e os polimorfismos no gene DPYD em pacientes tratados
com fluoropirimidinas que apresentaram e ndo apresentaram toxicidades de qualquer grau (1-4).

GENOTIPO TOXICIDADE No.(%) p VALOR® OR (IC 95%)°
Diarreia
Auséncia Presenca
DPYD
(rs55886062) 65 76
TT+CT 64 (98,5) 68 (89,5)

cc 1(1,5) 8 (10,5) 0,038 7,529 (0,916—



DPYD
(rs17116806)
AA + AC
CcC

DPYD
(rs3918290)
CT+TT
cc

DPYD
(rs1801159)
CC+CT
TT
DPYD
(rs4970722)
AA+AT
TT

DPYD
(rs17376848)
GG + AG
AA
DPYD
(rs4970722)
AA+AT
TT
DPYD
(rs1801265)
GG+AG
AA

Mucosite
Auséncia Presenca
108 25
86(79,6) 13(52)
22(20,4) 12(48)
Grau 3ou 4
Auséncia Presenca
113 27
0 (0) 2 (7,4)
113(100) 25(92,6)
Neuropatia
Auséncia Presenca
124 16
57(46) 13(81,2)
67(54) 3(18,8)
124 16
61 (49,2) 3(18,8)
63 (50,8) 13 (81,2)
Hematoldgica
Auséncia Presenca
120 21

21(17,5) 0 (0)
99 (82,5) 21 (100)
121 20
60(49,6) 4 (20%)
61(50,4) 16 (80%)
118 21
64 (54,2) 5(23,8)
54(45,8) 16(76,2)

0,009

0,036

0,015

0,025

0,043

0,016

0,016

61,899)

3,608 (1,447-8,998)

5,520 (3,872-7,870)

0,196 (0,053-0,723)

4,599(1,210-17,480)

1,212 (1,116-1,316)

3,934(1,243-12,452)

3,793(1,304-11,029)

aTodos os p valores foram controlados pela ancestralidade por Regresséo Logistica.

»Odds Ratio a Intervalo de Confianga de 95%.

6. DISCUSSAO

Desde a sua introducdo ha mais de cinco décadas, o 5-FU permanece como o

farmaco quimioterapico mais utilizado, sozinho ou em combinagdo, para o

tratamento de cancer do trato gastrointestinal, incluindo cancer gastrico e colorrectal.



Apesar do amplo uso em prética clinica, h4 uma substancial taxa de
variabilidade interindividual que influencia na farmacocinética do 5-FU, podendo
trazer, desta forma, toxicidades severas aos pacientes oncoldgicos, que podem até

abandonar o tratamento (Sistonen, Johanna et al, 2012).

Grande parte dessa heterogeneidade clinica de resposta ao tratamento com
fluoropirimidinas é devida a variacdo da atividade enzimética da enzima DPD, que
por sua vez é dependente de variantes genéticas presentes no gene que codifica
esta proteina (Tuchman, Mendel et al, 1985). Mais ainda, as frequéncias de
variantes sabidamente responsaveis pela alteracdo da expressdo da enzima DPD
variam consideravelmente entre grupos populacionais geograficamente distintos
(The International Genome Sample Resource and the Genome Project, 2016).

A importancia da enzima DPD para a metabolizacdo do 5-FU, a elevada
variabilidade genética (mais de 326 mutacfes somente em regides codificadoras), a
variabilidade de expresséo do gene e a variacdo entre populacdes geograficamente
distintas séo fatores que tornam ainda mais complexas as investigacbes de
marcadores que possam prever a resposta ao tratamento com este farmaco
(Froehlich, Tanja K. et al, 2015), principalmente em populacées miscigenadas, como
€ 0 caso das populacdes da Amazodnia brasileira.

No presente trabalho investigamos nove marcadores genéticos do gene DPYD
e testamos provaveis associacdes destes marcadores com as toxidades
apresentadas pelos pacientes com cancer gastrointestinal que foram submetidos ao
tratamento com 5-FU.

Uma das associagcdes mais relevantes observadas neste estudo foi a
associacdo significativa entre a presenca do alelo C do rs1801159 e a diarreia
(p=0,038). Esta associacdo ja foi descrita anteriormente em populacfes asiaticas
(Zhang, Hong et al, 2007; Teh, Lay Kek et al, 2013). Nesta tltima investigacéo citada
0s autores observaram que este polimorfismo junto com rs17376848 foram
responsaveis por 37% da variagdo dos niveis plasmaticos de 5-FU e que os
portadores do alelo C apresentavam maiores niveis plasmaticos do farmaco.

A importancia da investigacdo deste polimorfismo pode ser ressaltada pelo
fato de que a populacdo investigada apresenta a frequéncia do alelo C (0,28)
superior a frequéncia observada em outros grupos populacionais para 0s quais

existem dados disponiveis (0,19 em europeus, 0,15 em africanos e 0,27 em



populacbes do leste da Asia) (The International Genome Sample Resource and the
Genome Project, 2016).

A partir dos dados apresentados é possivel inferir que a genotipagem desse
marcador pode ser uma boa ferramenta para tentar monitorar a dosagem a ser
administrada e prever a eficacia do tratamento com 5-FU (Cavalcante, Giovanna C.
et al, 2015). Entretanto, ainda nao foi relatada a correlagdo significativa entre o alelo
T do marcador rs1801150 e a diminuicdo no risco de se ter neuropatias, achado este
relatado no presente trabalho (p=0,015).

O polimorfismo rs3918290 apresentou uma correlacao significativa com a
presenca de toxicidades grau 3-4 com uma razdo de probabilidade de
aproximadamente 5,5 vezes maior de se desenvolver reacfes adversas severas
(p=0,036). Esta variante polimérfica € uma das principais mutacdes relacionadas
com a perda total de atividade enzimética e toxicidade grave com risco de morte
relacionado ao 5-FU. Trata-se de uma mutacdo pontual dentro do éxon 14, que
resulta em defeitos durante o processo de splicing, suprimindo completamente o
éxon e, portanto, resultando numa proteina nao funcional (Li, 2011; Caudle, Kelly E.
et al, 2013). Esta mutacao j& foi relatada com a presenca de toxicidades severas em
diversos trabalhos (Thorn, Caroline F. et al, 2011; Offer, Steven M. et al, 2013;
Deenen, Maarten J. et al, 2016), o que corrobora com o achado deste estudo.

Na nossa investigagdo, o polimorfismo rs17116806 apresentou uma
correlacdo significativa com a presenca de mucosite (p=0,009). Apesar de a
literatura citar esta mutacdo como um provavel modulador de toxicidade a terapia
com base em fluoropirimidinas (Maekawa, Keiko et al, 2007), ainda ndo ha estudos
suficientes para determinar sua funcdo no metabolismo do 5-FU e nem héa
correlacdo da presenca do mesmo com reacdes adversas observadas em pacientes
oncoldégicos.

Por fim, na presente investigagdo, os polimorfismos rs17376848, rs4970722 e
rs1801265 apresentaram significAncia para as toxicidades que envolvem reacdes
hematoldgicas. Esses dados conferem em parte com a literatura ja que trabalhos
tém correlacionado esses polimorfismos com a baixa atividade da enzima DPD, o
que reduz a decomposicdo natural da droga, aumentando a concentracao
plasmatica de 5-FU e, portanto, aumentando a chance de ocasionar complica¢cfes
durante o tratamento com terapias a base de 5-FU (Caudle, Kelly E. et al, 2013;

Maekawa, Keiko et al, 2007, Toffoli, Giuseppe et al, 2015). Entretanto, ndo ha



estudos que associem esses polimorfismos com um tipo de toxicidade especifica,
como € o caso das rea¢fes hematologicas.

Apesar dos resultados significativos do presente projeto, é valido ressaltar as
limitacbes deste estudo em virtude do carater de investigacao retrospectivo, da
diversidade de esquemas quimioterapicos utilizados e do tamanho da casuistica.
Dessa forma, a perspectiva de realizagdo de um estudo controlado prospectivo com
andlise de todos os polimorfismos no gene DPYD conhecidos por ter resposta em
pratica clinica poderia confirmar os achados desta investigacéo e definir uma linha
de tratamento com 5-FU, na populagdo da Regido Norte do Brasil para maximizar o
efeito do farmaco minimizando os riscos de toxicidade e mortes relacionadas ao

tratamento com fluoropirimidinas.

7. CONCLUSAO

Os dados do presente projeto corroboram com 0s estudos que sugerem que
polimorfismos no gene DPYD sé&o preditores de toxicidades em pacientes
oncoldgicos tratados com fluoropirimidinas.

Entretanto, ha a necessidade de estudos adicionais para reforcar a importancia
de estudos clinicos com 5-FU e fluoropirimidinas orais em popula¢cdes miscigenadas,
com o objetivo de melhorar a personalizacdo da medicina diagnéstica e terapéutica,
oferecendo a maxima eficacia do tratamento ao paciente com o minimo possivel de

efeitos colaterais.
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RESUMO

Introducdo: As fluoropirimidinas sdo os principais quimioterapicos no tratamento de neoplasias
malignas do trato gastrointestinal.Contudo, cerca de 30% dos pacientes apresentam toxicidades graves,
levando a descontinuidade terapéutica e Gbito por toxicidade. Biomarcadores capazes de predizer o
tempo 6timo para o inicio do tratamento,a combinacdo de drogas a ser escolhida e a dose-efetiva
minimamente toxica sdo instrumentos norteadores essenciais. O objetivo deste trabalho é Investigar a
associagdo de nove marcadores moleculares recomendados por agencias internacionais implicados na
via metabdlica do 5-FU: DPYD*2A (rs3918290), DPYD*5 (rs1801159), DPYD (rs17116806), DPYD
(rs17376848), DPYD (rs1760217), DPYD (rs1801265), DPYD (rs4970722), DPYD (rs55886062),
DPYD (rs67376768) com o perfil de toxicidade a esse farmaco, em pacientes com céancer do trato
gastrointestinal na regido norte do pais. Métodos:Foi realizado um estudo retrospectivo, transversal,
tipo caso-controle, com avaliacdo de dados clinicos e epidemioldgicos de 142 pacientes tratados com
fluoropirimidimas em monoterapia ou combinagéo. O sistema TagMan® foi utilizado na investigacéo
dos polimorfismos do gene DPYD. Resultados: O polimorfismo rs3918290 apresentou associa¢ao
significativa com a presenca de toxicidades graves (grau 3-4), assim como o marcador rs1801159 e a
presenca de diarreia (p=0,038). As variantes polimorficas rs1801159 e rs4970722 apresentaram
associagdo significante para o desenvolvimento de neuropatia (p=0,015 e p=0,025, respectivamente).
Adicionalmente, os polimorfismos rs17376848, rs4970722 e rs1801265 foram estatisticamente
significantes para o desenvolvimento de reagdes hematoldgicas nos pacientes tratados com 5-FU (p=
0,043, p=0,025 e rs1801265, p= 0,016).Conclusdo: Os dados do presente projeto corroboram com 0s
estudos que sugerem que polimorfismos no gene DPYD séo preditores de toxicidades em pacientes
oncoldgicos tratados com fluoropirimidinas. Entretanto, ha a necessidade de estudos adicionais para
reforcar a importancia de estudos clinicos com 5-FU e fluoropirimidinas orais em populagdes
miscigenadas, como é o caso da populagdo brasileira.

Palavras-chave: DPYD; Fluoropirimidinas, cancer gastrointestinal, farmacogenética, toxicidade



O céncer pode ser definido como uma
doenca multifatorial, que resulta de interacBes
complexas entre alteracdes genéticas e fatores
ambientais.

O céncer colorretal (CCR) e o cancer
gastrico sdo as principais neoplasias malignas do
trato gastrointestinal (TGI)(GLOBOCAN, 2012;
INCA, 2016).

As  fluoropirimidinas  s8o  agentes
quimioterapicos amplamente utilizados para o
tratamento de neoplasias malignas. Desde a sua
introducdo ha mais de 50 anos, o 5-fluorouracil (5-
FU), um antimetabdlito que interfere na duplicacdo
e transcricdo do DNA (fase G1/S), permanece como
0 quimioterapico mais empregado no tratamento
oncolégico e assume papel preponderante nho
esquema terapéutico de neoplasias malignas do
trato gastrointestinal, tanto em monoterapia quanto
em combina¢do (DUSCHINSKY R ET AL., 1957;
LONGLEY ET AL., 2003; SHIRASAKA, 2009)

Muitos estudos discutem os fatores que
determinam a eficacia clinica da quimioterapia
baseada em 5-FU. Os pacientes tratados com 5-FU
podem apresentar distintas reacOes adversas:
mielosupress&o, cardiotoxicidade, reacoes
hematoldgicas (leucopenia, incluindo neutropenia
febril, anemia, e trombocitopenia), reacGes
gastrointestinais 22 (mucosite oral e intestinal,
estomatite, diarréia, nduseas e vOmitos) e
toxicidades dermatolégicas (perda de cabelo,
sindrome méo e pé (HFS) e pele seca); (Champbel
etal., 2016).

Tradicionalmente a terapia do cancer tem
como alvo células em divisdo no corpo, entretanto
as células cancerosas ndo sdo as Unicas células em
divisdo, por isso os tratamentos para o cancer
tendem a ter muitos efeitos adversos.

A farmacogenética por definicdo refere-se
ao estudo das diferengas genéticas em vias
metabdlicas que podem afetar as repostas de um
individuo a farmacos em termos de efeitos
terapéuticos e adversos.

A aplicaco da farmacogenética na éarea
oncolégica é um processo complexo, por que
envolve o dificil manejo clinico da quimioterapia
aplicada a dois genomas: o do individuo
(representado por mutagdes germinativas) e o do
tumor (representado por mutacfes somaticas) este
Ultimo apresenta um papel critico na resposta
antineoplasica (Reis, 2006; Wang et al., 2011).

A eficacia da citotoxicidade de 5-FU é
determinada pela atividade das enzimas envolvidas
no seu metabolismo, tais como DPD, TS, OPRT e
MTHFR. Recentes avancos na farmacogenética
elucidaram alguns polimorfismos genéticos nesses
genes que poderiam explicar a variabilidades da

eficacia e toxicidades relacionadas ao 5-FU
(Shimoyama, 2009).

As agéncias  regulamentadoras  de
farmacos: Agencia de farmacos européia (EMEA),
Administracdo de farmacos e alimentos dos Estados
Unidos (FDA), Agencia de produtos farmacéuticos
e dispositivos médicos do Japdo (PMDA) e Agencia
de saide do Canada (HCSC) possuem
recomendacdes de ajuste de dose e modificagdo da
terapéutica oncoldgica com Fluoropirimidinas, de
acordo com os genotipos de *2, *13 e rs67376798,
do gene DPYD (PharmGKB:
https://www.pharmgkb.org/).

O gene DPYD codifica a enzima DPD que
regula o metabolismo inicial da via de catabolismo
das bases de pirimidina e uracil (Matsusaka e Lenz,
2015). A atividade de DPD é responsavel pela
maioria da metabolizacdo de 5-FU (80%) por isso é
considerado um dos principais determinantes do
acumulo de 5-FU no organismo, levando a
toxicidades (Shimoyama, 2009).

As variantes genéticas em DPYD podem
afetar a atividade enzimatica gerando grande
impacto em reagBes adversas e eficAcia do
tratamento com Fluoropirimidinas. A atividade
enzimatica do DPD ¢ altamente variavel na
populacdo, entre 3 a 5% dos individuos possuem
atividade de DPD baixa ou deficiente e as
deficiéncias completas de DPD (0% de atividade)
sd0 muito raras com uma incidéncia estimada de
0.01-0,1% na populacdo (Meulendijks et al., 2016).

A farmacogenética da toxicidade de 5-FU
tem sido principalmente direcionada para a
atividade de DPD. A diminui¢do da ativacdo do
DPYD pode resultar na toxicidade grave ou mesmo
letal, ap6s uma exposicdo elevada ao farmaco ou
seus metabdlitos. A via catabédlica envolvida na
farmacocinética de 5- FU aumenta as toxicidades
relacionadas a Fluoropirimidinas (Matsusaka e
Lenz, 2015).

A atividade de DPD tem um efeito
previsivel nos niveis de 5-FU, dessa forma, realizar
um tratamento personalizado com ajuste de dose
baseando-se no perfil de funcionalidade de DPD
(deficiente, normal ou reduzido) pode ser usado
como estratégia para reduzir a incidéncia de
toxicidades graves e potencialmente fatais em
associacgdo ao uso de fluoropirimidinas
(Meulendijks et al., 2016).

A descoberta de biomarcadores capazes
de predizer o tempo O6timo para o inicio do
tratamento, a combinacdo de drogas a ser escolhida
e a dose efetiva minimamente toxica sdo
instrumentos norteadores essenciais, uma vez que a
eficacia e toxicidade dos antineoplasicos sdo
determinadas pela concentracdo do farmaco nas
células tumorais e nos tecidos normais,
estreitamente relacionada a atividade enzimatica de
metabolizagdo e  transporte  farmacologico
(MOHELNIKOVA-DUCHONOVA, 2014).



https://www.pharmgkb.org/

O desenvolvimento de pesquisas em
farmacogenética iniciou uma nova era na medicina,
estabelecendo o0 conceito de uma terapia
individualizada e medicina de precisdo, onde o
farmaco certo é administrado na dose adequada
para determinado paciente.

O gene DPYD é amplamente utilizados na
pratica clinica pelas agéncias americana (FDA -
Food and Drug Administration) e européia
(European Medicines Agency)na predicdo de
toxicidade e resposta ao tratamento com
fluoropirimidinas. ~ Dados  regionais  sobre
toxicidades e avaliacdo de resposta relacionadas ao
tratamento quimioterapico para cancer do trato
gastrointestinal sdo  escassos, assim  como
informacdes nacionais sobre polimorfismos no gene
DPYD e suas correlag@es clinicascom uso de 5-FU.

O presente trabalho se propde a Investigar
a associacdo de nove marcadores moleculares
recomendados  por  agencias  internacionais
implicados na via metabdlica do 5-FU: DPYD*2A
(rs3918290), DPYD*5 (rs1801159), DPYD
(rs17116806), DPYD (rsl17376848), DPYD
(rs1760217), DPYD (rs1801265), DPYD
(rs4970722), DPYD  (rs55886062), DPYD
(rs67376768) com o perfil de toxicidade a esse
farmaco, em pacientes com cancer do trato
gastrointestinal na regido norte do pais

CASUISTICA

Tipo de estudo. Foi realizado um estudo
retrospectivo, transversal, tipo caso-controle, com
avaliacdo de dados clinicos e epidemioldgicos dos
individuos incluidos na pesquisa, e investigagdo da
ocorréncia das mutacdes DPYD*2A (rs3918290),
DPYD*5 (rs1801159), DPYD (rs17116806), DPYD
(rs17376848), DPYD (rs1760217), DPYD
(rs1801265), DPYD  (rs4970722), DPYD
(rs55886062), DPYD (rs67376768).

Local Os dados clinicos e amostras serdo coletadas
dos pacientes recrutados em dois Servigos de
Referéncia em Oncologia do SUS em Belém do
Pard, que sdo o Hospital Ophir Loyola (HOL) —
CACON, e o Hospital Universitario Jodo de Barros
Barreto (HUJBB) — UNACON.

Populacdo. Foram recrutados para este estudo 142
pacientes portadores de neoplasia do trato
gastrointestinal, =~ submetidos a  tratamento
oncoldgico com Fluoropirimidinas no HUJBB-
UNACON e no Hospital Ophir Loyola. Ap6s
assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido serdo coletadas amostras de sangue
venoso periférico em tubo EDTA para as analises
genéticas, bem como informacdes epidemioldgicas,
clinicas e laboratoriais contidas nos prontudrios.

Extracdo do dna. O material genético foi extraido a
partir do sangue total periférico dos pacientes
utilizando o kit comercial de extracdo de DNA

BiopurKit Mini Spin Plus — 250 (Biopur, Brasil), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Foram
medidas a concentracdo e pureza do DNA com o
equipamento NanoDrop 1000 Spectrophotometer
(Termo Fisher Scientific, Wilmington, DE).

Analise dos polimorfismos. Para a analise da
genotipagem dos polimorfismos de nucleotideo
Unico (SNP) foi realizada por discriminicdo alélica
utilizando a tecnologia TagMan OpenArray
Genotyping, com um painel de 32 ensaios
customizados, no equipamento QuantStudio™ 12K
Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Life Technologies, Carlsbad, EUA), de acordo com
o0 protocolo recomendado por Applied Biosystems.
O software Tagman Genotyper foi utilizado para a
andlise dos dados das placas e precisdo de leitura
dos genotipos, além do controle de qualidade da
genotipagem.

Andlise da ancestralidade genémica. Quanto a
andlise da ancestralidade, um painel de 61
marcadores Informativos de Ancestralidade (IAMSs)
foiusado como método de controle genémico da
ancestralidade para determinar com precisdo 0
papel de polimorfismos nos genes candidatos em
populag¢bes miscigenadas da regido Norte do Brasil,
assumindo trés populacBes parentais (européia,
africana e amerindia), conforme descrito por Santos
et al., 2010.

Métodos estatisticos. Os dados foram tabulados em
planilhas utilizando o programa Microsoft Office
Excel 2010® e analisados através de dois
programas:

-Programa Structure v.22, utilizado para
estimar a proporcdo individual e global de
ancestralidade dos pacientes com céncer tratados
com 5-FU de maneira a realizar o controlee o efeito
da ancestralidade gen6mica entre os individuos.

- Programa SPSS 14.0, empregado nas
andlises de regressdo logistica para correlacionar
toxicidade, resposta terapéutica e caracteristicas
clinico-epidemiolégicas com os  marcadores
genéticos investigados (SPSS Ins. Chicago, IL,
USA).

RESULTADOS

Para o desenvolvimento desta pesquisa
foram coletadas amostras de sangue periférico e
dados clinicos de 142 pacientes tratados com
quimioterapia a base de fluoropirimidinas, no HOL
e UNACON-HUJBB. O género feminino foi
predominante entre os participantes com 51,4% da
casuistica (Tabela 3). A idade média foi de 53,5
anos, variando entre 18 e 81 anos. Os sitios
primarios de tumores mais frequentes foram
estbmago e colon com 39,4% e 33,8%,
respectivamente. Os estadios clinicos que se
sobressairam dos demais foram o 111 (41,3%) e IV
(34,8%).



Os diferentes tipos de  regimes
quimioterapicos estdo descritos na Tabela 3, com
suas respectivas frequéncias. Destaca-se 0
predominio do esquema 5-FU + Leucovorin
aplicado a 47,2% do total de pacientes. A
prevaléncia desse regime pode ser explicada, em
partes, pelo emprego no esquema de adjuvancia do
cancer
gastrico (Macdonald), na neoadjuvancia de cancer
de reto baixo/médio concomitante a radioterapia, e
ainda como alternativa para o tratamento paliativo
de pacientes com performance status desfavoravel a
poliquimioterapia. Dos 142 pacientes, 57 (40,1%)
foram submetidos a radioterapia concomitante a
quimioterapia.

Durante o tratamento, 106 (74,6%)
pacientes desenvolveram toxicidades e, destes,
27(19,3%) apresentaram toxicidades consideradas

neuropatia(11,6% das toxicidades de qualquer grau
e 3,7% nos pacientes que sofreram por toxicidade
grau 3 ou 4)e Sindrome Mao-Pé(2,1%, onde um
individuo apresentou esta toxicidade como grau 3
ou 4, sendo representado por 0,9%).

A frequéncia genotipica e alélica dos
polimorfismos no gene DPYD (rs55886062A>C,
rs17376848A>G, rs67376798T>A, rsd970722T>A,
rs3918290 C>T, rs1760217A>G, rs1801159 T>C,
rs17116806A>C e rs1801265 A>G) estdo descritas
na Tabela 5. Os pacientes foram subdivididos entre
aqueles que apresentaram toxicidade (seja ela de
qualquer grau, logo, grau 1-4) e aqueles que ndo
apresentaram toxicidades durante o tratamento com
0 5-Fluorouracil. N&o houve correlacao

estatisticamente  significante  entre  os
pacientes, com ou sem toxicidade geral, e o0s
gendtipos estudados (p < 0,05). As mutagdes usadas
na pratica clinica em paises desenvolvidos (EUA e

Tabela 1. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de 142 pacientes tratados com quimioterapia & base de

fluoropirimidinas*

Caracteristicas NUmero de pacientes (%)
Género N=142
Masculino 69(48,6)
Feminino 73(51,4)
Idade Média (n= 128) 53,51(+ou- 13,926)
Localizagdo primaria N=142
Estdmago 56(39,4)
Colon 48(33,8)
Reto 38(26,8)
Estadiamento? N =138
| 6 (4,3)
I 27(19,6)
i 57(41,3)
v 48(34,8)
Regime Quimioterapico N= 142
5FU 9(6,3)
5-FU + Leucovorin 66(47,2)
5-FU + Leucovorin + Oxaliplatina 1(0,7)
5-FU + Leucovorin + Irinotecano 10(7)
5-FU + Platina 12 (9,5)
5-FU + Oxaliplatina 03 (2,4)
Pacientes submetidos a radioterapia 57(40,1)
(n=142)
Presenca de toxicidade Grau n=142
Qualquer grau de toxicidade (grau 1-4) 106(74,6)
Toxicidade grave ( grau 3-4) 27(19,3)

Ancestralidade Média
Europeia
Amerindia
Africana

0,475 (+0,145)
0,310 (+0,120)
0,216 (+0,115)

*O numero de individuos (n) refere-se aos que possuem dados para a referida caracteristica.
+ Desvio Padrao a Segundo o TNM da American Joint Committee on Cancer (AJCC, 2010).

graves(grau 3-4). Dentre as toxicidades especificas
analisadas, Diarreia e émese se destacaram como 0s
principais tipos de toxicidade, relatadas em 54,2% e
40,8% dos pacientes respectivamente, e em graus 3-
4, 19,8%. e 11,3%. dos pacientes, respectivamente.
Além disso, verificou-se, também, a presenca de
mucosite(17,6%, sendo de grau 3 ou 4 em 6,6% dos
individuos), reacdes hematoldgicas(14,8%, onde
7,5% ocorreram como grau 3 ou 4),

Europa), *2 , *13 e rs67376798, ndo foram
significativos na associacdo, pois a frequéncia
encontrada destes marcadores na populagdo
investigada foram baixas .

Foram feitas analises de associacdo entre
0S polimorfismo



As alteragBes significativas estdo representadas na

Tabela 2. Frequéncia das principais toxicidades, segundo o grau de ocorréncia, presentadas em 106 pacientes

oncolégicos tratados com 5-FU.

Tipo de toxicidade Grau 1-4 Grau 3-4
N = 106 (100%)
Hematolégica 21 (14,8) 8 (7,5)
Diarréia 77(54,2) 21(19,8)
Mucosite 25(17,6) 7(6,6)
Emese 58(40,8) 12(11,3)
Neuropatia 16(11,6) 4(3,7)
Sindrome mé&o-pé 3(2,1) 1(0,9)

2p valor obtido pelo Teste de Qui-Quadrado de Pearson

investigados e o desenvolvimento de toxicidades
associadas ao tratamento com fluoropirimidinas.

Para estas analises, as toxicidades foram

tabela 6. Houve associagdo significativa entre o
marcador rs1801159 e a ocorréncia de diarreia. As
analises revelaram que a presenca do alelo C
confere um risco aproximadamente 7,5 vezes maior
ao desenvolvimento desta toxicidade (p=0,038).

Tabela 3. Distribuicdo genotipica dos polimorfismos investigados entre 0s pacientes que tiveram auséncia ou presenca

de toxicidade (grau 1-4) durante o tratamento com 5FU

Caracteristicas

NUmero de pacientes (%)

Género
Masculino
Feminino
Idade Média (n= 128)
Localizagdo primaria
Estdmago
Colon
Reto
Estadiamento?
|
1
i
v
Regime Quimioterapico
5FU
5-FU + Leucovorin
5-FU + Leucovorin + Oxaliplatina
5-FU + Leucovorin + Irinotecano
5-FU + Platina
5-FU + Oxaliplatina
Pacientes submetidos a radioterapia (n=142)
Presenca de toxicidade Grau
Qualquer grau de toxicidade (grau 1-4)
Toxicidade grave ( grau 3-4)
Ancestralidade Média
Europeia
Amerindia
Africana

N=142
69(48,6)
73(51,4)
53,51(+ou- 13,926)
N=142
56(39,4)
48(33,8)
38(26,8)
N =138
6 (4,3)
27(19,6)
57(41,3)
48(34,8)
N= 142
9(6,3)
66(47,2)
1(0,7)
10(7)

12 (9,5)
03 (2,4)
57(40,1)
n=142
106(74,6)
27(19,3)

0,475 (+0,145)
0,310 (+0,120)
0,216 (+0,115)

*0O numero de individuos (n) refere-se aos que possuem dados para a referida caracteristica.

+ Desvio Padrdo

a Segundo o TNM da American Joint Committee on Cancer (AJCC, 2010).

estratificadas em duas categorias: Grave (graus 3 €
4) e moderada (grau 1 e 2). Para todos 0s nove
marcadores investigados 0s genétipos foram
analisados sempre em um modelo de dominéncia
(homozigotos de um alelo contra 0s outros

genotipos).

O polimorfismo rs3918290 apresentou
uma correlacdo significativa com a presenca de
toxicidades mais graves (grau 3-4). A presencga do
alelo C entre pacientes confere uma razdo de
probabilidade de aproximadamente 5,5 vezes maior
de se desenvolver reacfes adversas graves
(p=0,036).

As variantes polimoérficas rs1801159 e
rs4970722 apresentaram associagao



estatisticamente significante para 0
desenvolvimento de neuropatia (p=0,015 e p=0,025,
respectivamente), embora em situagcdes opostas.
Portadores do alelo T do marcador rs1801159 tém
chance cinco vezes menor de desenvolver este tipo
de toxidade, enquanto que portadores do alelo T do
polimorfismo rs4970722 tem uma chance cinco
vezes maior de  desenvolver  neuropatia
medicamentosa.

Reacbes hematologicas a drogas estdo
relacionadas significativamente aos polimorfismos
rs17376848, rs4970722 e rs1801265. Nos trés casos
as variantes polimdrficas estdo correlacionadas com
a maior probabilidade de aparecimento de reacdes
hematoldgicas nos pacientes oncoldgicos tratados a
base de 5-FU (rs17376848, p= 0,043 OR= 1,212
(1,116- 1,316); rs4970722, p=0,025 OR=4,599
(1,210-17,480) e rs1801265, p= 0,016 OR=3,793
(1,304-11,029)).



Tabela 4. Correlacéo entre as toxicidades e os polimorfismos no gene DPYD em pacientes tratados com

fluoropirimidinas que apresentaram e ndo apresentaram toxicidades de qualquer grau (1-4)

GENOTIPO

DPYD
(rs55886062)

TT+CT
CcC

DPYD
(rs17116806)

AA + AC
CcC

DPYD
(rs3918290)

CT+TT
CcC

DPYD
(rs1801159)

CC+CT
TT

DPYD
(rs4970722)

AA+AT
TT

DPYD
(rs17376848)

GG + AG
AA

DPYD
(rs4970722)

AA+AT
TT

DPYD
(rs1801265)

GG+AG
AA

TOXICIDADE No.(%)

Auséncia
65

64 (98,5)
1(1,5)

Auséncia
108

86(79,6)
22(20,4)

Auséncia
113
0(0)

113(100)

Auséncia
124
57(46)
67(54)
124

61 (49,2)
63 (50,8)

Hematolo6gica

Auséncia
120
21(17,5)
99 (82,5)
121

60(49,6)
61(50,4)

118

64 (54,2)
54(45,8)

Diarreia

Mucosite

Grau 3o0u 4

Neuropatia

Presenca
76

68 (89,5)
8 (10,5)

Presenca
25

13(52)
12(48)

Presenca
27

2 (7.4)
25(92,6)

Presenca
16

13(81,2)
3 (18,8)

16

3(18,8)
13 (81,2)

Presenca
21
0(0)
21 (100)
20
4 (20%)
16 (80%)
21
5(23,8)
16(76,2)

p VALOR?

0,038

0,009

0,036

0,015

0,025

0,043

0,016

0,016

OR (IC 95%)°

7,529 (0,916-61,899)

3,608 (1,447-8,998)

5,520 (3,872-7,870)

0,196 (0,053-0,723)

4,599(1,210-17,480)

1,212 (1,116-1,316)

3,934(1,243-12,452)

3,793(1,304-11,029)

aTodos os p valores foram controlados pela ancestralidade por Regresséo Logistica.

»Odds Ratio a Intervalo de Confianca de 95%.



DISCUSSAO

Desde a sua introducdo ha mais de cinco
décadas, o 5-FU permanece como o farmaco
quimioterapico mais utilizado, sozinho ou em
combinacdo, para o tratamento de cancer do trato
gastrointestinal, incluindo céncer gastrico e
colorrectal.

Apesar do amplo uso em pratica clinica, ha
uma  substancial taxa de  variabilidade
interindividual que influencia na farmacocinética
do 5-FU, podendo trazer, desta forma, toxicidades
severas aos pacientes oncoldgicos, que podem até
abandonar o tratamento (Sistonen, Johanna et al,
2012).

Grande parte dessa heterogeneidade clinica de
resposta ao tratamento com fluoropirimidinas é
devida a variagdo da atividade enzimatica da
enzima DPD, que por sua vez é dependente de
variantes genéticas presentes no gene que codifica
esta proteina (Tuchman, Mendel et al, 1985). Mais
ainda, as frequéncias de variantes sabidamente
responsaveis pela alteracdo da expressao da enzima
DPD variam consideravelmente entre grupos
populacionais  geograficamente distintos (The
International Genome Sample Resource and the
Genome Project, 2016).

A importancia da enzima DPD para a
metabolizagdo do 5-FU, a elevada variabilidade
genética (mais de 326 mutacbes somente em
regides codificadoras), a variabilidade de expressdo
do gene e a variacdo entre populacdes
geograficamente distintas sdo fatores que tornam
ainda mais complexas as investigacGes de
marcadores que possam prever a resposta ao
tratamento com este farmaco (Froehlich, Tanja K.
et al, 2015), principalmente em populagdes
miscigenadas, como é o caso das populacbes da
Amazonia brasileira.

No presente trabalho investigamos nove
marcadores genéticos do gene DPYD e testamos
provéveis associa¢fes destes marcadores com as
toxidades apresentadas pelos pacientes com cancer
gastrointestinal que foram  submetidos ao
tratamento com 5-FU.

Uma das associagbes mais relevantes
observadas neste estudo foi a associagdo
significativa entre a presenca do alelo C do
rs1801159 e a diarreia (p=0,038). Esta associa¢do ja
foi descrita anteriormente em populagdes asiaticas
(zZhang, Hong et al, 2007; Teh, Lay Kek et al,
2013). Nesta dltima investigacao citada os autores
observaram que este polimorfismo junto com
rs17376848 foram responsaveis por 37% da
variacdo dos niveis plasmaticos de 5-FU e que o0s
portadores do alelo C apresentavam maiores niveis
plasméticos do farmaco.

A importdncia da investigacdo deste
polimorfismo pode ser ressaltada pelo fato de que a
populacdo investigada apresenta a frequéncia do
alelo C (0,28) superior a frequéncia observada em

outros grupos populacionais para os quais existem
dados disponiveis (0,19 em europeus, 0,15 em
africanos e 0,27 em populacdes do leste da Asia)
(The International Genome Sample Resource and
the Genome Project, 2016).

A partir dos dados apresentados é possivel
inferir que a genotipagem desse marcador pode ser
uma boa ferramenta para tentar monitorar a
dosagem a ser administrada e prever a eficacia do
tratamento com 5-FU (Cavalcante, Giovanna C. et
al, 2015). Entretanto, ainda ndo foi relatada a
correlacdo significativa entre o alelo T do marcador
rs1801150 e a diminuicdo no risco de se ter
neuropatias, achado este relatado no presente
trabalho (p=0,015).

O polimorfismo rs3918290 apresentou uma
correlacdo significativa com a presenca de
toxicidades grau 3-4 com wuma razdo de
probabilidade de aproximadamente 5,5 vezes maior
de se desenvolver reacOes adversas severas
(p=0,036). Esta variante polimérfica é uma das
principais mutacGes relacionadas com a perda total
de atividade enzimética e toxicidade grave com
risco de morte relacionado ao 5-FU. Trata-se de
uma mutacdo pontual dentro do éxon 14, que
resulta em defeitos durante o processo de splicing,
suprimindo completamente o éxon e, portanto,
resultando numa proteina ndo funcional (Li, 2011;
Caudle, Kelly E. et al, 2013). Esta mutagdo ja foi
relatada com a presenca de toxicidades severas em
diversos trabalhos (Thorn, Caroline F. et al, 2011;
Offer, Steven M. et al, 2013; Deenen, Maarten J. et
al, 2016), o que corrobora com o achado deste
estudo.

Na nossa investigacdo, o polimorfismo
rs17116806 apresentou uma correlagdo
significativa com a presencga de mucosite (p=0,009).
Apesar de a literatura citar esta mutagdo como um
provavel modulador de toxicidade a terapia com
base em fluoropirimidinas (Maekawa, Keiko et al,
2007), ainda ndo ha estudos suficientes para
determinar sua funcdo no metabolismo do 5-FU e
nem h& correlacdo da presenca do mesmo com
reacbes adversas observadas em pacientes
oncolégicos.

Por fim, na presente investigacdo, 0s
polimorfismos rs17376848, rs4970722 e rs1801265
apresentaram significancia para as toxicidades que
envolvem reagdes hematoldgicas. Esses dados
conferem em parte com a literatura j& que trabalhos
tém correlacionado esses polimorfismos com a
baixa atividade da enzima DPD, o que reduz a
decomposicdo natural da droga, aumentando a
concentracdo plasmatica de 5-FU e, portanto,
aumentando a chance de ocasionar complicacdes
durante o tratamento com terapias a base de 5-FU
(Caudle, Kelly E. et al, 2013; Maekawa, Keiko et
al, 2007, Toffoli, Giuseppe et al, 2015). Entretanto,
ndo ha estudos que associem esses polimorfismos



com um tipo de toxicidade especifica, como é o
caso das reagdes hematoldgicas.

Apesar dos resultados significativos do
presente projeto, é valido ressaltar as limitacGes
deste estudo em virtude do carater de investigacdo
retrospectivo, da diversidade de esquemas
quimioterapicos utilizados e do tamanho da
casuistica. Dessa forma, a perspectiva de realizacdo
de um estudo controlado prospectivo com analise
de todos os polimorfismos no gene DPYD
conhecidos por ter resposta em pratica clinica
poderia confirmar os achados desta investigacdo e
definir uma linha de tratamento com 5-FU, na
populacio da Regido Norte do Brasil para
maximizar o efeito do farmaco minimizando os
riscos de toxicidade e mortes relacionadas ao
tratamento com fluoropirimidinas.

CONCLUSAO

Os dados do presente projeto corroboram com
0s estudos que sugerem que polimorfismos no gene
DPYD sdo preditores de toxicidades em pacientes
oncologicos tratados com fluoropirimidinas.

Entretanto, h&d a necessidade de estudos
adicionais para reforcar a importancia de estudos
clinicos com 5-FU e fluoropirimidinas orais em
populagbes miscigenadas, com o objetivo de
melhorar a personalizacdo da medicina diagndstica
e terapéutica, oferecendo a maxima eficicia do
tratamento ao paciente com o minimo possivel de
efeitos colaterais.
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ANEXO 1 - PARECER DO COMITE DE ETICA E PESQUISA DO HOSPITAL JOAO DE
BARROS BARRETO

HOSPITAL UNIVERSITARIO
JOAO DE BARROS BARRETO - me
UFPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinacdo da prevaléncia dos polimorfismos de enzimas relacionadas ao
metabolismo do 5-fluoruracil (5-FU) em uma populacdo do Norte do Brasil.

Pesquisador: WILLIAMS FERNANDES BARRA

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que n&o necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 06649713.9.0000.0017

Instituicao Proponente: Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto - UFPA

Patrocinador Principal: FUNDACAQO AMAZONIA PARAENSE DE AMPARO A PESQUISA - FAPESPA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 617.373
Data da Relatoria: 15/04/2014

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de uma emenda ao projeto de estudo transversal para avaliacdo da prevaléncia dos polimorfismos
de enzimas relacionadas ao metabolismo do 5-fluoruracil (5-FU) em uma populacido do Norte do Brasil,
aprovado pelo Colegiado do CEP em 26/03/2013, conforme parecer n°230.032. Os pacientes com céncer
tratados com fluorpirimidinas serdo recrutados em hospitais de referéncia em oncologia em Belém/PA —
UNACON/HUJBB, Hospital Saude da Mulher e Hospital Ophir Loyola.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar a variabilidade de mutacdes presentes no gene DPYD e TYMS envolvido na via metabdlica e na
farmacogenética do 5FU, selecionado como provavel indicador da toxicidade e eficacia ao tratamento com
este fArmaco.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos: O unico procedimento invasivo que os individuos serdo submetidos sera a coleta de 10 ml de

sangue periférico para posterior extracdo de DNA e genotipagem dos polimorfismos no gene DPYD.

Enderegco: RUA DOS MUNDURUCUS 4487

Bairro: GUAMA CEP: 66.073-000
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3201-6754 Fax: (91)3201-6663 E-mail: cephujbb@yahoo.com.br
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Beneficios: Ndo ha beneficio direto, todavia todos os participantes estardo contribuindo para o avang¢o do
tratamento do céncer do TGI na regido Norte do Brasil, em particular no Para.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisador principal apresentou justificativa para aumentar o nimero de membros na equipe de trabalho
em funcédo da necessidade de melhorar o recrutamento de participantes no estudo.

O estudo em questéo excluiu o grupo-controle de voluntarios sem a doenca.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
N&o houve modificacdes no cronograma.

Recomendagoes:
Sem recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
A emenda esta de acordo com a Res. CNS 466/12.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, este Colegiado manifesta-se pela APROVACAO da EMENDA ao protocolo de pesquisa
por estar de acordo com a Resolugdo n°466/2012 e suas complementares do Conselho Nacional de
Saude/MS.

Ainda em atendimento a Res. 466/2012 esclarecemos que a responsabilidade do pesquisador € indelegavel,
indeclinavel e compreende os aspectos éticos e legais. Além de apresentar o protocolo devidamente
instruido ao CEP ou a CONEP, aguardando a decisio de aprovacéo €tica, antes de iniciar a pesquisa; de
elaborar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

Cabe ainda ao pesquisador:

1- desenvolver o projeto conforme delineado;

2- elaborar e apresentar os relatorios parciais, € em prazo maximo de 60 (sessenta) dias, apos a finalizacdo
da pesquisa, apresentar o relatério final, incluindo os resultados finais da pesquisa, impresso e na
Plataforma Brasil;

Endereco: RUA DOS MUNDURUCUS 4487

Bairro: GUAMA CEP: 66.073-000
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3201-6754 Fax: (91)3201-6663 E-mail: cephujbb@yahoo.com.br
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3- apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP, a qualquer momento;

4- manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periodo de 05 anos apdés o término da pesquisa;

5- encaminhar os resultados para publicacdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao
pessoal técnico integrante do projeto;

6- justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupcéo do projeto ou a ndo publicacdo
dos resultados.

BELEM, 15 de Abril de 2014

Assinador por:
Jodao Soares Felicio

(Coordenador)
Endereco: RUA DOS MUNDURUCUS 4487
Bairro: GUAMA CEP: 66.073-000
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3201-6754 Fax: (91)3201-6663 E-mail: cephujbb@yahoo.com. br
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ANEXO 2 - PARECER DO COMITE DE ETICA E PESQUISA DO HOSPITAL OPHIR
LOYOLA

HOSPITAL OPHIR LOYOLA - £~ Ploboforma
HOL %oﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinacgdo da prevaléncia dos polimorfismos de enzimas relacionadas ao
metabolismo do 5-fluoruracil (5-FU) em uma populacédo do Norte do Brasil.

Pesquisador: WILLIAMS FERNANDES BARRA

Area Tematica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana nédo contemplada acima.);

Versdo: 1

CAAE: 06649713.9.0000.0017

Instituicao Proponente: Hospital Universitario Joéao de Barros Barreto - UFPA

Patrocinador Principal: FUNDACAO AMAZONIA PARAENSE DE AMPARO A PESQUISA - FAPESPA

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 298 994
Data da Relatoria: 02/05/2013

Apresentagido do Projeto:

No Brasil, estimativas para os anos 2012 e 2013, espera-se 14.180 casos novos de cancer colorretal (CCR)
em homens e 15960 em mulheres fazendo do CCR o terceiro mais comum em ambos o0s sexos,
excetuando-se 0s casos de pele ndo melanoma (INCA, 2011). Estimou-se, tambem, no Brasil, para o ano de
2012, 12.670 casos novos de cancer do estdmago em homens e 7.420 em mulheres, sendo o quarto mais
incidente nos homens e o sexto entre as mulheres. No Para, o cancer de estdmago € o segundo mais
frequente entre os homens e o quarto entre as mulheres, sendo Belem a capital brasileira com a maior taxa
relativa de cancer gastrico, com 23 casos e 14 casos por 100.000 habitantes entre os homens e mulheres,
respectivamente (INCA, 2011). A cirurgia, com ressec¢io completa do tumor, é parte essencial do
tratamento dos adenocarcinomas gastrico e colorretal. Entretanto, pacientes cirurgicamente tratados com
intencéo curativa possuem risco de recidiva variavel de acordo com o estadiamento inicial. A utilizacéo do
tratamento multimodal com quimioterapia e/ou radioterapia demonstrou aumentar as possibilidades de cura
de pacientes operados com cancer de estdmago (Macdonald, 2001; Cunningham, 2006) e CCR (Wolmark,
1988). Paciente com cancer gastrico ou CCR metastaticos ou recidivados apresentam ganho de sobrevida

global e qualidade de vida quando submetidos a

Enderego: GOVERNADOR MAGALHAES BARATA 523/1075

Bairro: SAD BRAS CEP: 66.063-240
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3342-1100 E-mail: cepophirioyola_pa@gmail.com
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quimioterapia paliativa (Scheithauer, 1993; Wagner, 2010). O tratamento quimioterapico do cancer do TGl é
baseado em monoterapia ou combinac&o de diversas drogas, permanecendo o 5-FU como o quimioterapico
mais utilizado para o tratamento de cancer do TGI, incluindo cancer gastrico e CCR (Li, 2011). O 5-FU é
uma pro-droga que & convertida no metabolito ativo, 5-fluoro-2-deoxiuridina mononofosfato (FAUMP) que
promove a inibicdo da timidilato sintetase (TS) e, subsequentemente, da sintese do DNA. Outro mecanismo
de acéo antitumoral do 5-FU € a incorporacgédo de FUTP ao RNA e de FAUTP ao DNA, (Longley, 2003). O 5-
FU é metabolizado pela dihidropirimidina desidrogenase (DPD) em dihidrofluoruracil (DHFU) que € um
metabaolito inativo. Cerca de 80% do 5-FU administrado é catabolizado primariamente no figado, onde a
DPD é expressa abundantemente (Longley,2003). Existe variabilidade farmacocinética interindividual no
metabolismo do 5-FU, principalmente devido a variabilidade na atividade enzimatica da DPD (Gamelin,
2008). Cerca de 3 a 5% da populacéo & parcialmente, e 0,2% completamente, deficiente da atividade
enzimatica de DPD (Walther,2009). Pacientes com reducéo da atividade enzimatica da DPD apresentam
toxicidades graves, as vezes fatais, quando expostos ao 5-FU (Longley, 2003; Walther 2009). Ha mais que
30 polimorfismos que causam deficiéncia de DPD, levando a toxicidades de graus variados (Diasio, 2000;
Wei 1996). A nova era da medicina personalizada, baseada na farmacocinética e farmacodindmica singular
de cada individuo exposto a uma droga, possibilita meios para atingir maior eficacia e menor toxicidade
durante o tratamento quimioterapico. A DPYD & uma enzima de fase | responsavel pela inativacéo hepatica
de 80% do 5-FU administrado (Longley, 2003), estando sua expresséo relacionada com toleréncia e
resposta ao tratamento com 5-FU. A identificacéo de genes (e formas alternativas desses genes)
responsaveis por efeitos adversos em resposta aos farmacos pode ser muito util no estabelecimento de
politicas de saude publica e no desenho e interpretacdo de ensaios clinicos. A existéncia de diferencas inter
-étnicas em relac&o a variabilidade encontrada em genes envolvidos com resposta aos farmacos, pode ser

um fator importante para a interpretacéo errdnea dos resultados (Suarez-Kutz 2005; Daar e Singer. 2005).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Investigar as mutagdes presentes no gene DPYD e TYMS envolvido na via metabdlica e na farmacogenética
do 5-FU, selecionado como provavel indicador da toxicidade e eficacia ao tratamento com este farmaco.
Objetivo Secundario:

a) Investigar marcadores maoleculares do tipo SNPs no gene DPYD que possam ser utilizados como

Enderego: GOVERNADOR MAGALHAES BARATA 523/1075

Bairro: SAO BRAS CEP: 66.063-240
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3342-1100 E-mail: cepophirfoyola_ pa@gmail.com
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preditivos de toxicidade ao tratamento com 5-FU. b) Descrever a frequéncia dos polimorfismos no gene
DPYD em amostras de 700 individuos considerados controles populacionais do estado do Para. c)
Investigar e comparar 0s gendtipos dos pacientes tratados com 5-FU que apresentaram efeitos adversos ao
tratamento com o grupo de

pacientes que néo apresentaram. d) Contribuir para conducéo de estudos clinicos de tratamento com 5-FU e

seus derivados baseados em medicina personalizada;

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O unico procedimento que os individuos serdo submetidos sera a coleta de 10 ml de sangue periférico para
posterior extracdo de DNA e genotipagem dos polimorfismos no gene DPYD e pode ter um hematoma ou
dor local.

Beneficios:

Né&o ha beneficio direto, todavia todos os participantes estardo contribuindo para o avanco do tratamento do
cancer do TGI na regi&o Norte do Brasil, em particular no Para.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A avaliagéo da relevancia social da pesquisa mostra que o tema & relevante para a sociedade, pois & na
oncologia que a medicina personalizada possui grande importancia devido a estreita relac&o entre dose da
droga, eficacia antitumoral e toxicidade da maioria das drogas quimioterapicas e a grande variabilidade
farmacocinética e farmacodinamica interindividual (Li e Bluth, 2011).

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Os termos apresentados estéo de acordo com a Resolugéo 196/96 do CNS/MS

Recomendacgdes:

Acrescentar a possibilidade de dor no local da puncéo entre os Riscos da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Diante do exposto, somos pela aprovacéo do projeto de pesquisa. Este é nosso parecer, SMJ

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Enderego: GOVERNADOR MAGALHAES BARATA 523/1075

Bairro: SAO BRAS CEP: 66.063-240
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3342-1100 E-mail: cepophirfoyola_pa@gmail.com
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BELEM, 10 de Junho de 2013

Assinador por:
Alberto Gomes Ferreira Junior
(Coordenadar)

Enderego: GOWVERNADOR MAGALHAES BARATA 523/1075

Bairro: SAO BRAS CEP: 66.063-240
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3342-1100 E-mail: cepophiroyola_ pa@gmail.com
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ANEXO 3- ACEITE DO ORIENTADOR

TERMO DE ACEITE DO ORIENTADOR

Eu, Ney Pereira Carneiro dos Santos, aceito orientar ¢ Trabalho de Conclusdc
de Curso — TCC do curso de medicina da UFPA. intitulado “INVESTIGACAO
DE BIOMARCADORES MOLECULARES DE MEDICINA DE PRECISAO NO
GENE DPYD COMOQO PREDITORES DE TOXICIDADE A TERAPIAS COM USO
DE FLUOROPIRIMIDINAS EM PACIENTES COM  NEOPLASIA
GASTROINTESTINAL", gue sera desenvolvido pelas discentes Mayara
Ferreira Mcta e Tayssa Cristina Lima de Vilhena, comprometendo-me a dedicar
o tempo minimo de 2 (duas) horas semanais para ¢ acompanhamento do TCC,
assim como, de participar da defesa do trabalho como membro examinador,
devendo presidir @ banca examinadora. Informo também, ter ciéncia que a
onentacdo devera estar de acordo com o manual das orientagdes para
apresentagdo do TCC e gue, na eventual ocorréncia de algum fato que
prejudique o processo de orientagdo, o mesmo devera ser formalmente
comunicado a cocrdenagao do TCC.

Belém, 01 de agosto de 2017.
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ANEXO 4- FOLHA DE ROSTO DA PLATAFORMA BRASIL

% leaﬁofmo MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Satide - Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP
FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Projeto de Pesquisa: 2. Numero de Sujeitos de Pesquisa:
Determinagao da prevaléncia dos polimorfismos de enzimas relacionadas ao metabolismo do 5- 1.000

fluoruracil (5-FU) em uma populacéo do Norte do Brasil.

3. Area Tematica:
Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana nao contemplada acima.)

4. Area do Conhecimento:
Grande Area 2. Ciéncias Biologicas , Grande Area 4. Ciéncias da Satde

PESQUISADOR RESPONSAVEL

5. Nome:

WILLIAMS FERNANDES BARRA

6. CPF: 7. Endereco (Rua, n.°):

648.392.492-53 CHEDEN BITAR NAZARE CASA 137 BELEM PARA 66040080

8. Nacionalidade: 9. Telefone: 10. Outro Telefone: 11. Email: 1
BRASILEIRA (91) 3233-1282 ajuru2@gmail.com

12. Cargo: MéD1 C.O

Termo de Compromisso: Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Resolugao CNS 196/96 e suas complementares. Comprometo-me a
utilizar os materiais e dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e a publicar os resultados sejam eles favoraveis ou néo.
Aceito as responsabilidades pela condugéo cientifica do projeto acima. Tenho ciéncia que essa folha sera anexada ao projeto devidamente assinada
por todos os responsaveis e fara parte integrante da documentagéo do mesmo.

Data: 26 i 02 20\3 N\MQAMA W —éﬁ/‘/\ﬂ_

Assinatura

INSTITUIGAO PROPONENTE

13. Nome: 14. CNPJ: 15. Unidade/Org&o:
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto - 34.621.748/0004-76

UFPA

16. Telefone: 17. Outro Telefone:

Termo de Compromisso (do responsavel pela instituigdo ): Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Resolugdo CNS 196/96 e suas
Complementares e como esta instituigdo tem condigbes para o desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execugéo.

Responsavel: (F_S 0 A R NO 1_,5 [ :0 i\ ( All crF ©27 439 }(( =T

Cargo/Fung&o: é—s AR o n \-‘\ \&@ 8

Dataa. ©K /1 ©O3 12013 f,{ w..cc[\l&?%

Assinatura
PATROCINADOR PRINCIPAL Dlmor Geral - HUJBB

CR% /I PA - 1097

64



