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ABREVIATURAS

CCR - carcinoma colo-rectal

PAFC -  polipose adenomatosa familiar do colon
CCHSP - carcinoma colo-rectal hereditario sem polipose
5-FU - 5-Fluorouracilo

FAJUMP - 5-fluorodesoxiuridina monofosfato
FAUDP -  5-fluorodesoxiuridina difosfato

FdUTP -  5-fluorodesoxiuridina trifosfato

FUMP -  fluorouridina monofosfato

FUDP -  fluorouridina difosfato

FUTP -  fluorouridina trifosfato

DUMP -  desoxiuridina monofosfato

DTMP -  desoxitimidina monofosfato

dTTP - desoxitimidina trifosfato

dTDP - desoxitimina difosfato

TS - timidilato sintetase
DNA - acido desoxirribonucleico
RNA - acido ribonucleico

mRNA - 4cido ribonucleico mensageiro
NCCTG - north central cancer treatment group
DPD - dihidropirimidina desidrogenase

DHFU -  dihidrofluorouracilo



FUPA - acido-a-fluoroureidopropionico

FBAL - a-fluor-P alanina

CO2 - diéxido de carbono

DPYD - gene que codifica a DPD

NADP+ -  nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
NADPH -  nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reduzido
FAD - flavina adenina dinucleé6tido

FMN - flavina mononucleotido

bp - pares de bases

dNTPs - desoxinucledsidos

EDTA - acido etilenodiaminotetraacético

NH,CL - cloreto de amodnia

KHCO; -  hidrogenocarbonato de potassio
PBS - tampdo fosfato salino

NaCl - cloreto de sédio

Tris HCL -  hidrocloreto tris (hidroximetil)Jaminometano

KCl - cloreto de potassio
PCR - Polimerase Chain Reaction
TSR - Template Supression Reagent

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism
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Introdugéo

1 - EPIDEMIOLOGIA DO CANCRO COLO-RECTAL

O carcinoma colo-rectal (CCR) é uma doenga tipica dos paises economicamente
desenvolvidos. A taxa de incidéncia mais alta encontra-se entre a populagdo dos EUA
com um valor de 33.2/100 000 (taxa padronizada para a idade). Em paises em vias de
desenvolvimento de Africa, Asia ¢ América Latina, as taxas de incidéncia do cancro
colo-rectal sdo mais baixas (fndia, 1-3/100 000)(Bento, 1999; Skibber et al, 2000). No
Ocidente ¢ a terceira neoplasia mais frequente e a segunda causa de morte por cancro, a
seguir ao cancro da mama na mulher e do pulmio no homem. O pico de incidéncia
localiza-se nos 70 anos e a sua distribuicdo ¢ semelhante em ambos os sexos. O risco de
desenvolver cancro colo-rectal ao longo da vida nos paises economicamente

desenvolvidos é cerca de 4,6% nos homens e 3,2% nas mulheres (Skibber ef al, 2000).

Em Portugal, em 1996 ocorreram 1811 odbitos por cancro do colon. A mortalidade por
sexos foi de 840 mulheres e 971 homens, correspondendo, respectivamente, a 3* e 4°
causa de morte por cancro (Bento, 1999). Em relagdio ao cancro do recto, em 1996
ocorreram 805 oObitos. A mortalidade por sexos foi de 326 mulheres e 479 homens,
correspondendo, respectivamente, a 7° e 5% causa de morte por cancro (Bento, 1999). A
analise da evolu¢do da taxa de mortalidade por cancro do célon e do recto de 1981 a
1996, demonstrou que os valores praticamente duplicaram neste periodo de tempo

(Bento, 1999).

Apesar de existir uma ampla variagfo na incidéncia do CCR a nivel mundial, € sabido
que as populagdes migrantes tém tendéncia para assumir o risco relativo das regides
para onde se deslocam. Este facto sugere que os factores ambientais tém um papel

muito importante no desenvolvimento do CCR. Numerosos estudos epidemiolégicos
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Introdugdo

exploraram a relagiio entre a dieta € o risco de desenvolver CCR (Trichopoulos ef al,
1997; Ilyas et al, 1999; Skibber et al, 2000). Embora no inteiramente conclusivos,
estes estudos permitiram verificar que as dietas ricas em carne vermelha, gordura
animal e/ou proteinas e pobres em vegetais, frutas e fibras aumentam o risco de CCR.
Verificaram ainda que elevados consumos de éalcool e consumos excessivos de comida
em geral podem aumentar o risco de desenvolver CCR, tendo-se encontrado uma ligeira
associagdo entre a obesidade e o risco de CCR. Os referidos estudos apontam ainda para

um efeito protector por parte dos anti-oxidantes, folatos, célcio e vitaminas.

A existéncia de historia familiar de CCR ¢ também um factor importante no
desenvolvimento desta neoplasia. E sabido que a maioria dos CCR ocorrem
esporadicamente e que apenas 15% do total dos CCR ocorrem em situagOes
hereditarias, predominantemente no 4mbito da polipose adenomatosa familiar do colon
(PAFC) e do carcinoma colo-rectal hereditario sem polipose (CCHSP) (Aaltonen et al,
1998; Lynch et al, 1998). Existem ainda alguns casos de agrega¢des familiares de CCR,

mas que ndo seguem um padrio de transmissdo tipicamente mendeliano.

Os individuos com historia familiar de CCR, apresentam um risco aumentado de
desenvolver a doenga. Os individuos com PAFC, doenga autossomica dominante com
elevada penetrincia, apresentam um risco cumulativo aos 40 anos de aproximadamente
100% de desenvolver CCR. Em individuos portadores de mutagdes responsaveis pelo
CCHSP, o risco aos 60 anos ¢ aproximadamente de 80% (Trichopoulos ef al, 1997
Aaltonen ef al, 1998; Lynch ef al, 1998). Por outro lado, existe ainda um risco acrescido
de desenvolvimento de CCR nos individuos com doenga inflamatéria crénica do célon,

como ¢é o caso da colite ulcerosa e da doenga de Crohn (Trichopoulos et al, 1997,

Skibber ef al, 2000).
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Introduc¢do

2 - TRATAMENTO

A principal abordagem terapéutica no tratamento do CCR ¢ a cirurgia. No entanto, as
taxas de recorréncia local apos cirurgia potencialmente curativa, podem variar entre 5 e
50%. Esta variacdo entre varias séries depende da propria definicio de faléncia local,
seleccdo dos doentes, rotinas de follow up, definigdo de radicalidade, experiéncia do
cirurgido e/ou técnica cirurgica utilizada (Sousa, 1999). No carcinoma do célon a
terapéutica sistémica com agentes antineopldsicos representa um avango importante no
tratamento, particularmente porque a cirurgia isolada ndo € curativa na maioria das
situagdes (Vincent ef al, 1999; Rougier, 2001). A radioterapia, e mais recentemente a
radioquimioterapia, assumem um papel muito importante como terapias adjuvantes

principalmente no carcinoma do recto (Skibber et al, 2000; Glimelius, 2001).

2.1 - Cirurgia

A cirurgia constitui o principal tratamento curativo dos doentes com CCR e as
caracteristicas da cirurgia vdo ser determinadas pela extensdo da doenga. A abordagem
cirirgica inicial ¢ essencial para o correcto estadiamento da doenga e para a maxima
remocdo possivel de massa tumoral (Skibber et al/, 2000). Nos casos de carcinoma colo-
rectal metastatico, a cirurgia pode ser utilizada como terapia paliativa, tendo como
objectivo minimizar os sintomas causadas pelo tumor primdrio (tal como a hemorragia
ou obstrugdo). Sempre que possivel devera realizar-se a exérese das metastases,
podendo a cirurgia assumir, nestes casos, um papel curativo (Vincent er al, 1999,

Skibber et al, 2000; Hoehenberg, 2001).
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2.2 - Radioterapia

O papel da radioterapia como terapia adjuvante no carcinoma do célon € muito restrito,
sendo, no entanto, de grande importancia no carcinoma do recto. Nos ultimos 20 anos, a
radioterapia e, mais recentemente, a radioquimioterapia, tém vindo a ser usadas
conjuntamente com a cirurgia no tratamento primério dos doentes com carcinoma do
recto (Skibber et al, 2000; Glimelius , 2001). Embora a eficicia da radioterapia pos-
operatoria na diminui¢do das taxas de recorréncia local apés cirurgia, tenha sido
demonstrada por estudos randomizados, a verdade ¢ que os mesmos estudos ndo
demonstraram qualquer aumento da sobrevida global dos doentes (Glimelius ef al,
1999). Recentemente, foi demonstrado que a radioquimioterapia pds-operatdria € mais
eficiente no tratamento do carcinoma do recto, do que a cirurgia isolada ou cirurgia
seguida de radioterapia, contribuindo nio s6 para uma diminuigio das taxas de
recorréncia local, mas também para um aumento significativo da sobrevida global dos

doentes (Tveit ef al, 1997; Glimelius, 2001).

Devido a eficacia demonstrada no controlo local com o tratamento adjuvante de
radioquimioterapia e na tentativa de aumentar as taxas de cirurgia com preservagio do
esfincter, tem-se verificado actualmente uma utilizagdo crescente da associagdo da
quimioterapia a radioterapia pré-operatoria, com esquemas baseados no 5-Fluorouracilo

(5-FU) (Swedish Rectal Cancer Trial, 1997; Camma et al, 2000).

2.3 - Quimioterapia

E sabido que cerca de 25% dos doentes com CCR apresentam metéstases na altura do

diagnostico e que 50% dos doentes com diagnéstico “de nove” de CCR acabardo por
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morrer de doen¢a metastatica (Skibber er al, 2000; Rougier, 2001). A presenca de
metdstases nos ganglios linfiticos e o estadiamento TNM sdo os factores de prognostico
mais importantes, pretendendo a quimioterapia adjuvante aumentar a sobrevida global
dos doentes apds a cirurgia. O figado € o orgdo onde mais frequentemente ocorrem
metastases a distancia, sendo a resseccio cirirgica das metdstases hepéticas possivel em
apenas 10% dos casos. Nestas situagdes, a quimioterapia tem também um papel muito
importante como terapia paliativa ou como tentativa de tornar exequivel a exérese

cirirgica das metastases. (Skibber et al, 2000; Rougier, 2001).

5-Fluorouracilo

O 5-FU foi introduzido na pratica clinica por Heidelberger e colaboradores em 1957 e
desde essa altura tem sido considerado o agente quimioterdpico mais activo no
tratamento sistémico dos doentes com CCR (Heidelberger et al, 1957). Durante os
ltimos anos, tem sido objecto de intensos estudos no intuito de optimizar a sua

utilizacdo (Skibber ef al, 2000).

O 5-FU ¢é um andlogo das pirimidinas ¢ nfio possui actividade bioldgica como droga
citotoxica pelo que tem de ser activado no compartimento intracelular para exercer a sua
actividade. Ap6s a sua entrada no compartimento intracelular, a molécula de 5-FU ¢
convertida em diferentes metabolitos citotéxicos, por diversas vias metabolicas, que vao

actuar de formas distintas na célula.

Numa das vias metabolicas, a molécula de 5-FU ¢ metabolizada em 5-
fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP) por ac¢do da timidina fosforilase e da

timidina cinase. Na presenga de um co-factor folato, o N5-N10-metilenotetraidrofolato,
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o FAUMP liga-se covalentemente ao enzima timidilato sintetase (TS), formando um
complexo terndrio estavel. A TS, é o enzima que catalisa a formagdo de desoxitimidina
monofosfato (dTMP) a partir da desoxiuridina monofosfato (dUMP). A dTMP ¢
subsequentemente convertida em desoxitimidina trifosfato (dTTP), um constituinte
essencial a sintese e reparagdo do DNA. A inibigio da TS leva a deplecgio de TTP,
interferindo com a sintese e reparagdo do DNA. A inibi¢do da TS pelo FAUMP ¢ um

dos principais mecanismos de ac¢do do 5-FU.

O 5-FU pode também ser metabolizado em fluorouridina monofosfato (FUMP) por
ac¢do da uridina fosforilase e da uridina cinase. Este metabolito ¢ posteriormente
convertido em fluorouridina difosfato (FUDP) e em seguida em fluorouridina trifosfato
(FUTP), o qual ¢ incorporado no RNA. A incorporagdo do FUTP no RNA ¢ outro
mecanismo de actuagfio do 5-FU e interfere com o processamento e fungdo normal do

RNA das células.

A inibigdo da TS nfo provoca apenas uma deplecgdo do dTTP, mas também uma
acumulagdo de dUMP. O FAUMP e o dUMP podem subsequentemente ser convertidos
nas suas respectivas formas trifosfato. Posteriormente, o FAUTP e dUTP podem
incorporar-se directamente no DNA, inibindo a sua sintese e fungfio normal, o que
representa outro mecanismo de citotoxicidade do 5-FU (Figura 1) (Chabner ef al 1996;

Vincent et al, 1999)
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5-FU
De novo pirimidina
sintese
dUMP
FUMP FAUMP =———— TS
FUDP FdUDP
dTDP
FUTP FdUTP
dTTP
RNA DNA

Figura 1 - Anabolismo do 5-FU. FAUMP:5-fluorodesoxiuridina monofosfato; FAUDP:5-fluorodesoxiuridina
difosfato; FdUTP:5-fluorodesoxiuridina trifosfato; FUMP:fluorouridina monofosfato; FUDP:fluorouridina
difosfato; FUTP:fluorouridina  trifosfato; dUMP:desoxiuridina monofosfato; dTMP:desoxitimidina
monofosfato; dTT:desoxitimidina trifosfato; dTDP:desoxitimina difosfato; TS:Timidilato sintetase.
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A resisténcia as drogas é, frequentemente, um processo multifactorial. Relativamente ao
5-FU, sdo varios os seus alvos celulares (TS, DNA e RNA) e diversos os mecanismos
de resisténcia ja identificados, nomeadamente: a) perda ou diminuigdo da actividade dos
enzimas intervenientes na via de activagdo do 5-FU; b) diminuigdio da expressdo da
pirimidina monofosfato cinase (que diminui a incorporagiio no RNA); c¢) amplificagdo
génica da timidilato sintetase e/ou alteragdio da timidilato sintetase tornando-a insensivel
a inibigdo pelo FAUMP (Chabner et al, 1996 ; Leichman et al, 1997; Leccia ef al, 1997,

Metzger et al, 1998; Yamachika ef al, 1998; Aschele et al, 1999; Cascinu et al, 1999).

5-FU como agente isolado

Os primeiros ensaios de quimioterapia sistémica com 5-FU para o tratamento do CCR
obtiveram taxas de resposta que ndo ultrapassaram os 20% e ndo mostraram qualquer
vantagem para a sobrevida global dos doentes (Higgins ef al, 1976; Zaniboni et al,
1997). Estes resultados pouco animadores, levaram vérios cientistas a explorar o uso de
agentes que pudessem modular a actividade do 5-FU, no sentido de aumentar a sua
eficicia como agente citotéxico. Varios moduladores foram estudados, dos quais se
destacam o levamisol e o leucoverin (4cido folinico) (Zaniboni, 1997; Skibber et al,

2000).

5-FU-Levamisol

Em 1989, um ensaio clinico randomizado do NCCTG (North Central Cancer Treatment
Group) demonstra claros beneficios no uso do levamisol, quer isolado, quer em

combinagio com o 5-FU como terapia adjuvante no tratamento dos CCR em estadios II

e III (Laurie et al, 1989).
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O levamisol é um agente anti-helmintico amplamente usado nos humanos e animais
domésticos, cujos efeitos colaterais sdo minimos. A sua potente actividade
imunomoduladora forneceu o impulso para o seu uso como agente terapéutico contra o

cancro (Skibber ef al, 2000).

Um estudo realizado posteriormente, por Moertel et al (1990), em 1296 doentes com
CCR em estadio III, verificou que a terapia adjuvante com combinagio de 5-FU e
levamisol reduz o risco de recorréncia da doenga em 41% e aumenta a sobrevida global
dos doentes em 33%, em comparagdo com o uso de levamisol isolado ou com cirurgia
isolada (isto é, sem terapia adjuvante). Assim, este estudo conclui que a quimioterapia
adjuvante com 5-FU-Levamisol deveria constituir o esquema standard de tratamento

dos CCR em estadio III (Moertel et al, 1990).

5-FU-Leucoverin (dcido folinico)

Viarios estudos experimentais, a partir de uma variedade de modelos tumorais,
estabeleceram as potencialidades do acido folinico para aumentar a citotoxicidade do 5-
FU (Keyomarsi ef al, 1986; O’Connell ef al, 1997). Os primeiros ensaios clinicos
realizados com quimioterapia adjuvante com 5-FU em combinagdo com acido folinico,
revelaram um aumento das taxas de resposta quando comparados com a quimioterapia

adjuvante com 5-FU isolado em doentes com CCR metastatico (Petrelli et al, 1987).

Estes resultados preliminares levaram varios grupos de investigadores a explorar
aprofundadamente a combinagdo 5-FU-4cido folinico em diferentes grupos de doentes.
Assim, a terapia adjuvante 5-FU-4cido folinico foi testada em numerosos ensaios

clinicos randomizados, ficando demonstrado que esta terapia aumenta
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significativamente a sobrevivéncia livre de doenga e a sobrevivéncia global dos doentes
com CCR em estadio II e 111 (IMPACT, 1995; O’Connell et al, 1997; Zaniboni et al,

1997).

Estudos posteriores, comparando a terapia adjuvante 5-FU-levamisol com a terapia
adjuvante 5-FU-4cido folinico em doentes com CCR em estadio III, revelaram que a
combinagdo 5-FU-4cido folinico era superior ao anteriormente considerado standard 5-
FU-levamisol (Wolmark ef al, 1999; QUASAR, 2000). Apos estes estudos, a terapia
adjuvante 5-FU-4cido folinico passou a ser considerada o novo tratamento standard

dos CCR em estadio III.

5-FU bolus versus 5-FU infusdo continua

Diversos estudos compararam a eficacia do 5-FU administrado em bolus versus 5-FU
administrado em infusdo continua. Segundo esses estudos, o 5-FU em infusdo continua
é superior ao 5-FU em bolus em termos de taxas de resposta (44% vs 22%). A vantagem
do 5-FU em infusdio continua em relagdo ao 5-FU em bolus ¢ refor¢ada pelo facto das
toxicidades hematologicas de grau 3 e 4 serem menos frequentes nos doentes que

recebem 5-FU em infusdo continua (Piedbois, 1998).

Uma possivel explicagdo para os melhores resultados obtidos pelo regime de infusdo
continua em relagdo ao regime de bolus, pode ser o facto da dose cumulativa de 5-FU
que ¢ administrada em infusdo continua ser trés vezes superior. Além disso, o tempo de
exposi¢do das células tumorais ao farmaco ¢ maior no regime de infusdio continua do

que no regime de bolus (Piedbois, 1998; Skibber et al, 2000).
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A administragdo do 5-FU por infusdo continua altera o tipo de toxicidade mais
frequente, deixando de ser a mielossupressdo para passar a ser a estomatite e sindroma
de mio-pé. Esta alteragiio de perfil de toxicidade deve-se ao facto de haver uma maior
concentragdo de 5-FU na medula 6ssea apds uma infusdo em bolus do que apés uma

infusdo continua (Piedbois, 1998; Skibber et al, 2000).

Novas drogas para tratamento do CCR

O futuro da terapia baseada no 5-FU passa pela sua combinag¢éio com novas drogas com
diferentes mecanismos de acgdo. Diversas drogas tém demonstrado eficacia similar ao
5-FU como segundas linhas de tratamento nos doentes com recidivas de CCR ou com
CCR resistente ao tratamento standard com 5-FU. Estes agentes incluem o CPT-11 ¢ a

oxaliplatina (Raymond et al, 1998; Rougier et al, 1998).

O CPT-11 é um potente inibidor da topoisomerase I e exerce a sua citotoxicidade por
inibigdo da replicagdo do DNA. Alguns ensaios de fase II/IIl demonstraram uma
actividade antitumoral objectiva muito consistente por parte do CPT-11, como segunda
linha de tratamento nos doentes que apresentéram resisténcia ao 5-FU, com taxas de
resposta de 11 a 23% e um aumento significativo da sobrevida global (Rougier ef al,
1998). Assim, o CPT-11 confere um claro beneficio clinico aos doentes que ndo
respondem ao tratamento standard com 5-FU. O CPT-11 demonstrou ainda ser eficaz
como primeira linha de tratamento, quer isolado quer em combinagdo com o 5-FU, nos

doentes com CCR metastatico (Pitot ef al, 1997).

A oxaliplatina ¢ um componente platinum de 3*gera¢do. Quando usado como agente

isolado, a oxaliplatina obtém taxas de resposta que nfio ultrapassam os 10% nos doentes
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com CCR metastatico (Machover et al, 1996). Um ensaio clinico internacional,
realizado em doentes resistentes a terapia com 5-FU-4cido folinico (5-FU-FA),
demonstrou que a oxaliplatina em combinagdo com 5-FU-FA (FOLFOX), apresenta
taxas de reposta objectivas de 11%, o que torna este regime uma boa alternativa neste

grupo de doentes (Rougier, 2001).

Actualmente, encontram-se em curso alguns ensaios clinicos que investigam a
combinagdo do CPT-11 com a oxaliplatina como segunda linha de tratamento nos
doentes com CCR metastatico. Os resultados desta combinagdo tém-se revelado
animadores em termos de taxas de resposta e tempo de progressdo da doenga (Rougier,

2001).

3 - Via de catabolismo do 5-FU

Cerca de 80 a 90 % da dose de 5-FU que ¢ administrada ¢ degradada pela
dihidropirimidina desidrogenase (DPD), o primeiro enzima da via de catabolismo do 5-
FU (Figura 2) (Heggie et al, 1987; Diasio et al, 1988). O 5-FU ¢ convertido em
dihidrofluorouracilo (DHFU) pela DPD, posteriormente a dihidropirimidinase converte
o DHFU em acido a-fluoroureidopropionico (FUPA), que da origem a o-fluoro-f
alanina pela ac¢do da P-alanina sintetase com libertagdo de amoénia e dioxido de
carbono (Figura 2). Apenas 10% do 5-FU administrado € excretado na urina (Chu ef al,

2000; Milano et al, 2000).
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DPD dihidropirimidinase B-alanina sintetase

55FU ——> DR FUPA — >  FBAL

CO2, amonia

Figura 2 - Catabolismo do 5-FU. DHFU:dihidrofluorouracilo; FUPA:4cido-a-fluoroureidopropionico;
FBAL: a-fluor-f alanina; CO2:dioxido de carbono.

4 - Toxicidade ao 5-FU

A DPD exerce a sua actividade na maioria dos tecidos humanos, no entanto o0s seus
niveis mais elevados ocorrem no figado e nas células mononucleadas do sangue (Lu ef
al, 1993; Diasio et al, 1994; Milano et al, 2000). Alguns estudos sobre a actividade
enzimatica da DPD verificaram a existéncia de uma correlago entre a actividade da
DPD no figado e nos linfocitos, pelo que estes sdio geralmente utilizados para

monitorizago clinica da actividade da DPD (Lu et al, 1993; Chazal et al, 1996).

Um estudo realizado por Fleming e seus colaboradores (1992), verificou a existéncia de
uma correlagio linear entre a actividade da DPD nos linfocitos e a remogdo do 5-FU do
plasma. Este estudo verificou ainda que os individuos com niveis de actividade da DPD
muito baixos, podem apresentar toxicidades graves quando submetidos ao tratamento
com 5-FU (Fleming ef af, 1992). Consequentemente, estes estudos tornaram imperativo
a quantificagdo da actividade enzimatica da DPD nos linfocitos dos doentes, antes de

iniciarem a quimioterapia com 5-FU.
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No entanto, estudos posteriores verificaram que existia uma ampla variagdo na
actividade da DPD entre os individuos de uma mesma populagdo, facto que gerou
alguma controvérsia na comunidade cientifica (Etienne et al, 1994) e que tornou dificil
o estabelecimento de um valor (cut-off) de actividlade da DPD abaixo do qual um
individuo correria um risco elevado de desenvolver toxicidade grave ao 5-FU. Alguns
estudos sugeriam o valor de 100 pmol min™ mg” proteina como cut-off (Etienne et al,
1994), enquanto outros estudos sugeriam que apenas os individuos com actividade da
DPD abaixo dos 60 pmol min' mg' proteina apresentariam risco de desenvolver
toxicidade grave ao 5-FU (Ridge er al, 1998). Alguns estudos de farmacocinética
verificaram que factores como a idade, a concentragéo de fosfatase alcalina no plasma, a
duragio de uma infusio e a quantidade de células mononucleadas em circulagéo,
podiam influenciar a taxa de remog¢do do 5-FU do plasma (Etienne et al, 1998). Todos
estes factos, introduziram alguma ambiguidade na interpretagdo dos testes de

quantificagio da actividade enzimatica da DPD.

Segundo alguns estudos populacionais, a auséncia total de actividade da DPD ¢ rara,
mas estima-se que cerca de 3 a 5% da populagdo apresenta a actividade deste enzima
muito reduzida. Estes individuos apresentam um risco elevado de desenvolver
toxicidade grave quando submetidos ao tratamento com 5-FU (Lu ef al, 1993; Etienne
et al, 1994). Um estudo recente de Van Kuilenburg e colaboradores (2000) verificou
que 55% dos doentes com a actividade da DPD diminuida desenvolvem neutropenia de
grau 4, enquanto apenas 13% dos doentes com actividade da DPD normal apresentam o

mesmo tipo de toxicidade.

23



Introducéo

5 - Estudos moleculares

Nos tltimos anos, diversos grupos de investigagdo centraram-se na pesquisa de
mutagdes no gene que codifica a DPD (DPYD), na tentativa de relacionar alteragdes a
nivel molecular com determinados quadros de toxicidade encontrados em doentes
tratados com 5-FU, tais como diarreias, vOmitos, nduseas, neutropenias graves,
neurotoxicidade e, em casos extremos, morte (Vreken ef al, 1997a, 1997b; Van
Kuilenburg et al, 1997, 1999, 2000; Kouwaki et al, 1998; Ridge et al, 1998; Johnson ef

al, 1999).

A clonagem e sequenciagdo do gene DPYD foram fundamentais para estabelecer a
relacdo entre a estrutura do gene e a fungio da proteina e para posteriormente identificar
mutagdes responsaveis pela perda de actividade da mesma (Yokota et al, 1994; Johnson

et al, 1997; Wei et al, 1998).

O gene DPYD esta localizado em 1p22 e € constituido por 23 exdes, sendo o exdo 15 o
mais pequeno com 65 bp e o exdo 23 o maior com 961 bp. Este gene codifica uma
proteina de 1025 aminoacidos com um peso molecular de 111 kDa (Figura 3). Esta
apresenta 4 dominios funcionais: o dominio de ligagdo ao NADPH; o dominio de
ligagdo ao FAD; o dominio de ligagdo ao uracilo e os Clusters [4FE-4S]. Os dominios
de ligagdo do NADPH e do FAD estdo localizados, respectivamente, na regido N-
-terminal e na regido média da proteina. O dominio de ligagdo ao NADPH ¢é codificado
pelo exdes 9 e 10, enquanto que o dominio de ligagdo ao FAD ¢é codificado pelos exdes
11 e 12 do gene. Na regido C-terminal, entre os aminoacidos 953 e 964 e os
aminoacidos 986 e 997, encontram-se os Clusters [4FE-45], que sdo codificados pelo

exdo 22 do gene. O dominio de ligagdo ao uracilo estd localizado entre os aminoacidos
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661 e 678 ¢ é codificado pelo exdes 14 e 15. Este Gltimo dominio tem sido alvo de
inimeros estudos, dado que se trata da zona de ligagdo ao substrato (Figura 3) (Johnson

et al, 1997; Wei et al, 1998).

A caracterizagio completa do gene permitiu a identificacgdo de mutagdes e
polimorfismos, demonstrando que cerca de 57% dos doentes com diminui¢do ou
auséncia de actividade deste enzima apresentam uma base molecular para o seu fenétipo

(Van Kuilenburg et al, 2000).

NADPH
NADP+ FAD/FMN URACILO 2X[4FE-4S]
COOH
w | I I | |

| 3

1 2 3 4 5 6 738 9 10 11 121314 1516 17 18 19 20 212223

Figura 3 - Diagrama do gene DPYD e dos dominios funcionais da proteina DPD . A correspondéncia

entre os dominios funcionais da proteina e os exdes do gene esta representado a tracejado
(Wei et al, 1998).

Mutagdes no gene DPYD

Foram identificadas, até¢ ao momento, pelo menos 17 alteragdes genéticas diferentes no
gene que codifica a DPD, tendo a maioria destas sido identificadas em individuos com

deficiéncias totais ou parciais na actividade deste enzima (Raida et al, 2001; Van

Kuilenburg ef al, 2001).
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A analise da prevaléncia das varias mutac¢des identificadas nos doentes com deficiéncias
na actividade da DPD demonstrou que a mutagio splice-site IVS14+1G—A ¢ a mais
prevalente. Os estudos efectuados tém sugerido que esta mutagdo tem uma frequéncia
de 43% a 52%, dependendo das séries, nos individuos com deficiéncias na actividade da
DPD (Van Kuilenburg et al, 1999, 2000). Esta mutagdo consiste na substituigdo G—>A
no splice donor site do exdo 14 e provoca a delecgdo de um fragmento de 165bp do
mRNA que corresponde 2 totalidade do ex@o 14. A delecgdo deste exdo traduz-se na
perda de 55 aminodcidos da proteina, tornando-a ndo funcional. Os individuos
heterozigéticos para esta mutagdo apresentam a actividade da DPD diminuida e os

individuos homozigdticos apresentam geralmente uma auséncia total de actividade da

DPD (Van Kuilenburg et al, 1999, 2000).

Um estudo de Van Kuilenburg e colaboradores (2001) realizado em 1357 individuos de
raca Caucasiana verificou que 24 individuos eram heterozigoticos para a mutagdo
IVS14+1G—A, o que corresponde a uma frequéncia de heterozigdticos de 1,8% e uma
frequéncia alélica de aproximadamente 0,9%. Posteriormente Raida e colaboradores
(2001), num grupo de 851 individuos de ra¢a Caucasiana, verificaram que a mutagdo
IVS14+1G—A apresentava uma frequéncia de cerca de 0,94%. Além disso, este estudo
verificou que num grupo de 25 doentes tratados com 5-FU e que apresentaram
toxicidades de grau 3 ou 4, cinco eram heterozigdticos e um era homozigético para a
referida mutac¢do, o que corresponde a 24% dos individuos com toxicidade ao 5-FU
(Raida et al, 2001). Segundo estes autores, o facto de 24% dos doentes com toxicidade
de grau 3 ou 4 serem portadores da mutagdo IVS14+1G—A e da referida mutagéo

apresentar uma frequéncia de aproximadamente 1% na populagdo Caucasiana, justifica
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a pesquisa desta alteragdo genética nos doentes oncolégicos antes de iniciarem a

quimioterapia com 5-FU (Raida et al, 2001).

Como foi referido anteriormente, apenas 57% dos casos de toxicidade ao 5-FU sdo
devidos a alteragdes moleculares no gene DPYD, a maioria das quais no exdo 14,
embora estejam também descritas mutagdes noutras regides do gene (mutagdes missense
e frameshift) que, ainda que raras, podem ser responsaveis pela perda de fungdo da DPD
(Vreken et al, 1997a, 1997b; Kouwaki et al, 1998; Van Kuilenburg et al, 1999, 2000,
2001). Recentemente, um grupo de investigadores levantou a hipotese de alguns doentes
com deficiéncias na actividade da DPD poderem apresentar mutagdes na regido
promotora do gene, o que podera explicar a auséncia de mutagdes na zona codificante
do gene DPYD em alguns doentes com deficiéncias na actividade da DPD (Collie-
Duguid et al, 2000). No entanto, ¢ importante realcar que a toxicidade ao 5-FU pode ser
devida a outros factores, como por exemplo, um aumento da expressdo das enzimas da

via de anabolismo do 5-FU.,

Uma vez que o 5-FU constitui o tratamento adjuvante de primeira linha nos doentes do
Instituto Portugués de Oncologia Francisco Gentil - Centro Regional do Porto (IPO-
-Porto) com CCR, a confirmagio da associacdo entre as mutagdes da DPD e a
toxicidade ao referido tratamento, permitiria definir grupos de doentes com um risco
mais elevado de toxicidade antes de se iniciar a terapéutica. Deste modo, a
administragdo da droga nestes doentes poderia ser feita em doses menos elevadas ou,
em casos extremos, esta poderia ser substituida por protocolos quimioterapicos

alternativos.
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Objectivos

Foram objectivos deste estudo:

1- Avaliar a frequéncia de mutagdes no exdo 14 do gene DPYD num grupo de doentes

com CCR, tratados no IPO-Porto.

2- Avaliar a toxicidade do tratamento com 5-FU em relagdo a presenga e tipo de

mutagdo encontrada.
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Material e Métodos

I - MATERIAL BIOLOGICO

Para este estudo foram seleccionados 73 doentes com CCR do IPO-Porto, dos quais foi
obtida uma amostra de sangue periférico. A mediana de idades dos doentes estudados
foi de 59 anos (minimo: 31; maximo: 85). Nesta série 47% dos individuos eram do sexo
masculino e 53% do sexo feminino. De acordo com o sistema de estadiamento TNM,
dos 73 doentes seleccionados, 2 apresentavam doenga em estadio I, 27 em estadio II, 36
em estadio III e 8 em estadio IV. Quanto a localizago, as neoplasias distribuiam-se da
seguinte forma: 5 no célon direito, 2 no cdlon transverso, 5 no célon esquerdo, 10 no

célon sigmdide e 51 no recto.

Os doentes seleccionados foram tratados com cirurgia curativa e terapéutica adjuvante
de radioquimioterapia e/ou quimioterapia com 5-FU em diferentes esquemas (Tabela 1).
Relativamente ao modo de administragdo do 5-FU, 44 doentes foram submetidos ao
regime de bolus, 25 ao regime de infusdo continua (IC) e 4 realizaram os dois tipos de

regimes (Tabelal).

A toxicidade do tratamento foi avaliada de acordo com os critérios de toxicidade do
National Cancer Institute. Foram definidos os graus de toxicidade hematologica,
nomeadamente de neutropenia, anemia e trombocitopenia, de toxicidade
gastrointestinal, mucosite, toxicidade dermatologica e neurotoxicidade para cada
doente, uma vez que sdo resultantes directas da toxicidade ao 5-FU e tém implicagdes

potenciais na sobrevivéncia do doente ao tratamento.

A avaliagdo da toxicidade ao tratamento foi realizada com base nos registos clinicos e

nos resultados analiticos para cada doente. Todos os indicadores de toxicidade ao
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tratamento foram revistos por duas médicas oncologistas do TPO-Porto. Os dados
clinicos foram recolhidos apos a avaliagio dos estudos moleculares e sem conhecimento
prévio dos resultados dos mesmos, de modo a garantir objectividade na interpretagdo

dos resultados obtidos.
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II. METODOS

Processamento das amostras de sangue periférico

As amostras de sangue periférico foram colhidas em tubos esterilizados, contendo
anticoagulante (EDTA) e processadas de imediato. A lise dos eritrocitos foi obtida pela
adi¢io de uma solugdo hipotonica (AKE: NHyCl pverck 1011457 155 mM; KHCO3 [Meck
sgs401 10 mM; EDTA 0,1 mM; pH=7.4) a 3-5 mL de sangue numa propor¢do de 9 a 10
vezes esse volume, seguida de incubagdo a 4°C durante 30 min. Centrifugou-se a 4°C
(2000 rpm, 10 min). Desprezou-se o sobrenadante e este processo foi repetido tantas
vezes quantas as necessarias até ao desaparecimento da hemoglobina do sedimento e do
sobrenadante. O sedimento nuclear resultante foi ressuspendido em PBS (Phosphate
Buffered Saline) |sigma catno.1000-3) € transferido para um tubo eppendorf de 1,5 mL,

seguindo-se uma nova centrifugacdo a 4°C (14000 rpm, 5 min) microcentrifuga eppendorf-5417R]-

Extrac¢do de DNA

Para extracgio do DNA gendmico, adicionou-se, ao precipitado de células nucleadas,
500 pL de tampdo SE ( NaCl merck 106404,1000] 75 MM, EDTApMerck 1.08418.1000) 25 mM), 25
nL SDS [Gibco Brl 15525.025] (10%) e 40 pL de proteinase-K (Gibco Ba p230s) (10 mg/ml).
Misturou-se suavemente e incubou-se a 55°C durante a noite. Adicionou-se 500uL de
NaCl 6 M e voltou-se a incubar a 55°C durante 10 min. Adicionou-se um volume de
cloroformio Merck 1.024452500; € colocou-se a agitar durante 30 min. Em seguida,

centrifugou-se a 4°C (14000 rpm; 10 min). O sobrenadante foi recolhido e precipitado
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com isopropanol pMerck 1096342511]- O DNA obtido foi lavado 2 vezes com etanol (pronalab

64.17.5) @ 70% (v/v) e no final diluido em dgua destilada | Nucicase Free Water Promega P119C].

A concentracio do DNA extraido de cada amostra foi determinada por leitura
espectrofotométrica [espectrofiometro Pharmacia Biotect-Uliospec®2000] @ 260 nm, de forma a que a
formula - Abs260nm x 50 x factor de diluigdo - permitisse calcular a concentragio do
DNA em pg/mL, tendo como referéncia que 1 unidade de densidade optica a 260 nm
corresponde aproximadamente a 50 pg/mL de DNA de cadeia dupla. Simultaneamente

verificou-se o grau de contaminagdo proteica, calculando o valor da razdo
Abs260nm/Abs280nm, sendo os valores localizados no intervalo 1,65-2,00

considerados aceitaveis.

A analise da qualidade do DNA foi efectuada por electroforese em géis de agarose Gibeo
Bil 15510027] @ 0,8% (p/v), corados com brometo de etideo [sigma E7637) (Figura 4). O DNA
de boa qualidade migra como uma tinica banda de elevado peso molecular, enquanto
que DNA degradado migra mais rapidamente provocando o aparecimento de uma

mancha ou smear. Nas experiéncias apenas foi utilizado o DNA de qualidade razoavel.

O armazenamento das amostras foi efectuado a 4°C ou a —30°C, dependendo do tempo

de armazenamento (maior tempo de armazenamento, mais baixa a temperatura).

Pesquisa de mutacdes no gene da DPD

Reac¢do em cadeia da polimerase
Para a reaccio em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) usaram-se

oligonucledtidos iniciadores de sintese (primers)iamersham Pharmacia Biotech] d€SCTitos por
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Johnson et al (1999) especificos para o exdo 14 do gene da DPD, denominados

DPD14F ¢ DPD14R (Tabela 2).

Exdio Primer Sequéncia Fragmento
(bp)
14 DPDI4F 5- GTAAGAAGGACCTCATAAAATATTGTC-3’ 342

DPD14R 5’-GAATTGGATGTTTAAATAAACATTCACCAAC-3’

Tabela 2 — Sequéncias dos primers utilizados para amplificagdo do exdo 14 do gene DPYD.

Os primers DPD14F e DPD14R esto localizados, respectivamente, na extremidade 3’
do intrdo 13 e na extremidade 5° do intrdo 14. Estes primers amplificam um fragmento
de 342 bp que contém a totalidade do ex@o 14, as zonas de splicing 3’ e 5°do respectivo

exdo e parte do intrdo 13 e 14 (Figura 4).

Ex&o 14 (165 bp)
~
Intrio 13 < > Intrdo 14
342bp

<
Primer DPD14F Primer DPD14R

Fig 4 - Esquema da regifio amplificada pelos primers DPDI4F e DPDI4R

A reac¢do de amplificagio foi efectuada num volume total de 25 pL. de uma solugédo
contendo: 2,5 },lL de buﬁ’er 10x [Perkin-Elmer 55603-11/95) (10 mM TI’iS-HCl, 50mM KC]), 2,0
pL de MgCly [perkin-Eimer ss611-1031 (1,5 mM), 1,2 uL. de ANTP’s [perkin-Eimer no-36227510017)

(250 uM dTTP, 250 puM dATP, 250 uM dGTP, 250 uM dCTP), 2uL de cada primer
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[Amersham Pharmacia Biotech] (0,5 pM), 0,1 pL. de Tag DNA polimerase [perkin-Eimer part.no.N808-0101]

(0,2 U), 30 a 50 ng de DNA gendmico e 16,2 uL de dgua destilada.

Num termocilador Perkin-Elmer Gene-Amp PCR System 9700, as amostras foram
desnaturadas a 95°C durante 2 minutos, sujeitas a 35 ciclos de desnaturagio a 95°C,
durante 1 minuto, emparelhamento (annealing) a 55°C durante 1 minuto, extensdo a
72°C durante 1 minuto e, por fim, um ciclo de extensdo final a 72°C durante 10 minutos.
A presenga de produto de PCR foi verificada através de electroforese em gel de agarose

a 2%(p/v) corado com brometo de etidio.

Purificagdo e quantificagio dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram purificados com o kit “ GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kif” [Amersham Pharmacia Biotech 27-9602-01] €0m 0 intuito de remover sais, enzimas,
nucledtidos e primers ndo incorporados. As amostras foram purificadas de acordo com
o protocolo indicado pelo fabricante e eluidas com dgua destilada. Para a quantificacdo,
os produtos purificados foram sujeitos a electroforese em gel de agarose a 0,8%(p/v)

corado com brometo de etidio.

Sequenciacdo automdtica

Os produtos purificados foram sequenciados num sequenciador automatico ABI PRISM
310™ Genetic Analyser. Esta técnica baseia-se no método de Sanger ou método dideoxi
(Sanger et al, 1977). Para a reac¢do de marcagfio das cadeias de DNA usaram-se 30 a 90
ng de DNA, 8 pL de Terminator Reaction Mix |perkin-Eimer partno.a3031521, 0,7 UL de primer e

dgua destilada até perfazer o volume de 20pL. A reaccdo foi realizada num
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termociclador Perkin-Elmer, Gene-Amp PCR System 9700 e, consistiu em 25 ciclos de
desnaturagdo a 94°C durante 10 segundos, annealing a 52°C durante 5 segundos e

extensdo a 60°C durante 4 minutos.

Com o objectivo de retirar o excesso de deoxinucledtidos nio marcados,
dideoxinucledtidos marcados e primers ndo incorporados, num tubo de microcentrifuga
adicionou-se 50 pL de etanol 95% (v/v), 2 uL de acetato de s0dio pverck 1.0626713M € todo
o produto de PCR. Agitaram-se os tubos num vértex, ap6s o que permaneceram 30
minutos & temperatura ambiente. De seguida as amostras foram centrifugadas a
14000rpm durante 30 minutos a 4°C, apds o que foi desprezado o sobrenadante. O
precipitado foi lavado com 250 plL de etanol e deixou-se secar 4 temperatura ambiente.
Ressuspendeu-se o precipitado com Template Supression Reagent (TSR) [perkin-Eimer
partnod01674] € colocaram-se as amostras no sequenciador automatico. As sequéncias

obtidas foram comparadas com a sequéncia do gene da DPD (n°de acesso ao GenBank

U09178).

Andlise estatistica

Para a andlise estatistica foi usado o teste exacto de Fisher. Foram considerados

significativos os valores de p < 0,05.
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Resultados

1 - FREQUENCIA DE MUTACOES NO EXAO 14 DO GENE DPYD

Foi pesquisada a presenga de mutagdes no exfio 14 do gene DPYD em 73 individuos
com CCR. Destes, 2 apresentavam mutagio no exdo 14 do gene DPYD, o que
corresponde a uma frequéncia de mutagdes de 2,7% (tabela 3). Os restantes 71

individuos nfio apresentavam mutag¢des no exdo 14 do gene DPYD .

Doente

N°( sexo, idade) Genétipo Efeito” Localizagdo
22 (F,37) 1845G—>T E615D Exdo14
69 (M,68) IVS14+1G—=A Del(exéo 14) IVS14

Tabela 3 -Doentes com mutacdo no gene DPYD
* efeito da mutagdo na proteina

A andlise do exdio 14 do gene DPYD no doente 69, revelou a presenca da mutagdo
splice-site IVS14+1G—A (Figura 5), que consiste na transicdo G—A no splice donor
site do exdo 14. Esta mutagdio pontual provoca a delecgdo da totalidade do exfio 14 do
mRNA, que se traduz na elimina¢do de 55 aminodcidos na proteina, resultando na perda
de funcdo da mesma. O doente com esta mutagio era heterozigotico, o que traduz uma
frequéncia de heterozigdticos de 1,4% e uma frequéncia alélica de 0,7% para a mutagéo

[VS14+1G—A na populagéo estudada.

Foi detectada uma mutagio missense 1845G—T no doente 22 (Figura 6). Esta mutagio,
consiste na transversio G—T no nucle6tido 1845, que resulta, a nivel proteico, na troca
de um 4acido glutdmico por um 4cido aspartico (E615D). Esta alteragfio genética foi
detectada em 1 dos individuos analisados, o que traduz uma frequéncia de

heterozigoticos de 1,4% e uma frequéncia alélica de 0,7% para a muta¢do1845G—T.
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TAAMAGGCTGAC TTTCCAG ACAACGTAAGTGT GATTTAACATCTAAAACAAG A

\ﬂfw\/\ﬁ h“ S :

b)

TAAAGGCTGAC TT TCCAGACAACMNTAAGTGTGATTTAACATCTAAAAC AAG?

Ll AL

Figura 5- Electroforogramas de sequenciagio automatica de parte do exdo 14 do gene DPYD. a)

Individuo homozigético para o alelo normal; b) Doente 69, heterozigético para a mutagio splice-site

IVS14+1G—A.
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TCA'I’CAGTGAGAAAACGGCTGC

b)

T CAT CA G T 6 A N AAAAMC 6 G6GC T 6C

Figura 6 — Electroforogramas de sequenciagdo automditica de parte do exdol4 do gene DPYD. a)
Individuo homozigético para o alelo normal; b) Doente 22, heterozigdtico para a mutagdo missense

1845G—>T.
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2 - AVALIACAO DA TOXICIDADE DO TRATAMENTO COM 5-FU

Foram avaliadas as toxicidades hematologica, gastrointestinal, dermatologica e
neurologica dos 73 doentes submetidos a terapéutica adjuvante de radioquimioterapia
e/ou quimioterapia com 5-FU. Dos 73 doentes estudados, 64 apresentavam um grau de
toxicidade 0, 1 ou 2. Os restantes 9 doentes apresentavam toxicidades de grau 3 ou 4,
com implicagdes mais relevantes em termos de morbilidade e mortalidade dos doentes.
Dos 9 doentes com toxicidades de grau 3 ou 4, foi excluido o doente 41 por ter
desenvolvido uma neutropenia febril de grau 4 devido a um erro no calculo da dose de
5-FU a ser administrada, tendo recuperado deste quadro clinico em 48 horas. Assim,
foram 8 os doentes considerados com toxicidades de alto grau (grau 3 ou 4) ao
tratamento com 5-FU, o que corresponde a aproximadamente 11% (8/73) da totalidade

dos doentes submetidos ao tratamento (tabela 4).

Ambos os doentes (22 e 69) nos quais foram detectadas mutagdes no gene DPYD,

apresentavam toxicidades de grau 3 ou 4 (Tabela 4).

O doente 22, portador heterozigbtico da mutagiio missense 1845G—T (E615D),
apresentou uma pancitopenia (neutropenia, anemia e trombocitopenia) de grau 4,
mucosite de grau 3, toxicidade gastrointestinal (diarreia e vomitos) de grau 2, tendo
desenvolvido um quadro de sepsis por infecgo (grau 4) com pneumocistis carinii com
insuficiéncia respiratoria (grau 4) que determinou necessidade de suporte ventilatorio.
Durante este quadro clinico, foi interrompido o tratamento de quimioterapia, ndo tendo

sido reiniciado o mesmo apos recuperagdo (Tabela 4).
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O doente 69, portador heterozigético da mutagdo splice-site IVS14+1G—A, realizou o
1° ciclo de quimioterapia com normalidade. Ao segundo ciclo apresentou uma
neutropenia de grau 4, uma toxicidade gastrointestinal de grau 2, tendo desenvolvido
um quadro de infecgfio (grau 2) com febre (grau 3). Ao 4° tratamento do segundo ciclo o

doente recusou continuar o tratamento de quimioterapia (tabela 4).
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Resultados

3 - FREQUENCIA DE MUTACOES NO EXAO 14 DO GENE DPYD NO
GRUPO DE DOENTES COM TOXICIDADES DE GRAU 3 OU 4

A andlise do exfio 14 do gene DPYD nos doentes que apresentaram toxicidades de grau
3 ou 4 demonstrou que 2 em 8 (25%) doentes apresentavam mutagdes nesta regido do
gene, um a mutacio IVS14+1G—A e outro a mutagio 1845G—T (E615D). Nos
restantes 6 doentes (75%) com toxicidades de grau 3 ou 4 ndo foi detectada qualquer

mutacdo no exdo 14 do gene DPYD.
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Discussdo e Conclusbes

Diversos estudos populacionais demonstraram que a auséncia de actividade da DPD ¢
excepcional, mas que cerca de 3% a 5% da populagfo apresenta actividade reduzida
deste enzima, apresentando assim um risco potencial mais elevado de desenvolver
toxicidade ao tratamento com 5-FU (Lu et al, 1993; Etienne et al, 1994).
Posteriormente, alguns estudos moleculares relacionaram deficiéncias de actividade da
DPD com a presenca de mutagdes no gene DPYD (Wei et al, 1996; Vreken et al, 1997,
1997b; Van Kuilenburg ef al, 1997; Lu et al, 1998; Kouwaki e al, 1998; Ridge ef al,

1998; Johnson et al, 1999).

Embora existam varios estudos sobre mutacdes no gene DPYD em doentes com
deficiéncias na actividade da DPD (Wei et al, 1996; Vreken et al, 1997a, 1997b; Van
Kuilenburg et al, 1997, 1999, 2000; Kouwaki et al, 1998; Johnson ef al, 1999), a
informagio relativamente a frequéncia de mutagdes no gene DPYD em doentes
oncologicos é escassa. Ridge e colaboradores (1998) detectaram, num grupo de doentes
com CCR tratados com quimioterapia com 5-FU, uma frequéncia de mutag¢Ses no gene
DPYD de 4% (3/75). No presente trabalho, a frequéncia de mutagdes detectadas foi

semelhante (2,7%).

Foram identificadas, até a data, 17 alteragdes genéticas (mutagdes e polimorfismos)
diferentes no gene DPYD, tendo a maioria sido detectada em individuos com
deficiéncias totais ou parciais na actividade deste enzima (Raida et al, 2001; Van
Kuilenburg ef al, 2001). Na série aqui apresentada foram identificadas 2 mutag¢des: uma
mutacdo na zona de splicing do exdo 14 (IVS14+1G—A), ja descrita na literatura, e

uma mutagio missense no exdo 14 (1845G—T) ndo descrita previamente.

48



Discussdo e Conclusbes

A mutagdo IVS14+1G—A tem sido descrita como a mais prevalente nos individuos
com deficiéncias na actividade da DPD (Van Kuilenburg et al, 1999, 2000). No
presente trabalho a referida mutagfo foi identificada num doente com toxicidade grave
a0 5-FU, o que corrobora os resultados obtidos em estudos anteriores (Wei ef al, 1996;

Van Kuilenburg et al, 1997, 1999, 2000, 2001; Johnson et al, 1998; Ridge et al, 1998).

Dada a prevaléncia da mutagdo IVS14+1G—A em individuos com deficiéncias na
actividade da DPD, alguns investigadores estudaram a frequéncia desta mutagdo em
populagdes de doentes com CCR e em populagdes normais (Ridge ef af, 1998; Van
Kuilenburg ef al, 2001; Raida et al, 2001). Um estudo de Ridge e colaboradores (1998),
realizado em 75 doentes com CCR, revelou que a mutagdo IVS14+1G—A apresentava
uma frequéncia alélica de 0,7%. Na nossa série, a mutagdo [VS14+1G—A apresentou

uma frequéncia idéntica (0,7%).

Relativamente aos estudos realizados em populagdes normais, Van Kuilenburg e
colaboradores (2001), numa série de 1357 individuos de raga Caucasiana, verificaram
que a frequéncia alélica da mutagdo IVS14+1G—A era de 0,9%, valores semelhantes
aos descritos por Raida e colaboradores (2001) (0,94% em 851 individuos). A
compara¢do entre os nossos resultados e os obtidos nestes estudos, ndo revelou
diferencas estatisticamente significativas (p=1), sendo de registar no entanto o tamanho
reduzido da nossa amostra. A existéncia de uma frequéncia alélica idéntica para a
mutaciio [VS14+1G—A nas populagdes normal e com CCR (Ridge ef al, 1998; Van
Kuilenburg et al, 2001; Raida et al, 2001), sugere que a alteragio genética em causa no
esta associada ao desenvolvimento do CCR. Assim, os resultados aqui obtidos

conjuntamente com os da literatura, sugerem que o grupo de doentes com CCR por nos
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Discusséo e Conclusées

estudado podera ser representativo da populagfo portuguesa em geral, no que concerne

a frequéncia desta mutagdo.

Nesta série foi também identificada uma nova mutago missense no exdo 14 do gene
DPYD (1845G—T). Embora se desconheca o efeito desta mutagdo ao nivel da
actividade enzimatica da DPD, o quadro de toxicidade apresentado pelo doente portador
da mutagdo sugere que se trata de uma alteragio patogénica. Por outro lado, a baixa
frequéncia desta mutagfo (0,7%), torna improvével que a mesma represente um
polimorfismo. No entanto, serfio necessarios estudos adicionais para a confirmagio da
patogenicidade desta mutagfo, tais como a quantificagio da actividade enzimatica da

DPD em portadores.

Segundo Raida e colaboradores (2001), 24% dos doentes com toxicidades de grau 3 ou
4 sio portadores da mutagdo splice-site IVS14+1G—A. No nosso estudo, verificou-se
que 1 em 8 (12,5%) doentes com toxicidade de grau 3 ou 4 eram portadores da referida
mutagdo. Esta diferenga ndo é estatisticamente significativa (p=1) o que ndo surpreende
dado o baixo numero de doentes com toxicidade de grau 3 ou 4 na nossa séric. A
frequéncia total de mutagdes nesta regido do gene DPYD no presente grupo de doentes
com toxicidade grau 3 ou 4 foi, no entanto, de 25% (um doente portador da mutagéo
IVS14+1G—>A e outro da mutagdo 1845G—T). A detecgdio da nova mutagio foi
possivel por ter sido utilizada a metodologia de sequenciagfio automética e néo a técnica
de RFLP direccionada para a mutagdo mais prevalente. Assim, parece-nos ser mais
adequada a utilizagio da primeira metodologia para a pesquisa de mutac6es no exdo 14

do gene DPYD.
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Discussédo e Conclusbes

Este estudo verificou ainda que 6 em 8 (75%) doentes com toxicidades de grau 3 ou 4
ndo apresentavam mutagdes no exdo 14 do gene DPYD. Nestes casos, no entanto, nao
podemos excluir a hipotese dos respectivos doentes apresentarem mutagdes noutras
regides do gene, incluindo a regidio promotora, que possam ser responsaveis pela perda
de fungdo da DPD. Além disso, existem outros factores que podem ser responsaveis
pela toxicidade ao 5-FU, como por exemplo o aumento de expressdo dos enzimas da via

de anabolismo do 5-FU (Collie-Duguid et al, 2000; Van Kuilenburg ef al, 2000, 2001).

O 5-FU é um dos agentes quimioterapicos mais frequentemente prescrito nos doentes
oncolégicos, constituindo o tratamento de primeira linha dos doentes com CCR. Pelo
facto de cerca de 11% dos doentes submetidos a tratamentos com 5-FU apresentarem
toxicidades grau 3 ou 4 e de 25% destes serem portadores de mutagdo no exdo 14 do
gene DPYD, pensamos que haveria vantagem em considerar a inclusdo deste teste
genético na avaliago inicial dos casos de CCR com indicagdo para quimioterapia com
5-FU. Com efeito, a identificagio dos individuos com um risco acrescido de toxicidade
ao 5-FU, antes do inicio da terapéutica, permitiria ao clinico a adop¢do de medidas
preventivas tais como a administragdo do referido farmaco em doses menos elevadas, a
utilizacdio de antibioterapias profilaticas, ou a op¢o por protocolos quimioterapicos
alternativos. Desta forma seria possivel prevenir alguns quadros de toxicidade grave ao
5-FU, contribuindo de forma significativa para uma melhoria da qualidade de vida dos

doentes oncoldgicos.
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Estudos Futuros

Dados os resultados obtidos neste estudo, propomos os seguintes estudos:

» Pesquisar mutagdes no exdo 14 do gene DPYD num maior nimero de individuos

com CCR, particularmente nos doentes com toxicidades marcadas ao 5-FU.

» Pesquisar mutacdes noutras regides do gene DPYD nos doentes com toxicidades
de grau 3 ou 4 que nflo apresentaram mutagdes no exdo 14, de forma a explicar

os quadros de toxicidade encontrados nestes doentes.

» Quantificar a actividade enzimatica da DPD nos doentes com toxicidades de
grau 3 ou 4, de forma a estabelecer uma relagdo entre a actividade da DPD e as

mutag¢des detectadas nestes individuos.
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