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RESUMO

Introducdo: Estudos e revisdes da literatura cientifica internacional tém reunido dados
de suporte para o papel da farmacogendmica na medicina clinica, especificadamente o
genétipo UGT1A1*28 e UGT1A1*6, como preditores de toxicidade associada a terapia
com CPT-11 (irinotecano), devido uma insercdo de timina-adenina na regido promotora
TATADbox do gene UGT1A1 ou um polimorfismo de nucleotideo Unico no éxon 1 do
mesmo gene, causando menor expressao da enzima UGT1A1 e consequentemente menor
glucuronidacéo do farmaco. Objetivo: Verificar a ocorréncia de polimorfismos na regido
promotora do gene UGT1Al e associar a presenca destes com a manifestacdo de
toxicidades ao farmaco CPT-11 em pacientes com céncer atendidos em dois Hospitais
publicos especializados em oncologia em Belém/PA. Método: Os pacientes oncologicos
em tratamento a base de CPT-11 foram acompanhados pelo método de acompanhamento
farmacoterapéutico quanto a ocorréncia de toxicidades. As reacbes adversas foram
avaliadas de acordo com o National Cancer Institute Common Toxicity Criteria for
Adverse Events, Version 4.0. O estudo também analisou o material genético dos
pacientes, quanto a freqiiéncia e distribuicdo do polimorfismo no gene UGT1Al por
reacdo em cadeia de Polimerase e sequenciamento. Assim como também puderam ser
avaliados os dados clinicos e epidemioldgicos dos sujeitos. Resultados: Um total de 31
pacientes foram recrutados, a maioria (80,6%) tratados com regime IFL modificado
(120mg/m? de irinotecano), o género mais frequente foi o feminino (54,8%) e o sitio
primario do tumor, predominante, foi o reto (41,9%). Dentre 0s 27 pacientes que puderam
ser genotipados nenhum apresentou polimorfismo no éxon 1 (UGT1A1*6), mas foram
detectados os seguintes alelos quanto ao polimorfismo no promotor TATA do gene,
TA5/6 (3,7%), TA6/6 (44,4%), TA6/7 (37%) e TA7/7 (14,8%). Um total de 71
toxicidades foram observados em 25 pacientes. A populacdo estudada encontra-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,135). Nosso estudo ndo encontrou relacéo
significante entre as diferentes toxicidades ou RAM’s (rea¢des adversas ao medicamento)
manifestadas nos pacientes com diferentes ndmeros de alelos variantes, porém foi
observado que pacientes gque tinham dois alelos ou um Unico alelo variante teve mais
intervencdes médicas (reducdo de dose, atraso ou interrup¢do do tratamento) devido
toxicidades, do que pacientes do alelo tipo selvagem (p=0,016). Concluséo: Os achados
deste estudo demonstraram alta frequéncia de reagfes adversas ao uso de CPT-11 nos
pacientes estudados, mesmo em protocolos de baixa dose, em relacdo a outros estudos,
apesar de ndo terem apresentado diferenca significante, sugerem a continuidade do
mesmo a fim de obter maior tamanho amostral, haja vista que quando a populagédo foi
estratificada por freqiiéncia de intervengdes médicas motivadas por toxicidade, 0 grupo
portador da mutacéo, heterozigota ou homozigota, apresentou maior taxa de intervencéo
durante o tratamento, ou seja, esses pacientes podem apresentar toxicidades mais severas
que comprometam a continuidade do tratamento.

Palavras chaves: Polimorfismo, Irinotecano, gene UGT1AL, cancer, farmacogenética.



ABSTRACT

Introduction: Studies and reviews the international scientific literature have gathered
data to support the role of pharmacogenomics in clinical medicine, specifically genotype
UGT1A1*28 and UGT1A1*6 as predictors of toxicity associated with therapy with
CPT-11 (irinotecan), because an insert thymine-adenine in the promoter region of the
UGT1A1 gene TATAbox or a single nucleotide polymorphism in exon 1 of the same
gene, causing lesser extent UGT1Al enzyme and hence lower glucuronidation of the
drug. Objective: To investigate the occurrence of polymorphisms in the promoter region
of the UGT1AL gene and associate their presence with the toxicities of manifestation to
CPT-11 drug in cancer patients treated at two public hospitals specialized in oncology in
Belém /PA. Method: Patients in cancer treatment to CPT-11 base were accompanied by
pharmacotherapeutic monitoring method as the occurrence of toxicities. Adverse
reactions were assessed according to the National Cancer Institute Common Toxicity
Criteria for Adverse Events, Version 4.0. The study also analyzed the genetic material of
patients, the frequency and distribution of the polymorphism in the UGT1ALl gene by
polymerase chain reaction and sequencing. As they could also be evaluated clinical and
epidemiological data of the subjects. Results: A total of 31 patients were recruited, the
majority (80.6%) treated with modified IFL regimen (120 mg /m2 CPT-11), the most
frequent gender was female (54.8%) and the primary site of the tumor , predominantly, it
was the rectum (41.9%). Among the 27 patients could be genotyped none showed
polymorphism in exon 1 (UGT1Al * 6), but the following alleles were detected as the
TATA promoter polymorphism in the gene, TA5/6 (3.7%), TA6/6 (44 , 4%), TA6/7
(37%) and TA7/7 (14.8%). A total of 71 toxicities were observed in 25 patients. The
study population is in Hardy-Weinberg equilibrium (P = 0.135). Our study found no
significant relationship between the different toxicities manifested in patients with
different numbers of variant alleles, but it was observed that patients who had two alleles
or a single variant allele had more medical interventions (dose reduction, delay or
discontinuation of treatment) due to toxicity than patients in the wild-type allele (p =
0.016). Conclusion: The findings of this study showed a high frequency of adverse
reactions to CPT-11 use in the studied patients, even low-dose protocols in relation to
other studies, although they have not shown significant differences suggest the continuity
of the same order to get larger sample size, considering that when the population was
stratified by frequency of medical interventions motivated by toxicity, the carrier of the
mutation group, heterozygous or homozygous, had higher intervention rate during
treatment. Those patients can present toxicities more severe than compromise the
continuity of care.

Key words : Polymorphism , irinotecan , UGT1A1 gene, cancer , pharmacogenetics .



1. INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais

A incidéncia de cancer no mundo vem aumentando rapidamente nos Gltimos anos,
em decorréncia do envelhecimento da populacdo mundial e da crescente exposi¢cdo a
fatores de risco ambientais. A UICC (International Union Against Cancer) estima que,
em 2030, havera 27 milhdes de novos casos no mundo.

No Brasil, as estimativas para o0 ano de 2014, também validas para o ano de 2015,
apontam a ocorréncia de aproximadamente 576.580 casos novos de cancer no Brasil
(Instituto Nacional de Céancer, 2014).

As neoplasias do trato gastrointestinal estdo entre as trés primeiras mais incidentes
no mundo. O céancer colorretal (CCR) é o terceiro mais comum entre 0s homens e 0
segundo entre as mulheres, enquanto o cancer gastrico é a quarta neoplasia maligna mais
comum e a segunda causa de morte por cancer (GLOBOCAN, 2008).

No Brasil ndo tem sido diferente, segundo dados do INCA, o cancer mais
incidente em homens, depois do cancer de prostata, € o de pulmédo, seguido de CCR e
cancer gastrico. Nas mulheres brasileiras, depois do Cancer de mama, o CCR tem sido o
segundo mais incidente (INCA, 2013; DANAEI et al. 2005)(figura 1).

Localizagdo primaria  casos % Localizagdo primria casos %

Prostata  GA.B00  228%  Homens Mulheres  Mama Feminina 57120 20,8%

Tragueia, Bronquio & Pulman 16.400 o 4% . Galon & Reto 17530 6.4%

Golon & Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15690 L

Estimagn  12.870 43% Traqueia, Bronquio e Puméo 10,930 40%

Gavidade Oral 11.280 37% Glandula Tireoide B.050 29%

Esdfago 8.010 26% Estimago 7520 27%

Laringe 6.870 2.3% Gorpo do Utero 5.500 22%

Baxiga 6.750 2.2% Ovdrio 5.680 21%

Leucemias 5.0a0 1,7% Linfoma ndo Hodgkin 4850 18%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4320 1.6%

“NUmeros amedondados para 10 ou mftiplos dg 10,

Figura 1 — Distribuicdo proporcional dos 10 tipos de cancer mais incidentes estimados para o Brasil
em 2014/2015, exceto pele ndo melanoma. Fonte: Estimativa 2014 — Incidéncia de Cancer no Brasil
(INCA, 2014)



Na regido Norte do Brasil, inclusive no Pard, o cancer colorretal e o cancer de
estdmago estdo entre 0s quatro primeiros mais incidentes, ocorridos em ambos 0s sexos
(Figura 2).

Localizagio primdria  casos % Localizagao primyria casos %
Prostata 2480 245% Homens Mulheres  Golo do Utero 1.890 18,0%
Estimago 400 9% Mama Feminina 1720 17.3%
Traqueia, Bronguio & Pulmao 620 f,1% Estdmago 470 47%
Cdlon e Reto 360 3.6% Golon e Reto 430 4.3%
Leucemias 200 29% Traqueia, Bronquio & Pulmdo 400 40%
Gavidade Oral 270 21% Glandula Tireoide 280 259%
Laringe 240 24% Leucemias 240 24%
Linfoma nao Hodgkin 200 2 0% Ovirio 220 2.2%
Sistemna Nervoso Ceniral 200 20% Gorpo do Utero 180 1.8%
Bexiga 190 19% Sistema Nervoso Genfral 170 1.7%

“Mimeros anedondados para 10 ou mdliiplos de 10.

Figura 2 — Distribui¢do proporcional dos 10 tipos de cancer mais incidentes estimados para a regido
Norte do Brasil em 2014/2015, exceto pele ndo melanoma. Fonte: Estimativa 2014 — Incidéncia de
Cancer no Brasil (INCA, 2014).

O tratamento do cancer depende, dentre outros fatores, do estagio em que o tumor
se encontra. Pacientes com doenca irressecavel ou metastatica devem usualmente ter o
diagnostico confirmado por biopsia e receber tratamento com quimioterapia sistémica.
Estima-se que pelo menos 60% dos casos necessite de tratamento quimioterapico em
algum momento da evolugdo (SAAD-HOSSNE et al. 2005). Além disso, o tratamento
exige habilidosa interacdo de maltiplas modalidades, como a cirurgia e irradiacdo. Cada
uma dessas formas de tratamento tem seus proprios riscos e beneficios. Nem todos 0s
esquemas terapéuticos sdo apropriados para todos os pacientes, sendo preciso considerar
diversos fatores, tais como funcédo renal e hepatica, perfomance status, idade, reserva da
medula 6ssea e comorbidades. Além de fatores menos quantificaveis, adesdo do paciente
ao tratamento, tolerancia fisica e emocional as toxicidades, assim como provaveis riscos e
beneficios ao longo prazo (CALABRESI, 2001).

Um dos maiores desafios durante o tratamento oncoldgico é ajustar a dose a fim
de obter um desfecho terapéutico satisfatorio, com o minimo de toxicidade possivel. A
forma mais comum e simples de ajuste de dose baseia-se na area de superficie corporea
do paciente, somente levando em consideracdo peso e altura do mesmo. Porém, outras
formas, como monitorizagdo farmacocinética e ajuste de dose com base na fungéo renal
também sdo usados e permitem um desfecho mais efetivo (MARTINS et al 2013;
BAKER et al 2002).



Apesar dos esforgos para prever o desenvolvimento de complicacdes, os agente
antineoplasicos possuem farmacocinética e toxicidade variaveis para cada paciente.
Contudo, as causas dessas variabilidades nem sempre s&o evidentes, podendo, com
frequéncia, estar relacionadas com diferencas interpessoais no metabolismo dos
farmacos, nas interacbes medicamentosas e nas reservas da medula 6ssea (GIBALDI,
1991).

As variacBes individuais na sensibilidade aos farmacos antineoplasicos ou na
capacidade de metabolizacdo dos mesmos podem afetar a eficdcia e a seguranca de
tratamentos quimioterdpicos. Estes processos sdo mediados, principalmente, por genes
polimorficos, cujas variacbes alélicas podem resultar em fenotipos diferentes. A
avaliacdo de correlacdo entre gendtipo e fendtipo € essencial para o estabelecimento de
uma terapéutica personalizada, baseada na caracterizagdo de perfis genémicos individuais
(REIS, 2006).

A Farmacogenética € a ciéncia que estuda como esses diferentes fatores genéticos
influenciam a variacdo da resposta ao uso de farmacos (MEYER, 2004; KOO et al.,
2006). Esta ciéncia emergiu na década de 50, quando surgiu a ideia de que fatores
genéticos poderiam alterar a farmacocinética e a farmacodindmica do medicamento.
Nesse periodo, novas técnicas permitiram medidas mais acuradas das atividades
enzimaticas, dos metabdlitos e consequentemente, da resposta aos farmacos (MEYER,
2004; EICHELBAUM et al., 2008) ( figura 3).

' ’ Grupo de pacientes M

Droga téxica, mas

Droga téxica, NA bt
N: enéfica

mas benéfica

- .
Y Mesmo diagnéstico,

- 7’
Droga NAO téxicae mesma prescricio . I
NAO benéfica Droga NAO téxica
e benéfica

Figura 3- Variabilidade de resposta de pacientes com 0 mesmo
diagndstico e mesma prescri¢do (Fonte: Evans e McLeod. N Engl J
Med 2003).



Em 1959, o pesquisador aleméo Friedrich Vogel utilizou pela primeira vez o
termo “Farmacogenética” (NEBERT et al., 2008), mas somente em 1963, no livro escrito
por Kalow, que a Farmacogenética foi definida como estudo da hereditariedade e resposta
as drogas (MEYER, 2004; KALOW, 1963).

Devido a limitagdes técnicas, os primeiros trabalhos de Farmacogenética eram
focados em cuidadosas observacdes de idiossincrasias no fenétipo. No entanto, com o
avanco das técnicas moleculares, tornou-se possivel a identificacdo e caracterizacdo de
variacOes especificas no DNA. Os mais importantes alvos da Farmacogenética sdo 0s
genes que codificam enzimas responsaveis pela farmacocinética e farmacodinamica dos
medicamentos (HINES et al., 2008). Portanto, a estratégia primaria da farmacogenética é
estudar variagdes nas sequéncias em genes com potencial de afetar a resposta aos
medicamentos (ENSON et al., 2001).

Atualmente, a medicina clinica tem utilizado a farmacogenética a fim de
individualizar a terapia. A finalidade da “medicina personalizada” estende-se as mais
diversas especialidades médicas. Mas em nenhuma outra area da medicina o objetivo da
terapia individualizada € mais importante e mais critica do que na &area da oncologia
(REIS,2006).

A oncologia esta entre as que lidam com as maiores dificuldades no manejo da
terapéutica farmacoldgica, pois esses farmacos exibem, em sua maioria, janelas
terapéuticas estreitas, ou seja, as diferencas entre as doses que produzem o efeito
antitumoral e as que causam toxicidade sdo muito pequenas. Portanto, em doses usuais
em que precisam ser administrados para obtencdo da resposta terapéutica, pode se
observar com frequéncia toxicidade severa (REIS, 2006).

A genotipagem tem sido largamente utilizada como instrumento de predic¢éo de
um fenotipo, principalmente, no que diz respeito a predicdo de resposta e toxicidade. Os
genes que codificam enzimas metabolizadoras de medicamentos exibem um papel
importante devido a sua grande influéncia na eliminacdo de xenobiéticos (SCHULZ et al,
2009).

Analisar geneticamente um individuo e prever sua resposta a um determinado
farmaco pode diminuir o risco de resposta indesejavel frente ao uso do mesmo. As
possibilidades de aplica¢do da farmacogenética/farmacogenémica sdo amplas e incluem a

identificacdo de novos alvos terapéuticos, a otimizagcdo dos protocolos de farmacologia



clinica, o desenvolvimento de testes genéticos para a escolha de farmacos, a revisdo de
esquemas posoldgicos ¢ o “desenho” individual de farmacos (REIS, 2006).

Frente a esses novos desafios, uma rede nacional de farmacogenética/
farmacogenémica foi criada no Brasil (REFARGEN, 2005). Esta rede, formada por
pesquisadores distribuidos nas cinco regides do pais, tem como objetivo a criacdo de um
arquivo de dados farmacogenémicos para a populacao brasileira, a promocao da interacéo
cientifica entre os membros da rede e o incentivo a pesquisa de fAirmacos direcionados a

genética da populacdo (SUAREZ-KURTZ, 2004).

1.2 Irinotecano (CPT-11) e seu mecanismo de acao.

A camptotecina isolada da arvore chinesa Camptotheca acuminata, do qual se
revelou um agente antineoplasico citotdxico potente cujo alvo é a enzima nuclear
Topoisomerase | (KAWATO et al, 1991).

Todas as camptotecinas possuem uma estrutura de cinco anéis fundidos, que
comeca com um componente de quinolina fracamente basica e termina com um anel de
lactona (Figura 4). Os substituintes nos anéis de quinolina A e B podem modular a
posicdo de equilibrio entre as formas do anel de lactona fechado e as do aberto através de
efeitos sobre suas afinidades relativas de ligacdo as proteinas plasmaticas. Por exemplo, a
forma lactona do 7-etil-10-hidroxicamptotensina, o0 SN-38, o metabolito biologicamente
ativo do Irinotecano, liga-se preferencialmente a albumina sérica (BRANDAO et al.
2010).
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Figura 4 — Estrutura quimica da camptotencina e seus andlogos (Burris 111 & Fields, 1994).



O principal analogo da camptotencina, o CPT-11, tem como mecanismo de acéo,
formar o complexo “DNA-topoisomerase | - SN38” ¢ interferir na religagdo da quebra da
fita do DNA de forma irreversivel. As topoisomerases ou DNA topoisomerases sdo
enzimas que desempenham importante papel nos processos de replicacdo e
empacotamento do DNA. Ela catalisa uma quebra nas moléculas de DNA, mas usa
ligacGes covalentes para fixar essas moléculas que foram quebradas. Existem dois tipos, a
Topoisomerase | e a Topoisomerase Il. A Topoisomerase | produz quebras numa das
cadeias do DNA e permite o giro da cadeia quebrada sobre a cadeia intacta. Esta conserva
a energia do rompimento da ligacdo fosfodiéster e depois ela utiliza essa mesma energia
para restaurar a ligacdo e selar a quebra. A Topoisomerase Il produz quebras nas duas
cadeias do DNA, prendem-se as extremidades através de ligacBes covalentes, passa a
dupla cadeia através do corte e sela a quebra (BRANDAO et al. 2010). A camptotecina e
seus analogos tém como alvo somente a Topoisomerase tipo | (Figura 5).
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Figura 5 — Acdo da Camptotecina e seus derivados sobre o DNA. Adaptada de POMMIER et al. 2006.
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Uma vez que a DNA topoisomerase | reduz o estresse de torcdo do DNA super-
espiralado para que regides especificas possam sofrer processos como a transcricao,
qualquer composto que o inibir estaria, portanto evitando que esses processos vitais
ocorressem para a celula. Desta forma este complexo induz a parada do ciclo celular e,
por conseguinte a apoptose da celula cancerigena (XU e CALERO, 2002; SMITH et al,
2006).

1.2.1 METABOLISMO

A eficacia do CPT-11 depende da sua ativacdo por carboxilesterases (CES) para
formar o metabdlito ativo, SN- 38 (WELLS et al, 2004; NAGAR et al, 2006). O
metabolismo do CPT-11 é extremamente complexo e divide-se em Fase | (ativacao) e
Fase Il (inativacdo/eliminacéo).

As reacOes de Fase | do CPT-11 envolvem inimeras enzimas e transportadores. O
CPT-11 sofre acdo de CES que hidrolisam a por¢édo carbamato localizada entre a cadeia
lateral dipiperidino e a camptotecina para formar, o metabolito ativo SN-38, de 100-1000
vezes mais citotdxico. A conversdo para SN-38 ocorre principalmente no figado, via trés
CES humanas, CES1A1, CES2 e CES3 com distintas eficiéncias cataliticas (CES2>
CES1A1>> CES3) (SMITH et al, 2006; SANGHANI et al, 2004). A CES2 é a principal
enzima envolvida na hidrolise do CPT-11 e além do figado, tém sido altamente expressa
no coragao, musculo esquelético, célon, baco e rins (SANGHANI et al, 2004; WU et al,
2003).(Figura 05).

A segunda via metabdlica de ativagdo do CPT-11 é através do citocromo P450, no
qual sofre oxidacdo mediada pelo CYP3A4 no anel piperidinico terminal para formar
carbonilo-camptotencina (APC) e clivar para formar a carboniloxi-camptotencina (NPC).
Ambos, APC e NPC sdo bem menos citotoxicos (DODDS et al,1998; RIVORY et al,
1996). Contudo, as CES podem hidrolizar NPC a SN-38, mas 0 mesmo n&o ocorre com
APC (SANGHANI et al, 2004; DODDS et al, 1998; RIVORY et al, 1996). O CPT-11
também pode ser convertido novamente a SN-38 pela CES intestinal (AHMED et al,
1999) ou por enzimas bacterianas, como por exemplo, a B-glucuronidase (KEHRER et al,
2001). A CPT-11 e SN-38 podem sofrer recirculacdo enterohepéatica. Todas essas

reativagdes do SN-38 podem induzir a danos na mucosa intestinal e causar toxicidade, o



que justificaria a ocorréncia das principais reacfes adversas, principalmente a diarréia,
em pacientes em tratamento com o CPT-11 (CATIMEL et al, 1995).

O transporte de CPT-11 e seus metabdlitos para fora da célula abragem varios
transportadores incluindo ABCBL1 (resisténcia a multidrogas- MRP1); P-glicoproteina
(PgP), ABCCL1 (proteina de resisténcia a multidrogas- MRP1), ABCC2 ou C-MOAT e
ABCG2 ou BCRP (SMITH et al, 2006). Eles sdo conhecidos por influenciar no
metabolismo do CPT-11 e seus metabdlitos devido ao envolvimento deles na absorcéao
intestinal e excrecdo (SMITH et al, 2006). A excre¢cdo predominante é pela via fecal
(64%), seguido pela renal (32%). O CPT-11 é o componente circulante predominante no
plasma, aproximadamente 55% (SLATTER et al, 2000) (Figura 5).
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Figura 6 — Representagdo da via metabdlica do irinotecano. A rota metabdlica inclui numerosas enzimas de
Fase 1 e Fase 2, bem como 4 diferentes membros da familia de transportadores. O ABCB1, do cassete de
ligacdo de ATP, subfamilia B e membro 1 (MDR/TAP), o ABCC1, subfamilia C e membro 1; o0 ABCC2,
do cassete de ligacdo de ATP, subfamilia C e membro 2 (CFTR/MRP), ABCG2, do cassete de ligacdo de
ATP, subfamilia G, membro 2; APC, T7-etil-10-[4-N-(5-Acido aminopentandico)-1-piperidino]-
carboniloxicamptotecina; BCHE, Butirilcolinesterase; CES1, carboxilesterase 1; CES2, carboxilesterase 2;
CYP3A4, citocromo P450, familia 3, subfamilia A, polipeptideo 4; CYP3A5, citocromo P450, familia 3,
subfamilia A, polipeptideo 5; M4, metabolito desconhecido; NPC, 7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-Amino]-
carboniloxicamptotecina; SN-38, 7-Etil-10-hidroxicamptotecina; SN-38G, glicuronideo de SN-38;
UGT1AL, uridina difosfato (UDP) glucuronosiltransferase, familia 1, polipetideo 1; UGT1A6, UDP
glucuronosiltransferase familia 1, polipetideo A6; UGT1A9, UDP glucuronosiltransferase familia 1,
polipetideo A9; UGT1A10, UDP glucuronosiltransferase familia 1, polipetideo A10 (THORN et al, 2013).



1.2.2 GLUCURONIDACAO e as UGTS (UDP- Glucuronosiltransferase).

Outra via metabdlica importante para o CPT-11 ¢ a via de glucuronidacdo do SN-
38 no qual este é conjugado ao metabdlito inativo, SN-38 glucuronideo (SN-38G) pelas
Uridina Difosfato glicuronosiltransferases (UDP- glucuronosiltransferases ou UGT’s),
dentre elas, UGT1A1, UGT1A9 e UGT1A7 extra-hepéticas, para eliminar o metabolito
ativo (WELLS et al, 2004; NAGAR et al, 2006; INNOCENT & RATAIN, 2004;
PERERA et al, 2008; CIOTTI etal, 1999; LYER et al, 1998).

A conjugacdo implica na transferéncia de um acido D-glucurénico a partir de
acido UDP-glucurénico (UDPGIcA) para um grupo receptor, que é frequentemente um
fenol e, ocasionalmente, um grupo acil ou um grupo hidroxilo do agciucar (MULDER,
1992). Esta reacdo geralmente gera derivados polares que sao em seguida eliminados na
urina e bilis. Apesar do fato do SN-38G ser desprovido de atividade citotdxica direta, eles
podem ser desconjugados por a¢do de B-glucuronidases de bactérias presentes no trato
digestivo, e desta forma regenerar quantidades significativas do metabdlito ativo, no caso,
SN-38 (KAWATO, et al, 1991).

A UGT é a enzima que cataliza a fase de glucuronidacdo e estdo presentes nas
células e nos tecidos, principalmente encontradas nos microssomas hepéticos. Sdo as
principais enzimas metabolizadoras de compostos como a bilirrubina.

A nomenclatura das UGT’s consiste em um numeral arabico, que representa a
familia a qual pertence, uma letra, a qual designa a subfamilia e um segundo numeral
arabico indicando o gene, por exemplo, UGT1A1, é uma UGT da familia “1”, subfamilia
“A” do locus génico “1” do braco longo do cromossomo 2 (TUKEY & STRASSBURG,
2000). As UGT’s sdo uma superfamilia composta por duas familias, UGT1 e UGT2 e trés
subfamilias, UGT1A, UGT2A e UGT2B (MACKENZIE et al, 1997). O UGT1A codifica
9 proteinas funcionais: UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A5, UGT1A6, UGT1A7,
UGT1A8, UGT1A9 e UGT1A10 (LYER et al, 1999).

A subfamilia “A” apresenta 4 éxons comuns que sdo transcritos juntamente com o
éxon variavel. Assim, a familia UGT1A apresenta 4 éxons comuns localizados na regido
C-terminal e 13 éxons variaveis na regido N-terminal. O UGT1A1 é o mais proximo em
relacao aos éxons comuns e o UGT1Al2 o mais distante deles, compreendendo

aproximadamente, 160kb (figura 7).



Na regido que antecede o gene UGT1ALl encontra-se o promotor, no qual é uma
regido reguladora que esta a uma curta distancia da extremidade 5’ e atua como local de

ligacdo da RNA polimerase, importantes para o inicio da transcri¢cdo do gene UGT1AL.

Exon1’s Common Exons

UGT1A12 UGT1A2 UGT1A1
Bleses

| UGT1A1 Exon 1 (TA), Promoter region |

Figura7-  Estrutura da subfamilia UGT1A. Organizagdo gendmica dos treze éxons da UGT1A.
Fonte: Modificado de Innocent e Ratain (2004).

A enzima humana UGT1Al, ilustrada na figura 8, € a enzima predominante e
responsavel pela conjugacdo da bilirrubina e do CPT-11, uma vez que essa cataliza a
glicuronidacdo ou conversdo da bilirrubina indireta em direta e do SN-38 em SN-38G
(RITTER et al, 1991; ROSNER et al, 2008; BOSMA, 1995; BURCHELL & HUME,
1999; GUILLEMETTE et al, 2003). Uma reducdo parcial na atividade em UGT1Al
causa moderada hiperbilirrubinemia, a chamada sindrome de Gilbert (LYANAGI et al,
1998).

Figura 8 — llustracdo da estrutura tridimensional da enzima UGT1A1 (MONTEIRO, 2012).



A sindrome de Gilbert (SG) é caracterizada fenotipicamente por uma forma de
hiperbilirrubinemia indireta e é considerada do ponto de vista hepatolégico uma sindrome
benigna devido ndo acarretar uma disfuncdo hepética crénica ou fibrose. Contudo, ha
relatos recentes que demonstram a predisposi¢do ao cancer e toxicidades aos farmacos
(LANKISCH et al, 2006; GUILLEMETTE et al, 2000) .

Em um estudo publicado por Gupta et al. (1994), a importancia do SN-38G foi
enfatizado pelo estabelecimento de uma correlagdo entre um "indice biliar" elevado e a
ocorréncia de diarréia tardia grave em doentes tratados uma vez por semana com o CPT-
11. Este indice é estimado a partir da area sobre a curva (AUC) de CPT-11 e SN-38,
dividida pelo AUC do SN-38G. Embora esta observacdo ndo fora ainda confirmada por
outros estudos, a importancia desta via metabdlica e a sua possivel variabilidade
individual levaram a estudar in vitro a conversdo de SN-38 para SN-38G por
microssomas de figado humano. Foi observado também que a cinética de glucuronidacéao
do SN-38 pode sofrer interferéncia se co-administrados outros medicamentos com o
irinotecano no protocolo de tratamento.

Recentes estudos sugerem que os individuos com variacdo da glicuronidagdo
podem estar predispostos a toxicidade quando submetidos ao tratamento com alguns
farmacos, como por exemplo, com o uso do CPT-11 (BURCHELL, 2003).

1.2.3 POLIMORFISMO NO UGT1A1 versus TOXICIDADE e EFICACIA

Polimorfismos genéticos de uridina difosfato glucuroniltransferase 1A1
(UGT1A1) tém sido associado a uma grande variacdo de respostas entre 0s pacientes
prescritos com irinotecano. Sub-expressdo da enzima UGT1A1 prejudica a conversdo do
SN-38 a sua forma inativa (SN-38G) e provoca um acumulo excessivo de SN-38 tdxica
(TEH et al, 2012).

O polimorfismo de UGT1Al1l é responsavel pelas grandes diferencas inter-
individuais na farmacocinética do irinotecano e risco de toxicidade grave (INNOCENTI
et al, 2006; HAN et al, 2006).

Pelo menos 63 alelos variantes UGT1A1 tém sido descritos, incluindo as trocas
de pares de bases chamadas também de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP),
mutacOes por desvio de estrutura, insercdes e delegdes na regido promotora. A maioria

estd associado com auséncia, reducdo ou inativacdo da enzima UGT1AL, outros estdo



associados com o aumento da enzima, e alguns sédo desconhecidos (INNOCENTI et al,
2005). Figura 9.

Exon1's CommonExons

UGT1A1

UGT1A12
s

UGT1A1 Exon 1 (TA), Promoter region | | UGT1A1'6 211G>A, codon 71

TATATATATA= (TA); = *36
TATATATATATA= (TA), = *1
TATATATATATATA= (TA), = *28
TATATATATATATATA= (TA), = *37

Figura 9 - Esquema do gene UGT1AL que mostra localiza¢bes dos polimorfismos de interesse para este
estudo em regido promotora do exon 1 e no proprio Exon 1. Os primeiros exons sdo splicing alternativo

para exons comuns para produzir isoformas da UGT. Fonte: Modificado de Innocent e Ratain (2004).

O polimorfismo relacionado ao UGT1AL, mais descrito na literatura, € o par de
insercdo de timina-adenina (TA) no TATAbox da regido promotora do gene. O resultado
é que a sequéncia (TA)6TAA do alelo de tipo selvagem, torna-se (TA)7TAA; esta
variante tem sido designada como UGT1A1*28, no qual causa expressao reduzida da
enzima e consequentemente, se for homozigota, causa a Sindrome de Gilbert’s, causando
uma reducdo de 70 a 80% na glucuronidacdo da bilirrubina em portadores homozigotos
(GAGNE et al, 2002; JINNO et al, 2003; PALOMAKI et al, 2009; INNOCENT!I et al,
2004).

Na literatura também ja foram descritos a sequéncia (TA)8TAA com duas
insergdes e a (TA)S5TAA (UGT1Al * 36), com uma dele¢do, mas s&0 menos comuns e
menos rotineiramente testados (LENTZ et al, 2005; LYER et al, 2002; ROSNER et al,
2008). Cada individuo apresenta uma combinacdo de quaisquer dois destes alelos
(Quadro 01).



Quadro 01: Nomenclatura dos alelos comuns de UGT1A1.

Atividade
Troca FERElT
Nome Proteina - Exon | Efeitos Fenotipo enzimatica Referéncia
nucleotidica

Invivo | Invitro
UGT1A1*1 | UGTIAL1 ) ) Selvagem ) ) Ritter J,1991
UGT1A1*6 | UGT1AL.6 211(G>A) 1 i Reduzido | Reduzido Aono S, 1994
* > 5 - CN2 Aono S, 1994

UGT1A1*7 | UGTIAL7 1456(T>G) Reduzido | Reduzido

Gilbert*

UGT1A1*28 | UGT1AL.28 | A(TA)7TAA | Promotor - ) ) Bosma P, 1995

(") *(homozigoto) | Reduzido | Reduzido

Outro tipo de polimorfismo que podem alterar a glucuronidacdo da enzima
UGT1A1 estdo as trocas de pares de bases Unicos no exon 1, gerando trocas néo
sinbnimas de aminoé&cidos. Por exemplo, 0 UGT1A1 * 6, onde uma guanina é substituida
por uma adenina (211G>A) (BOSMA, 1995; YAMAMOTO et al, 1998).

A predicdo da toxicidade associada ao CPT-11 e eficacia do tratamento tem sido
uma area de interesse. Um estudo prospectivo administrou irinotecano a 66 pacientes com
doenca avancada. Geno6tipos UGT1A1*28 e hapl6tipos que contém UGT1A1*28 foram
correlacionados com farmacologia do Irinotecano e a ocorréncia de toxicidade grave.
Pacientes homozigotos para UGT1A1*28 apresentaram um risco significativamente
maior de neutropenia grau IV em comparagdo com 0s pacientes heterozigotos do tipo
selvagem ou homozigotos. Esses dados apontam mais um exemplo do uso potencial da
farmacogenética na quimioterapia do cancer. Reacbes Adversas, como a diarréia e
neutropenia, estdo associados com a concentracdo plasmatica de SN-38 e a atividade
enzimética de UGT1A (GUPTA et al, 1994). Isto pode ocorrer, principalmente, devido
expressiva variabilidade interindividual (ANDO, 2000).

O quadro abaixo relaciona os principais estudos sobre polimorfismo do gene

UGT1AL1 as toxicidades e eficacia do CPT-11 publicados nos ultimos anos.




Quadro 02: Principais estudos sobre polimorfismo do gene UGT1AL em relacdo a toxicidade e eficacia do

irinotecano.

AUTOR

ALVO

CONCLUSAO

Li et al.2014

UGT1A1*28
€
UGT1Al1*6

Metanalise com 334 pacientes;

Nem o genétipo UGT1A1*28 e UGT1A1*6 tiveram
associacdo com neutropenia severa. Mas pacientes
com 2 alelos ou um alelo variante tiveram mais chance
de desenvolver diarréia severa do que pacientes com o
genotipo selvagem.

Xiang & Liu, 2014

UGT1A1*28
€
UGT1A1*6

141 pacientes;

Regime utilizado foi o FOLFIRI 180mg/m?

N&o foi observada associacdo entre o polimorfismos
UGT1AL1 e neutropenia grave. Mas houve associacdo
para diarréia Tardia grave associada ao Irinotecano nos
pacientes com UGT1A1*28 e UGT1A1*6.

Liu X. & Xu Wei, 2014

UGT1A1*28

A QT combinada com irinotecano em comparacao
com 5-FU/LV isolado, demonstrou resposta global e
de sobrevida superior.

Neutropenia e diarréia sdo as principais toxicidades do
Irinotecano podendo resultar em reducdo de dose,
suspenséo do tratamento ou morte.

O FDA aprovou um teste diagnostico que identifica o
polimorfismo homozigoto no gene UGT1A1*28 de
forma quer possam administrar doses mais baixas a
esses pacientes.

Eisenhardt et al.2012

UGT1A1*28

90,9% de freqléncia alélica UGT1A1*28 (todos
homozigotos).

60% relataram diarréia severa,

20% neutropenia e trombocitopenia.

Hu et al. 2010

UGT1A1*28

O gendtipo UGT1A1*28/*28 também esta associado
ao aumento do risco de neutropenia em baixas
doses.Porém mais significativo se em alta dose.

Perera et al. 2008

UGT1A1*28

O gendtipo UGT1A1*28/*28, homozigoto, diminui em
70% a atividade da enzima.

Hoskins et al. 2007

UGT1A1*28

O aumento da hematotoxicidade é visto quando ha
polimorfismos associado a doses altas de Irinotecano
(>150mg/m?2).

Massacesi et al., 2006

UGT1A1

Estudo com 56 pacientes.

Neutropenia grau 3/4 foi relatada em 2% dos ciclos;
Diarréia grau 2—4 em 20% deles.

A Homozigose para seis repeticdes de TA no promotor
do gene UGT1A1 foi o principal fator para diarréia
(P< 0.00005), emese (P<0.0001), e fadiga (P< 0.007).
O Screening para polimorfismo no promotor do
UGT1A1 pode ser clinicamente Util para identificagdo
de pacientes para alto risco de desenvolvimento de
reacOes adversas severa.

Carlini et al, 2005

UGT1A7
e
UGT1A9

Estudo com 67 pacientes.

Dados sugerem que UGT1A7 e/ou UGT1A9 podem
ser preditores de resposta e toxicidade em pacientes
com CCR tratados com capecitabina + irinotecano.
Pacientes com gendtipo conferindo baixa atividade de
UGT1A7 elou gendtipo UGT1A9 (dT)9/9 pode ser
particularmente susceptivel para exibir melhor resposta
antitumoral com baixa toxicidade.




Innocenti et al. 2004

UGT1Al
(3279GT,
3156GA,
promoter TA
indel, 211GA,
686CA)

66 pacientes.

Gendtipo do gene UGT1AL e niveis de bilirrubina
total sdo altamente associados com neutropenia
severa, e pode ser usado para identificar pacientes
predispostos a toxicidade severa ao Irinotecano.

E necessario mais estudos para comprovar a
hipétese da variante <3156G>.

Prevaléncia de 9,5% de neutropenia severa, sendo de
50% em pacientes 7/7.

Rouits et al, 2004

Polimorfismo
no TATA box e
mutacdes nos
genes UGT 1A1
G71R
e Y486D

75 pacientes

Nenhum G71R e Y486D mutacbes foram
encontradas em nossa populagéo.

Frequéncias para polimorfismos no TATAbox
UGT1Al1 foram; 41% para 6/6, 47% para 6/7
heterozigotos, e de 9% para Gilbert de sindrome de
717.

A tolerancia ao tratamento diminuiu com o aumento
do nimero de repeticdes TA com 71% dos pacientes
do grupo 7/7 que experimentaram grau 3/4 de
toxicidade.

Este método é adequado para a deteccdo de
polimorfismo UGT1A1 na prética clinica. Portanto,
poderia ajudar a individualizar a dose para otimizar
a eficacia e toxicidade limite.

Marcuello et al, 2004

UGT1A1%*28

95 pacientes

Os efeitos adversos mais frequentes: astenia (34),
diarréia (29) e neutropenia (20).

Diarreia grave (3/4) foi observada em 07/10
homozig6ticos (70%) e 15/45 (33%) heterozigotos
em comparacdo com 7/40 (17%) pacientes do tipo
selvagem (P%40.005).

Font et al, 2003

UGT1A1*28

O protocolo de tratamento com irinotecano com
docetaxel mostrou toxicidade aceitdvel e melhor
progndstico em pacientes portadores dos gendtipos
variantes 6/7 e 7/7 do gene UGT1A1, porem essa
tendéncia requer mais validacéo.

Innocenti et al. 2001

UGT1A1*28

O alelo *28 quando esta em heterozigose diminui em
25% a atividade da enzima.

Ando et al. 2000

UGT1A1*28

O UGT1A1*28 foi significativamente relacionado a
toxicidade severa induzida por Irinotecano, porém
UGT1A1*6 ndo foi.

Ando et al. 1998

UGT1A1*28

A frequéncia de UGT1A1*28 em caucasianos é > do
que em japoneses.

Yamamoto et al 1998

UGT1A1*6

O UGT1A1*6 homozigoto ou heterozigoto
diminuem a atividade enzimatica para 32%.

Bosma, 1995
Akaba, 1998

UGT1A1*6
UGT1A1*27

Essas isoformas tem sido encontradas somente em
japoneses.




1.3 PRINCIPAIS PROTOCOLOS CLINICOS A BASE DE CPT-11

O CPT-11 é amplamente utilizado na pratica da oncologia clinica. Pode ser
indicado como agente isolado ou em combinacdo com outros antineoplasicos no
tratamento de pacientes em varias neoplasias, dentre elas, cancer de ovario, pequenas
células de pulméo, cancer gastrico recorrente ou inoperavel e cancer de CCR (GARCIA-
CARBONERO et al.2002; ULEIKAN & SWAAN, 2002).

Atualmente constitui o tratamento de escolha para CCR em combinac¢do com
fluoropirimidinas (DOUILLARD et al, 2000), ou como agente isolado apés fracasso de
um esquema com 5-fluoruracila (CUNNINGHAM et al, 1998).

No caso de indicacdo para o Cancer de Colon e Reto, o Ministério da Salde
aprovou as Diretrizes Diagnosticas e Terapéuticas no &mbito do Sistema Unico de Salde
(SUS), através da publicacdo da portaria n°® 601 de 26 de junho de 2012. Esta portaria
recomenda que a quimioterapia paliativa, aquela indicada para doentes com céancer
recidivado inoperavel ou com doenca no estagio IV ao diagnostico, utilizem esquemas
terapéuticos baseados em fluorpirimidina, associados ou ndo a oxaliplatina e CPT-11,
observando-se caracteristicas clinicas do doente e condutas adotadas no hospital, por até
trés linhas de tratamento (BRASIL, 2012).

Os esquemas de quimioterapia sistémica a base de CPT-11 mais utilizados
incluem, regimes preferenciais, FOLFOX ou FOLFIRI e regimes alternativos, IFL dose
reduzida, IFL modificado e FLOX nérdico (Quadro 3).

A eficécia e a toxicidade do IRl dependem de fatores bioldgicos, relacionados a
populacdo de pacientes em tratamento e ao tumor; da dosagem; da combinacdo ou
modulagdo por outras drogas (META-ANALYSIS GROUP IN CANCER, 1998;
KOHNE et al. 2003).

As reacdes adversas mais comuns do Irinotecano consistem em diarréia, que pode
ser potencialmente fatal em alguns casos, mielossupressdo, e sindrome colinérgica aguda
de nauseas, vomitos, mucosite, diarréia e rubor. Foi observada a ocorréncia de diarréia de
grau 3-4 em até 35% dos pacientes em estudos clinicos preliminares. O Irinotecano,
guando administrado em uma dose de 125mg/mz?, semanalmente, durante 4 a 6 semanas,
em associacdo com 5-fluoruracil (5-FU) e leucovorina, resultou em morte téxica por

diarréia grave e neutropenia.



Um esquema alternativo e mais bem tolerado de administragdo quinzenal de
Irinotecano, na dose de 180mg/mz2, seja isoladamente ou em associacdo com 5-FU e
Leucovorin (FOLFIRI), foi amplamente adotado na prética clinica dos principais centros
de tratamento. A mielossupressdo também é comum com irinotecano, ocorre neutropenia

de grau 3-4 em 14 a 47% dos pacientes.

Quadro 3: Regimes quimioterapicos preferencial e alternativos com CPT-11.

Regimes terapéuticos preferenciais

mFOLFOX6 | O 85mg/m? EV em 2hs no D1, LV 400mg/m? EV em 2hs D1, e 5-FU
400mg/m2 EV bolus, seguido de 5-FU 2400mg/m2 EV em IC por 46
horas no D1 a cada 2 semanas.

FOLFIRI I 180mg/m2 EV em 90 min seguido de LV 400mg/m2 EV em 2hs,
seguido por 5-FU 400mg/m2 EV bolus, e entdo 5-FU 2400mg/m2 EV
em IC por 46 horas a cada 2 semanas.

Regimes terapéuticos alternativos

IFL reduzido | 100mg/m? EV em 90 min seguido de LV 20mg/m? EV bolus e 5-FU
500mg/m2 EV bolus, semanalmente por 4 semanas, a cada 6 semanas.

IFL modificado | ! 125mg/m? EV em 90 min seguido de LV 20mg/m? EV bolus e 5-FU
500mg/m?2 EV bolus, semanalmente por 2 semanas, a cada 3 semanas.

0O 85mg/m2 EV no D1, 5-FU 500mg/m2 EV bolus + LV 60mg/m2 D1 e
D2 a cada 2 semanas.

O: oxaliplatina, LV: leucovorin, 5-FU: fluorouracila, IC: infusdo continua, EV:endovenoso, I: irinotecano
Fonte: Adaptada de SBOC, 2013

FLOX nérdico

O irinotecano € mais comumente usado no cancer colorretal avancado. Como
tratamento de 12 linha na doenga metastatica, o irinotecano é associado a 5-FU e LV, com
ou sem bevacizumabe. Alem disso, pode ser administrado como terapia de 22 linha, como
agente isolado, ou, em pacientes com tumores tipo selvagem k-ras, pode ser associado a
cetuximabe.

Dados brasileiros sobre toxicidades relacionadas ao tratamento quimioterapico
para CCR sdo escassos. Nao ha dados paraenses sobre polimorfismos no gene UGT1Al e

sua correlacdo com toxicidades relacionadas ao uso de CPT-11.



2 JUSTIFICATIVA E APLICABILIDADE

A eficécia terapéutica do irinotecano pode ser comprometida pelas reacGes adversas
ao medicamento (RAM), principalmente neutropenia grave e diarréia severa que acabam
por limitar a sua utilizagdo (BRANCO et al., 2009). Por isso o conhecimento da
frequéncia das variantes polimorficas da UGT1A1 e sua relagdo com toxicidade ao uso de
irinotecano pode gerar conhecimento com possivel utilizacdo para melhorar a aplicacao

dessa droga.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Detectar polimorfismos no TATA Box do gene UGT1A1 dos pacientes recrutados

que possam ser utilizados como preditivos de toxicidade ao tratamento com Irinotecano.

3.2 Especificos

o Caracterizar as intervencbes medicas e toxicidades/reacbes adversas
medicamentosas quanto a gravidade e quanto a variabilidade intra e interindividual, de
forma a selecionar aqueles possivelmente associados a variabilidade genética;

o Comparar 0s gendtipos dos pacientes tratados com Irinotecano que apresentaram
efeitos adversos ao tratamento com o grupo de pacientes que ndo apresentaram.

. Contribuir para conducgdo de estudos clinicos de tratamento com Irinotecano em

medicina personalizada.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Descricdo da Casuistica

4.1.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana do
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB) da Universidade Federal do Para
sob 0 n® CAAE 10137913.3.0000.0017 e n® CAAE 10137913.3.3001.5550 no Hospital
Ophir Loyola (HOL) (Anexo).

O estudo foi conduzido de acordo com a Declaracdo de Helsinque (1964) e suas
revisdes, de Toquio (1975) e Edinburgh (2000), assim como as regulamentacfes locais
(Resolugbes 196/96 e 251/97 do CNS-MS).

4.1.2 POPULACAO ESTUDADA

Realizou-se um estudo transversal com avaliagdo de dados clinicos e
epidemioldgicos dos individuos incluidos e investigacdo da ocorréncia de polimorfismos
no gene UGT1Al.

Os pacientes foram recrutados no Servigo de Referéncia em Oncologia em Belém
do Pard, o Hospital Ofir Loyola (HOL) e Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto
(HUJBB) no periodo de dezembro de 2013 a dezembro de 2014.

Apbs esclarecimento da natureza e objetivos do projeto, os individuos sujeitos da
pesquisa e/ ou responsaveis foram convidados a assinarem o termo de consentimento
esclarecido (TCLE) e doarem 3 a 5 mL de sangue periférico para investigacdo do
gendtipo em questao.

Foram utilizados os seguintes critérios para inclusao e excluséo.

Critérios de incluso:

o Idade maior ou igual a 18 anos;
o Diagnostico de neoplasia, quer seja o tipo da mesma;

o) Performance Status: 0 - 2



o Tratamento quimioterapico com CPT-11, que seja em monoterapia ou em
politerapia.

o Tratamento realizado nas duas unidades de saude de referéncia em Belém/PA
(HUJBB e HOL).

Critérios de exclusdo:

o Pacientes que ndo desejaram participar do estudo e ndo assinaram o TCLE
(Apéndice A).

o Idade < 18 anos.

o Pacientes que ndo estdo em tratamento com Irinotecano ou nunca fizeram uso do

mesmo, assim como aqueles que abandonaram o tratamento antes de inicia-lo.
o Serdo excluidos também, somente da analise genotipica, aqueles que ndo puderam

doar pelo menos 3 mL de sangue periférico para o estudo.

4.1.3 CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS

Dados sobre historia clinica da doenca, seus habitos, idade, antecedentes, ou
qualquer outro fator que possa influenciar no resultado da pesquisa, foram levantados
durante entrevistas aos pacientes, através do acompanhamento farmacoterapéutico,
guando o mesmo ndo era possivel ou para reforcar os dados coletados na entrevista, a
andlise de prontuarios também era necessaria.

Para o acompanhamento farmacoterapéutico, foi elaborado um formulério
especifico (ANEXO), seguindo o Método Dader, com algumas adaptacGes para a
realidade da oncologia (DADER et al, 2007).

4.1.4 AVALIACAO DE TOXICIDADE e INTERVENCOES MEDICAS.

A avaliacdo de toxicidade e intervencGes médicas durante os ciclos de quimioterapia
foram recuperada de dados dos prontuarios dos pacientes e também através de entrevistas
COmM 0S Mesmaos.

Para as toxicidades utilizou-se, quando possivel, os Critérios de Terminologia

Comum para Eventos Adversos versdo 4.0 (CTCA Ev 4.0) para os seguintes desfechos:



- Neutropenia: foi classificada pelos valores dos neutrofilos, classificados como

0 (normal), 1 (<1600 — 1500), 2 (<1500 — 1000), 3 (<1000 — 500), 4 (<500).

- Diarréia: foi mensurada a quantidade de episédios ocorridos em 24 horas, sendo:

0 (ausente), 1 (<4), 2 (4 a6), 3 (=7) e 4 (risco de vida).

- Constipacéo: segundo relato do paciente, sendo:

0 (ausente), 1 (sintomas ocasionais), 2 (persistente), 3 (evacuacdo manual) e 4
(obstrucéo).

- Mucosite: segundo exame fisico, sendo :

0 (ausente), 1 (eritema), 2 (ulceragdes), 3 (ulceracdes confluentes) e 4
(necrose tecidual).

- Nausea: relato pessoal, sendo

0 (ausente), 1 (perda de apetite), 2 (decréscimo da ingestdo), 3 (ingestdo oral
inadequada), 4 (incapacidade de ingestdo).

- Vomito: segundo o nimero de episodios relatados, sendo:

0 (ausente), 1 (1), 2 (2 a5), 3 (6 ou mais) e 4 (risco de vida).

- Alopécia: segundo exame fisico, sendo:

0 (ausente), 1 (parcial), 2 (completo).

Quanto as intervencdes médicas foram avaliadas o ajuste de dose do CPT-11, o
adiamento do ciclo de quimioterapia ou suspensdo do mesmo, ocasionado por toxicidade

grave durante o tratamento.
4.1.5 EXTRACAO DE DNA E GENOTIPAGEM DO GENE UGT1A1*28

Esta avaliacdo incide sobre as mutacBes mais comumente testados, o tipo
selvagem (TA) 6TAA sequéncia promotora designada *1, e do promotor variante
(TA)TTAA, sequéncia designada UGT1A1*28. Além das sequéncias (TA)STAA e
(TA)BTAA do promotor e do variante no exon 1, 211 g> A (UGT1A1*6).

Foram coletadas amostras de sangue total em tubo contendo EDTA (4cido

etilenodiamino tetra-acético). O material genético foi extraido a partir do sangue total



pelo método convencional com fenol-cloroférmio e precipitacdo com etanol, conforme
descrito por Sambrook et al (1989).

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction — Reagdo em Cadeia da
Polimerase) foi utilizada, tendo como fita molde o DNA genémico extraido
anteriormente.

Foram empregados primers:
e UGT-C-Flp(5-TGTAGATCTTCCTCTCTGGTAACACT-3) ¢;
e UGT-C-R1p(5-GCTTGCTCAGCATATATCTGGG-3)).

Este amplifica a regido promotora do gene, alem do éxon 1do UGT1Al, gerando
um amplicon de 1287bp.

As reagdes de PCR foram feitas utilizando o termociclador Eppendorf epgradient
S, programado como se segue:

Componente Volume (ul)
10 x PCR buffer 2.00
12.5Mm MgCl, 2.40
Platinum Taq (5U/ul) 0.04
dNTPs 2mM 2.00
UGT-C-F1p 2uM 2.00
UGT-C-R1P 2uM 2.00
;I;lenrgmail)te DNA 500
dH,0 7.56
Total volume 20.00

Condicdes de Ciclagem:

94°C por 1 min
Seguido por 35 ciclos de :
94°C por 30seg

57°C por 30 seg

72°C por 80 seg

Em seguida:

72°C por 5min

4°C



Apbs a PCR, 1 ul de cada reacdo de PCR foi realizada num gel de agarose a 1 %
(egPCR - 24.07.2014.jpg ) para verificar a presenca de uma unica banda com 0 peso
molecular correto (0 marcador de DNA utilizado neste gel foi o Invitrogen Ladder 1kb
Plus - 0,5ul). Os produtos de PCR individual foram purificado usando Kit de purificacéo
de PCR Qiagen MinElute, e eluida em tampao de T.E, e depois quantificado utilizando
um NanoDrop ND -1000 (NanoDrop Technologies , Wilmington, DE EUA). A regiédo
promotora foi sequenciada na diregdo sense usando primer UGT-C-F1P, e na direcdo
antisense em uma reacdo separada, usando primer UGT-C-R2S (5-
AAGAAGAATACAGTGGGCAGA-3").

Em seguida foi realizada a reacdo de sequenciamento em 10ul como mostrado
abaixo:

Component Volume (ul)
ABI Big Dye ready reaction mix (Life Technologies) 0.50
5 x sequencing buffer (Life Technologies) 2.00
Oligonucleotide 1.6uM (Invitrogen Life Technoloiges) 1.00
Purified PCR product 1.00
dH,0 5.50

A ciclagem térmica ocorreu usando um Eppendorf Master Cycler epgradient S,

programado como segue:
96°C por 1 min
Seguido por 25 ciclos de:
96°C por 10seg
55°C por 5 seg
60°C por 4 min
4°C oo

A reacdo de sequenciamento foi precipitada usando o Método de etanol:

e 2.5ul 125mM EDTA foi adicionada em cada reacao

e 30ul de etanol 100% foi adicionada a cada reacao

e A reacdo foi misturada vigorosamente e em seguida centrifugada a 4000 rpm
(2000 x g) por 45 minutos.



e O sobrenadante foi cuidadosamente removido

e 50pul de etanol 100%l foi adicionado, em seguida a amostra foi centrifugada a
4000rpm (2000 x g) por 15 minutos

¢ O sobrenadante foi removido, e os pellets foram secos ao ar durante 5 minutos.

e Os pellet's foram armazenados a -20 ° C até sequenciamento em ar seco durante 5

minutos.

Os sedimentos foram ressuspensos em 10 ul de forma amida Hidi (Life
Technologies ) pouco antes do sequenciamento , e foram desnaturadas a 95 ° C durante 1
minuto , em seguida, incubou-se em gelo até & carga num Applied Biosystems 3500
Genetic Analyzer ( Life Technologies ) .

Os cromatogramas foram lidos usando pelo assoftware MEGA V6 ( TamuraK , G
Stecher , Peterson D , Filipski A, e Kumar S ( 2013 ) MEGAG : versdo Evolutionary
Molecular Genetics Analysis 6.0 Molecular Biology and Evolution .: . 30 2725-2729 ) .

4.1.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados em planilhas utilizando o programa Microsoft Office
Excel 2010® e serdo analisados utilizando o programa Bioestat (versdo 5.3) nas analises
de regressdo logistica para correlacionar toxicidade, caracteristicas clinico-
epidemiolégicas e os marcadores genéticos investigados.Bem como p valor foi obtido
pelo Teste Exato de Fisher.



5. RESULTADOS

5.1 Descricéo da casuistica

Foram recrutados 31 pacientes no qual obtivemos 100% de adesdo ao estudo, no
qual todos concordaram assinando um termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) aceitarando, desta forma, a passar por uma entrevista para preenchimento de um
formulario contendo dados sécio-demograficos, clinicos e farmacoterapéutico, bem
como, doarem 3mL de sangue periférico para genotipagem e sequenciamento do gene
UGT1AL.

Quanto ao género dos pacientes recrutados, 17 eram do sexo feminino e 14 do
sexo masculino, 54,8% e 45,2%, respectivamente (Grafico 1). A média de idade foi 51,6,

com minima de 25 e méxima de 76 anos.

M Masc

HFem

Gréfico 1- Distribuicdo entre o sexo Masculino e Feminino nos 31 pacientes oncol6gicos
tratados com Irinotecano.

Os sitios primarios do cancer mais frequentes dentre os pacientes estudados eram
principalmente no reto, com 41,9% (13/31) seguido por colon, 32,3% (10/31). Outros
tipos como, cancer gastrico, de pulmdo, pancreas e até um caso de rabdomiosarcoma,
somaram 22,6% (7/31).

Quanto a escolaridade a maior predominancia foi entre os sujeitos com ensino
fundamental incompleto com 39,3% (11/28) dos casos. Quando perguntados sobre sua
cor/raga, 46,1% (12/26) responderam que se consideravam pardos, 34,6% (9/26) pretos e
somente 19,2% (5/26) se julgavam brancos (Tabela 1).



Tabela 1- Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos 31
pacientes oncoldgicos tratados com Irinotecano — Belém.

Caracteristicas n (%)
Tumor primario
Reto 13 41,9
Célon 10 32,3
Outros 7 22,6
S/informacéo 1 3,2
Escolaridade
Analfabeto 4 12,9
Ens. Fund incompleto 11 35,5
Ens. Fund completo 2 6,5
Ens. Médio incompleto 5 16,1
Ens. Médio completo 4 12,9
Ensino Superior 2 6,5
Habito de fumar

Sim 13 41,9

Nao 16 51,6
Habito de beber

Sim 14 45,2

N&o 15 48,4
Raca/cor

Branco 5 16,1

Pardo 12 38,7

Moreno 9 29

O uso do quimioterdpico CPT-11 se restringiu a pacientes que estavam em estagio
mais avancado da doenca, estagio 1V (100%), ou seja, com metastases. O CPT-11 foi
usado em combinacdo, com outros quimioterapicos em 100% dos casos, sendo o
protocolo IFL modificado o mais freqliente com 80,6%, seguido do protocolo combinado
com platina (cisplatina) e FOLFIRI, 9,7% (3/31) cada um. Isso explica também a maior

freqiiéncia de tratamentos com dose reduzida do CPT-11, 90,3% (Tabela 2).

Tabela 2- Caracteristicas do tratamento quimioterdpico em 31 pacientes
oncolégicos tratados com Irinotecano — Belém.

Caracteristica Numero de pacientes (%)
Regime quimioterapico n=31

IFL modift 25 (80,6)
CPT-11+ CDDP? 3(9,7)

FOLFIRI3 3(9,7)

Dose de CPT-11 (por ciclo*) n=31

<150 mg/m? (dose baixa) 28 (90,3)

>150 mg/m2 (dose alta) 3(9,7)

" IFL: irinotecano + fluorouracil(bolus) + leucovorin

2 CPT-11+CDDP : irinotecano+ cisplatina

3 FOLFIRI:irinotecano+ fluorouracil(infusdo em bolus e continua) e acido folinico.
*0s pacientes foram acompanhados até 8 ciclos de guimioterapia.



5.2. Relacdo entre caracteristicas clinico-epidemiolégicas e 0s genotipos
detectados.

Foi coletado o sangue periférico de 27 (87,1%) dos pacientes recrutados para a
investigagdo quanto aos gendtipos, UGT1A1*28 e UGT1A1*6. Dos demais pacientes,
ndo foi possivel realizar a etapa de coleta sanguinea, pois em alguns casos, ndo foi
possivel conseguir acesso venoso, alegaram dores no momento da puncdo ou
abandonaram o tratamento.

Em todos os 27 pacientes houve a investigacdo dos gendtipos, UGT1A1*6 e
UGT1A1*28. Quanto ao gendtipo UGT1A1*6, o mesmo ndo foi encontrado em nenhum
dos pacientes investigados. Os tipos de alelos variantes detectados encontrados eram
aqueles envolvendo o promotor do gene UGT1A1, no qual as frequéncias foram: 44,4%
(12/27) do tipo selvagem TAG6/6; 37% (10/27) do alelo heterozigoto TAG6/7 e 14,8%
(4/27) do gendtipo Sindrome de Gilbert, TA7/7 (UGT1A1*28). Além disso, somente um
gendtipo TA5/6 (3,7%) foi detectado.

Para estabelecer a relacdo de equilibrio de Hardy-Weinberg, foram selecionados
0s gendtipos com suas respectivas frequéncias: TA6/6 (0,44), TA6/7 (0,37) e TAT/7
(0,14). A populacgdo estudada encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (p= 0, 135).

Quanto ao protocolo a que estavam submetidos, 88,8% (24/27) estavam em
regime terapéutico de baixa dose de CPT-11 (<150mg/m?), 21 pacientes no IFL-
modificado (125mg/m?) e 03 no Irinotecano + CDDP (80mg/m?); enquanto que em
regime de alta dose, o FOLFIRI (180mg/m?), somente 03 pacientes foram submetidos
(Tabela 3).

Em relacdo a raca/cor dos pacientes estudados, obtivemos uma maior frequéncia
de sujeitos que se consideravam pardos, 40,7% (11/27), seguido por negro/preto, 25,9%
(7/27),0s demais se consideravam brancos ou nao souberam/quiseram opinar. Sua relacdo

guanto aos genotipos ndo obtiveram diferenca significativa.



Tabela 3 - Caracteristicas do tratamento quimioterapico segundo o
gendtipo de 27 pacientes oncoldgicos tratados com Irinotecano.

Total TA5/6 TA6/6 TA6/7 TA7/7

Protocolo
IFL mod 21 1 8 8 4
Folfiri 3 0 2 1 0
Irino+CDDP 3 0 2 1 0
Dose (mg/m?)
< 150 24 1 10 9
>150 3 0 2 1 0
Raga/cor
Branco 5 0 2 3 0
Pardo 11 0 4 4 3
Negro/Preto 7 1 4 1 1
s/ informacdo 0 2 2 0
Total 27 1 12 10 04

5.3 Genotipagem do UGT1AL1 e toxicidade.

Dos 27 pacientes que tiveram seus respectivos DNA genotipados, 25 deles
(92,6%) manifestaram algum tipo e grau de toxicidade durante o tratamento com
Irinotecano. N&o foi observada diferenca significativa quanto a distribuicdo das
toxicidades globais em relacdo aos genotipos, sendo que 56% (14/25) dentre os pacientes
que tinham o polimorfismo no gene UGT1Al (TA6/7 ou TAT7/7) e 44% (11/25) deles
eram do tipo selvagem. O Unico paciente com genétipo TA5/6 ndo apresentou nenhum
tipo de toxicidade avaliada durante o tratamento com o Irinotecano.

Um total de 71 toxicidades, hematolégica (neutropenia) e ndo-hematoldgica
(diarréia, nduseas, vomitos, alopecia, mucosite, constipacdo e ictericia) foi manifestado
pelos 25 pacientes, sendo que 46,5% (33/71) deles foram classificadas como sendo de
grau severo (3-4), no qual 66,6% (22/33) desses eram manifestados por 10 dos 14
pacientes do grupo com o alelo variante, heterozigoto ou homozigoto (UGT1A1*28).

Quanto as principais toxicidades no uso de Irinotecano, diarréia e neutropenia,
observamos que a diarréia foi a toxicidade mais freqliente, em ambos 0s grupos, de grau
leve (1-2) e grau severo (3-4), mesmo ndo havendo diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos. Enquanto que a neutropenia teve uma freqliéncia maior no

grupo de gravidade severa.



Tabela 4 — Correlacdo entre toxicidades e o polimorfismo UGT1A1 em pacientes tratados com
CPT-11.

o . Genotipos 1 ’
Toxicidades e Gravidade TAG/6 TAG/7 TA7/7 (|89§%) P-valor

Neutropenia gri“Z%'z 1 (50%) 0 (0%) 1 (50%) 0,455 0,65

(n=6) gi“j"‘ 1 (25%) 2 (50%) 1@5%)  (0068.5,043)

(Dr:i‘rg‘g;" (Gnri”lll')z 6 (54,5%) 2 (18%) 3 (27%) 0,900 1,00
gri”9§'4 3 (33,3%) 5 (55,5%) 1A11%)  (0172.4,699)

Vomitos gri”6§'2 3 (50%) 1(16,6%) 2 (33.3%) 1,125 1,00

(n=11) griusc;’"‘ 2 (40%) 2 (40%) 120%) (g 2365.571)

Z‘}a:”if;"s gri”5§'2 4 (80%) 0 (0%) 1 (20%) 1,543 0,70
e 2(333%)  2(333%)  2(333%) (3297200

Constipacéo Elsqra:us-z 2 (100%) 0 %) 0 %) * *

(n=02) gra:uoi)%-ll 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Mucosite gra:“7§'2 2 (28,6%) 4 (57%) 1(14,3%) 0,593 0,69

(=11 s 2 (50%) 2 (50%) 00%)  (0.120:2.887)

Alopécia (Gnr";‘“s'z 3 (60%) 1 (20%) 1 (20%) 1,167 0,48

(n=8) e 1(333%) 2 (66,6%) 00%) (02135802

ctericia gra:“0§'2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1,111 1,00

(h=2) o 0 (0%) 2 (100%) 00%) (00421445

1 Andlise utilizada foi regresséo logistica multipla usando como covariaveis as ancestralidades, interrupgdo
e reducdo de dose por toxicidade.
*ndo foi possivel computar devido nenhum paciente ter apresentado grau 3- 4 pra correlacionar.

Apesar de ndo observarmos diferenca quanto aos grupos de gendtipos em relagédo
ao grau de toxicidades, quando analisamos 0s gendtipos em rela¢do as intervencdes
médicas advindas de toxicidades, observamos diferenca estatistica entre 0s grupos, uma
vez que 64,3% (11) dos 14 pacientes com o genétipo UGT1A1*28, heterozigoto ou
homozigoto, tiveram suas doses iniciais reduzidas de 10 a 25% durante o tratamento, ou
tiveram o tratamento interrompido ou adiado por causa de toxicidades severas(Grau 3-4).
Enquanto que somente 02 pacientes do gendtipo selvagem TAG6/6 tiveram um desses

tipos de intervencdo médica durante o tratamento (Tabela 5).



Tabela 5 — Distribuicdo dos gendtipos quanto a frequéncia de intervencdes
médicas durante o tratamento com Irinotecano (CPT-11).

Intervengao Médica

(15) (12)
UGT1A1*28
Auséncia do alelo 7(13) 4 9
Presenca do alelo 7(14) 11 3 0.016 12

(1.58 - 21.08)
T Andlise utilizada foi regressdo logistica multipla usando como covaridveis as

intervengBes durante o tratamento, interrup¢do e/ou reducdo de dose por
toxicidade.




6. DISCUSSAO

Muitos estudos relataram sobre a relacdo do polimorfismo no gene UGT1Al e a
toxicidade ao Irinotecano (CPT-11) sugerindo que o UGT1A1*28 ¢é significativamente
associado com a toxicidade induzida pelo Irinotecano (STRASSBURG et al, 2008;
EISENHARDT et al, 2012; INNOCENT et al, 2004; ).

O presente estudo verificou a deteccdo e distribuicdo do polimorfismo no
promotor do gene UGT1A1, quanto a presenca do variante UGT1A1*28 (TA7/7); e o
SNP no éxon 1, quanto a presenca do variante UGT1A1*6 em pacientes com cancer em
uso de CPT-11, assim como a relagdo das toxicidades manifestadas pelos sujeitos da
pesquisa com a presenca ou auséncia do genoétipo variavel e as intervencGes médicas
diante de toxicidades de grau severo (3-4).

Quanto a distribuicdo entre os géneros da populacdo estudada, foi encontrada uma
frequéncia maior do sexo feminino, 54,8% (17/31), sobre o masculino. Os resultados
encontrados estdo de acordo com os publicados por outros estudos brasileiros, por
EISENHARDT e colaboradores, em 2012, e por SOUZA, em 2009, no qual estimaram,
respectivamente, 63,3% e 54% para 0 sexo feminino.

Todos os sujeitos estudados estdo em equilibrio de hardy-Weinberg, apresentando
p=0,135. Dessa forma, ndo h& fatores agindo para afetar as frequéncias génicas das
populagbes estudadas, o que demonstra que nossa populacdo é homogénea
(BEIGUELMAN, 2008).

Em relacdo a frequéncia dos alelos estudados, foi detectado somente o polimorfismo
no promotor do gene UGT1A1 nos pacientes em estudo. Os resultados estimados em
nosso trabalho foram maiores do que descritos em literaturas recentes. Nosso estudo
estimou uma frequéncia do alelo TA7/7 (Sindrome de Gilbert) de 14,8%. Enquanto que
no ano de 2014, LI e colaboradores, e TZIOTOU e colaboradores, estimaram uma
frequéncia de 2,4% e 8,7% respectivamente, para o alelo TA7/7 (Li M, et al, 2014;
TZIOTOU et al, 2014). Essa taxa em nossa populacdo, apesar de néo ter apresentado
diferenca significativa, mostra-se relevante apesar do baixo numero de sujeitos estudados.
Em um estudo semelhante e com numero de apenas 25 amostras, ndo obtiveram nenhum
alelo TA7 (YUN et al, 2014).

Constata-se que existe uma variabilidade consideravel nas freqiiéncias do genotipo
7/7 e do alelo 7 nos diferentes estudos, mesmo quando ocorrem dentro do mesmo pais.

Isso pode ser explicado, principalmente pelo numero total de individuos estudados que



variam muito entre os estudos, desde 07 até 1760 pacientes (YAMAMOTO et al, 1998;
HU ZY et al, 2010). Além disso, outro fator que deve ser levado em consideracédo € a
forma de estratificagdo do grupo, no qual muitos artigos estudam individuos com
determinadas  patologias,  principalmente as que também  condicionam
hiperbilirrubinemia, que poderdo influenciar a prevaléncia no gene UGT1A1 (MORIYA
et al, 2014; SOUZA, 2009; KOHNE et al, 2003; GUILLEMETTE et al, 2000;
YAMAMOTO et al, 1998). No caso do nosso estudo os pacientes s6 foram estratificados
quanto ao uso do Irinotecano, independente da neoplasia que acometiam 0S mesmos.

Apesar de ndo ter apresentado diferenca estatisticamente significante, é importante
ressaltar que a predominancia do esquema IFL modificado, também denominado IFL
alternativo, em nosso estudo, regime de dose baixa (dose <150mg/m?), deve-se a origem
dos pacientes estudados, que eram somente do servigo publico de saude, no qual o
esquema FOLFIRI geralmente é evitado, devido a necessidade de internacdo dos
pacientes para infusdo mais prolongada, no qual nem sempre ha leitos disponiveis para os
mesmaos.

A maioria dos nossos pacientes, 77,7%, faziam uso do esquema IFL modificado com
doses de 125 mg/m? e ainda assim apresentaram frequéncia de toxicidade semelhante ao
estudo de EISENHARDT et al. (2012) realizado no Sul do Brasil (92,3% versus 90,9)
onde a maioria faziam doses acima de 150mg/m2. Embora a relacdo entre os gendétipos
UGT1AL1 e toxicidades ao Irinotecano tem sido amplamente relatadas nos Gltimos anos, a
maioria deles incluem pacientes em uso de doses altas, geralmente no esquema FOLFIRI
que é o esquema preferencial, principalmente fora do Brasil (ANDO et al, 2000,
MARCUELLO et al, 2004; XIANG & LIU, 2014). Por outro lado, outros artigos tém
focado também suas investigacBes sobre pacientes em uso de doses baixas de Irinotecano,
no qual ndo tem demonstrado diferencga significativa entre as toxicidades observadas
entre 0s grupos com ou sem polimorfismo no gene UGT1A1 (SUGIYAMA et al, 2010;
HU ZY et al, 2010; HOSKINS et al, 2007). Hoskins e colaboradores, em 2007, tém
relatado que o Irinotecano quando administrado em doses menores que 180mg/m2, os
portadores da variante UGT1A1*28 ndo manifestam toxicidade hematoldgica aumentada
(HOSKINS et al, 2007). Outro estudo, uma meta-analise contendo 1760 pacientes,
relacionou a diarréia induzida por CPT-11, e mostrou que ambos, variantes homozigotos

e heterozigotos para UGT1A1*28 tinham risco aumentado de diarréia tardia, mas que



esta tendéncia ndo era significante quando a dose de CPT-11 era de 125mg/m2 (HU ZY et
al, 2010).

Quando confrontados com as toxicidades intoleraveis, graus 3-4, os oncologistas
tipicamente reduzem a dose, atrasam ou interrompem o tratamento, temporariamente ou
definitivamente, o que pode diminuir a duracdo do tratamento e afetar a sobrevivéncia
livre de progressdo e sobrevivéncia global dos doentes (BRASIL, 2012; XU et al, 2013) .
Apesar de ndo obtermos diferenca significativa quando relacionamos os genoétipos
encontrados em relagdo ao grau de toxicidades manifestadas, leve/moderada (1-2) e
severa (3-4), 0 mesmo ndo ocorreu quando correlacionamos 0s gendtipos as intervengdes
médicas durante o tratamento com CPT-11, no qual obtivemos p= 0,016, o que sugere
que pacientes com o gendtipo mutante, heterozigoto ou homozigoto, apresentam maior
risco de toxicidades de Grau 3-4 e portanto maior numero de intervencfes médicas, do
que aqueles ndo portadores da mutacdo, levando a prejuizo no seu tratamento e
necessidade de reajuste de dose e monitoramento mais rigoroso quanto as reacgoes
adversas. Além disso, esse resultado sugere também que possa ter havido uma deficiéncia
em algumas das fontes de informagfes em relacdo as toxicidades, como por exemplo,
prontuarios médicos com omissao de dados sobre a classificagdo do mesmo.

As principais intervenc6es foram a reducdo de dose e adiamento da quimioterapia,
devido principalmente por diarréia tardia. Uma analise retrospectiva de 100 pacientes
com CCR, no qual 52 deles experimentaram diarréia severa (grau 3 ou 4), tiveram algum
tipo de intervencdo no regime terapéutico-reducdo de dose, adiamento na terapia, ou
interrupcao do tratamento, (ARBUCKLE et al, 2000). Uma analise de dois ensaios
patrocinados pelo Instituto Nacional do Cancer dos E.U.A, relatou que a diarréia induzida
pela quimioterapia pode estar associada com um aumento substancial do risco de morte
precoce entre pacientes tratados com o regime IFL (SALTZ et al, 2001). Um estudo
francés, com 30 pacientes em tratamento com o regime FOLFIRI, também apresentou
casos de intervencdo médica durante o tratamento, reducdo de dose em 02 casos, mas
nesse caso 0 motivo foi toxicidade hematoldgica, e 03 pacientes que tiveram os ciclos de
quimioterapia adiada (GUION-DUSSERE et al, 2015).

Diante disso, recentemente, um grupo canadense publicou um consenso sobre a
prevencao e manejo da diarréia induzida por quimioterapia, no qual ressalta a importancia

de se avaliar trocas genéticas a nivel molecular a fim de identificar risco de toxicidade



com agentes quimioterapicos, citando como exemplo, o screening do polimorfismo na
enzima UGT (MAROUN et al, 2015).

A pesquisa do polimorfismo UGT1A1*28 tem potencial para colaborar na dire¢éo
do tratamento, sobretudo, quando o paciente é tratado com farmacos metabolizadas pelo
UGT1A1, por exemplo, o CPT-11. O gene UGT1Al exerce importante funcdo na
glicuronidacdo do SN-38. A evolucdo de sua diversidade génica e a definicdo dos
haplétipos ilustra a complexidade do entendimento desse gene.

Em razéo de todos esses fatores envolvidos, a Sindrome de Gilbert ndo deve ser
considerada de natureza irrelevante. O desenvolvimento de técnicas de diagndstico
molecular aumentardo a rastreabilidade de grupos de pacientes mais susceptiveis a

toxicidades severas e intervengdes médicas ao longo do tratamento oncoldgico.



7. CONCLUSAO

No presente estudo, foi possivel concluir que:

e N&o foi detectado em nenhum dos pacientes investigados, o genétipo variante
UGT1A1*6 no SNP do éxon 1 do gene UGT1Al. Somente o polimorfismo no

promotor do Gene fora detectado.

e Mesmo quando tratada com CPT-11 de baixa dose os pacientes em estudo
apresentaram alta frequéncia de toxicidade (92,3%) em relagdo aos ja descritos na

literatura.

e Apesar de ndo podermos afirmar que o polimorfismo UGT1A1*28 tenha sido o
Unico fator preditivo de toxicidade ao CPT-11 nos pacientes em estudo, uma vez que
ndo obtivemos significancia estatistica em nossa amostragem. Outros fatores devem
ser estudados para identificar pacientes em risco de toxicidade grave, bem como

analisar um nimero maior de pacientes para uma melhor analise.

e No entanto, o alelo TA6/7 e TA7/7 parecem influenciar na severidade das
toxicidades, haja vista que em relacdo a freqiéncia de intervencdes médicas -
reducdo de dose, atraso e/ou interrupcdo do tratamento- motivadas por toxicidade
severas (grau 3 e 4) tenha ocorrido principalmente nesses genotipos no qual foi

significante estatisticamente, p=0,016.

e O método de Acompanhamento Farmacoterapéutico mostrou-se Util e complementar
a andlise de prontuarios, haja vista que a maioria destes encontra-se com omissao de
dados sobre toxicidade. Além disso, esta metodologia pode ser mais uma ferramenta
para orientacdes farmacéuticas quanto ao tratamento e as toxicidades do mesmo a
esses pacientes, que na maioria dos casos, possuem baixa escolaridade como no caso

dos nossos pacientes em estudo.
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Projeto de Pesquisa: “Investizacdo de Polimorfismos de
N2 no estudo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

}Incé exta sendo convidada a participar de um projeto de pesquisa para estudar as causas de falha
g/ou toxicidades durante o tratamento do céncer.

A sua participacdo & VOLUNTARIA. Nio havera qualquer prejuizo se vocé ndo quiser participar. Seu
tratamento atual ndo serd modificado. Vocé ndo pagara nada, mas também ndo recebera recompensa ou
qualquer forma de pagamento por sua participacdo. Vocé pode desistir de participar a qualquer momento,

VOCE 50 precisa avisar um dos pesguisadores e ndo precisa explicar os motivos da desisténcia.

Para poder participar vocé deve assinar este TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDOD &
preenchernFDRMULﬁRlD DECADASTRO.

OBJETIVO DO ESTUDO

5aber se diferencas geneticas podem influenciar a resposta e o perfil de toxicidades ao tratamento
docancer.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Caso vacé concorde em ser VOLUNTARIO deste estudo, precisaremas usar células do seu sangue
para estudar seu DNA (codigo genética). Também precisaremos entrevistar vocé para saber seus habitos de
vida. Para analisar seu ONA, uma amostra de sangue de Sml (um tubo pequeno), serd obtida durante
procedimentos de roting, sendo colhida por profissional treinado, da seguinte forma: uma agulha sera
introduzida em uma veia sua, uma amostra de sangue sera retirado e, logo em seguida, a agulha serd
retirada da veia. Todos o5 cuidados serdo tomados, de forma a tornar minimos os riscos de infeccdo,

_contaminacdo, saneramento e dor. Os dados do seu prontudrio médico e exames |aboratoriais também
zerdo consultados.

RISCO E BENEFICIOS

0 estudo em questdo ndo oferece riscos adicionais & sua saude e o seu tratamento sera
exatamente o mesmo caso vocé concorde ou ndo em participar. A coleta de sangue apresenta os mesmaos
riscas de gualquer puncdo venosa para exames labaratoriais. Todos os cuidadas serdo tomados, de forma a
tornar minimos os riscos.

Ndo estd previsto beneficio imediato pra vocé. As conclusdes deste estudo poderdo contribuir para
a melhoria de tratamentos futuros, diminuindo a ocorréncia de efeitos colaterais durante o tratamento do
cancer.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Alémda equipe de saude que cuidard de vocé, seus registros médicos poderdao ser consultados pela
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e pela equipe de pesguisadores. Seu nome ndo sera revelado, ainda que

seus dados sejam usados para ensino ou para divulgacdo cientifica.




GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nas estimulamos vocé & seus Tamiliares a fazer perguntas a qualguer momento do estudo. Neste
tasa, por favor, ligue para a pesquisadora do estudo, Fam. Jackeline Caréra, no telefone (51) 3201- 6770

Li &5 informacdes acima & entend o propasito deste estudo assim como o5 beneficios & riscos potenciais da
participacao no mesmo. Tive @ oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, por
intermedio deste, dou [ivremente meu consentimento para participar neste estudo.

Entendo que ndo recebersi compensacao monetaria por minha participacao neste estudo.
Entendo que @ minha amostra poders ser Usada para OUTToS estudos gue tragam beneficios & salde

humana.
Eu recebi uma copia assinada.

S
(Assinatura oo Paciente) diz  més &

R
(Assingtura de testemunha, 5 necessario) da més am

Eu, abaixo assinado, expliguei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao paciente indicado
3Cima &/ou pessoa autorizada para Consentir pelo paciente.

(Assinatura da pessoa que obteve 0 consentimento) da  més ano

Pesquisador: Jackeling de 5. Carréra CRF 3496 g mes ano
Rod. 40Hrs, n237, apto 405, bl.bela.

Coqueiro - Ananindeua/ PA

(91)3201-6770
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N2 no estudo: Pesquisa: “Investigagio de Polimorfismos de genes relacionados ao metabolismo de antineoplasicos”

FICHA DE ACOMPANHAMENTO FARMACOTERAPEUTICO DO PACIENTE

DADOS DO PACIENTE

Diagnost: Estadiamento:

(5) autdnomo

(6) Aposentado/pensionista
(7) outros
(9)s/informacéo

Matricula: Idade: Data do Recrutamento: Data do Diagndstico: /o Sexo: ( JF ()M
. /[

Paciente: Médico: CRM:

Data de Nascimento: / / Sexo: Peso(Kg): |Altura(cm): [SC(m?): prformance Status (P.S):

Procedéncia: ()F (M

[Telefone: CPF: HISTORICO MEDICO

Ocupagdo: Tratamentos Anteriores:

(1) do lar (1)RXT Quant.total recebida:

(2) comércio (2)Cirurg.

(3) limpeza (3)ar:

(4) Rural (4) Terapia alternativa :

(5)sem tratamento anterior:

Escolaridade:

(1) analfabeto

(2)12 incompleto

(3) 12 completo

(4) 22 incompleto

(5) 22 completo
(6)Superior incompleto
(7) Superior completo
(9)s/informacio

Antecedente Familiar de cdncer: (1)ndo  (2)sim
Tipo de cancer 1:

Parentesco 1:

Tipo de céncer 2:

Parentesco 2:

Tipo de cancer 3:

Parentesco 3:

Habito de fumar:

(1) n3o (<100 cigarros/dia)

(2) Sim (>100cigarros na vida e permanecem fumando)
(3) ex-fumantes.

Consumo de dlcool:
(1) todos os dias

(2) 3 a 4 vezes/Semana
(3) Nos fins de semana
(4) raramente

(5) nunca

Alergia @ medicamentos:
(1) ndo  (2)Sim, Quallis):

MNa sua opinido, qual é a sua cor ou raga?
(1)Branca

(2)Amarela

(3)Parda

(4)Indigena

(5)Preta
(6) Outros:

Comorbidades: (1)Sim  (2)N&o
Uso de medicamentos:

(1)Sim  (2)N&o
(1)HAS
Qual?
(2)METAB
Qual?
(3)GASTRINT
Qual?
(4)INSREN
Qual?
(S)ARTICUI
Qual?
(6)PSIC
Qual?.
(7)HEMATO
Qual?
(8)Outros:
Qual?
Qual?
Qual?
Qual?

EXAMES

Exames Laboratoriais:

Data

AVALIACAO FARMACOTERAPEUTICA

ALT

AST

Hb

Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto — Comité de Etica em Pesquisa — CEP/HUJBB/UFPA
Rua dos Mundurucus, 4487 - Guama CEP. 66.073-000 Belém / Para - Brasil Fone/Fax: (91)3201 6754/ PABX:

(91)3201 6600 Ramal: 6754 E-mail: cephujbb@yahoo.com.br




N2 no estudo: Pesquisa: “Investigacdo de Polimorfismos de genes relacionados ao metabolisme de antinecplésicos”

FICHA DE ACOMPANHAMENTO FARMACOTERAPEUTICO DO PACIENTE

Neutr [/
Linf / /
Leuc /
Plaq /r /
Creat
TSH /i /i
Outros Fxames laboratoriais:
Data Tipo de exame Valores encontrados [/
/[ [
Qutros Exames laboratoriais: /[ [/
Data Tipo de Exame Valores encontrados /[ [/
[ [
e
[ [
[/
s
Observacao: Apresentou alteracdes significativas TOXICIDADE
nos valores laboratoriais? Quais? Consulta de Oncologia
Ciclo Sem 0 1-2 3-4
3.3 Exames de imagem graduacgdo
Data: _____ /[
Exarre . -
Laudo:
Data:
Exame:
Laudo:
Data: _
Exame:
Laudo:
Controle de Quimioterapia EV: — _
Ciclo/Dia Data Medicagdo/Dose C.ontrole de Qmmlloterapla Vvo:
/] Ciclo | Data | Medic. Lote | Val. Ne Ass.
comp.
A
[ [
[/
Ay

Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto — Comité de Etica em Pesquisa — CEP/HUJBB/UFPA
Rua dos Mundurucus, 4487 - Guaméa CEP. 66.073-000 Belém / Paréa - Brasil Fone/Fax: (91)3201 6754/ PABX:
(91)3201 6600 Ramal: 6754 E-mail: cephujbb@yahoo.com.br



HOSPITAL UNIVERSITARIO

JOAO DE BARROS BARRETO - W

UFPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: Investigagie de polimerfismos de genes relacionados ao metabolismo de
antineoplasicos

Pesquisador: JACKELIME DE S0USA CARRERA

Area Tematica: Genética Humana:
[Trata-s= de pesquisa envolvendo Genética Humana que n3o necessita de analise
éfica por parte da CONEF;);

Versao: 1
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Instituigdo Proponente: Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto - UFPA

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADODS DO PARECER

Numeras do Parecer: 480740
Data da Relatoria: 2010720132

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de estudo transversal de avaliagio da frequéncia de polimorfirmos enzimaticos presentes na
populagio parasnse e de sua relagdo com foxicidade em um subgrupe de pacientes com cancer em
tratamento gquimicterapico.

Objetive da Pesquisa:

Investigar a prevaléncia dos polimorfismos genédlicos das enzimas envolvidas no metabolismo dos
antineoplasicos e analisar o valor prognostico desses polimorfismos quanto & ccoméncia de falha terapéutica
(Obito, recidiva ou metastase) e de reagbes adversas medicamentosas (toxicidades) ao fratamento
quimicterapico em uma populagic com cancer do norte do Brasil

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Quebra de sigilo dos dados pessoais oblidos na pesquisa. Complicagies relacionadas com a

pungio venosa para a obtengio de amostra de sangue periférico.

Beneficios: M3o ha bensficios diretos para participantes da pesquisa.

Enderego: RUA DOS MUNMDURUCLS 2457
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