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RESUMO

O quimioterapico 5-fluorouracil (5-FU) é amplamente utilizado na terapia contra
o cancer colorretal (CCR) e o acido leucovorin (LV) é rotineiramente combinado
a ele com a finalidade de potencializar sua a¢ao. Devido ao fato de se tratar de
um farmaco néo alvo-especifico, diversos efeitos adversos séo frequentemente
observados entre os pacientes e determinadas variantes genéticas tém sido
associadas com maior chance para essa condi¢cdo. O principal mecanismo de
acdo do 5-FU é a inibicdo da enzima Timidilato Sintase (TS), essencial para a
sintese correta de DNA. A inibicdo 6tima de TS requer elevadas concentracdes
celulares de 5,10-metilenotetraidrofolato (5,10-CH2FH4), que € degradado pela
enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). O polimorfismo MTHFR
677C>T esta associado com baixa atividade enzimética, o que parece ter como
consequéncia niveis mais elevados de 5,10-CH2FH4, que resultaria em maior
sensibilidade a tratamentos baseados em 5-FU/LV e possivel maior risco para
o desenvolvimento de toxicidade. Os resultados disponiveis na literatura,
porém, ndo sdo homogéneos a respeito da influéncia do polimorfismo MTHFR
677C>T sobre o desenvolvimento de efeitos adversos ao tratamento baseado
em 5-FU. O presente estudo teve como objetivo investigar a associacéo entre o
polimorfismo MTHFR 677C>T e o desenvolvimento de efeitos adversos graves
(graus 3 e 4, segundo critérios do CTCAE versao 4.0) em 146 pacientes com
adenocarcinoma colorretal que realizaram tratamento quimioterapico
exclusivamente baseado em 5-FU/leucovorin (5-FU/LV). Informacdes clinicas e
dados referentes ao desenvolvimento de efeitos adversos foram obtidos dos
prontuarios médicos dos pacientes. O polimorfismo MTHFR 677C>T foi
analisado por PCR-RFLP a partir de DNA obtido de amostra de sangue
periférico. N&o foi encontrada associacao entre o polimorfismo MTHFR 677C>T
e 0 desenvolvimento de efeitos adversos graves (graus 3 e 4) durante o
tratamento baseado em 5-FU/LV (p>0,20; ajustando ou ndo por covariaveis).
Nossos resultados sugerem que apenas a presenca do polimorfismo MTHFR
677C>T nao possui influéncia sobre o desenvolvimento de efeitos adversos

graves ao tratamento com 5-FU/LV, porém a analise em conjunto de outros



SNPs em genes envolvidos na farmacocinética ou farmacodinamica do 5-FU

seria interessante.



1. INTRODUCAO

1.1 Cancer Colorretal

O cancer colorretal (CCR) configura-se como a terceira causa mais
comum de cancer no mundo em ambos 0S sexos € a segunda em paises
desenvolvidos. Dados referentes ao Brasil indicam que a previsdo para o
ano de 2012 serd de 14.180 novos casos em homens e 15.960 em
mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 15 casos
novos a cada 100 mil homens e 16 a cada 100 mil mulheres (Estimativa
2012: INCA, 2011).

Sem considerar os tumores da pele ndo melanoma, o CCR em
homens é o segundo mais frequente na regido Sudeste (22/100 mil) e o
terceiro na regidao Sul (18/100 mil). Para as mulheres, é o segundo mais
frequente nas regides Sudeste (23/100 mil) e Sul (20/100 mil) (Estimativa
2012: INCA, 2011).

O CCR abrange tumores que acometem a porcao final do sistema
digestivo, o célon e o reto. A maior incidéncia de casos é de cancer
esporadico e ocorre na faixa etaria entre 50 e 70 anos de idade, mas as
possibilidades de seu desenvolvimento aumentam a partir dos 40 anos
(Cunningham et al., 2010).

Tanto fatores ambientais como hereditarios podem contribuir para o
aparecimento do CCR. O excesso de peso e dieta pobre em vegetais e rica
em alimentos de origem animal, podem favorecer o desenvolvimento desse
tipo de cancer (Sharp & Little, 2004). A presenca de pdlipos adenomatosos
(incluindo polipose familiar adenomatosa), elevada ingestdo de alcool (> 30g
etanol/dia), sedentarismo, tabagismo e predisposicdo genética ao
desenvolvimento de doencgas cronicas intestinais também sdo considerados
fatores de risco (Labianca et al., 2010).

A carcinogénese colorretal se caracteriza pelo acumulo de mutacdes
e alteragBes epigenéticas em genes supressores de tumor, oncogenes e
genes de reparo de malpareamento do DNA. O desenvolvimento do cancer
colorretal se inicia a partir do momento em que epitélio normal do colon

alcanca o estagio de crescimento hiperplasico, passa por lesdes precursoras



benignas (adenomas ou pdlipos serrateis), prossegue para estagios
avancados de adenoma e, posteriormente, carcinoma. Desse modo, entre
90 a 95% dos casos sao histologicamente classificados como
adenocarcinomas com multiplos graus de diferenciacdo (Cunningham et al.,
2010; Labianca et al., 2010).

Como a histéria natural do CCR propicia condi¢cdes ideais a sua
deteccdo precoce, a pesquisa de sangue oculto nas fezes e métodos
endoscopicos sdo considerados meios essenciais de rastreamento da
doenca, uma vez que sdo capazes de diagnosticar polipos adenomatosos
colorretais e tumores em estadios bem iniciais (Estimativa 2012: INCA,
2011). Desse modo, a sobrevida para esse tipo de cancer é considerada de
bom prognostico se a doenca for diagnosticada em fase inicial.

A sobrevida média global em cinco anos se encontra em torno de
55% nos paises desenvolvidos e 40% para paises em desenvolvimento
(Estimativa 2012: INCA, 2011). Entretanto, devido ao fato de os sinais e
sintomas do cancer colorretal serem geralmente tardios e o rastreamento a
partir dos 50 anos de idade n&o ser realizado periodicamente, muitos
individuos j& apresentam metastases no momento em que o diagndstico é
estabelecido (Guimaraes e Rosa, 2008).

O diagnéstico do CCR € baseado no resultado de biopsia tumoral e o
estadio do tumor corresponde ao indicador progndstico isolado mais
importante. A classificacdo tumoral segue o Sistema TNM e, a partir dessa, 0
estadiamento tumoral é definido, a fim de se estabelecer o tratamento
(Tabela 1).



Tabela 1. Classificacdo TNM de CCR e grupos de estadiamento.

Classificacdo TNM

Tumor primario (T)

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ: intra-epitelial ou invasédo de lamina propria
T1 Tumor invade a submucosa
T2 Tumor invade a muscular propria
T3 Tumor invade a subserosa ou tecidos ndo-peritonizados pericélicos ou
perirretais
T4 Tumor invade outros 0rgdos ou estruturas e/ou perfura o peritdnio
visceral
Linfonodos regionais (N)
NXx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastases linfonodais
N1 Até trés linfonodos regionais pericolicos ou perirretais acometidos
N2 Quatro ou mais linfonodos regionais pericolicos ou perirretais
acometidos
Mestastases a distancia (M)
Mx Metéstases a distancia ndo podem ser avaliadas
MO Sem metéstases a distancia
M1 Mestastases a distancia

Grupos de estadiamento

Estadio | T1/T2 NO MO
Estadio 1A T3 NO MO
Estadio 11B T4 NO MO
Estadio IlIA T1/T2 N1 MO
Estadio 111B T3/ T4 N1 MO
Estadio I1IC Qualquer T N2 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

(Guimaraes e Rosa, 2008)

1.2. Tratamento do Cancer Colorretal

O tratamento escolhido para o CCR dependera do local do tumor, do
tipo histolégico e do estadiamento ao diagndstico, além da condicdo clinica
do paciente. O tratamento pode consistir em cirurgia e quimioterapia

antineoplasica, associada ou nao a radioterapia.



A cirurgia corresponde ao tratamento primario para pacientes

afetados com adenocarcinoma colorretal potencialmente curavel. A
quimioterapia baseia-se na administracdo de medicamentos com o objetivo
de erradicar neoplasias ndo curaveis com o tratamento local e geralmente
estd associada a radioterapia em pacientes com cancer retal.
A quimioterapia pode ser realizada antes (neoadjuvante) ou depois
(ajduvante) da cirurgia, dependendo do estadio do tumor. Ja o tratamento
paliativo visa reduzir o crescimento tumoral metastatico, aliviando os
sintomas e eventualmente aumentando a sobrevida do paciente (Kaufman e
Chabner, 2001).

O quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU) tem sido amplamente utilizado
desde a década de 60 e corresponde ao quimioterapico de primeira linha
para o tratamento do cancer colorretal. O 5-FU é classificado como anélogo
de pirimidina e se difere do uracil pela substituicAio de um atomo de

hidrogénio no carbono-5 do anel pirimidico por um atomo de fldor (Figura 1).

Q Q
HN | HN | "
C?J\N G}\N
H H
Uracil 5-Fluorouracil

Figura 1. Estrutura quimica do Uracil e 5-FU (Adaptado de Grem, 1997).

O 5-FU é um pro-farmaco e precisa ser convertido em seu metabdlito
ativo fluorodioxuridina monofosfato (FAUMP) para realizar sua funcéo: a
inibicao irreversivel da timidilato sintase (TS), que é considerada essencial
para a sintese de DNA. O acido folinico leucovorin (LV) € rotineiramente
combinado ao 5-FU (5-FU/LV) com o objetivo de potencializar sua acao (Del
Debbio, Tonon and Secoli, 2007) e melhorar a sobrevida global do paciente
(Thirion et al., 2004).
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A partir das dltimas décadas, outros quimioterapicos, como
oxaliplatina e irinotecano, foram inseridos como op¢des de tratamento para o
CCR, porém a monoterapia com 5-FU/LV continua sendo frequentemente a
primeira opcdo de tratamento. Desse modo, 0s protocolos quimioterapicos
podem variar com relacdo a dose, combinacdo de diferentes farmacos,
forma de administracdo (infusédo ou oral), tipo de infusdo (continua ou em
bolo) e organizacédo dos ciclos, dependendo da recomendacéao clinica e da
conduta padronizada em cada instituicdo de acordo com 0S recursos
disponiveis.

Assim como os demais quimioterapicos classicos, o 5-FU/LV néo atua
exclusivamente sobre as células tumorais e, consequentemente, muitos
efeitos adversos sdo observados entre os pacientes. As toxicidades mais
comuns sdo diarréia, nadusea, vOmito, mucosite e mielossupressao, que
frequentemente sdo responsaveis pela necessidade de manejo do
tratamento ou, até mesmo, por comprometer a continuidade da terapia
(Goodwin e Asmis, 2009).

O estudo quantitativo e qualitativo da toxicidade do tratamento do
cancer de forma padronizada auxilia na comparacdo entre os diversos
tratamentos disponiveis, permitindo ainda a uniformizacdo da linguagem
utilizada. Os Critérios Comuns de Toxicidade (Common Toxicity Criteria),
desenvolvidos pelo National Cancer Intitute (NCI), sdo os mais utilizados na
pratica clinica para avaliacdo da toxicidade do tratamento antineoplésico.
Com base nesses critérios, os efeitos adversos sao classificados de acordo
com a gravidade em uma escala que vai de 1 (efeitos adversos leves) a 5
(morte relacionada ao efeito adverso), sendo que efeitos adversos graus 3 e
4 sado considerados graves e de importancia clinica. Na Tabela 2 estdo
listados alguns dos efeitos adversos graves mais frequentemente

observados nos pacientes tratados com 5-FU/LV.
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Tabela 2. Alguns dos feitos adversos graves frequentemente observados em

pacientes tratados com 5-FU/LV de acordo com os Critérios Comuns de

Toxicidade.

Efeito Adverso

Grau 3

Grau 4

Alimentacao caldrica ou ingestao

de liquido via oral inadequados;

Nausea . . _
alimentacéo por sonda;
hospitalizacdo indicada.
Maior ou igual a 6 episodios em L _
o _ . Condi¢do ameacadora da vida;
Vémito 24h; alimentacédo por sonda;

hospitalizacdo indicada.

intervencéo urgente indicada.

Mucosite Oral

Dor severa; interferéncia negativa

na ingestéo oral.

Condi¢cdo ameacadora da vida;

intervencdo urgente indicada.

Diarréia

= 7 evacuacOes em 24h;
incontinéncia; hospitalizacdo

indicada.

Condi¢do ameacadora da vida;

intervengéo urgente indicada.

Anemia

Hbg < 8g/dL; transfusao indicada.

Condi¢do ameacadora da vida;

intervencgdo urgente indicada.

Neutropenia
febril

Neutréfilos <1000/mm?® com
temperatura > 38.3 °C ou = 38 °C

por mais de 1 hora.

Condicdo ameacadora da vida;

intervencdo urgente indicada.

Neutropenia

Neutréfilos < 1000 - 500/ mm?

Neutréfilos < 500/ mm?®

Leucopenia

Leucocitos totais < 2000 -
1000/mm?.

Leucdcitos totais <1000/mm?

(Adaptado de NCI CTCAE verséao 4.0, 2009)

O desenvolvimento da capacidade de distinguir quais pacientes

responderdo melhor a uma determinada terapia, bem como identificar

pacientes com risco de desenvolver toxicidade grave € essencial para



otimizar o tratamento do cancer e, assim, aumentar as chances de sucesso
terapéutico. A esse respeito, a farmacogenética representa uma abordagem

promissora.

1.3. Farmacogenética do 5-Fluorouracil

A farmacogenética consiste no estudo da variabilidade genética que
estd associada a uma variacdo na resposta as medicacfes. As pesquisas
farmacogenéticas envolvem a procura por polimorfismos em genes que
influenciem a resposta ao tratamento ou o desenvolvimento de efeitos
adversos, os genes candidatos (Hutz e Fiegenbaum, 2008).

Entre as proteinas envolvidas no mecanismo de acdo do 5-FU/LV
esta a enzima metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR). A inibicdo étima da
TS pelo 5-FU/LV requer elevadas concentracdes celulares de 5,10-
metilenotetraidrofolato (5,10-CH,FH,) e a MTHFR ¢é a enzima que catalisa a
sua reducdo a 5-metiltetraidrofolato (5-CH3zFH,), principal forma de folato
plasmatico circulante (Kristensen et al.,, 2010) (Figura 2). Dessa forma,
variantes no gene que codifica essa enzima s&o de interesse

farmacogenético.
5-FU

l

FdUrd

dUMP  FdUMP  dTMP ———— Sintese de DNA
‘\
Ilf‘ l )
TS _,/

510-CH,FH,

MTHFR
510-CH, FH,

Figura 2. Mecanismo de acdo do 5-FU. (5-CH3FH4: 5-metiltetrahidrofolato;
5,10-CH2FH4: 5,10-metilenotetraidrofolato; MTHFR: metilenotetraidrofolato
redutase; dTMP: desoxitimidina monofosfato; dUMP: desoxiuridina
monofosfato; FdUrd: 5-fluoro-2'-desoxiuridina; FAUMP: fluorodioxuridina

monofosfato) (Adaptado de Kristensen, 2010).
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O gene autossdmico humano da MTHFR esta localizado no braco
curto do cromossomo 1 (1p36.3) e codifica uma proteina de 656
aminoacidos. A forma variante do gene que implica na transicdo de uma
citosina para uma timina no nucleotideo 677 (exon 4, cédon 222) do gene
MTHFR, resulta na substituicio de uma alanina por uma valina e altera um
aminoécido altamente conservado no dominio catalitico N-terminal da
enzima (C677T/Ala222Val). Essa substituicAo estad relacionada a uma
reducdo da atividade enzimatica (Frosst et al.,, 1995) e caracteriza o
polimorfismo comum mais importante do MTHFR.

Os genétipos 677TT e 677CT estdo associados a expressao
aproximada de 30% e 60%, respectivamente, de atividade enzimatica
guando comparados com genétipo 677CC (Frosst et al.,, 1995). A baixa
atividade da enzima parece ter como consequéncia niveis mais elevados de
5,10-CH,FH4, o que resultaria em uma sensibilidade aumentada a
tratamentos baseados em 5-FU e, possivelmente, um elevado risco de
toxicidade (Kristensen et al., 2010).

Diversos estudos foram realizados para investigar a influéncia do
polimorfismo MTHFR 677C>T na eficacia e toxicidade de tratamentos que
incluem o 5-FU/LV, porém os resultados disponiveis na literatura s&o
heterogéneos e nédo indicam para uma unica direcdo (Afzal et al., 2009;
Etienne-Grimaldi et al., 2010; Glimelius et al., 2011). O efeito desse
polimorfismo no tratamento com 5-FU/LV no adenocarcinoma colorretal n&o

esta completamente estabelecido.
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RESUMO

O 5-fluorouracil (5-FU) corresponde a um dos quimioterapicos mais
utiizados no tratamento do cancer colorretal e efeitos adversos sé&o
frequentemente observados entre os pacientes. O polimorfismo MTHFR
677C>T esta associado com uma reducao na atividade da enzima MTHFR e
os resultados disponiveis na literatura ndo sdo homogéneos a respeito de
sua influéncia sobre o desenvolvimento de efeitos adversos ao tratamento
baseado em 5-FU. Neste estudo foram analisados 146 pacientes com
adenocarcinoma colorretal que realizaram tratamento quimioterapico
exclusivamente baseado em 5-FU/leucovorin (5-FU/LV). Informacdes
clinicas e dados referentes ao desenvolvimento de efeitos adversos foram
obtidos dos prontuarios meédicos dos pacientes. O polimorfismo MTHFR
677C>T foi analisado por PCR-RFLP a partir de DNA obtido de amostra de
sangue periférico. Nao foi encontrada associacdo entre o polimorfismo
MTHFR 677C>T e o desenvolvimento de efeitos adversos graves (graus 3 e
4) durante o tratamento baseado em 5-FU/LV (p>0,20; ajustando ou nao por
covariaveis). Nossos resultados sugerem que apenas a presenca do
polimorfismo MTHFR 677C>T ndo possui influéncia sobre o
desenvolvimento de efeitos adversos graves ao tratamento com 5-FU/LV,
porém a analise em conjunto de outros SNPs em genes envolvidos na

farmacocinética ou farmacodinamica do 5-FU seria interessante.
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INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) possui incidéncia mundial de 1 milhdo de
NOvVOsS casos por ano e € responsavel pelo falecimento de meio milhdo de
pessoas a cada ano (Parkin et al., 2005). Para o Brasil, no ano de 2012,
esperam-se 14.180 casos novos em homens e 15.960 em mulheres. Esses
valores correspondem a um risco estimado de 15 casos novos a cada 100
mil homens e 16 a cada 100 mil mulheres. A distribuicio do CCR é
heterogénea no pais, sendo mais comumente observada nas regifes sul e
sudeste (Estimativa 2012: INCA, 2011).

O tratamento baseado em 5-fluorouracil (5-FU) corresponde ao
principal tipo de quimioterapia para o CCR e sua associagdo com o acido
folinico medicamentoso (LV), forma reduzida do &cido félico, intensifica a
acado do farmaco (5-FU/LV) e proporciona efeito benéfico na sobrevida global
do paciente (Thirion et al., 2004).

Timidilato sintetase (TS), enzima codificada pelo gene TYMS,
corresponde ao principal alvo de 5-FU. TS forma um complexo ternario com
5,10-metilenotetraidrofolato (5,10-CH2FH4) e o metabdlito ativo de 5-FU
(fluorodioxuridina monofosfato [FAUMP]), resultando em inibicdo de TS e
morte celular. A Inibicdo 6tima de TS requer elevada concentracao celular de
5,10-CH2FH4, que é degradado pela enzima metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR) (Schwab et al., 2008).

O gene MTHFR esta localizado no cromossomo 1p36.3 e, dentre 0s
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) descritos, o MTHFR 677C>T
(rs1801133) foi demonstrado estar associado com atividade alterada da

enzima. Os genotipos 677TT e 677CT estdo relacionados a atividade
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enzimatica aproximada de 30% e 60%, respectivamente, quando
comparados com genotipo selvagem 677CC. (Frosst et al., 1995; Weisberg
et al., 1998).

A funcéo reduzida da enzima MTHFR parece ter como consequéncia
niveis mais elevados de 5,10-CH2FH4, o que resultaria em maior
sensibilidade a tratamentos baseados em 5-FU/LV e possivel maior
propensao para o desenvolvimento de toxicidade (Kristensen et al., 2010).

Varios estudos tentaram associar o polimorfismo 677C>T do gene
MTHFR e o desenvolvimento de efeitos adversos do tratamento com 5-
FU/LV. Apesar das premissas teoricas e experimentais, algumas
abordagens revelaram efeito positivo (Kristensen et al., 2010), outras néo
demostraram qualquer efeito do gendtipo (Etienne-Grimaldi et al., 2010) e,
ainda, ha aquelas que mostraram efeito negativo (Afzal et al., 2009). Sendo
assim, a relacdo do polimorfismo com desenvolvimento de toxicidade né&o
esta completamente estabelecida.

O objetivo deste estudo consistiu em investigar a influéncia do
polimorfismo MTHFR 677C>T no desenvolvimento de efeitos adversos

graves ao tratamento com 5-FU/LV em pacientes com CCR.

MATERIAIS E METODOS

A amostra € composta por 146 pacientes provenientes do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e Santa Rita do Complexo Hospitalar da
Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre (ISCMPA)

diagnosticados com adenocarcinoma colorretal (confirmado por laudo
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anatomo-patologico) e submetidos, apds cirurgia, a tratamento
quimioterapico exclusivo baseado em 5-FU/LV de acordo com os protocolos
Mayo ou Roswell-Park (O’Connell et al., 1997; Jager et al., 1996).

O protocolo Mayo é caracterizado pela administracédo de 20mg/m? de
LV seguido de 425mg/m? de 5-FU, ambas as administracées intravenosas
em bolo e nos dias 1-5 de um ciclo de 28 dias. J& em relacdo ao Roswell-
Park, a administracéo é realizada nos dias 1, 8, 15, 22, 29 e 36 de 500mg/m?
(RP) ou 20mg/m? (RPm) de LV por infusdo intravenosa durante 2 horas,
acompanhada da infus&o intravenosa em bolo de 500mg/m? de 5-FU uma
hora apods o inicio da infusdo de LV, sendo os ciclos a cada 8 semanas.

Esse estudo obteve aprovacio pelos Comités de Etica em Pesquisa
do HCPA e da ISCMPA (numeros de aprovacdo 10-0601 e 3485/11,
respectivamente) e todos os pacientes foram incluidos no projeto apos
concordancia espontanea e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Dados clinicos e informacdes referentes ao desenvolvimento de
toxicidade ao tratamento, especialmente hematolégica e gastrointestinal,
foram obtidos a partir dos prontuarios meédicos dos pacientes. Os critérios de
andlise de desenvolvimento de efeitos adversos foram baseados na
classificacdo National Cancer Institute Common Terminology Criteria for
Adverse Events (NCI CTCAE versdo 4.0, 2009) e objetivou avaliar a
presenca ou auséncia de toxicidade grave (graus 3 ou 4) durante todo o

curso do tratamento.
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Para a realizacdo da analise molecular, foi feita a extracdo do DNA
gendmico a partir de amostra de sangue periférico coletado em tubo EDTA,
de acordo com a técnica descrita por Lahiri e Nurnberger (1991).

O estudo do polimorfismo MTHFR 677C>T foi realizado através da
técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction seguida de Restriction
Fragment Length Polymorphism).

O fragmento de interesse de DNA foi amplificado por PCR utilizando-
se 0s primers previamente descritos por Frosst et al. (1995): foward 5'-
TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’; e reverse 5'-
AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3'. A reacéao foi realizada em um volume
total de 25uL contendo 10pmol de cada primer, 1,5mM de MgCl,, 0,2mM de
dNTPs e 0,5 unidade de Taq polimerase (Go Tag® Hot Start Polymerase -
Promega). Utilizou-se o termociclador Veriti® Dx 96-Well Thermal Cycler, 0.2
mL (Applied Biosystems) para uma reacao de 35 ciclos com temperatura de
desnaturacdo de 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento de
56°C por 30 segundos e temperatura de extensdo de 72°C por mais 30
segundos; periodos de 2 minutos de desnaturacao inicial e extenséo final
foram realizados a 94°C e 72°C, respectivamente.

O produto amplificado foi submetido a clivagem com a enzima de
restricdo Hinfl e posterior eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. A
visualizacdo dos perfis de restricdo foi realizada através de luz ultravioleta
apos coloracdo com brometo de etideo.

As frequéncias genotipicas foram obtidas por contagem simples e as
frequéncias alélicas foram calculadas a partir das genotipicas. A verificacdo

do Equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizada através de teste de qui-

21



22

quadrado de ajustamento. A andlise da associacdo do polimorfismo MTHFR
677C>T com desenvolvimento de toxicidade grave ao tratamento baseado
em 5-FU/LV foi realizada através de Regressao de Poisson sem ajuste e
ajustando por.

As analises foram realizadas através do pacote estatistico SPSS®

versao 18.0. O nivel de significancia foi estabelecido em 0,05.

RESULTADOS

As caracteristicas clinicas e demograficas dos 146 pacientes
estudados estdo descritas na Tabela 1. A idade dos pacientes ao inicio do
tratamento variou entre 27 e 84 anos (59,93 £ 11,35), e 50% eram do sexo
masculino.

O cdlon correspondia ao local do tumor priméario da grande maioria
dos pacientes (93,8%). Em 82,9% do total de casos analisados o tratamento
com 5-FU/LV tinha carater adjuvante. Dos 146 pacientes, 49,3%
apresentaram algum tipo de toxicidade grave (grau 3 ou 4) durante qualquer
momento do tratamento.

A Figura 1 apresenta como os genétipos do polimorfismo MTHFR
677C>T sao visualizados no gel de poliacrilamida de acordo com o padréo
de clivagem pela enzima de restricdo. As frequéncias genotipicas estdo de
acordo com as esperadas segundo o Equilibrio de Hardy-Weinberg
(x?=0,0017; gl=1; p=0,999) e estdo apresentadas na Tabela 2; o alelo

variante T apresentou uma frequéncia de 0,33.



N&o foi encontrada associacéo entre o genotipo MTHFR 677C>T e o
desenvolvimento de efeito adverso grave durante o tratamento com 5-FU/LV
(p>0,20; Tabela 2).

Na Tabela 3 esta apresentado o resultado da Regressao de Poisson
ajustando por sexo, idade no inicio do tratamento, cor declarada
(recodificada para brancos e nao-brancos) e tipo de protocolo quimioterapico
utilizado. Da mesma forma, ndo houve associacdo entre o genotipo e o

desenvolvimento de efeito adverso grave (p>0,20).

DISCUSSAO

Considerando a grande incidéncia e prevaléncia do CCR no Brasil e
no mundo, aliada a frequente utilizacdo do 5-FU/LV no tratamento dessa
neoplasia, o estudo da farmacogenética de esquemas terapéuticos que
envolvam esse quimioterdpico se torna interessante, uma vez que permitiria
identificar, antes mesmo da realizacédo do tratamento, pacientes propensos a
desenvolver efeitos adversos graves.

Os resultados deste estudo sugerem que o polimorfismo MTHFR
677C>T nao estad associado com o desenvolvimento de toxicidade grave
relacionada ao 5-FU/LV, o que estad de acordo com os achados de outros
autores (Tsunoda et al., 2011; Schwab et al., 2008). O estudo desenvolvido
por Schwab e colaboradores (2008) indica que o polimorfismo isolado
MTHFR 677C>T provavelmente ndo pode ser utilizado para prever o
desenvolvimento de efeitos adversos em pacientes com CCR tratados com

5-FU/LV.
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Contrapondo-se a esses resultados, o estudo realizado por
Kristensen e colaboradores (2010) demonstrou relacédo significativa entre o
gendtipo MTHFR 677CT e risco aumentado de toxicidade, concluindo que o
pré-tratamento de deteccdo de variantes genéticas podem ajudar a prever
toxicidades precoces. Entretando, outro estudo (Afzal et al., 2009) relatou
gue o gendtipo selvagem de MTHFR (MTHFR 677CC) estaria associado
com maior predisposicdo ao desenvolvimento de efeitos adversos em
pacientes tratados com 5FU/LV. Sendo assim, os resultados encontrados na
literatura ndo sdo homogéneos e indicam para direcdes divergentes.

Além da ampla quantidade contraditéria de informacédo disponivel,
temos grande escassez de resultados com relacdo a farmacogenética do 5-
FU/LV no tratamento do CCR na populacdo brasileira. Dessa forma, a
analise retrospectiva e naturalistica dos esquemas de tratamento utilizados
por pacientes provenientes de dois hospitais de referéncia do estado do Rio
Grande do Sul (HCPA e ISCMPA) representa mais um esfor¢co na tentativa
de elucidar o papel de MTHFR 677C>T no desenvolvimento de efeitos
adversos graves a 5-FU/LV em pacientes com CCR.

O polimorfismo MTHFR C677C>T é distribuido em diferentes
frequéncias na populacdo mundial de acordo com variacBes étnicas e
regionais. As frequéncias alélicas e genotipicas encontradas nesse trabalho
estdo de acordo as descritas em outros estudos que também avaliaram
individuos da regido de Porto Alegre (Brandalize et al., 2009; Santos et al.,
2010), bem como as disponiveis no HapMap para populagdes européias.

Apesar de ndo encontrarmos uma associacao significativa entre o

gendtipo e o desenvolvimento de efeitos adversos, o estudo envolveu
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apenas pacientes que receberam tratamento monoterapico baseado em 5-
FU/LV, o que evitou o viés que poderia ser introduzido pela administracao
combinada de diferentes quimioterapicos e possiveis efeitos de tratamentos
anteriores realizados.

Evidéncias sugerem que o polimorfismo MTHFR 677C>T pode nao
possuir efeito funcional em todos os tecidos in vivo, apenas os individuos
homozigotos para o0 genoétipo variante seriam predispostos a ter tais
alteracdes, que resultariam em modificacdo do metabolismo de folato
apenas se a concentracdo plasmatica ja fosse baixa. Desse modo,
resultados divergentes podem ser decorrentes da variabilidade resultante do
estado de folato individual. Talvez, essa seja uma explicacdo para a falta de
relevancia clinica do tratamento do CCR baseado na analise do polimorfismo
de MTHFR 677C>T (Friso et al., 2002).

O estudo apenas do polimorfismo MTHFR 677C>T é limitado, pois a
genotipagem restrita de um Unico variante se torna insuficiente para prever o
desenvolvimento de toxicidade no tratamento baseado em 5-FU/LV. O papel
do polimorfismo estudado em combinacdo com outros SNPs relevantes,
como o do gene TYMS, séo sugeridos por outros estudos (Capitain et al.,
2008). A analise de combinacgdes de diferentes SNPs em uma determinada
rede metabdlica sdo provavelmente melhores preditores de resposta em
comparacao a investigagdo de um polimorfismo unico. No entanto, esse tipo
de abordagem requer tamanho de amostra consideravel, o que seria
interessante para um estudo futuro.

Sabe-se que outro polimorfismo encontrado no gene MTHFR, o

1298A>C, também afeta o dominio regulatério da enzima, reduzindo sua
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atividade em até 40% em individuos portadores do gendtipo MTHFR
1298CC (Weisberg et al., 1998). Estudos adicionais envolvendo a analise
dessa variante juntamente com o genétipo MTHFR C677TT séo pertinentes
e podem fornecer uma observacdo mais precisa a respeito da influéncia da
atividade alterada de MTHFR sobre o desenvolvimento de toxicidade.
Portanto, a sensibilidade ao tratamento com 5-FU/LV parece nao
derivar de um traco monogénico e envolve varias proteinas relacionadas na
farmacocinética e farmacodinamica do quimioterapico. Uma abordagem que
combine a andlise de varios genes envolvidos no mecanismo de acéo do 5-
FU/LV seria interessante para melhor compreender as variagdes individuais

relacionadas ao desenvolvimento de toxicidade.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes analisados.

Caracteristica N (%) ou média (DP)

Idade ao inicio do tratamento (anos) 59,93 (+11,35)

Sexo
Masculino 73 (50%)
Feminino 73 (50%)

Cor auto-declarada

Branco 118 (80,8%)
Negro 9 (6,2%)
Mulato 7 (4,8%)
Moreno 12 (8,2%)

Local do tumor primario

Célon 137 (93,8%)
Reto 8 (5,5%)
Ambos 1(0,7%)

Estadiamento ao diagnostico
Il
1]
\Y,

Caréater do tratamento quimioterapico

36 (24,6%)
89 (61,0%)
21 (14,4%)

Adjuvante 121 (82,9%)

Paliativo 15 (10,3%)

Curativo 10 (6,8%)
Protocolo de 5-FU/LV utilizado

Mayo 110 (75,4%)

RP 25 (17,1%)

RPm 11 (7,5%)

Desenvolvimento de efeito adverso
grave durante o tratamento
Nao

Sim

74 (50,7%)
72 (49,3%)
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Tabela 2. Frequéncias genotipicas e alélicas

677C>T na amostra analisada.

33

do polimorfismo MTHFR

Genatipos Alelos
MTHFR 677 C>T CcC CT 1T C T
Com efeito adverso 36 (50,0%) 30 (41,7%) 6 (8,3%) 0,70 0,30
Sem efeito adverso 29 (39,2%) 35(47,3%) 10 (13,5%) 0,63 0,37
Amostra total 65 (44,5%) 65 (44,5%) 16 (11,0%) 0,67 0,33

Razdes de prevaléncia em relacdo ao gendtipo CC: RP (CT)=0,833 (IC 95%
0,592 — 1,172); RP (TT)=0,677 (IC 95% 0,347 — 1,322).



Tabela 3. Andlise de Regressao de Poisson do efeito do genotipo MTHFR

677 C>T sobre o desenvolvimento de efeito adverso grave ajustando para

covariaveis.

Variavel RP (IC 95%) P
MTHFR 677 TT 0,715 (0,374-1,366) 0,310
MTHFR 677 CT 0,820 (0,597-1,126) 0,221
MTHFR 677 CC 1 -
Protocolo Mayo 2,256 (0,786-6,481) 0,131
Protocolo RP 0,608 (0,153-2,419) 0,480
Protocolo RPm 1 -
Sexo feminino 1,427 (1,031-1,975) 0,032
Cor declarada nao-branca 0,811 (0,528-1,246) 0,339
Idade no inicio do tratamento 1,002 (0,989-1,016) 0,744
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198pb — >

175pb ——>

Figura 1. Gel de poliacrilamida corado pelo brometo de etideo com os
genodtipos do polimorfismo MTHFR 677C>T. As caneletas do gel estédo
enumeradas em ordem crescente e as bandas representam as amostras
apos digestao pela enzima Hinfl. 1: TT= homozigoto para o alelo T; 2: CT=
heterozigoto CT; 3: CC= homozigoto para o alelo C. A banda
correspondendo a 23pb ndo esta representada nesse gel. *: marcador de

peso molecular de 25 pb.
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3. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

5-FU/LV corresponde a um dos agentes quimioterapicos mais
utilizados para o tratamento do CCR desde a década de 60 e ainda
representa 0 componente chave de muitas combinacbes com outros
farmacos em diferentes esquemas terapéuticos (Scartozzi et al., 2011). As
variacbes em genes relacionados ao metabolismo de 5-FU/LV podem
modular sua farmacocinética e farmacodindmica, de forma a afetar
substancialmente a resposta do individuo em relacdo ao desenvolvimento de
toxicidade relevante.

O polimorfismo MTHFR 677C>T esta associado a uma atividade
alterada da enzima MTHFR e a sua importancia com relagéo a sensibilidade
ao tratamento quimioterapico baseado em 5-FU vem sendo investigada. A
literatura € controversa sobre a associacdo entre os genétipos de MTHFR
677C>T e o desenvolvimento de toxicidade, sendo que os resultados podem
variar desde efeito positivo do genotipo homozigto variante (MTHFR 677TT),
ou seja, individuos que o portam possuem realmente maior predisposicao
para o desenvolvimento de efeitos adversos graves ao longo de todo o curso
quimioterapico; até efeito negativo, em que a forma homozigota selvagem
(MTHFR 677CC) estaria relacionada com maior chance para essa condicao.
Também ha estudos que, assim como 0 nosso, 0s resultados ndo permitem
associar os dois eventos (Etienne-Grimaldi et al., 2010).

No presente estudo néo foi possivel observar associacao significativa
entre o polimorfismo MTHFR C677C>T e o desenvolvimento de efeitos
adversos graves (graus 3 e 4 ) em pacientes com CCR tratados com 5-FU-
LV.

Além do polimorfismo MTHFR 677C>T, o MTHFR 1298A>C também
foi demonstrado ser responsavel por alterar a atividade da enzima MTHFR,
de forma que a combinacdo em homozigose de ambos (677TT/1298CC)
resulta em maior reducdo da atividade enzimatica. Futuros estudos que
correlacionem esses dois polimorfismos com a evolucgéo clinica do paciente,
assim como de outros SNPs envolvidos com a farmacocinética e
farmacodinamica do 5FU/LV, sao interessantes e podem indicar informacéao

mais precisa a respeito da relacdo estabelecida entre o gendtipo e a
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predisposicdo para toxicidade em pacientes com CCR tratados com 5-
FU/LV.
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below:

a) The title page must contain: a concise and informative title; the authors' names
(first name at full length); the authors' institutional affiliation, including department,
institution, city, state or province and country; different affiliations indicated with
superscript Arabic numbers; a short running title of about 35 characters, including
spaces; up to five key words; the corresponding author's name, postal address,
phone and fax numbers and email address.

b) The Abstract must be a single paragraph that does not exceed 200 words and
summarizes the main results and conclusions of the study. It should not contain
references.

c) The text must be as succinct as possible. Text citations: articles should be
referred to by authors' surnames and date of publication; citations with two authors
must include both names; in citations with three or more authors, name the first
author and use et al. List two or more references in the same citation in
chronological order, separated by semi-colons. When two or more works in a
citation were published in the same year, list them alphabetically by the first author
surname. For two or more works by the same author(s) in a citation, list them
chronologically, with the years separated by commas. (Example: Freire-Maia et al.,
1966a, 1966b, 2000). Only articles that are published or in press should be cited. In
the case of personal communications or unpublished results, all contributors must
be listed by initials and last name (et al. should not be used). Numbers: In the text,
numbers nine or less must be written out except as part of a date, a fraction or
decimal, a percentage, or a unit of measurement. Use Arabic numerals for numbers
larger than nine. Binomial Names: Latin names of genera, species and infraspecific
taxa must be printed in italics; names of orders and families should appear in the
Title and also when first mentioned in the text. URLs for programs, data or other
sources should be listed in the Internet Resources Section, immediately after the
References Section, not in the text.

The text includes the following elements:
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Introduction - Description of the background that led to the study.

Material (or Subjects) and Methods - Details relevant to the conduct of the study.
Statistical methods should be explained at the end of this section.

Results - Undue repetition in text and tables should be avoided. Comment on
significance of results is appropriate but broader discussion should be part of the
Discussion section.

Discussion - The findings of the study should be placed in context of relevant
published data. Ideas presented in other publications should not be discussed
solely to make an exhaustive presentation.

Some manuscripts may require different formats appropriate to their content.

d) The Acknowledgments must be a single paragraph that immediately follows
the discussion and includes references to grant support.

e) The References Section: references must be ordered alphabetically by the first
author surname; references with the same first author should be ordered as
follows: first, as single author in chronological order; next, with only one more co-
author in alphabetical order by the second author; and finally followed by
references with more than two co-authors, in chronological order, independent of
the second author surnames. In references with more than 10 authors only the first
ten should be listed, followed by et al. Use standard abbreviations for journal titles
as suggested byNCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/journals/).

Only articles that are published or in press should be included in this section.
Works submitted for publication but not yet accepted, personal communications
and unpublished data must be cited within the text. "Personal communication”
refers to individuals other than the authors of the manuscript being submitted,;
"unpublished data" refers to data produced by at least one of the authors of the
manuscript being submitted. Works of restricted circulation (e.g., theses not
available in public databases, congress abstracts not published in regular journals
or public databases) should not be listed in this section.

Sample journal article citation:

Breuer ME and Pavan C (1955) Behaviour of polytene chromosomes of
Rhynchosciara angelae at different stages of larval development. Chromosoma
7:371-386.

Yonenaga-Yassuda Y, Rodrigues MT and Pellegrino KCM (2005) Chromosomal
banding patterns in the eyelid-less microteiid lizard radiation: The
X1IX1X2X2:X1X2Y sex chromosome system in Calyptommatus and the karyotypes
of Psilophtalmus and Tretioscincus (Squamata, Gymnophthalmidae). Genet Mol
Biol 28:700-709.

Sample book citation:
Dobzhansky T (1951) Genetics and Origin of Species. 3rd edition. Columbia
University Press, New York, 364 pp.

Sample chapter-in-book citation:
Crawford DC and Howard-Peebles PN (2005) Fragile X: From cytogenetics to
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molecular genetics. In: Gersen SL and Keagle MB (eds) The Principles of Clinical
Cytogenetics. 2nd edition. Humana Press, New Jersey, pp 495-513.

Sample electronic article citation:
Gotzek D, Ross KG (2009) Current status of a model System: The gene Gp-9 and
its association with social organization in fire ants. PLoS One 4:e7713.

f) Internet Resources Section: this section should contain a list of URLS referring
to data presented in the text, software programs and other Internet resources used
during data processing. Date of consultation must be stated.

Sample Internet resource citation:
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM),
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/OMIM (September 4, 2005)

LEM Software,
http://dir.niehs.nih.gov/dirbb/weinbergfiles/hybrid _design.htm (September 4, 2005)

g) Tables must be in Word format prepared with table tool (do not use space bar or
tabulator). A concise title should be provided above the table. Tables must be
numbered consecutively in Arabic numerals. Each column must have a title in the
box head. Footnotes typed directly below the table should be indicated in
lowercase superscript numbers. Tables that are to appear in the printed version
must be saved in Word format and not as figures, so that they can later be fitted
during typesetting. Each table must be saved and uploaded as a separate file.

h) Figures must be numbered consecutively in Arabic numerals. Images should be
in TIFF or JPEG format and provided in separate files. Identify each illustration by
the first author name and the number of the respective figure. Figures in Word,
PowerPoint or Excel format cannot be published. Only sequence data can be
presented in Word format. Journal quality reproduction will require grayscale
resolution yielding 300 dpi, color figures should be at 600 dpi. These resolutions
refer to the output size of the file; if it is anticipated that images will be enlarged or
reduced, the resolutions should be adjusted accordingly. Figures composed of
several elements should be sent as a single panel, obeying the print size definitions
of the journal (single or two columns width). Scanned figures should not be
submitted. Color illustrations are accepted.

Each figure/panel must be saved and uploaded as a separate file. When uploading,
identify each illustration by the first author name and the number of the respective
figure.

Figure legends must be included in the main text file and should be typed on a new
page that immediately follows the tables.

i) Nomenclature should adhere to current international standards.

J) Sequences may appear in text or in figure. DNA, RNA and protein sequences
equal to or greater than 50 units must be entered into public databases and
accession numbers must be provided upon acceptance of the article. Failure to do
so will delay publication.

k) Data access: reference should be made to availability of detailed data and


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM
http://dir.niehs.nih.gov/dirbb/weinbergfiles/hybrid_design.htm
http://dir.niehs.nih.gov/dirbb/weinbergfiles/hybrid_design.htm

materials used for reported studies.

[) Ethical issues: reports of experiments on live vertebrates must include a
statement that the institutional review board approved the work and the protocol
number must be provided. For experiments involving human subjects, authors must
also include a statement that informed consent was obtained from all subjects. If
photos or any other identifiable data are included, a copy of the signed consent
must accompany the manuscript.

m) Supplementary Material: Data that the authors consider of importance for
completeness of a study, but which are too extensive to be included in the
published version, can be submitted as Supplementary Material. This material will
be made available together with the electronic version. In case a manuscript
contains such material, it should be appropriately identified within the text file.
Supplementary material in tables should be identified as Table S1, Table S2, etc.,
in case of figures, they should be named accordingly, Figure S1, Figure S2. In
addition, a list of this material should be presented at the end of the manuscript text
file, containing the following statement:. Supplementary material - the following
online material is available for this article:

- Table S1 < short title >
- Figure S1 - < short title >

This material is available as part of the online article from http://www.scielo.br/gmb
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Anexo B — Carta de Aprovacao do Projeto pelo Comité de Etica em

Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

S HCPA - HOSPITAL DE CLiNICAS DE PORTO ALEGRE
( GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO

COMISSAO CIENTIFICA E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A Comissdo Cientifica e o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(CEP/HCPA), que é reconhecido pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)USDHHS, como Institutional Review Board (IRB00000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 100601 Versido do Projeto:  23/02/2011 Verséo do TCLE: 10/03/2011

Pesquisadores:

MARA HELENA HUTZ

PATRICIA ASHTON PROLLA
LUCIANA OTERO LIMA

RUI FERNANDO WESCHENFELDER

Titulo: Farmacogenética de quimioterapias baseadas em 5-fluorouracil, leucovorin, oxaliplatina ou
irinotecano no tratamento do Adenocarcinoma Colorretal

Este projeto foi APROVADO em. seus aspectos éticos e metodologicos, bem como o respectivo Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as diretrizes e normas nacionais e internacionais de
pesquisa clinica, especiaimente as Resclugbes 196/36 e complementares do Conselho Nacional de Saude.

- Os membros da Comissdo Cientifica e do Comité de Etica em Pesquisa ndo participaram do processo de
avaliagdo dos projetos nos quais constam como pesquisadores.

- Toda e qualquer alterago do projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA.

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatério final ao CEP/HCPA.
- Somente podera ser utilizado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido no qual conste o carimbo de

aprovagao do CEP/HCPA.
. //”_/
// .~ Porto Alegre, 29 de margo de 2011
// s
Prof* Nadine Clausell

Coordénagcrd GPPG e CEP/HMCPA
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Anexo C — Carta de Aprovacao do Projeto pelo Comité de Etica do

Complexo Hospitalar da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de
Porto Alegre.

Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre

€ Rua Prof. Annes Dias, 295 — Telefone: (51) 3214.8080 — Fax: (51) 3214.8585
CEP 90020-090 - Porto Alegre — Rio Grande do Sul — CNPJ: 92815000/0001-68
Site: www.santacasa.org.br — E-mail: marketing(@santacasa.iche.br

PARECER CONSUBSTANCIADO

Parecer Complementar II n® 073/11
Protocolo n® 3485/11

Titulo: “Farmacogenética de quimioterapias baseadas em 5-fluorouracil, lencovorin, oxaliplatina ou
irinotecano no tratamento do Adenocarcinoma Colorreta .

Pesquisador Responsdvel: Rui Fernando Weschenfelder
Instituicio cnde s¢ realizard — Irmandade da Santa Casa de Misericrdia de Porto Alegre.
Data de Entrada: 31/01/2010

I1 — Objetivos — Objetivo Geral: Investigar 0 envolvimento de variagbes em genes relacionados com a
farmacocinética e farmacodindmica de protocelos quimioterdpicos utilizados no tratamento do
adenocarcinoma colorretal em pacientes atendidos pelo SUS em dois hospitais de referéncia em Porto
Alegre, com o desenvolvimento de efeitos adversos graves ¢ sobrevida global.

Objetivas Especificos: » Investigar a influéncia de polimorfismos no desenvolvimento de efeitos
adversos graus 3 e 4 ao tratamento com 5-FU/LV em pacienics com adenocarcinoma colorretal néo
metastitico (estadios IT e IIT).

« Investigar a influéncia de polimorfismos no desenvolvimento de efeitos adversos graus 3 e 4 e na
sobrevida global ao protocolo de tratamento de primeira linha bFOL ¢m pacientes com adenocarcinoma
colorretal metastético (estadio IV).

+ Investigar a influéncia de polimorfismos no desenvolvimento de efeitos adversos graus 3 e 4 ena
sobrevida global ao protocolo de tratamento de segunda linha com irinotecano em pacientes com
adenocarcinoma colorretal metastatico (estédio IV).

« Investigar a influéncia de polimorfismos em genes de receptores nucleares/fatores de transcrigéo na
farmacogenética do tratamento do adenocarcinoma colorretal (ndo metastdtico e metastatico).

I - Sumdrio do Projeto

Descrico e caracteriza¢fio da amostra: Estudo prospectivo. A amostra serd composta por 350
pacientes do SUS pertaderes de adenocarcinoma colorretal tratados no Setor de Oncologia do HCPA e
no Hospital Santa Rita do Complexo Hospitalar da ISCMPA, entre fevereiro/marco de 2011 e agosto de
2013, segundo os protocolos 5-FU/LV, bFOL ¢ irinotecano ja mencionados.

Critério de inclusic: Como critérios de inclusdo, teremos o diagnostico de adenocarcinoma colorretal
confirmado por laudo anttomo-patolégico, a utilizagio de um dos protocolos quimioterdpicos em estudo
e a concordincia em participar da pesquisa.

Critério de exclusdo: Serfo excluidos pacientes menores de 18 anos.

Adeguacio das condigdes - Hospital escola com infra-estrutura adequada para a realizagdo do estudo

descrito.
Comiré de Etica em Pesquise - CEPASCMPA Fone/Fax (51} 3214-8571 - e-mail:cep@suntacasatche. br
Beconhecido: Comissan Nacional de Etica em Pasquisa = CONEP / Ministério da Satde

|RE - Insttutiona) Review Boerd peio U.S. Desartment of Health and Human Services (DHHS)
Offica for Human Research Protections (ORPH) sob ndmera - 1RBO000RS0S.
FWA — Federaiwide Assurance sob ndmero - FWAO0002948




Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre

Rua Prof. Annes Dias, 205 — Telefone: (51) 32148080 — Fax: (51) 3214.8585
C_EP 90020-090 - Porto Alegre - Rio Grande do Sul = CNPJ: 92815000/0001-68
Site: www.santacasa.org.br — E-mail: marketing(@santacasa.tche.br

IV -Comentérios:

- Justificativa do uso de placebo — nao se aplica.

. Andlise de riscos ¢ beneficios — os riscos sdo das coletas de sangue nas puncdes ¢ 0s possiveis
beneficios sio de proporcionar conhecimento para aplicagdo no futuro.O tratamento do paciente ndo terd

interferéncia do estudo.

- Adequagiic do termo de consentimento e forma de obté-lo - adequado.

-Informacio adequada quanto ao financi to — adequado.

-Outros centros no caso de estudos multicéntricos — participario pacientes do HCPA ¢ da ISCMPA,
sob responsabilidade do investigador principal que trabalha nas duas instituigoes.

V —Parecer do Relator —“Apds reavaliagdo do protocolo acima descrito, o presente comité nio
encontrou Sbices quanto ao desenvolvimento do estudo em nossa Instituicdo e poderd ser iniciado a
partir da data deste parecer”.

VI - Data da Reunifio: 01/03/2011.
Vil - Data da 2° Reavaliacfio: 25/04/2011.

“Projeto ¢ Termo de Consentimento, Aprovados”.
Obs.: 1 - O pesquisador vesponsdvel deve encaminhar & este CEP, Relatérios de Andamento dos

Projetos desenvolvidos na ISCMPA. Relatérios Parciais (pesquisas com duracdo superior a 6 meses),
Relatérios Finais (ao término da pesquisa) e os Resultados Obtidos (cépia da publicagdo).

2 — Para o inicio do projeto de pesquisa, o investigador deverd apresentar a chefia do servigo (onde serd
realizada a pesquisa), o Parecer Consubstanciado de aprovagio do protocolo pelo Comité de Etica.

Porto Alegre, 25 4

Prof.Dr. Cldudio Teloke
Coordenador do CEP/ISCMPA

Comité de Etica em Pesguisa — CEPASCMPA Fone/Fax (51) 3214-8571 - e-mail: cep@santacasa.tche. br Parecer 073/11
Beconhecido: Comissdo Macional de Etica em Pesquisa - CONEP / Ministério da Saldea

B ~ Instiutional Review Board pele U.S. Department of Health and Human Services (DHHS)

Office for Human Research Protections (ORAPH) sob nimero - IRBOOOOZE0S,

FWA =F sob nimero - FWA L
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Anexo D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado no

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

TERMO DE CONIENTIMENTD LINMRE E ESCLARECIDO

Frogato da Pesquisa: Farmacogengtica de quimioterapiss baseadas am S-fluorsusrscil,
leucavorin, cxaliplating ou iFinolecana no tratarments do Adenocarcinama Colorretal

Pesquisador responsdvel: Fui Fermando ‘Weschenlelder (Servico de Cncolegia do
HCFA. talefona para contaba 51-3350.5335)

Demais pesgquisadores: Mara Helena Hulz (UFRGS], Paticsa Ashton-Proka (HOPS,
UFRGS), Lusana e Lima [UFRGS).

O cincer colorretal @ uma doenga baslane freqoenie no Brasil & no mundo, @
misias vazas o Irelamento amwalve ¢ uso de quimicterdapicos. Obeerve-ga, poram, gque
mérm odos os pacienies respondem da mesma forma aos medicamentas wilzados, ou
seyd, qua Blguns paclentas responcem medthor & mediceglo o gue oulres, que akguns
paciendes sio mais benefioados do que ouiros, Obsara-se, fambam, que alguns
pacienries aprasaniam efeilos sdvarsos leves o0 MES Qraves ac uso da medcacdn,
anguanin que pubmas née desenvalvam 5565 afeitos. Diversos faloras podem nfluanciar
a ragposia do pacienle ou o desemealdiments de ginlamas indesejades & medicagdn,
danire thas faiores gendéticos, Desta farma, o objative desta prejata & invesligar ¢ papsl da
alguns fatares gendticos na dalerminagae da resposia global @ o aparcomenio de
afaitos adwarsns a0s gumiolardpicos ublizedos por pacientes com Bdenacarcingma
aolarmatal.

Winzé estd sendo convidads 8 paricper daste esfudo, & sua parfcipadio envalwe o
preznchimenio de uma ficha climca & 8 doagae de Smi de sangue, que serd ubiizecs pare
a axtracio do DMA Para que possamos fazer as andlises necessins, vood dewerd
CONERPr gua acompanhemos sus evelucas clireza 0 kongoe 62 Irstamanto guimiclerapico
Alraves da obsarvacds &0 seu prontudns madics. Ressallames qua sau iralaments nan
gara modificado am rezdo desta pasgueisa.

S paricpiagie no astudo @ sigilesa e woluniara, Caso wend dacida n&o
paTicigarn, 9w ndo alelara no aendemenlo & o ralaments normal que wacé am dieeio
Akarm dissa, wnod tam liberdada de desslic 28 paricipar do esbuoe 3 quBIOLST MOame s
sam nanfium prepuies, devwendo aperas confatie a pescguisadaora Lucana Obaro Lima
pelos efatones 59-3308.67135 (Departaments da Genalica) ow S1-891 70047 Seu rmaleria
genélico ¢ seus rmegsinos madicos serdo sempre fratados confidenciaémanta, @ oS
regultados desle ssiudo poderdo sar usadoes para fins E:x!nll"i::ns. de fema andnima, O
prasante projalo i avallado o aprayvacs paky Dometé da Ebca am Pegguess do Hospial da
Clinizas de Parlo Alegra [Ielefone para cormdados 51-2358 8304) O esiudo serd inanciads
par veria de agénciag de formenlo, sendo que renbum oushs incidicd sabre o pacenhe ou
gaus familares

Embora esia pasquisa ndo possa gerar nerhum  benelico imedalo  aos
parlicipantes. afa poderd razer vdrics bemeficios a omgo pazo, uma wer qua a
datarminacéo do paped genalico na respoata gabal & no desarnobeimenio de sleios
adversns e fada passog & impprtante pana uma meihor oreniacdo des condulas Climcas
Enfim, a sua pirtcipacds ajudard no deserwolimenta de conkacmeands cardifios. que
Jodarss evaniuaimania bevalicarn ouwrad pagaods i Tulug

Corill o Eboca em Fesaguna

GRPMGRCPR
VERSAD APROVADA

_._.__:I:_ ! ':,_:J.I :JI-"_-.J i

IoCeacs T

=



Se woca quer garicipar do astudo. por faver, e cudedosamenta & assing G518
dogumsnta, Muits abrigada por suas atengan!

DOCUMENTAGAQ DE CONSENTIMENTO:

1. Declarg gque hul convidado a parbopar do progato da pesquisa “Farmacogerdtca de
quimaterapias baseadas em S-lucrowracil, lescowarin, oxaliptaing ou Finolecana nNo
tratamenio do Adenocancnoma Colarretal” e ful informado dos seus ohjelivos,

{ 15IM { INAD
2. Declar gque recebi ofomagds a reepeile do procediments que sara realizedo &
asclares ndas as minhas dinedas,

{ )M { INAD
3. Declaro asiar ciente o meu drailn de mlirdr meu consentiments a qualques momenta,
som que iss0 raga prepuiag d conlinusdade de mew ratarmanio.

{ )5IM { INAD
4, Daciarp ler side esclirecida que rdo recetisrai nenburma remonearagio manceira,
{ )5IM { INAD

5, Declam fer side esclirecido sohre 3 seguranga de gue minha identdadse serd
prS-EI"'.I'EI-IEI & e [odas a8 |Ffﬂl'T'|13I:I:I'E=E- [ MM fpmesidas sarns confidancials

{51 boprleaid
B. Consards am préesnchar uma eha clinesa e auloizo 3 ulilizeao 48 meail [ll'l.'.i'ltl.léll'lﬂ-
madicd coma forte de informagdo sobre minha sadde & sobre minha avolegio clinica ags
longo do ratamenio gumiolerdpico.

{ )5ImM { INAD
7, Auiorize o armarenameanio da smoesira oe mag OMS, cblido nesse projelo de pesquisa,
para L.I'Iih.!ﬂl;-'.ﬁl:l luiura em @2iwdos com chijeios semalhantas, @ entandd s NEsse CRRE
sargl racaralalo para nces :'.nll.-r.f.-l'llirm:rﬂl:-

[ JSIM [ A
B, Dactaro que | e recedi uma oopie deste formulario de consentimertn. Eu enlendo a
informacin fomecida por @ste dacumenio @ eu tive 3 oparunidads de fazer parguntas &
esclgsacar dinadas

[ JEIM [ MO
O, Dedand Sua conginlo em parmstigar 4o esludo a Qe meds Ja3dos 588 inckisdos na
analse cokbva dos rasullados.

[ /EIM [ PH&D

Moemsg J0 pecienta
Azinahurs oo paciends

Daia/Hospial Porta Sheqre, '

Eu expligue a ag  abjelivos e grocedwmanios
MECaESANIoS para aBlEa pesquisa, Na minha malhar capacdads

g do andreswsiasdarnr

ssmriAlura Ao anlrevsiadarn

Woma da Testkamunia
Anmrialuca da dfeslerrunba

ot cles ER R crl:l_Fuu:-.ls-'-!
FPaO T

'-.I'E‘RE-!'-":' APRONADS _

wog s ekl i
S f = —_—
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