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O objetivo desta pesquisa foi investigar a associagéo de
variantes polimorficas do gene DPYD (rs55886062;
rs67376798; rs17116806) e a ocorréncia da Mucosite Oral
(MO) em pacientes oncoldgicos tratados com a
fluoropirimidina 5-FU. Poucos estudos na literatura
investigam a influéncia de variantes genéticas da DPYD na
predisposicao da MO em popula¢des miscigenadas, como
a da populacdo do Norte do Brasil. Portanto estudos que
descrevam o perfil molecular nessa populagéo, a fim de
ajudar no desenvolvimento de marcadores progndstico
para a MO, sdo relevantes, por criarem bases de dados

capazes de justificar a elaboracdo de protocolos
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especificos, que podem orientar a sele¢cdo dos métodos de
prevencao adequados para controlar a MO em populac¢des
de alto risco, além de melhorar a qualidade de vida do
paciente pela diminuigdo das complicagdes decorrentes da
MO, aumentando, portando, a eficacia terapéutica, e
ocasionando a reducao no custo do tratamento, tanto para
0 paciente, quanto para o sistema unico de saude (SUS)
pela diminuicdo das internagdes decorrentes dos efeitos
adversos a terapias decorrentes de 5-FU. O cancer € um
grande problema de saude mundial, responséavel pela
guarta causa de morte de pessoas com até 70 anos de
idade. As neoplasias gastrointestinais incluem os canceres
de colorretal, eséfago, estbmago, vesicula biliar, figado,
pancreas, apéndice e anus, que, juntos, sdo reprovaveis
por mais de 4,5 milhdes de mortes por ano no mundo
(SIEGEL et al., 2020). O cancer gastrico € o quinto mais
frequente no mundo, com mais de 1 milh&o de novos casos
estimados anualmente. Globalmente é a terceira causa
mais comum de morte por cancer, com 784.000 somente
em 2018 (BRAY et al., 2018; OMS/WHO, 2018). O cancer
colorretal é a terceira neoplasia maligna mais comum e a
terceira causa de morte por cancer no mundo (JEMAL et

al.,, 2011). As fluoropirimidinas s&o quimioterapicos



utilizados amplamente no tratamento de tumores sdlidos,
como o cancer colorretal e de estbmago, e envolve o
farmaco 5-FU e seu pré-farmacos orais capecitabina e
tegafur. A cada ano, mais de dois milhdes de pacientes
recebem tratamento com fluoropirimidinas em todo o
mundo (MATSUSAKA & LENZ, 2015; MEULENDIJKS et
al., 2015; LUNENBURG et al., 2020). O 5-FU é um analogo
das pirimidinas uracila e timina, € metabolizado pelas
mesmas vias metabdlicas. O principal mecanismo de acao
do 5-FU é a inibicdo da timidilato sintase (TYMS), uma
enzima importante na duplicacdo e transcricdo do DNA,
por meio da sua conversdao em monofosfato de fluoro-
desoxiuridina (FAUMP). Outros dois mecanismos de agao
envolvem a incorporacao de dois metabdlitos do 5-FU ao
DNA e RNA, como o trifosfato de fluoro-desoxiuridina
(FAUTP) e o trifosfato de fluorouridina (FUTP). O
mecanismo de acdo do 5-FU pode diferir de acordo com o
mecanismo de administracdo, comumente na clinica é
administrado na forma de injecdo em bolus com
leucovorina (formil tetra-hidrofolato) ou em infuséo
continua. Evidéncias apontam que o tratamento em bolus
favorece o dano ao RNA e o tratamento continuo favorece
o0 dano ao DNA (SOBRERO et al., 1997; HUMENIUK et al.,



2009; WANG et al., 2014). A 5-FU é utilizada em
combinacdo com outros farmacos para aumentar sua
eficicia, frequentemente € administrada em regimes
guimioterapicos com a oxaliplatina (conhecido como
FOLFOX) e irinotecano (FOLFIRI) (BEHERA et al., 2009;
PETERS et al., 2009; KARASAWA et al., 2009). As
toxicidades graves (Grau =23) relacionadas no uso de 5-FU
variam em torno de 30-35% e incluem principalmente
diarreia, sindrome mao-pé, mucosite e mielossupressao.
Para cerca de 1% dos pacientes, as toxicidades séao fatais
(ROSMARIN et al., 2015). A mucosite é um efeito colateral
comum de 5-FU, ocorrendo em 20 a 40% dos pacientes
submetidos a quimioterapia convencional e em 80%
daqueles submetidos ao tratamento com altas doses, e se
manifesta como vomito, diarreia e esofagite (LALLA et al.,
2014). O tratamento com 5-FU leva aos casos mais graves
da mucosite oral (MO), podendo chegar a atingir 90% dos
pacientes apos administracdo com o referido farmaco. A
administracdo em bolus do agente também mostra maior
toxicidade do que a infusdo continua (SAINI et al., 2003;
PALAPPALLIL et al, 2011). Estudos experimentais
sugerem que o 5-FU contribui para as caracteristicas

histopatolégicas da MO, como a inibicdo da sintese de



DNA, intensificacdo de apoptose, diminuicdo de caderina-
E nas células epiteliais, amplificacdo de sinais pro-
inflamatorias, além de facilitar a transmigracdo de
neutrofilos através das camadas epiteliais (SOBUE et al.,
2018). A enzima DPD, que é codificada pelo gene DPYD
(dihidropirimidina desidrogenase humana), € responsavel
pela eliminagdo de aproximadamente 80% da dose
administrada de 5-FU. A deficiéncia da enzima DPD,
devido a variagcbes genéticas na DPYD, tem se mostrado
altamente preditivo de toxicidade induzida pela
fluoropirimidina, incluindo a MO (VAN KUILENBURG,
2004; LUNENBURG et al., 2020). O gene DPYD esta
localizado no cromossomo 1p21.3, tem 26 exons,
abrangendo aproximadamente 900 kb. A enzima DPD é
responsavel por converter entre 80-85% da 5-FU em
metabdlitos inativos (DIASIO et al., 1988; HARRIS et al.,
1991; MATSUSAKA & LENZ, 2015). A atividade reduzida
da DPD leva a um acumulo toxico de 5-FU nos pacientes
e se manifesta como toxicidades graves e algumas vezes
fatais (ROSMARIN et al., 2015). A deficiéncia da atividade
da DPD pode resultar de variag@es alélicas dentro do gene
DPYD. Estdo descritas na literatura mais de 2.190

variantes diferentes da desse gene. O efeito clinico para a



maioria dessas variantes genéticas na atividade da DPD
ainda nao esta completamente estabelecido e a dimensao
do efeito pode diferir entre as diferentes variantes do gene
(LUNENBURG et al., 2020). A literatura relata diferencas
étnicas na resposta ao 5-FU, em relacéo tanto a toxicidade
guanto a eficacia. A taxa de resposta e de sobrevida global
varia em pacientes americanos de origem europeia e
africana. Esses Ultimos apresentam pior resposta ao
tratamento com o quimioterapico (JESSUP et al., 2005;
SANOFF et al.,, 2009). As taxas de toxicidade também
podem variar em diferentes grupos populacionais.
Pacientes asiaticos experimentam taxas mais elevadas de
toxicidades hematologicas grave e fatal, em comparacao
com pacientes caucasianos, afro-americanos e hispanicos
(HAN et al., 2011). A frequéncia das variantes da DPYD
varia em diferentes populac¢des, a populagéo caucasiana,
por exemplo, tem aproximadamente 3 a 5% de deficiente
da enzima DPD, enquanto a populacdo afro-americanos
tem deficiéncia da DPD de aproximadamente 8%
(ELRAIYAH et al., 2017). Poucos estudos na literatura
relatam a frequéncia dessas variantes em populacdes
miscigenadas com as brasileiras, assim como 0s seus
efeitos clinicos (SUAREZ-KURTZ et al, 2018;



FERNANDES et al., 2021). Agéncia reguladora de
farmacos dos EUA, Food and Drug Administration (FDA),
adicionou declara¢des nas bulas do medicamento 5-FU
gue alertam contra o grave potencial de toxicidade em
pacientes com deficiéncia de DPD. O Consorcio de
implementacdo de farmacogenética clinica (CPIC)
estabelece algumas variantes ndo funcionais da DPYD
como principais e recomenda o uso de medicamentos
alternativos ou a reducao (em 50%) de a dose padrdo de
fluoropirimidinas para pacientes que possuem deficiéncia
da DPD, sendo eles homozigoto ou heterozigoto para
essas variantes. Entre as principais variantes estdo a
c.1679T>G (rs55886062, DPYD *13, p.I560S) e
C.2846A>T (rs67376798, p.D949V) (GENTILE et al., 2016;
AMSTUTZ et al., 2018; HENRICKS et al., 2018). O trabalho
de Offer e colaboradores (2013) estudou a conversao de 5
FU no metabdlito 5-di-hidrofluorouracil. A presenca da
variante DPYD *13 (rs55886062) mostrou uma reducéo de
75% da atividade da enzima DPD em relacdo ao tipo
selvagem. O genoétipo G foi associado a diminuigdo da
atividade da DPYD quando testado com 5-FU em
comparacdo com o genoétipo T. Em uma meta-analise o
alelo DPYD *13 (rs55886062) foi associado a um risco



significativamente aumentado de grau 3 ou mais de
toxicidade geral, toxicidade gastrointestinal e toxicidade
hematoldégica (MEULENDIJKS et al., 2015). A variante
C.2846A>T (rs67376798) foi associado a uma reducao de
59% da enzima DPD. Essa variante também foi associada
em Vvarios estudos a toxicidade relacionado ao uso de 5-
FU (TERRAZZINO et al., 2013; OFFER et al., 2014; LEE
et al., 2014; MEULENDIJKS et al., 2015). Uma variante
C>A (rs17116806) incomum do gene DPYD foi investigada
em um estudo de associacdo de todo o genoma (GWAS)
em 221 pacientes europeus com cancer colorretal que
haviam sido tratados com 5-FU, isoladamente ou em
combinagédo com oxaliplatina (FOLFOX). Nesse estudo, 0
alelo A néo foi associado a toxicidade medicamentosa ao
5-FU em comparacdo com o alelo C (FERNANDEZ-
ROZADILLA et al., 2013). No entanto, ndo esta claro se
esses resultados podem ser aplicados a populacdes
miscigenadas, como a populacdo da regido Norte do
Brasil. Um estudo de susceptibilidade genética em
populacdes miscigenadas da Amazonia brasileira relatou
que o polimorfismo rs17116806 do gene DPYD foi
associado a um menor risco de desenvolvimento de
canceres gastrointestinais (DE CASTRO et al., 2020). O



estudo proposto tem carater transversal, descritivo e
guantitativo. As amostras foram obtidas quando os
pacientes eram atendidos para tirar sangue para
acompanhamento de analises de sua patologia. A
participacdo foi voluntaria e prévia a assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido. Foi obtida aprovacao
pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) em Seres
Humanos do Hospital Jodo de Barros Barreto e pelo
Hospital Ophir Loyola. O desenvolvimento do estudo foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital
Jodo de Barros Barreto (protocolo nimero 231.244/2013)
e pelo Hospital Ophir Loyola (298.994/2013). A amostra foi
composta por 216 amostras de DNA de pacientes com
cancer gastrointestinal (gastrico e colorretal), cujo sangue
e DNA gendmico foram previamente obtidos, para realizar
projetos de pesquisa sobre o mesmo assunto. Todos 0s
participantes do estudo receberam tratamento
guimioterapico a base de 5-FU nos esquemas terapéuticos
FOLFIRI, FOLFOX ou 5-FU sozinho ou associado a
leucovorina. A via de administracdo dos medicamentos foi
através de bolus, infusdo ou via oral. Os dados de
toxicidade foram coletados dos prontuarios dos pacientes

e classificadas de acordo com NCI Common Toxicity



Criteria versdo 4.0 (CTCAE). O material genético foi
extraido de amostras de sangue periférico dos pacientes,
utilizando o Kit comercial Biopur Kit de Extragéo Mini Spin
Plus — 250 (Biopur, Brasil), de acordo com as instru¢des do
fabricante e quantificadas utilizando o espectrofotometro
NanoDrop 1000 (Termo Scientific NanoDrop 1000;
NanoDrop Technologies,Wilmington, DE). A analise
molecular dos polimorfismos foi realizada por meio do
sistema TagMan® (Applied Biosystems®, Foster City,
Califérnia, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante.
O principio TagMan utiliza uma sonda fluorescente para
possibilitar a detec¢do de um produto especifico da PCR
conforme esse se acumula durante os ciclos da
reacao.Para tanto foi utilizado o equipamento 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). A analise da
ancestralidade genética foi realizada usando um painel de
61 Ancestry Informative Markers (AIM), conforme descrito
por SANTOS et al.,, 2010; e RAMOS et al.,, 2016. As
proporcdes individuais de ancestrais europeus, africanos e
amerindios foram estimadas wusando o0 software
STRUCTURE v2.3.3, assumindo trés populacdes
parentais (europeias, africanas e amerindias). Todas as

analises estatisticas foram realizadas pelo programa



SPSS V.25.0. Foram considerados significativos p-value
inferiores ou igual a 0,05. Dos 216 pacientes investigados,
92 (42,6%) foram diagnosticados com cancer gastrico e
124 (57,4%) com cancer colorretal. Foi evidenciada uma
distribuicdo similar entre os géneros, com 112 homens
(51,8%) e 104 mulheres (48,2%). A média de idade entre
os pacientes foi de 54 anos. Em relacdo a distribuicdo da
ascendéncia gendmica dos pacientes, observou-se que a
composicao étnica foi de 48% Europeu, 31% Amerindio e
21% Africano. Os dois tipos de tumores investigados foram
analisados em conjunto devido a similaridade na conduta
terapéutica (esquema envolvendo fluoropirimidinas). A
maioria dos pacientes envolvidos possuiam estadiamento
tumoral avancado grau Ill (42,6%) e grau IV (39,8%).
Todos receberam 5-FU, isoladamente (7,4%) ou em
associacdo com outros farmacos, sendo o esquema de
tratamento mais frequente: 5-FU combinado a leucovorin
(41,2%), seguido por FOLFOX (40,3%) e FOLFIRI (11,1%).
A via de administracdo da quimioterapia mais incidente
ocorreu por bolus, em quase 70% dos pacientes. O perfil
do tipo de tratamento aplicado foi em sua maioria do tipo
adjuvante 125 (57,9%). Durante o tratamento, 50 pacientes
(23, 1%) apresentaram MO. Observou-se que 23 (10,6%)



vieram a Obito, dos quais trés casos foram relacionados a
toxicidade quimiotergpica e 13 & progressdo tumoral,
isoladamente. Houve quatro pacientes que apresentaram
combinagédo de toxicidade e progressdao da doenca
resultando no 6bito. E ainda, outros trés pacientes tiveram
Obito por outras causas, nao relacionadas ao cancer. A
maior parte dos pacientes com MO era do género feminino
(52%), tinha cancer colorretal (66%) e apresentava
estadiamento avancado do tumor, grau IV (40%). A média
de idade entre os pacientes com MO foi de 54,3 anos e a
maioria recebeu o esquema terapéutico FOLFOX (40%).
Entre os pacientes com MO, 14% vieram a Obito. Em todas
essas analises, ndo foi encontrada nenhuma associacao
estatisticamente significativa entre os grupos (P>0,05). Em
relacdo aos dados genéticos, as analises néao
evidenciaram diferengas estatisticamente significante
entre os grupos de pacientes para as variantes rs55886062
e rs67376798 do gene DPYP entre os pacientes com e
sem MO (P>0,05). As frequéncias alélicas nos grupos de
pacientes que apresentaram e ndo apresentaram MO
foram, respectivamente: C= 0,67/0,52 e A= 0,33/0,48. Os
pacientes que apresentavam o genotipo CC obtiveram um

risco de 2,3 maior de desenvolver MO em relacdo aos que
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tinham outros genotipos (OR = 2,272; IC 95% = 1,175 —
4,393; P = 0,015). Foi averiguado que a maioria dos
pacientes com MO apresentavam estadiamento avangado
do tumor e 14% tiveram desfecho clinico desfavoravel. Os
resultados sugerem que o gendtipo CC da variante
rs17116806 do gene DPYD pode desempenhar um papel
clinico importante no risco de ocorréncia de MO em
pacientes portadores de cancer gastrointestinal em
tratamento com o quimioterpico 5-FU. Este trabalho
contribui para um melhor entendimento dessa variante no
que diz respeito ao tratamento com fluoropirimidinas na

populacdo miscigenada amazonica brasileira.
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