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RESUMO

AVALIACAO DO POLIMORFISMO INDEL NO GENE TYMS EM ASSOCIACAO A
RESPOSTA QUANTO AO USO DE FLUOROPIRIMIDINAS EM PACIENTES
PORTADORES DE NEOPLASIAS DO TRATO GASTROINTESTINAL

Introducdo: O cancer consiste em um problema de satde publica mundial, com
estimativa de 27 milhdes de casos novos e 17 milhdes de mortes por cancer no ano de 2030.
No Brasil, as estimativas para o cancer no ano de 2014, apontam a ocorréncia de
aproximadamente 580 mil casos novos. As fluoropirimidinas sdo usadas nos principais
esquemas quimioterapicos direcionados a tumores do trato gastrointestinal. Nos tltimos anos
muito se tem investigado sobre causas de respostas individuais diferenciadas em relagao ao
tratamento quimioterapico; dessa forma tém-se buscado uma terapia individualizada que
possa maximizar a eficacia dos medicamentos e minimizar os efeitos adversos associados aos
farmacos. Objetivamos buscar a associacao do INDEL (rs16430) do gene 7YMS com o padrao
de resposta ao tratamento oncologico de farmacos com base em fluoropirimidinas, de maneira
a contribuir para o desenvolvimento da medicina personalizada. Material: Estudadas 151
amostras de sangue periférico de pacientes oncoldgicos tratados com fluoropirimidinas, da
populacdo da regido amazodnica brasileira com elevado grau de mistura interétinica. Foi
genotipado um polimorfismo INDEL (rs16430) no gene TYMS envolvido na resposta ao
tratamento com uso de fluoropirimidinas. Resultados: A investiga¢do relatou que a maioria
dos pacientes tinha doenca avangada no momento do diagndstico; 32,7% receberam
tratamento com intencdo paliativa; e 22,8% tratamento neoadjuvante. Nossos resultados
evidenciam que o polimorfismo INDEL no gene TYMS demonstrou ter um efeito de protecao
a progressao tumoral (p=0,033). Pacientes tratados com fluoropirimidinas que eram
homozigotos selvagens (INS/INS) apresentaram uma protecdo a progressao tumoral de 24%
comparado com outros genotipos desse polimorfismo. As estimativas de ancestralidade
gendmica global da amostra investigada foram: 62,4% europeia; 25,2% nativo americana €
12,4% africana. Foi possivel estabelecer uma correlagdo inversa entre o aumento da
ancestralidade amerindia e a presenca de metastase (p=0,024). Conclusido: Estudos
farmacogenéticos podem proporcionar uma terapia personalizada reduzindo mortalidade por
toxicidades e aumentando a eficacia terapéutica, desta forma proporcionando um tratamento

oncologico com melhores resultados clinicos.
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ABSTRACT

PHARMACOGENETIC STUDIES CAN PROVIDE A PERSONALIZED THERAPY
TOXICITY REDUCING MORTALITY AND IMPROVING THERAPEUTIC
EFFICACY, THEREBY PROVIDING A CANCER THERAPY WITH BETTER
CLINICAL RESULTS

Cancer is a public health problem worldwide, with an estimated of 27 million new
cases and 17 million cancer deaths in 2030. In Brazil, estimates for cancer in 2014, indicate
the occurrence of approximately 580 000 new cases. Fluoropyrimidines are used in the main
chemotherapy regimens targeted to tumors of the gastrointestinal tract. Recently, much has
been investigated on causes of different individual responses to chemotherapy.Thus, it has
been sought an individualized therapy that can maximize drug efficacy and minimize adverse
effects associated with drugs. We aimed to seek the association of an INDEL polymorphism
(rs16430) in TYMS gene with the pattern of response to chemotherapy drugs based on
fluoropyrimidines, in order to contribute to the development of personalized medicine. We
studied 151 samples of cancer patients treated with fluoropyrimidine, from a population of the
Brazilian Amazon region with high interethnic admixture. An INDEL polymorphism
(rs16430) was genotyped in TYMS gene that is involved in the response to treatment using
fluoropyrimidines. The research reported that most patients had advanced disease at
diagnosis, of which 32.7% were treated with palliative intent, and 22.8% neoadjuvant
treatment. Our results show that the INDEL polymorphism in the TYMS gene appears to have
a protective effect on tumor progression (p = 0.033). Patients treated with fluoropyrimidine
who were wild homozygous (INS / INS) had a 24% protection to tumor progression compared
to other genotypes of this polymorphism. Estimates of global genetic ancestry of the sample
investigated were: 62.4% European, 25.2% Amerindian and 12.4% African. It was possible to
establish an inverse correlation between the increase of Amerindian ancestry and metastasis
(p = 0.024). Pharmacogenetic studies can provide a personalized therapy toxicity reducing
mortality and improving therapeutic efficacy, thereby providing a cancer therapy with better
clinical results.

Keyword:  Gastrointestinal  neoplasms;  Gastrointestinal ~ Tract; =~ Chemotherapy;

Pharmacogenetics.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

Nos ultimos anos as pesquisas na area da oncologia tém recebido atengdo especial,
principalmente devido ao aumento dos casos de cancer no mundo. Assim, avangos t€ém sido
alcangados pelos pesquisadores nesta area gracas ao intenso estudo dispensado. A busca pela
compreensdo dos mecanismos que levam ao desenvolvimento do cancer e investigagdes de
marcadores genéticos que possam identificar precocemente a doenga ou ajudar no tratamento
de pessoas que ja possuem a enfermidade esta entre os mais estudados.

O cancer pode ser definido como uma doenga multifatorial, que resulta de interagdes
complexas entre alteragcdes genéticas e fatores ambientais. Desta forma pode se dizer que um
unico fator ambiental ou apenas uma alteracdo genética ndo leva ao desenvolvimento de
tumores; sdo necessarias varias alteracdoes genéticas para que se desenvolva uma neoplasia

(HANAHAN; WEINBERG, 2011) (Figura.1).

Sinaliza¢ao Proliferativa
Sustentavel

celu

Resisténcia a morte Escape de supressores de

crescimento

Inducdo de angiogénese Invasdo e metastase

Imortalidade replicativa

Figura 1 - Etapas fundamentais da carcinogénese — capacidades adquiridas do cancer
Fonte: Hanahan e Weinberg (2011).
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A origem de um tumor ocorre através de vdrias alteragdes genéticas e epigenéticas.
Essas alteragdes podem ser aberragdes cromossdmicas, ganho de func¢do, perda de funcgdo,
polimorfismos, ocorrendo comprometimento da manutencdo da integridade gendmica.
Segundo Hanahan e Weinberg (2011), os tumores sao mais do que massas insulares de
proliferacdo de células cancerosas. Em vez disso, eles sdo tecidos complexos compostos de
multiplos tipos de células distintas que participam de interagdes heterotipicas uma com a
outra. Assim, a biologia dos tumores ja nao pode ser entendida simplesmente enumerando as
caracteristicas das células cancerosas, mas sim deve englobar as contribuicdes do
“microambiente do tumor” para tumorigénese. Desta forma, as caracteristicas das células
tumorais englobam autossuficiéncia quanto ao sinal de crescimento, insensibilidade aos
fatores inibitorios, evasao a apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada,
reprogramagao do metabolismo energético, evasdo da vigilancia imune, invasdo celular e
metastase (Figura 2), demonstrando o quao complexa ¢ a doenca neoplasica (HANAHAN;

WEINBERG, 2011).

Sinal proliferativo Evasdo aos supressores de
sustentado _ | erescimento

| evasdo da destruicio do

Desregulacio da . .
sistemaimune

energia celular

{ Replicacdo ilimitada

Evasdo a apoptose

Inflamac&o induzida

Mutacéo e instabilidade .
pelo tumor

gendmica

‘ Inducdo a angiogénese ‘ Ativacao da invaséo e
metastase

Figura 2 - Capacidades adquiridas das células tumorais durante os multiplos passos da carcinogénese
Fonte: Hanahan e Weinberg (2011).

1.2 Epidemiologia do Cancer

Nas tultimas décadas, o cancer, vem convertendo-se em um evidente problema de
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saude publica mundial. A Organizagdo Mundial da Satide (OMS) estimou que, no ano de
2030, podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por
cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. O maior efeito deste aumento
vai incidir em paises de baixa e média renda (INSTITUTO..., 2014).

No Brasil, as estimativas da doenga para 2014, apontam a ocorréncia de
aproximadamente 580 mil novas ocorréncias de cancer, incluindo os casos de pele nao
melanoma, refor¢cando a magnitude do problema no pais. O comparativo das estimativas entre
2012 e 2014 demonstra um aumento significativo na incidéncia de cancer de
aproximadamente 62 mil evidenciado na Figura 3. Sem os casos de cancer de pele ndo
melanoma, estima-se um total de 394.450 novos casos. Os tipos mais incidentes serdo os
canceres de pele ndo melanoma, prostata, pulmdo, colon e reto e estbmago para o sexo
masculino; e os canceres de pele ndo melanoma, mama, colo do ttero, colon e reto e glandula
tireoide para o sexo feminino. Assim, espera-se para o ano de 2014, 205.114 novos casos para
o sexo masculino e 189.336 para o sexo feminino. Confirma-se a estimativa de que o cancer
de pele do tipo ndo melanoma (182 mil novos casos) serda o mais incidente na populagao
brasileira, seguido de tumores de prostata (69 mil), mama feminina (57 mil), colon e reto (33

mil), pulmao (27 mil) e estomago (20 mil).

ESTIMATIVA | 2014 -~

Estimativa do ntimero de casos novos de cédncer (exceto
pele ndo melanoma) para o ano de 2014, homens e
mulheres, Brasil.

Casos Novos
394.450

48 % 52%

Q 190.520 d 203.930

Casos novos com pele nao melanoma: 576.580

Fonte: MS/INCA/ Estimativa de Cancer no Brasil, 2013

MS/INCA/CGPV/Divisdo de Vigilancia e Analise de Situacdo

Figura 3 - Estimativa do nimero de casos de cancer para 2014
Fonte: INCA (2014)
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A regido de maior incidéncia em niimero de casos novos de cancer ¢ a regido sudeste
com estimativa para 2014 ¢ de 299.730 seguida da regido sul com 116.330 novos casos, em
terceiro a regiao nordeste com 99.060, centro oeste com 41.400 e a regido norte com 20.020

ocupando o 4° e 5° lugares respectivamente (Figura 4).

ESTIMATIVA | 2014 - ¢

Para 2014 : 576 mil casos novos no Brasil

10.090 [

9.930 !

. 156.910 [

it D 142.820 !
20.150 }

Fonte: MS/INCA/ Estimativa de Cancer no Brasil, 2013
MS/INCA/CGPV/Divisao de Vigilancia e Analise de Situacdo

Figura 4 - Estimativa 2014 de casos novos no Brasil
Fonte: INCA (2014)

Para a regidao Norte a estimativa de novos casos de varios tipos de cancer esta descrita
na figura 5, onde a neoplasia mais incidente foi prostata para homens com 30 casos/100 mil
habitantes, e colo do utero em mulheres com 24 casos/100 mil. Em segundo lugar estdmago
para homens com 11 casos/100 mil, e mama para mulheres com 21 casos/100 mil. Seguido

para mulheres estdmago 6 casos/100 mil e homens pulmao 8 casos/100 mil.
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ESTIMATIVA | 2014

Estimativa do numero de casos novos,
segundo sexo, Regidao Norte, 2014

Localizagéo Primaria ﬁg:gz % Localizagao Primaria ﬁzigz %
Prostata 2.480 24,6% Colo do utero 1.890 19,0%
Estémago 900 8.9% Matf!a feminina 1.720 17,3%
Traqueia, Brénquio e Pulméo 620 6,1% Es'tomago 470 4,7%

Colon e Reto 430 4.3%
Célon & Reto 360 3.6% Traqueia, Brénquio e Pulméo 400 4,0%
Leucemias 290 2,9% Glandula Tirecide 290 2,9%
Cavidade Oral 270 2,7% Leucemias 240 24%
Laringe 240 2,4% Ovério 220 22%
Sistema Nervoso Central 200 2,0% Corpo do Utero 180 1.8%
Linforna no-Hodgkin 200 2.0% Sistema Nervoso Central 170 1,7%
. Linfoma n&o-Hodgkin 150 1,5%
Bekiga 120 Lg% Cavidade Oral 140 1,4%
Eséfago 170 1,7% Bexiga 80 0,9%
Pele Melanoma 80 0.8% Eséfago 90 0,9%
Linfoma de Hodgkin 80 0,8% ¥ " Pele Melanoma 70 0,7%
Glandula Tireoide 80 0,8% LA D Linfoma de Hodgkin 70 0.7%
Todas as Neoplasias sem pele 7.760 £ _ Lannge . 60 0,6%

B Todas as Neoplasias sem pele 7.930

Todas as Neoplasias 10.090 Todas as Neoplasias 9.930

*Todas as neoplasias exceto pele ndo melanoma
Fonte: MS/INCA/ Estimativa de Cancer no Brasil, 2013

MS/INCA/CGPV/Divisao de Vigilancia e Analise de Situacao

Figura 5 - Taxa bruta de incidéncia estimada para 2014 por sexo, Regido Norte.
Fonte: INCA (2014)

1.3 Tratamento do cancer

Nos ultimos anos, os avangos tecnologicos determinaram uma verdadeira revolugdo no
tratamento do cancer. Cirurgia, quimioterapia e radioterapia integram o amplo arsenal na luta
contra a doenga (STEWART; KLEIHVES, 2003). Na maioria dos casos, o uso combinado de
tratamentos proporciona excelentes resultados. O desafio atual para todos os profissionais da
area oncologica consiste em encontrar a maneira mais eficaz de tratar a doenga com o minimo

de efeitos colaterais para o paciente.

1.3.1 QUIMIOTERAPIA

E a forma de tratamento sist€émico do cancer que usa medicamentos denominados

genericamente de ‘“‘quimioterapicos” (sejam eles quimioterdpicos propriamente ditos,
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hormonioterdpicos, bioterapicos, imunoterapicos, alvoterdpicos) que s3o administrados
continuamente ou a intervalos regulares, que variam de acordo com os esquemas terapéuticos
(BRASIL, 2011).

A maioria dos quimioterapicos utilizados tem sua dose basica, para efeito antiblastico,
que deve ser ajustada para cada doente de acordo com sua superficie corporal. Esta ¢ obtida a
partir do peso e da altura do doente (consultando tabela propria) e ¢ expressa em metro
quadrado (m?). Assim, obtida a superficie corporal do doente multiplica-se esta pela dose
basica do quimioterapico e se obtém a dose do doente. Porém, alguns quimioterapicos tém
dose tnica, que ndo se modifica com a superficie corporal do doente, e alguns outros sao
prescritos por Kg do peso corporal (BRASIL, 2011).

Os quimioterapicos de um esquema terapéutico podem ser aplicados por dia, semana,
quinzena, de 3/3 semanas, de 4/4 semanas, 5/5 semanas ou de 6/6 semanas. Quando se
completa a administragdo do(s) quimioterapico(s) de um esquema terapéutico, diz-se que se
aplicou um ciclo. Portanto, a QT ¢ aplicada em ciclos que consistem na administragdo de um

ou mais medicamentos a intervalos regulares (BRASIL, 2011).

1.3.2 HISTORICO

No inicio de 1900, o quimico alemao Paul Ehrlich discorreu sobre o desenvolvimento
de medicamentos para tratar doengas infecciosas. Ele criou o termo “quimioterapia” e definiu-
0 como o uso de produtos quimicos para tratar a doenca. Ele também foi a primeira pessoa a
documentar a eficacia de modelos animais para examinar uma série de produtos quimicos
para a sua atividade potencial contra doengas, uma realizacdo que teve ramificagcdes
importantes para o desenvolvimento de medicamentos contra o cancer. Em 1908, a utilizagao
por Paul Ehrlich do modelo de coelho para a sifilis, levou ao desenvolvimento de Arsenicais
para tratar esta doenca (VINCENT et al. 2008).

As quatro primeiras décadas do século 20 foram principalmente dedicadas ao modelo
de desenvolvimento. Um grande avango no desenvolvimento do modelo ocorreu no inicio de
1910, quando George Clower, de Roswell Park Memorial Institute (RMPI) em Buffalo, Nova
York, desenvolveu os primeiros sistemas de tumores transplantdveis em roedores. Este avango
permitiu a padronizagdao de sistemas-modelo e os testes de um maior niumero de produtos

quimicos. Esforgos significativos foram posteriormente focados em identificar o sistema de
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modelo ideal para testes de medicamentos contra o cancer, que depois se tornou um grande
impulso da pesquisa para as proximas décadas (VINCENT et al. 2008).

Em 1939, Charles Huggins, com base em uma observagdo precoce sobre o efeito dos
estrogenos sobre o cancer da mama, feitas por Beatson em 1896, tratou homens com cancer
de prostata com hormoénios e foi capaz de mostrar respostas por diminui¢des nos niveis de
fosfatase acida (VINCENT et al. 2008).

A historia da quimioterapia do cancer comegou com a utilizagdo de mostardas
nitrogenadas, derivadas de gas venoso, usado em 1943 durante a Segunda Guerra Mundial
como um farmaco terapéutico para a doenca de Hodgkin e leucemias (GOODMAN et al.
1946). O tratamento com mostardas nitrogenadas visava a utilizagdo da atividade antitumoral
dos farmacos através das suas toxicidades (por exemplo, diarréia, leucopenia e estomatite) em
seres humanos. Numerosos compostos novos entraram no campo da quimioterapia do cancer
para os tumores solidos, desde entdo, incluindo mitomicina descoberto por Hata e
colaboradores (HATA et al. 1956) e 5-fluorouracil (5-FU) descoberto por Dushinsky, Pleven
e Heidelberger (1957; SHIRASAKA et al. 2008).

No periodo de 1970 a 90, quando foi consolidada a poliquimioterapia, foram
desenvolvidos agentes anticancerigenos combinados que diferiram em mecanismo de acio,
sem defini¢do da evidéncia tedrica e que facilmente provocavam reagdes adversas, sendo
considerada uma modalidade terapéutica de curto-prazo (SHIRASAKA et al. 2008).

Nas décadas seguintes pdde-se observar um rapido desenvolvimento da quimioterapia
anti-tumoral, com a descoberta de novas drogas.

Atualmente, as investigagdes continuam, pois nenhum dos agentes quimioterapicos
satisfaz completamente as exigéncias, € a preocupacgdo com a eficacia da quimioterapia para o
cancer tem emergido. Em consequéncia, novas modalidades terapéuticas benéficas para os
pacientes e uma ampla variedade de estudos nessa area t€ém surgido em resposta a relevante

necessidade.

1.3.3 TIPOS DE QUIMIOTERAPIA

A quimioterapia pode ser feita com a aplicacao de um ou mais quimioterapicos. O uso
de drogas isoladas (monoquimioterapia) mostrou-se ineficaz em induzir resposta completas

ou parciais significativas, na maioria dos tumores, sendo atualmente de uso muito restrito.
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A poliquimioterapia ¢ de eficicia comprovada e tem como objetivos atingir
populacdes celulares em diferentes fases do ciclo celular, utilizar a agdo sinérgica das drogas,
diminuir o desenvolvimento de resisténcia as drogas e promover maior resposta por dose
administrada.

A quimioterapia pode ser utilizada em combinag@o com a cirurgia e a radioterapia. De
acordo com as suas finalidades, a quimioterapia ¢ classificada em:

a) Quimioterapia paliativa

Esta indicada para o controle temporario de sinais e sintomas que comprometem a
capacidade funcional do paciente, mas ndo repercutira, obrigatoriamente, sobre a sua
sobrevida. Independente da via de administragdo ¢ de duragdo limitada, tendo em vista a
incurabilidade do tumor (estddio IV, doenca recidiva ou metastatica), que tende a tornar-se
progressivo a despeito do tratamento aplicado. De maneira geral, a sua durag¢ao varia de 3 a
12 meses (dependendo do tipo tumoral e independendo do tipo ou intervalo do esquema
terapéutico). Porém, ela podera ser suspensa por toxicidade inaceitavel, ou progressao tumoral
na vigéncia da mesma.

b) Quimioterapia neoadjuvante

E a quimioterapia indicada para a reducdo de tumores localmente avancados
(geralmente estadios II ou II), que sdo, no momento, irressecaveis ou ndo. Tem a finalidade
de tornar os tumores ressecaveis e melhorar o prognostico do paciente.

Geralmente a duracao do tratamento ¢ de 3 a 6 meses, determinada pelo tipo tumoral,
toxicidade, resposta objetiva a quimioterapia e pelo plano terapéutico proposto (HOFF et al.
2003).

¢) Quimioterapia adjuvante

Define-se como adjuvante a quimioterapia indicada apoOs tratamento cirargico
curativo, quando o paciente nao apresenta qualquer evidéncia de neoplasia maligna detectavel
pelo exame fisico e exames complementares indicados para o caso. Os pacientes candidatos a
este tipo de tratamento sdo considerados de alto risco, face a capacidade de disseminagdo de
seus tumores, mesmo que ja ressecados (em estadio I, II ou III) e ja tenham sido submetidos,
ou nao, a quimioterapia prévia.

O tratamento deve ser iniciado no maximo entre 30 a 60 dias do pds-operatorio, e tem
por finalidade aumentar o intervalo livre de doenga e a sobrevida global dos pacientes. E de
longa duragdo. A duragdo prevista pode ser cumprida, ou ndo, dependendo do doente ficar, ou
nao, sem evidéncia de doenga tumoral em atividade no periodo de tempo programado.

A quimioterapia adjuvante pode constituir-se, ou ndo, do mesmo esquema terapéutico
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da quimioterapia prévia.

d) Quimioterapia curativa

Define-se este tratamento como o que tem finalidade de curar pacientes com
Neoplasias malignas e para os quais a quimioterapia representa o principal tratamento
(podendo, ou ndo, estar associada a cirurgia e radioterapia). As neoplasias que se enquadram
neste grupo sdo aquelas que, pelo conhecimento atual, sdo passiveis de cura. Este tipo de
tratamento, geralmente ¢ de administragdo oral e venosa (em alguns casos também intra-
tecal), ¢ de duracdo média (3 a 8 meses) e longa (podendo chegar a 30 meses, em casos de
crianga de leucemias agudas e linfomas ndo Hodgkin de alto grau, por exemplo).

A duragdo do tratamento pode ndo ser cumprida, uma vez que se pode observar falha
do tratamento (o que obriga a mudanca de linha terapéutica, se for o caso) ou complicagdes
decorrentes do mesmo (o que ndo altera o nimero de meses do planejamento terapéutico

global, mas sim o intervalo de tempo em que eles se cumprirao).

1.3.4 VIAS E METODOS DE ADMINISTRACAO DE QUIMIOTERAPICOS

A prescricdo da quimioterapia depende das condig¢des gerais de satide do paciente e
podem ser administradas pelas seguintes vias: regional, local e sistémica. Na Tabela 1
apresentamos essas vias de administracdo de agentes antineoplasicos.

a) Regional - O agente ¢ aplicado diretamente em uma artéria ou cavidade, atingindo
assim altas concentragdes regionais do medicamento e, paralelamente, evitando-se
ou minimizando-se a sua ac¢ao sistémica (Ex: intra-vesical, intra-pleural, intra-tecal,
intra-pericardico, intraperitoneal).

b) Sistémico - O agente isolado ou uma combinacdo de drogas ¢ administrado com a
finalidade de tratar o organismo como um todo. E o método mais utilizado. Ex.:

oral, intravenosa, intra-arterial, subcutanea e intra-muscular.



Tabela 1 - Vias de administragdo de agentes antineoplasicos
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VIA VANTAGENS DESVANTAGENS POTENCIAIS
COMPLICACOES
Oral Facil absorgao Administragao Complicagdes especificas
inconsistente de cada agente
Subcutinea Facil administragao; Exige massa muscular e Infecgéo;
L. . teci t
Diminuicdo dos efeitos ecido 'ildequado para a Sangramento
. absorgdo
colaterais
Endovenosa Absorcao consistente Esclerose venosa com o Infecgao;
exigida para agentes passar do tempo Flebite
vesicantes
Intra-arterial Aumento da dose para Requer procedimento Sangramento;
tumores com diminuigdo cirurgico para colocagdo ~ Embolia
dos efeitos colaterais de cateter
sistémicos
Intratecal Niveis mais consistentes da  Requer pungdo lombar ou  Cefaleia;
. droga no liquido cérebro- colocagdo cirtrgica de Confusao;
Intraventricular : - ‘o
espinhal reservatorio ou cateter Letargia;
implantavel para a Nausea e vomito;
administragdo da droga Convulsodes
Intraperitoneal Exposi¢do direta de Requer colocagdo de Dor abdominal;
metastase intra-abdominais  cateter de Tenckhoff ou Distensdo abdominal;
a droga um cateter intraperitoneal ~Sangramento ileo;
implantavel tipo port Perfuracdo intestinal,
Infecgdo.
Intravesical Exposi¢do direta da Requer inser¢do do Infecgoes do trato
superficie da bexiga a cateter de foley urindrio, cistite,
droga contratura da bexiga;
Urgéncia urindria;
Reagdes alérgicas a
droga.
Intrapleural Esclerose da parede de Requer inser¢do do dreno  Dor;
leura para prevenir a de tora ~
preura para prev x Infeccao

recidiva de derrames
pleurais

Fonte: Bender (1997)

1.3.5 FLUOROURACIL (5-FU)

E um antimetabélito que foi sintetizado em 1957 por Heidenberger e colaboradores

como o primeiro agente quimioterapico ativo para o cancer gastrico. E composto analogo de

uracil e também da timina, que apresenta um atomo de fltior ligado ao carbono 5, em

substitui¢do ao atomo de hidrogénio ou ao grupamento metil, caracteristicos destas bases

nitrogenadas (Figura 4). Ele entra rapidamente na célula usando o mesmo mecanismo de

transporte facilitado da wuracil (WOHLHUETER; MCLVOR; PLAGEMANN,

1980;
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LONGLEY; HARKIN; JOHNTON, 2003; SAVVA-BORDALO et al. 2010; GHOSH et al.
2012).

Seu principal alvo ¢ a enzima timidilato sintetase (TS), onde catalisa a reagdo
enzimatica responsavel pela produgao de timidilato, precursor essencial na sintese do DNA. O
metabolito ativo fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP) compete com uracil para se ligar a
enzima TS e ao cofator folato. A inibicdo da TS leva a uma diminui¢ao na produgdo de
desoxitimidina monofosfato (d{TMP), e também a um acimulo da desoxiuridina monofosfato
(dUMP), na qual ¢ incorporada ao DNA de maneira enganosa na forma de desoxiuridina
trifosfato (dUTP), impedindo a sintese, a fung¢do e o reparo do DNA. O leucovorin
(formiltetrahidrofolato) potencializa a atividade do 5-FU por meio da estabilizacdo da ligagao
do FAUMP ao TS. A Fluorodeoxiuridina trifosfato(FAUTP) outro metabolito ativo do 5-FU, ¢
incorporado ao DNA interferindo em sua replicagdo. O metabodlito FUTP (fluorouridina-5-
trifosfato), ¢ incorporado ao RNA no lugar da uridina trifosfato (UTP), produzindo com isso
um RNA falso, com isso interferindo no processamento do RNA e a sintese proteica (HOFF
et al. 2003; WOHLHUETER; MCLVOR; PLAGEMANN, 1980; LONGLEY; HARKIN;
JOHNTON, 2003; SAVVA-BORDALO et al. 2010).
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Figura 6 - Estrutura quimica do 5-FU, uracil e timina.Nesta ordem, da esquerda para a direita
Fonte: Longley, Harkin e Johton (2003).

Os principais mecanismos de resisténcia relacionados ao 5-FU sdo: super expressao da
enzima TS; diminui¢do dos niveis do substrato do folato reduzido, que atua como um cofator
nas reagdes mediadas pela TS; diminui¢do na incorporacdo dos metabolitos do 5—-FU ao DNA
ou RNA; aumento da atividade das enzimas de reparo do DNA; aumento das concentracdes e
da captacao pelas células dos nucleosideos fisiologicos incluindo a timidina; aumento da
expressdo da enzima DPD e alteracdes da TS com menor afinidade da ligagdo ao FAUMP

(HOFF et al. 2003; LONGLEY; HARKIN; JOHNTON, 2003).
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O 5-FU ¢ usado nos principais esquemas quimioterdpicos direcionados ao trato
gastrointestinal. E também ¢ utilizado como tratamento em outros tumores, como por
exemplo, tumores de mama, ovario, vulva, colo de utero, cabega e pescoco, pancreas,
basocelular de pele, entre outros. E amplamente distribuido nos tecidos atingindo altas
concentragdes na mucosa do trato digestivo, medula dssea e figado. E também penetra em
colegdes liquidas no terceiro espago (derrames cavitdrios), e atravessa a barreira
hematoencefalica (HOFF et al. 2003).

Aproximadamente 85% da droga ¢ catabolizada, principalmente pela enzima DPD,
que ¢ superexpressa em figado e tecidos extra- hepaticos, como a mucosa do trato digestivo,
leucdcitos e rins. Sua excre¢do ¢ pulmonar (60 a 80%), e também via renal e biliar. Sua
concentracao plasmatica depende tanto da dose quanto da taxa de administragdo. A forma de
infusdo tem importancia clinica, uma vez que a atividade antitumoral do 5 FU ¢ mais
dependente da area sob a curva alcangada que da dose administrada. Diversos estudos clinicos
demonstram que o uso de 5U em infusdo continua possui maior atividade tumoral, trazendo
beneficios em sobrevida global e menor toxicidades quando ¢ comparado com a forma em
bolus.

Cerca de 40% dos pacientes que recebem SFU apresentam toxicidade grau 3-4, como:
reacdes hematoldgicas (leucopenia, incluindo neutropenia febril, anemia, e trombocitopenia),
reacdes gastrointestinais (mucosite oral e intestinal, estomatite, diarréia, nduseas e vomitos),
sendo menos frequentes toxicidades dermatoldgicas (perda de cabelo, sindrome mao-pé e pele
seca), levando a hospitalizagcdes prolongadas e onerosas, com O&bitos por toxicidade
aproximando-se de 1% em vérias séries (METANALYSIS..., 1998; AMSTUTZ et al. 2011).
A toxicidade ¢ mais frequente em mulheres e idosos, mas ¢ de outra forma imprevisivel
baseado em caracteristicas clinicas. A mucosite e a diarréia sao mais frequentes nos esquemas
infusionais, e neutropenia nos em bolus, ou infusdes rapidas. Emese sdo menos frequentes, e
que melhoram com bloqueio antiemético. A sindrome mao-pé (eritrodistesia) ocorre com
maior frequéncia nos esquemas de infusdes continuas. Cardiotoxicidade ocorre em 8% dos
pacientes, e € revertida apds término da infusao do 5-FU (HOFF et al. 2003).

Segundo Craig e Stitzel (2005) e Longley, Harkin e Johnston (2003), o 5-FU ¢ uma
droga especifica de fase, que atua na fase G1 e na fase S do ciclo celular, inibindo a sintese do
RNA ou do DNA respectivamente. Para exercer sua agdo toxica, a droga precisa ser ativada
metabolicamente, gerando por reagdes enzimaticas os compostos trifosfato de fluorouridina
(FUTP), monofosfato de fluorodeoxiuridina (FAUMP) ou trifosfato de fluorodeoxiuridina
(FAUTP) (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003).
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Figura 7 - Metabolismo de 5-Fluorouracil. 5-FU — 5-Fluorouracil; DPD — diidropirimidina desidrogenase;
DHFU - diidrofluorouracil; OPRT - orotato fosforibosiltransferase; PRPP — fosforibosil
pirofosfatato; FUMP — monofosfato de fluorouridina; FUDP — difosfato de fluorouridina; FUTP —
trifosfato de fluorouridina; RR - ribonucleotideo redutase; FAUMP - monofosfato de
fluorodeoxiuridina;, FAUDP - difosfato de fluorodeoxiuridina; FAUTP - trifosfato de
fluorodeoxiuridina; TS — timidilato sintase; TK — timidina cinase; TP — timidina fosforilase; UP —
uridina fosforilase; FUR - fluorouridina; UK — uridina cinase; FUDR - fluorodeoxiuridina.

Fonte: Longley, Harkin e Johnston (2003)

O composto FAUDP, formado a partir do FUMP pode ser desfosforilado ou
fosforilado, gerando os metabolitos monofosfato de fluorodeoxiuridina (FAUMP) ou trifosfato
de fluorodeoxiuridina (FAUTP), respectivamente. FAUMP, um importante metabolito ativo, €
capaz de se ligar a enzima timidilato sintase. Esta enzima catalisa a conversdao de monofosfato
deoxiuridina (dUMP) a monofosfato deoxitimidina (dUTP), fornecendo timidilato para a
sintese e reparo do DNA. Ela funciona como um dimero eambas as subunidades possuem dois
sitios de ligacdo especifica sendo um para o dUMP e o outro para a molécula de

CH2THEF(5,10-metilenotetrahidrofolato), doadora do grupamento metil necessario para a
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produgdo do timidilato (Figura 3). O composto FAUMP ¢ capaz de se ligar ao sitio de ligagdo
especifica do nucleotideo, formando um complexo terndrio estdvel com a enzima e o
CH2THF, impedindo a ligagdo do composto dUMP e consequentemente a formacdo do
timidilato, essencial na composicdo do DNA. Esta ¢ uma das vias de acdo do 5-FU sobre a

sintese do DNA (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003) (Figura 8).

Figura 8 - Esquema representativo da sintese de monofosfato de deoxitimidina (dTMP) a partir do composto
monofosfato de deoxiuridina (dUMP). A enzima timidilato sintase (TS) junto ao cofator CH2THF
(5,10-metilenotetrahidrofolato) converte dUMP a dTMP que por sua vez gera dTTP (trifosfato de
deoxitimidina), componente essencial da molécula de DNA. Figura 3B: Esquema representativo da
acdo inibitéria do metabolito ativo de 5-FU, FAUMP. FAUMP se liga ao sitio ativo da enzima
formando um complexo estavel com ela e seu cofator, bloqueando a ligagdo do composto dUMP e
a sintese de dTMP e dTTP, impedindo a sintese e/ou o reparo da molécula de DNA.

Fonte: Longley, Harkin e Johnston (2003).

Uma via alternativa de producdo de FAUMP ¢ mediada pela enzima timidina
fosforilase, que metaboliza o 5-FU em FUDR o qual ¢ convertido em FAUMP pela agdo da
timidina cinase (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003) (Figura 3).

Por sua vez, o metabdlito ativo FAUTP, gerado a partir da fosforilagdo do composto
FAUDP ¢ incorporado pelo DNA, levando a danos em sua estrutura e resultando em morte
celular (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003) (Figura 7).

Outra via alternativa de degradacdo do 5-FU ¢ mediada pela enzima uridina fosforilase
que converte o 5-FU em fluorouridina, que ¢ metabolizada pela enzima uridina cinase

formando o composto FUMP. FUMP segue sua via de metabolizacdo conforme descrito



28

anteriormente (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003) (Figura 7).

1.3.6 CAPECITABINA (FLUOROPIRIMIDINAS ORAIS)

E uma fluoropirimidina oral de tumor seletiva que foi desenvolvida com o objetivo de
diminuir a toxicidade gastrointestinal associada a 5’-deoxi-5-fluorouridina (5'DFUR). Isto é&,
corresponde a uma pro-droga do 5-FU que ¢ convertida no componente ativo
preferencialmente nas células tumorais devido aos niveis mais altos de timidina fosforilase no
tumor. Foi aprovada primeiramente para tumores de colon e reto em 2005.

E absorvida pela mucosa intestinal, sofre trés reagdes enzimaticas: ¢ metabolizada no
figado pela carboxilestase a 5’-deoxi-5fluorocitidina (5'DFCR), que é convertida pela citidina
deaminase a 5" DFUR, sobretudo no figado e tecidos tumorais. Imediatamente o 5'DFUR ¢
metabolizado a 5-FU pela timidina fosforilase expressa nos tecidos tumorais. O 5-FU sera
entdo convertido aos metabolitos ativos FAUMP, FUTP e FAUTP, onde exercerdo a atividade
citotoxica antitumoral (HOFF et al. 2013).

Sua excre¢ao ¢ urinaria (95%), tem indicagdo bem estabelecida no carcinoma
colorretal ¢ na neoplasia mamaria, tanto na adjuvincia quanto na doenca metastatica. E
também utilizado na segunda linha nos tumores pancreaticos e gastroesofagicos, substituindo
o 5-FU (HOFF et al. 2003).

A sindrome pé-mao acomete até 55% dos pacientes, a diarreia pode ocorrer, porém ¢
dose limitante. Nauseas e vOomitos também sdo observados, porém sao controlados com uso

de antieméticos (HOFF et al. 2003).

1.4 Farmacogenética

A farmacogenética por definicdo refere-se ao estudo das diferengas genéticas em vias
metabolicas que podem afetar as repostas de um individuo a drogas em termos de efeitos
terapéuticos e adversos (KLOTZ, 2007). Diversos fatores tais como: sexo, idade, etnia, fumo,
etilismo e variagdes genéticas podem influenciar na resposta de um paciente ao medicamento
(EVANS; JOHNSON, 2001; SADEE; DAI, 2005). Assim, a farmacogenética busca estudar
como as diferencas genéticas influenciam na resposta a agentes farmacologicos (MEYER,

2004).
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A abordagem tradicional da farmacogenética baseia-se em estudar polimorfismos na
sequéncia de DNA de genes que, provavelmente, afetam a resposta aos medicamentos.
Portanto, o objetivo dos estudos farmacogenéticos ¢ buscar uma terapia individualizada que
possa maximizar a eficacia dos medicamentos e minimizar os efeitos adversos associados aos
farmacos (WEINSHILBOUM; WANG, 2004).

A populagdo brasileira ¢ uma das mais heterogéneas do mundo, em consequéncia de
cinco séculos de miscigenagdo entre trés grupos étnicos, os ancestrais, os amerindios, 0s
europeus e os africanos. Essa heterogeneidade de miscigenacao tém implica¢des importantes
no desenho e interpretagdo de ensaios clinicos farmacogenéticos, na implementacdo dos
principios de farmacogenética/farmacogendmica (FGx), na prescricdo de medicamentos e,
ainda, em relagdo a extrapolagao de dados farmacogenéticos obtidos em outras populagdes. O
paradigma populacional em FGx emerge da observacao de que a frequéncia de inimeros
polimorfismos em “farmacogenes” varia amplamente entre as populagdes (SUAREZ-
KURTZ, 2007). Desta forma, investigar a diversidade de polimorfismos farmacogenéticos em
grupos miscigenados € importante uma vez que a maioria dos estudos ¢ realizada em
populagdes europeias. As investigacdes farmacogenéticas em diferentes grupos humanos
podem identificar populacdes que podem se beneficiar de mais de um farmaco, ou identificar

efeitos adversos que ndo sdo vistos em outras populagdes (SUAREZ-KURTZ, 2005).

1.4.1 FARMACOGENETICA APLICADA AO CANCER

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

A aplicagdo da farmacogenética na area oncoldgica ¢ um processo complexo, por que
envolve o dificil manejo clinico da quimioterapia aplicada a dois genomas: o do individuo
(representado por mutagdes germinativas) € o do tumor (representado por mutagdes
somaticas) este ultimo apresenta um papel critico na resposta antineoplésica (REIS, 2006;
WANG et al. 2011).

A busca por novas estratégias terapéuticas, menos toxicas e invasivas, evidencia a
interface entre a pesquisa € o atendimento clinico. Essa procura ¢ uma tendéncia global da

farmacogenética, que associa o desenvolvimento de esquemas terapéuticos ao perfil genético
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dos pacientes. O advento de novos esquemas terapéuticos de agentes de nova geracao oferece
esperanca para melhorar os resultados dos pacientes e os rdpidos avancos no campo da
genOmica apresentam a oportunidade de estabelecer uma nova estratégia de quimioterapico, a
medicina personalizada, que permitira a selecdo da terapia ideal e a dose para cada individuo
com base em perfis moleculares do tumor e do paciente (NISHIYAMA; EGUCHI, 2009).

Nos ultimos anos a farmacogenética vem investigando porque alguns pacientes com
cancer ndo respondem bem a certos tipos de quimioterapia e t€ém alcangado alguns avancos
como no caso do HER2 para transtuzumabe em cancer de mama ¢ EGFR para gefitinibe em
cancer de pulmao ndo pequenas células (BURSTEIN et al. 2003; VIANI et al. 2007; WANG
et al. 2011). Resultados encorajadores obtidos nestes estudos sugerem que fatores genéticos
podem de fato ser os principais determinantes da resposta a droga pelo menos para alguns
medicamentos. Isto representa a possibilidade em um futuro préoximo de um tratamento
personalizado para melhorar a condi¢do individual do paciente. Ao estratificar pacientes de
acordo com o seu perfil genético, o objetivo ¢ identificar aqueles que irdo se beneficiar de
tratamentos disponiveis em termos de maxima resposta e minima toxicidade (LOH; SOONG,
2011).

E comum que pacientes que recebem quimioterapia apresentem reagdes adversas a
medicamentos (ADRs). Nos Estados Unidos, as ADRs classificam-se entre a 4* e 6* causa de
morte (LIOU et al. 2007). Muitas vezes as ADRs resultam em risco de vida ou incapacidade
significativa que exige internagdo ou prolongamento da estadia hospitalar existente, o que
acaba por aumentar os gastos com saude.

Atualmente estd disponivel uma grande variedade de farmacos em que a
farmacogenética pode contribuir para o aprimoramento da terapia oncologica, para esses
medicamentos a FDA (Food and Drug Administration) recomenda a utilizacdo de testes
farmacogenéticos especificos capazes de predizer a resposta do paciente ao medicamento
(WANG; MCLEOD; WEINSHILBOUM, 2011). Desta forma, e possivel maximizar a
eficécia terap€utica e evitar efeitos toxicos decorrentes da terapia. A FDA recomenda também
analises genéticas em alguns genes entre eles o DPYD e TYMS como exame de progndstico
em pacientes oncologicos que deverdo ser tratados com 5-FU (www.pharmgkb.com).
Variagdes no gene DPYD estdo associadas com o risco aumentado de eventos adversos.

Os polimorfismos genéticos, em especial SNPs (Polimorfismos de Nucleotideos
Unicos) tém sido associado em muitos estudos a genes de metabolizagio de drogas e a
resposta terapéutica (ULRICH; ROBIEN; MCLEOD, 2003; ABRAHAM et al. 2006;
STEARNS; RAE, 2008; DANESI et al. 2008). A identificagdo de genes (e de formas
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alternativas desses genes) responsaveis por efeitos adversos em resposta aos farmacos pode
ser muito Util no estabelecimento de politicas de satde publica e no desenho e interpretagao
de ensaios clinicos (SUAREZ-KURTZ, 2005).

A Tabela 2 demonstra os principais modelos farmacogenéticos aprovados pela FDA

utilizados na pratica clinica para terapias antineoplasicas.

Tabela 2 - Biomarcadores farmacoienf)micos contidos em rétulos de medicamentos airovados ielo FDA.

Trioxido de arsénio oncologia PML/RARa Box de aviso, farmacologia clinica,
indicagdes ¢ utilizagdo, aviso
Brentuximab vedotin oncologia CD30 Indicagdes e posologia, descrigao,
farmacologia clinica
Busulfan oncologia Cromossomo Ph Estudos clinicos
Capecitabina oncologia DPD Contraindicagdes, precaugdes,
informagdes do paciente
Cetuximab oncologia EGFR, KRAS Indicagdes e posologia, dosagem e
administracao, avisos e precaucoes,
descricao, farmacologia clinica,
estudos clinicos, reacdes adversas
Cisplatina oncologia TPMT Farmacologia clinica, avisos e
precaugoes
Crizotinib oncologia ALK Indicagdes e posologia, avisos ¢
precaugoes, reagoes adversas,
farmacologia clinica, estudos clinicos
Erlotinib Oncologia EGFR Farmacologia clinica
Everolimus Oncologia HER2/NEU Indicagdes e posologia, avisos e
precaugdes, reagdes adversas, uso em
populacdes especificas, farmacologia
clinica, estudos clinicos
Exemestano Oncologia ER &/ PgR receptor Indicacdes e posologia, dosagem e
administracdo, farmacologia clinica,
estudos clinicos
Fluorouracil Oncologia DPD Contraindicagdes, precaugdes,
informagoes do paciente
Fulvestrant Oncologia ER receptor Indicagdes e posologia, informagdes
de aconselhamento do paciente
Gefitinib Oncologia EGFR Farmacologia clinica
Imatinib Oncologia C-kit, cromossomo Indicagdes e posologia, dosagem e
Ph, PDGFR, FIP1L1- administra¢do, farmacologia clinica,
PDGFRa estudos clinicos
) Dosagem e administragdo, avisos,
Irinotecano Oncologia UGT1A1 farmacologia clinica
Indicagdes e posologia, farmacologia
Lapatinib Oncologia Her2/neu clinica, informagdes de

aconselhamento do paciente
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Cont. Tabela 2 - Biomarcadores farmacogendmicos contidos em rotulos de medicamentos aprovados pelo FDA

MEDICAMENTO

Letrozole

Mercaptopurina

Nilotinib

Panitumumab

Pertuzumab

Rasburicase

Tamoxifeno

Tioguanina

Tositumomab

Trastuzumab

Vemurafenib

AREA

TERAPEUTICA

Oncologia

Oncologia

Oncologia

Oncologia

Oncologia

Oncologia

Oncologia

Oncologia

Oncologia

Oncologia

Oncologia

BIOMARCADOR

ER &/ PgR receptor

TPMT

Cromosomo Ph,
UGTI1Al

EGFR, KRAS

Her2/neu

G6PD

ER receptor

TPMT

CD20 antigen

Her2/neu

BRAF

SECOES DO ROTULO

Indicagdes e posologis, reagdes
adversas, estudos clinicos,
farmacologia clinica

Dosagem e administracdo,
Contraindicagoes, Precaucoes,
reacdes adversas, farmacologia
clinica

Indicagdes e posologia, informagdes
de aconselhamento do paciente,
avisos e precaugoes, farmacologia
clinica

Indicagdes e posologia, avisos e
precaugdes, farmacologia clinica,
estudos clinicos

Indicagdes e dosagem, avisos e
precaugdes, reagdes adversas, estudos
clinicos, farmacologia clinica

Boxe de aviso, Contraindicagdes

Indicagdes e posologia, precaugdes,
guia de medicagdo

Dosagem e administragao,
Precaugdes, avisos

Indicagdes e posologia, farmacologia
clinica

Indicagdes e posologia, precaugdes,
farmacologia clinica

Indicagdes e posologia, avisos e
precaugdes, farmacologia clinica,
estudos clinicos, informagdes de
aconselhamento do paciente

Fonte: FDA (www.fda.gov/Drugs/ScienceResearch/ResearchAreas/Pharmacogenetics/ucm083378.htm).

1.5 Marcadores INDEL e Cancer

INDEL ¢ uma denominacdo comumente empregada para designar marcadores

genéticos que apresentam variagoes dos tipos inser¢ao e delegdo de pequenos fragmentos de

DNA, sendo, portanto, considerados como polimorfismos bialélicos (SANTOS et al. 2010).

Nos ultimos anos, polimorfismos de insercdo/delecdo tem sido o foco de diferentes

pesquisas, permitindo valiosas fontes de dados para estudos posteriores ¢ um mapa inicial do

INDEL no genoma humano (BASTOS-RODRIGUES; PIMENTA; PENA, 2006; SANTOS et

al. 2010).
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Inicialmente, foram identificados, na espécie humana, cerca de dois mil polimorfismos
do tipo INDEL. Mais recentemente Mills et al. (2006), descreveram um mapa inicial em
humanos que contém 415.436 polimorfismos tnicos de INDEL.

Marcadores INDEL podem estar presentes em regides promotoras ou regides
codificadoras de genes relacionados ao sistema de defesa do organismo e podem levar a
reducdo ou eliminacdo da atividade génica. Essa redugdo/eliminagdo de atividade génica pode
estar relacionada a processos de inducdo de diferentes tipos de cancer, dependendo do gene

envolvido (LIOU et al. 2007; WHIBLEY; PHAROAH; HOLLSTEIN, 2009).

1.6 Gene

1.6.1 TYMS

O gene TYMS esté localizado na regido 18pl1, possui 30kb de tamanho e ¢ composto

por sete éxons (KANEDA et al. 1990) (Figura 9).

5’UTR TYMS gene 3’'UTR
= +——¢ Ty T —
inverted tandem
sequence repeat

GTGGTTATGAACT[TTAAAGTTATAGTT +6bp
GTGGTTATGAACTrnsnnnnes I'TATAGTT -6bp

*3

5’-CCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCG-3* G
B 5’-CCGCGCCACTTICGCCTGCCTCCGTCCCG-3* C
2™ repeat of TSER*3

Figura 9 - Localiza¢do do gene TYMS no cromossomo 18
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Timidilato sintase (TYMS) catalisa a conversdo de desoxiuridina monofosfato
(dUMP) para desoxitimidina monofosfato (d{TMP) e ¢ a unica fonte de timidilato intracelular
para a sintese de DNA. A inibicdo da TYMS, que estd envolvida na sintese de pirimidina,
interrompe a sintese de DNA e retarda a replicacdo das células cancerosas. TYMS ¢ o
principal alvo de 5-FU. 5-FAUMP (5-fluoro-2’-deoxiuridina-5"-monofosfato, um metabolito
de 5-FU, inibe TS, o que leva a quebras cromossdmicas e morte celular (Nagasubramanian et
al., 2003; Rutsum et al.,1997). Muitos estudos mostram que o mRNA de TS e os niveis de
proteina estdo inversamente relacionados com a resposta clinica (NISHIMURA et al. 1999;
LEICHMAN et al. 1997).

Os niveis de expressdo de TS variam em diferentes tumores, e igualmente a
sensibilidade de diferentes tumores varia para a terapia com 5-FU. A expressao de TS ¢
parcialmente controlada por dois polimorfismos. Uma sequéncia de repeticdo em tandem
(TSER) de 28pb da regido 5S'UTR nao traduzida do gene TYMS ¢é polimorfica, contendo
alelos com 2, 3, 4, 5 ou 9 copias de sequéncia repetida (WATTERS; MCLEOD, 2003). Alelos
com 2 ou 3 coOpias sao os mais comuns. A presenca de 3 copias conduz a expressao
aumentada da proteina TS. A sobrevida de pacientes com cancer colorretal avancado ¢
reduzida se a expressao de TS for elevada.

O polimorfismo de repeticdo em tandem na 5’UTR da regido acentuadora de TYMS
(TSER), resultando de 2 (TSER*2) até 9 (TSER*9) copias de uma sequéncia repetida de 28pb
foi identificada (HORIE et al. 1995). Virios estudos tém identificado relagdes entre o
genotipo de TSER (predominantemente TSER*2 e 3*) e a resposta a quimioterapia. Em 50
pacientes tratados com 5-FU para cancer colorretal metastatico, uma taxa de resposta de 35%
maior foi observada em pacientes TSER*2/TSER*2 em comparacdo com pacientes
TSER*2/TSER*3 e TSER*3/TSER*3 (PULLARKAT et al. 2001).

Outro importante polimorfismo identificado por Mandola et al. (2003) no gene TYMS
descreveu um polimorfismo de 6pb de dele¢do na regido 3’UTR, 447pb acima do cddon de
parada (rs34489327), que faz uma supressdo do sitio de ligagdo USF-1, levando ao aumento
da regulacao da expressdao de TYMS. Esta supressdo estd associada a uma diminui¢ao da
resposta a quimioterapia de combinacao contendo 5-FU (MCLEOD et al. 2003). A figura 8
representa a estrutura do gene TYMS evidenciando os dois principais polimorfismos
associados a resposta ao tratamento com Fluoropirimidinas.

Segundo Ghosh et al. (2012) ambos os polimorfismos estdo em desequilibrio de

ligacao logo associados ao perfil de resposta ao tratamento com SFU (figura 10).
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6bp
VNTR polymorphism
A MR
5'UTR I ATG 3'UTR
| | TYMS | |
600,000 657,604 673,499 680,0(
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6bp polymorphism

TYMS

SH!SHH‘%HHHH‘HHi

";HUHHH !Hi"!é"%i‘ HHH%

D’<1 D=1
LOD <2 White Blue
LOD #2 Shades of pink/red _ Bright red

Figura 10 - Ilustra a estrutura do gene TYMS e o desequilibrio de ligacdo entre os marcadores VNTR e INDEL
e os 6 marcadores dos pares de bases.

1.7 CONTROLE GENOMICO DA ANCESTRALIDADE

A identifica¢do 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 interpretagdo de ensaios clinicos. A existéncia de diferencas

inter-étnicas em relacdo a variabilidade encontrada em genes envolvidos com resposta aos
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farmacos, pode ser um fator importante para a interpretacdo erronea dos resultados
(SUAREZ-KUTZ, 2005; DAAR; SINGER, 2005).

O controle genomico ¢ particularmente importante nas amostras que serao
investigadas, pois foi estimado na populacdo do Norte brasileiro um elevado grau de
subestruturamento populacional que justifica a utilizacdo deste controle em estudos de
associacao com doencgas (SANTOS et al. 2010).

Desta maneira ¢ importante empregar tecnologias capazes de realizar um controle
genOmico entre casos e controles. Quantificando individualmente a propor¢do de mistura
entre as populacdes ancestrais, logo corrigir o provavel efeito do subestruturamento
populacional na amostra investigada.

Uma ferramenta importante que pode ser empregada nestas analises sdo os
Marcadores Informativos de Ancestralidade (MIAs), também chamados de ‘“marcadores
populacao-especificos” (PARRA et al. 2003).

Para atingir o objetivo proposto o presente trabalho utilizara 1INDEL,
(inser¢ao/delecdao) marcadores informativos de ancestralidade, capazes de se estimar com
precisdo a mistura individual e global inter-étnica em populagdes miscigenadas com

diferentes grupos étnicos (SANTOS et al. 2010).
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2 APLICABILIDADE

Por ser o cancer um problema de saude publica de ordem mundial, e o estado do Para
apresentar alta incidéncia e mortalidade desta doenca, a busca de esquemas terapéuticos que
venham trazer beneficios aos pacientes acometidos desta doenca se torna extremamente
necessario.

Populagdes brasileiras nas quais o cancer de mama, colorretal e géstrico € endémico,
como a populagdo paraense, irdo se beneficiar com as informagdes obtidas nesta proposta.

A identificacdo de individuos com maior risco de desenvolver um efeito adverso com
base no gendtipo melhoraria o aconselhamento e as op¢des de tratamento, sendo o primeiro
passo no desenvolvimento de marcadores de prognostico para reduzir a incidéncia desses
efeitos, melhorando assim os resultados do tratamento.

O objetivo deste tipo de investigacdo possibilita elaborar politicas publicas capazes de
realizar um tratamento personalizado para o cancer, de maneira a maximizar a eficacia
terapéutica e diminuir a toxicidade. Para melhor compreender o efeito desses polimorfismos
em genes de metabolizagdo e relacionar a resposta aos farmacos, pesquisas com
farmacogenéticas no Brasil devem controlar o efeito da ancestralidade para realizar
inferéncias a respeito do efeito desses polimorfismos no tratamento do cancer.

O desenvolvimento de pesquisas em farmacogenética iniciara uma nova era na
medicina. Estabelecendo o conceito de uma terapia individualizada, onde o farmaco certo ¢
administrado na dose certa para o paciente correto também ¢é bastante promissor, pois a
reducdo dos efeitos adversos além de serem alcangadas pela selecao do melhor farmaco e a
melhor dose para aqueles pacientes que t€ém metabolizacdo deficiente, podera ainda abrir as
portas para a pesquisa € o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos, que nao sejam
metabolizados por determinada enzima ou via (FIEGENBAUM; HUTZ, 2006).

O gene TYMS ja ¢ amplamente utilizado em pratica clinica pelas agéncias americanas
(FDA-food and drug administration) e européia (European Medicines Agency) como exame
preditivo de resposta ao tratamento com fluoropirimidinas. A analise molecular do gene
TYMS pode auxiliar oncologistas no manejo terapéutico deste farmaco, logo pesquisas que

possam estabelecer condutas terapéuticas sdo de grande importancia na pratica clinica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a variabilidade do polimorfismo presentes no gene TYMS envolvido na
farmacogenética do 5-FU, e buscar associagao do polimorfismo INDEL no gene TYMS com
o padrdo de resposta ao tratamento oncoldgico com os farmacos com base em
fluoropirimidina de maneira que possam contribuir para o desenvolvimento de métodos de

diagnostico e prognostico.

3.2 Objetivos Especificos

e Demonstrar o perfil clinico-epidemiologico dos 151 pacientes tratados com 5-FU;

Investigar um marcador molecular (INDEL) no gene TYMS que possa ser utilizado

como provavel exame preditivo de resposta ao tratamento com 5-FU;

e Investigar a associagdo dos polimorfismos selecionados em uma amostra de 151

pacientes com cancer tratado com 5-FU do Estado do Par3;

e Investigar a associagdo entre o gendtipo do paciente com cancer tratado com 5-FU

e os dados clinicos e laboratoriais desses pacientes;

¢ Investigar a contribuicdo inter étnica com base nos 60 IAM em pacientes portadores

de neoplasias tratados com regime com base em fluoropirimidinas;

e Investigar a correlagdo dos indicadores de resposta clinicos com o perfil de

ancestralidade genomica quanto ao uso de 5-FU.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras Estudadas

Para realizagdo deste estudo foram coletadas amostras de sangue periférico de 151
pacientes com diagndstico de cancer que estdo em tratamento com o quimioterapico 5-FU e
que sdo atendidos no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB) / Unidade de
Alta Complexidade em Oncologia (UNACON) e Hospital Ophir Loyola (HOL), todas essas
unidades estdo localizadas na cidade de Belém, no Estado do Para.

Durante o estudo os pacientes foram devidamente esclarecidos a respeito da pesquisa
na qual estdo participando e solicitados a assinarem o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, permitindo o uso de suas aliquotas de sangue e obtencao de seus dados clinicos e
epidemiologicos retrospectivos em nivel de prontuario atualizado até dezembro de 2013. E
importante ressaltar, que antes da coleta de amostras, o projeto foi submetido ao Comité de

Etica do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto.

4.2 Extracdo de DNA

O material genético serd extraido a partir do sangue total pelo método convencional
com fenol-cloroférmio e precipitagdo com etanol, conforme descrito por Sambrook, Fritsch e

Maniatis (1989).

4.3 Genotipagem dos Polimorfismos

Serdo genotipados dois importantes polimorfismos no gene TYMS envolvidos na
resposta ao tratamento com 5-FU. Um dos polimorfismos investigados ¢ um INDEL que ja ¢
utilizado e recomendado na pratica clinica pelas agéncias européia e americana de
regulamentacdo de farmacos, e largamente investigado na literatura especializada na resposta
ao tratamento com 5-FU

Os polimorfismo do tipo INDEL e genotipado utilizando uma reagdo de PCR com
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primers especificos para a regido de interesse e posterior sequenciamento.

Tabela 3 - Gene TYMS e seus principais polimorfismos relacionados a metaboliza¢do e farmacogenética do 5-

FU.
GENE RS TIPO DE POLIMORFISMO
TYMS 16430 INDEL

4.4 Analises Estatisticas

Os dados serdo analisados utilizando-se trés programas: O programa Structure v.22

serd utilizado para estimar a propor¢do individual e global de ancestralidade dos pacientes

com cancer, tratados com 5-FU de maneira a poder realizar o controle o efeito da

ancestralidade gendmica entre os individuos.

O programa SPSS 14.0 serd empregado nas

analises de regressdo logistica para os marcadores genéticos investigados (SPSS Ins. Chicago,

IL, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacio da amostra de pacientes em regime com fluoropirimidinas

As caracteristicas epidemioldgicas de 151 pacientes inclusos na andlise estdo listadas
na tabela 1. Onde foram avaliados no periodo de 1 de marco de 2013 a 30 de dezembro de
2013. Houve predominancia do sexo masculino com 52,7%. Foi observado que a idade média
dos pacientes foi de 55,3 anos, variando entre 18 e 86 anos. A localizagdo foi referida em
apenas 143 prontuarios onde prevaleceu colon e reto com 44,7%, estdbmago com 39,9% e
canal anal com 8,4%. Cerca de 40,5% dos pacientes foram classificados como localmente
avancados (estadio III e IV), correspondendo a 40,5% com cancer gastrico e 30,8% com
cancer colorretal. O uso de fluoropirimidinas de maneira adjuvante foi observado em 44,6% e
32,7% na forma paliativa. A combina¢do de fluoropirimidinas com outras drogas citotoxicas
foi observada em 46,7% dos pacientes, € em monoterapia em 45%. A administracdo em bolus
(infusdo rapida) foi observada em 86,2%, e apenas 13,8% na forma infusional. A média de
ciclos observada foi de 5,98, variando entre 1 e 24 ciclos. O perfil de tratamento oncoldégico
se destaca como resultado o tratamento monoterapico com fluoropirimidina associado ao
leucovorim (LV-potencializador de SFU) responsavel por 59 pacientes tratados. Os pacientes
que nao progrediram em uso de fluoropirimidinas em monoterapia foram 52,4%. Em relacdo
ao esquema com poliquimioterapia, ou seja, fluoropirimidinas em combinagdo com outros
farmacos foi observado que 24,3% para combinacgdo de platinas e 9,7% com irinotecano no
grupo que nao foi observado progressdao de doencga. Foi observado que a grande maioria dos
pacientes apresentava doenca avancada no momento do diagnostico, pois 32,7% receberam

tratamento com inten¢do paliativa e 22,8% inten¢do neoadjuvante.



Tabela 4 - Caracteristicas clinico-epidemiologicas dos 151 pacientes tratados com fluorpirimidina*

Caracteristica Nimero de pacientes (%/$)

Género n=150

Masculino 79 (52,7)

Feminino 71 (47,3)

Idade média (n=139) 55,3 (18-86)

Tumor primario n=143

Gastrico 57 (39,9)

Coélon e Reto 64 (44,7)

Canal anal 12 (8,4)

Outros 10 (7,0)

e Estomago Coélon e Reto

(n=42) (n=52)

I 2 (4,8) 3(5,8)

I 9(21,4) 15 (28,9)

111 14 (33,3) 18 (34,6)

v 17 (40,5) 16 (30,8)

Tipo de tratamento n=101

Adjuvante 45 (44,6)

Neo-adjuvante 23 (22,8)

Paliativo 33 (32,7)

Regime quimioterapico n=120

5-FU bolus + leucovorin 54 (45,0)

5-FU bolus + leucovorin + oxaliplatina® 21 (17,5)

5-FU bolus + irinotecano 10 (8,3)

5-FU bolus + CDDP 9(7.5)

Capecitabina + platina 6 (5,0)

Nigro modificado 8(6,7)

mFOLFOX 43,3

ECF 2(1,7)

DCF modificado 21,7

Outros 4(3,3)

Forma de infusdo de 5-FU n=116

5-FU em bolus 100 (86,2%)

5-FU infusional 16 (13,8%)
Observagoes:

* o nimero de individuos (n) refere-se aos que possuem dados para a referida caracteristica
$ intervalo de minimo e maximo quando adequado

* engloba os esquemas FLOX modificado e Nordic FLOX

!'Segundo o TNM do AJCC (2010)

2 CDDP — cisplatina

3 platina — cisplatina ou oxaliplatina

* FOLFOX6 — oxaliplatina + leucovorin + 5-FU bolus + 5-FU infusional

42



43

> ECF — epirrubicina + cisplatina + 5-FU infusional
 DCF modificado — docetaxel + cisplatina + 5-FU
7 Teste de Mann White

5.2 Ancestralidade Global da Amostra Investigada

W af
E nam
Ceur

Figura 11 - Grafico de pizza que ilustra a distribuicdo média global das ancestralidades entre as amostras dos
pacientes tratados com fluoropirimidinas

A figura 11 ilustra a distribuicdo das ancestralidades entre a amostra investigada. A
ancestralidade observada foi 62,4% europeia, 25,2% nativo americana e 12,4% africana na

amostra global de pacientes tratados com fluoropirimidinas.
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5.3 Caracterizacdo de amostras agrupadas em pacientes de acordo com a progressao

tumoral

A tabela 2 evidencia dados clinicos e epidemiologicos de 147 pacientes portadores de
neoplasia em regime com fluoropirimidinas estruturados em grupos de acordo com a
progressdo tumoral (13 pacientes) e sem progressao (134 pacientes). A variavel género nao
foi significativa (P= 1,0) para a resposta tumoral avaliada pela presenga ou auséncia de
progressao. A media de idade apresentou uma diferenca de cerca de 5 anos para o grupo que
progrediu o tumor, contudo esta varidvel ndo foi significativa. Todos os pacientes que
obtiveram resposta clinica ndo apresentaram progressao tumoral, essa variavel demonstrou-se
consideravelmente significante (P= 0,006). Foi considerada doenga estavel os pacientes que
ndo progrediram e ndo obtiveram resposta sendo 58% entre os pacientes que ndo progrediram.
A resposta radioldgica apesar de ter seguido o mesmo padrdo que a resposta clinica em
relagdo a ndo progressdo, ndo foi significante (0,098) de acordo com a anélise dos dados.
Auséncia de significancia para resposta radioldgica se deve a lacunas nos prontuarios dos
pacientes envolvidos na pesquisa. O perfil de tratamento oncologico se destaca como
resultado o tratamento monoterapico com fluoropirimidina associado ao leucovorin (LV-
potencializador de 5FU) responsdvel por 59 pacientes tratados. Os pacientes que nao
progrediram em uso de fluoropirimidinas em monoterapia foram 52,4%. Em relacdo ao
esquema com poliquimioterapia, ou seja, fluoropirimidinas em combinagdo com outros
farmacos foi observado que 24,3% para combinac¢do de platinase 9,7% com irinotecano no
grupo que nao foi observado progressdo de doenca. No status vital foi observados que 19
pacientes que evoluiram ao 6bito no decorrer do tratamento, sendo que 84,2% apresentaram
progressao de doenca. A maioria dos pacientes que ndo apresentaram progressao de doenga
foi tratada de maneira adjuvante representando 90,9%. O tratamento com intencdo paliativa
mostrou que 25 pacientes representando 78% ndo apresentaram progressdo, ou seja, doenca
estavel. Com relacdo a forma neoadjuvante de tratamento sist€émico 100% dos pacientes

analisados apresentavam doenca estavel sem progressao.

Os valores médios de ancestralidade gendomica nao foram significativamente

diferentes nos grupos com relacdo a progressao tumoral.



Tabela 5 - Caracteristicas clinica- epidemiologicas de pacientes em uso de fluoropirimidinas subagrupados de
acordo com a progressdo da doenga

Caracteristicas Progressao: Sim(N = Progressao: Nao(N = P values
13) 134)
Género
Feminino 5(45.5) 64(47,8) 1,000
Masculino 6(54,5) 70(52,2)
Idade 5949,72968 54,86+13,29 0,278
Resposta Clinica
Presente 0,00 25(41,7) 0,006
Ausente 11(100) 35(58,3)
Resposta radiolégica
Presente 0(0,0) 12(15) 0,098
Ausente 11(100) 36(75)
Tratamento
S5FU+LV 5(38.5) 54(52,4)
5FU+Irinotecano 1(7,7) 10(9,7) 0,116
5FU+Platina 7(53,8) 25(24,3)
Outros 0(0,0) 14(13,6)

Tipo de tratamento

Adjuvante 4(9,1) 40(90,9)

Neoadjuvante 0(0,0) 23(100,0) 0,154
Paliativo 7(21,9) 25(78,1)

Status Vital 0,154
Vivos 8(6,2) 120(93,8)

Obito 3(15,8) 16(84.2)

Ancestralidade Africana 0,176+0,299 0,122+0,155 0,493
Ancestralidade Européia 0,601+0,303 0,618+0,228 0,994
Nativo-americana 0,221+0,221 0,258+0,202 0,502

"Numero (Porcentagem ) por categoria ; Média + desvio para dados quantitativos.
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5.4 Associacao polimorfismo INDEL no gene TYMS para progressio tumoral

Tabela 6 - Caracterizag@o do polimorfismo INDEL no gene TYMS associado a progressdo tumoral.

Caracteristicas Progressdo: Sim  Progressdo: Nao P values OR IC(95%)
(N=12) (N =130)

Ins/Ins 1(8,3) 20(15,4)

Del/Ins 4(33,3) 61(46,9) *0,033 0,245 95%IC(0,067-0,895)

Del/Del 7(58.3) 49(37,7)

*regressao logistica avaliou o efeito do homozigoto. Inser¢ao para progressao da doenga.

*0 modelo de regressdo logistico multiplo utilizado considerou como co-variaveis as ancestralidades, resposta
clinica e resposta radiologica.

' Ntimero (Porcentagem ) por categoria; Média + desvio para dados quantitativos.

A tabela 6 evidencia a distribuicdo dos gendtipos observados nos estudos
subestruturados em pacientes com e sem progressao. Podemos destacar um efeito de protecao
significativo (P = 0,033). O polimorfismo INDEL no gene tyms demonstrou ter um efeito de
protecdo a progressdo tumoral avaliada clinicamente. Pacientes tratados com
fluoropirimidinas que eram homozigotos selvagens (Ins/Ins) apresentaram uma prote¢do a

progressao tumoral de 24 % comparado com outros genotipos destes polimorfismos.

5.5 Correlacio entre a ancestralidade amerindia e presenca metastase
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Figura 12 - Box Plot de relacdo entre a ancestralidade Amerindia e a presenca ou auséncia de metéstase
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A figura 12 ilustra um box plot dos valores quantitativos da ancestralidade nativo
americana subgrupando os pacientes no regime com fluoropirimidinas de acordo com a
presenca ou auséncia de metastase. Os valores médios obtidos foram de cerca de 20% no
grupo de pacientes que evoluiram para metastase e 30% no grupo sem esta progressao
tumoral. A andlise das medias apresenta uma correlacdo significativa (P = 0,024) entre a

reducdo da ancestralidade Nativo americana e presenca de metéstase.
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6 DISCUSSAO

6.1 Biomarcador TYMS associado a resposta terapeutica ao uso de SFU

Nas ultimas décadas, o cancer, vem convertendo-se em um evidente problema de
saude publica mundial. A World Heath Organization (WHO) estimou que, no ano 2030,
podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer
e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer (WORLD..., 2009). O maior efeito
desse aumento vai incidir em paises de baixa e média renda (INSTITUTO..., 2011).

As fluoropirimidinas sdo consideradas um dos principais farmacos utilizados no
tratamento do cancer no mundo (HOFF et al. 2003). Contudo, diferentes estudos em multiplos
centros em oncologia relatam variagdes inter étnicas e interindividuais na terapéutica deste
farmaco.

A aplicacao da farmacogenética na area oncoldgica ¢ 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 mutagdes
somaticas) este ultimo apresenta um papel critico na resposta antineopldsica (REIS, 2006;
WANG; MCLEOD; WEINSHILBOUM, 2011).

A busca por novas estratégias terapéuticas, menos toxicas 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 geracao
oferece nova esperanga para melhorar os resultados de tratamento entre pacientes. De forma
convergente, os rapidos avangos no campo da gendmica funcional tem 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
cé¢lulas normais como de células tumorais, dependendo do caso), o que se descreve
comumente como a medicina personalizada (NISHIYAMA; EGUCHI, 2009).

Nos ultimos anos muito se tem investigado sobre causas de respostas individuais
diferenciadas em relacdo ao tratamento quimioterapico. Hoje € possivel identificar avancgos

significativos no conhecimento das interagdes entre polimorfismos presentes em determinados
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genes e a resposta individual ao tratamento com drogas especificas. Este ¢ o caso dos
polimorfismos do gene HER2 e o tratamento com transtuzumab em cancer de mama, bem
como o de polimorfismos do gene EGFR e o tratamento com gefitinib, em cancer de pulmao
de nao pequenas células (BURSTEIN et al. 2003; VIANI et al. 2007, WANG et al. 2011).
Resultados obtidos nestas investigacdes sugerem que fatores genéticos podem, de fato, serem
considerados os principais determinantes da resposta a droga, pelo menos para alguns
medicamentos.

Esses avangos representam a possibilidade de, em um futuro proximo, oferecer um
tratamento personalizado (com farmaco adequado em dose exata) que pode melhorar a
condicdo clinica e sobrevida do paciente, que seja eficiente em termos de maxima resposta e
minima toxicidade (LOH; SOONG, 2011).

E comum que pacientes que recebem quimioterapia apresentem reagdes adversas a
medicamentos (ADRs). Nos Estados Unidos, as ADRs classificam-se entre a 4* e 6* causa de
morte (LIOU et al. 2007). Muitas vezes as ADRs resultam em risco de vida ou incapacidade
significativa que exige internagdo ou prolongamento da estadia hospitalar existente, o que
acaba por aumentar os gastos com saude.

Atualmente estd disponivel uma grande variedade de farmacos que e podem contribuir
para o aprimoramento da terapia oncoldgica e que tem aproveitamento clinico diferenciado
em relacdo a presenca de polimorfismos genéticos conhecidos. Para esses medicamentos a
FDA (Foodand Drug Administration) recomenda a utilizagdo de testes farmacogenéticos
especificos capazes de predizer a resposta do paciente ao medicamento (WANG et al. 2011).
Esta ¢ uma tentativa de maximizar a eficicia terapéutica e evitar efeitos toxicos decorrentes
da terapia.

Um dos genes mais importantes para farmacogenetica oncoldgica relacionado a
resposta terapeuta € o gene TYMS que codifica uma enzima chamada de timidilato sintetase
(TS) que participa na metabolizagdo das fluoropirimidinas (HOUTSMA; GUCHELAR;
GELDERBLOM, 2010; WALTHER et al. 2009; LI; BLUTH, 2011). O gene TYMS possui
dois polimorfismos que sdo recomendados pelas agéncias americana e europeia FDA e
agéncia europeia que regulamentam terapias como biomarcadores preditores de resposta
clinica a terapia com 5FU (http://www.pharmgkb.org/).

O objetivo da presente dissertacdo foi investigar um polimorfismo INDEL no gene
TYMS buscando associar este biomarcador com o varidvel padrao de resposta em pacientes
oncologicos tratados com fluropirimidinas. A expectativa ¢ de que o projeto possa colaborar

no estabelecimento da medicina personalizada em nosso pais.
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Nossos resultados demonstram que pacientes homozigotos selvagens para o
polimorfismos INDEL na regido 3'UTR em regime de fluoropirimidinas apresentam prote¢ao
a progressao tumoral com cerca de 25%.

Um meta-analise nos estados unidos que avaliou diferentes terapias com base em
fluoropirimidinas identificou os polimorfismos INDEL e o VNTR na regido 5 UTR no gene
TYMS como sendo os biomarcadores mais importantes na predicdo de resposta a sobrevida
livre de progressao em pacientes com cancer colorretal metastatico.

Outros trabalhos realizados no mundo demonstraram um beneficio na utilizacdo do
biomarcador INDEL na predicdo de resposta terapéutica em pacientes em uso de S5FU
(HOUTSMA; GUCHELAR; GELDERBLOM, 2010; SHAHROKNI; RAJBI; SAIF, 2009)
definido segundo Gosh et al. (2012) que o polimorfismo INDEL investigado esta em
desequilibrio de ligacdo com o polimorfismo VNTR na regido 5'UTR, logo ¢ razoavel supor
que o efeito clinico observado no estudo possa sofrer influencia do polimorfismo VNTR de
28 pb ndo investigado no projeto .

Outros estudos nao puderam encontrar associacdo significativa para nosso
polimorfismo relacionado resposta terapéutica (GUSELLA et al. 2011).

Nosso estudo corrobora com as recomendagdes de agéncias especializadas em
oncologia mundiais que utilizam o marcador molecular INDEL no gene TYMS na pratica
clinica.

A pressuposi¢ao de realizacao da medicina personalizada utilizando exames preditivos
de risco a terapia sao de fundamental importancia na oncologia, pois a auséncia de resposta e
as toxicidade muitas vezes sdo fatais em pacientes portadores de neoplasia. Logo, estudos em
farmacogenética podem auxiliar oncologistas clinicos em uma terapia individualizada

evitando mortalidade e reducao de custos na terapia.

6.2 Correlacio entre ancestralidade gendmica amerindia e resposta a terapia com SFU

A estratificacdo populacional em estudos caso-controle ¢ uma das responsaveis por
grande parte das associagdes falso-positivas (PRITCHARD; ROSENBERG, 1999), pois
diferencas genéticas entre grupos étnicos muitas vezes levam a diferenca na resposta ao
tratamento. A populagdo brasileira apresenta uma origem tri-étnica, com europeus, africanos e

amerindios, contribuindo para a sua constituicdo genética. Além dos grupos formadores
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originais do periodo colonial, o Brasil recebeu nos séculos XIX e XX imigrantes de varias
partes do mundo (SALZANO; BORTOLINI, 2002). Nesse ponto, a aplicabilidade da
farmacogenética no Brasil torna-se diferenciada, pois os modelos farmacogenéticos atuais nao
sao aplicaveis as populacdes com alto grau de miscigenagao (SUAREZ-KURTZ et al. 2007).

Dependendo da regido geografica do Brasil, o processo de miscigenacdo entre as trés
subpopulagdes ancestrais ocorreu de forma muito diferenciada. E praticamente consenso entre
pesquisadores que em todo o territdrio brasileiro a contribui¢do de genes (autossémicos)
europeus ¢ maior do que a dos outros grupos étnicos. Também ¢ aceito comumente que a
contribuicdo de genes amerindios ¢ maior nas populacdes da regido Norte e que a de genes
africanos ¢ maior na regido Nordeste e que no Sul do pais a contribuicdo de genes europeus €
a mais elevada (CALLEGARI-JACQUES et al. 2003).

A existéncia de diferencas inter-étnicas, em relagdo a variabilidade encontrada em
genes envolvidos com a resposta aos farmacos, pode ser um fator importante para a
interpretagdo erronea dos resultados (SUAREZ-KURTZ, 2005; DAAR; SINGER, 2005). Em
investigacdes do tipo caso-controle, os resultados podem ser mal interpretados em funcao da
existéncia de uma estratificacdo populacional ndo identificada, entre os dois grupos
investigados. Esse fato ¢ particularmente importante quando as investigacdes sdo realizadas
em populagdes miscigenadas, em um passado relativamente recentemente (como € o caso do
processo de formagdo da maioria da populacdo brasileira). Logo, controlar o efeito da
etnicidade ¢ importante, principalmente em populacdes que historicamente apresentam
elevados graus de mistura interétnica, como a amostra investigada.

Somado a complexas interagdes Interétnica na formacdo da populagdo base de nosso
estudo temos o fato que a fluropirimidinas sdo considerados farmacos etnicamente
dependentes, logo apresentam um perfil de toxicidade variado nas populagdes mundiais .

As estimativas de ancestralidade global da amostra investigada foram: 62,4%
europeia, 25,2% nativo americana e 12,4% africana. Essas estimativas sdo similares a
populacdo do Norte do Brasil (SANTOS et al. 2010). Logo nossos dados ndo podem apontar
diferencas significativas com relacdo a ancestralidade global entre pacientes envolvidos no
projeto e a populacao de que compode esta amostragem.

Contudo quando segregamos nossa amostra de acordo com a presenca de metastase
observamos uma alteracdo nas estimativas de ancestralidade amerindia entre os grupos. Sendo
observado diferenca entre os valores dos médios entorno de 10% para pacientes que
desenvolveram e nao desenvolveram metastase. Logo podemos observar uma correlagdo

significativa (P = 0,024) entre a redugdo da ancestralidade Nativo americana e presenga de
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metastase.

Uma publicacdo recente de Fejerman et al. (2013) buscaram associacdo entre a
ancestralidade genomica e a resposta em terapias para cancer de mama. Neste estudo os
resultados evidenciaram uma clara correlacdo entre o aumento da ancestralidade nativo
americana e auséncia de resposta as terapias para o cancer de mama.

Trabalhos na literatura especializada ja documentaram que as fluoropirimidinas
apresentam um perfil de toxicidade variavel de acordo com a etnicidade, sendo considerado
um farmaco “etnicamente dependente” (CHUAH et al. 2010; WANG; MCLEOD;
WEINSILBOUM, 2011; SUAREZ-KUTZ, 2005). Nosso trabalho sustenta a hipotese que
uma importante variavel de resposta representada pela presenca de metdstase pode sofrer
influéncia da variagdo nas estimativas de ancestralidade gendomica amerindia.

Devemos destacar que poucos trabalhos na literatura mundial investigaram até o
momento a correlagdo entre ancestralidade gendmica e a resposta ou toxicidade a diferentes
terapias (FEJERMAN et al. 2013). Contudo ¢ comum relatos em varios trabalhos na literatura
o emprego do conceito de “farmaco etnicamente dependente”. Nosso trabalho € pioneiro em
demonstrar que existe correlagao entre a composicao inter-étnico individual nativo América e

a presenca de metéstase na terapéutica com fluoropirimidinas.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que o polimorfismo INDEL no gene TYMS ¢ um importante biomarcador
preditor de resposta a terapia com fluoropirimidinas. Os pacientes homozigotos selvagens
(Ins/Ins) apresentaram uma prote¢do a progressao tumoral de 24% comparado com outros
genotipos destes polimorfismos. Este achado corrobora com as recomendagdes de agéncias
especializadas em oncologia mundiais que utilizam o marcador molecular INDEL no gene
TYMS na pratica clinica.

Nesta investigacdo foi possivel estabelecer uma correlagdo inversa entre o aumento da
ancestralidade amerindia e o desenvolvimento de metéstase.

O presente estudo contribui no estabelecimento de bases metodoldgicas e cientificas

para o desenvolvimento da medicina personalizada.
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