UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

O EFEITO DO POLIMORFISMO 1v: S14+1G>A NO GENE DA
DIIDROPIRIMIDINA DESIDROGENASE NA RESPOSTA A QUIMIOTERAPIA
DO CANCER USANDO O S-FLUOROURACIL

LORRAINE LEMES NASCIMENTO

LUIZ RICARDO GOULART FILHO

Monografia apresentada 3 Coordenagio do Curso de
Ciéncias Biologicas, da Universidade Federal de
Uberlandia, para a obtengdo do grau de Bacharel em
Ciéncias Bioldgicas.

Uberlandia - MG
Setembro — 2002




UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

LORRAINE LEMES NASCIMENTO

Aprovado Pela Banca Examinadora em é\t / ﬁ /92-Nota 100

_—

Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart F ilho

Dr. Rogério Agenor Araiijo

Mestranda Mércia Pandolfo

Uberlandia, 06 de Setembro de 2002



“Nio existem erros.

Os acontecimentos que atraimos para nés,
POr mais desagradaiveis que sejam,
S30 necessarios Para aprender
0 que necessitamos aprender;
todos os passos que damos
S40 necessirios para chegar

40 ponto que escolhemos”

(“A ponte para o sempre” Richard Bach)

1i



DO W

)

P 9 8.9

PO 9@

)

)

!

r o @ 9 9 9

J

J

i

Aos meus pais, minha homenagem,
Que sempre me disseram:

"Grandes realizagGes sdo possiveis
quando se da atengdo aos pequenos
comegos."

As pessoas especiais que fazem parte da minha vida, oferego.



v

AGRADECIMEN TOS

Aos meys pais, Lincoln e Nair, pelo carinho, apoig ¢ paciéncia em todos os momentos.

Ao mey Irmaos, Bruno e Katiucy, pelo Companheirismo ¢ Compreensio.



;05209

1999203393323

)

)

1p22
5-FU

A

C

dATP
dCTP
dGTP
DNA
dNTP
DPD
DPYD
dFTP
EDTA
Fase G2
Fase M
Fase S
FBAL
FdUMP
FdUTP
FUH,
FUTP
G

KCl1
kDa
LIS-SSCP

M
ng

MgClz

LISTA DE ABREVIACOES

Microlitro ()

Cromossomo 1 brago curto posi¢ao 22
5-Fluorouracil

adenina

citosina

5°- desoxiadenosina trifosfato

5°- desoxicitosina trifosfato

5°- desoxiguanosina trifosfato

Acido desoxiribonucléico
Desoxiribonucleotideo trifosfato
Diidropirimidina Desidrogenase (enzima)
Diidropirimidina Desidrogenase (gene)
5°- desoxitimidina trifosfato

Acido etilenodiaminotetra acético sal dissodico
Fase Gap 2 (intervalo 2)

Fase de mitose

Fase de sintese

o-fluoro B-alanina

5 fluoro 2” desoxiuridina 5°’monofosfato
5 fluoro 2’ desoxiuridina 5 trifosfato

5-6 Diidrofluorouracil

5 fluoridina 5’trifosfato

guanina

Cloreto de potassio

Kilodaltons

Conformacao polimorfica de fita simples em baixa
concentragdo idnica

molar

miligrama

Cloreto de magnésio



PCR

pmoles

Q

RFLP

RNA

pm

ssDNA

‘5

Taq DNA polimerase
TBE

U
uv
X

Mililitro (s)

milimolar

Numero total de individuos
Nanograma (s)

nanémetrog

Graus Celsiyg

Densidade Optica

Freqiiéncia do alelo norma]
Pares de base

Reagdo em Cadeia da Polimerase
picomoles

Freqiiéncia do alelo mutado

Vi

2 A~

Acido fibonucléico
Rotagdes por minuto
DNA de fita simples

Timina

Enzima produzida pela bactéria 7hermys aquaticus

Tn's-borato—EDTA
unidades
Ultra-violeta

vezes



)

199233333

)

)

vii

RESUMO

O 5-Fluorouracil (5-FU) é um farmaco amplamente utilizado no tratamento de tumores
solidos. E um analogo da pirimidina e a dose € degradada em trés passos metabolicos,
inicialmente catalisados pela enzima Diidropirimidina Desidrogenase (DPD). A deficiéncia
na atividade da DPD causa em pacientes em tratamento diarréias severas, neutropenia e em
alguns casos neurotoxicidade. O objetivo desse trabalho foi identificar a mutagio no gene da
DPYD pelas técnicas RFLP e LIS-SSCP, determinar as frequéncias génicas e alélicas da
mutacdo na populagio de abrangéncia do Hospital do Cancer e correlacionar o efeito da
administragdo do 5-FU com a mutacgado identificada. As amostras foram analisadas por PCR-
RFLP e LIS-SSCP. Dos 140 individuos estudados 98.,6% sdo homozigotos normais, 1,4% sio
heterozigotos, sendo 99,3% a freqiiéncia do alelo normal e 0.7% a freqiiéncia do alelo
mutante. A analise dos prontuarios dos pacientes heterozigotos revelou que apenas 1 deles
apresentou reacdo adversa tais como nauseas, indisposigdo e diarréias e dentre os 68 pacientes
homozigotos normais, 3 apresentaram reagdes adversas, indicando que variantes do mesmo

gene ou ainda outros genes podem estar influenciando na resposta terapéutica.

Palavras-chave: S-Fluorouracil, Diidropirimidina Desidrogenase e Quimioterapia.
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1) INTRODUCAO

1.1) Quimioterapia do Cancer




sobre o ciclo celular em:
s Ciclo—inespeciﬁcos - Aqueles que atuam nas célylas que estdo ou ndg no ciclo
proliferativo, como, por exemplo, a mostarda nitrogenada e o 5-Fluorouracj].
* Ciclo-especificos - Os quimioterapicog que atuam somente nas células que se
encontram em proliferagdo, como € 0 caso da ciclofosfamida.

* Fase-especificos - Aqueles que atuam em determinadas fases do ciclo celular, como,

drogas isoladas (monoquimioterapia) mostrou-se ineficaz em induzir Tespostas completas oy
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Exemplo: quimioterapia Pré-operatoria aplicada em caso de Sarcomas de partes moles

e Osseas.

quimioterapicos 6-mercaptopurina e 6-tioguanina), 3 produgdo de acido timidilico (5-
fluorouracil e metotrexato) e a outras etapas da sintese de acidos nucléicos (citosina-
arabinosideo C). Qs antimetabélitos szo particularmente ativos contra c€lulas que se
encontram na fase de sintese do ciclo celular (fase S)

Os antibidticos sdo um grupo de substancias com estrutura quimica variada que, embora
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intersjam com o DNA e inibam a sintese deste acido ou de proteinas, ndo atuam
especificamente sobre uma determinada fase do ciclo celular. Apesar de apresentarem tal
variagdo, possuem em comum anéis insaturados que permitem a incorporagao de excesso de
elétrons e a conseqiiente produgao de radicais livres reativos. Podem apresentar outro grupo
funcional que lhes acrescenta novos mecanismos de agéo, como alquilagdo (mitomicina C),
inibigdo enzimatica (actinomicina D e mitramicina) ou inibi¢do da fungdo do DNA por
intercalagdo (bleomicina, daunorrubicina, actinomicina D e adriamicina e seus analogos
mitroxantona e epirrubicina).

Os inibidores mitéticos podem paralisar a mitose na metafase, devido a sua agdo sobre a
proteina tubulina, formadora dos microtiibulos que constituem o fuso mitético, pelo qual
migram os cromossomos. Deste modo, os cromossomos, durante a metafase, ficam impedidos
de migrar, ocorrendo a interrupgdo da divisdo celular. Esta fungdo tem sido util na
"sincronizagdo” das células quando os inibidores mitoticos s@o combinados com agentes
especificos da fase S do ciclo. Devido ao seu modo de a¢do especifico, os inibidores mitoticos
devem ser associados a outros agentes para maior efetividade da quimioterapia. Neste grupo
de drogas estdo incluidos os alcaloides da vinca rosea (vincristina, vimblastina e vindesina) e
os derivados da podofilotoxina (o VP-16, etoposideo, e o VM-26, teniposideo).
Algumas drogas ndo podem ser agrupadas em uma determinada classe de agao farmacologica.
Entre elas, destacam-se a dacarbazina, indicada no tratamento do melanoma avangado,
sarcomas de partes moles e linfomas; a procarbazina, cujo mecanismo de agéo nao foi ainda
completamente explicado, e que ¢ utilizada no tratamento da doenga de Hodgkin; a L-
asparaginase, que hidrolisa a L-asparagina e impede a sintese prot¢éica, utilizada no tratamento

da leucemia linfocitica aguda (INCA, 1999).
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1.2) Farmacogenética do Cancer

dos paises em desenvolvimento, € oOcorréncias de doengas cr(“)mco-degenerativas,

Caracteristicas dog Paises mais ricos. Analisando-se a5 taxas de mortalidade dag macro-regides
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(resisténcia), niveis de marcadores moleculares biologicos e fendtipo farmacogenético
(CANAL et al., 1998).

O sucesso na cura de alguns canceres foi possivel quando as drogas foram seletivamente mais
toxicas para as células do tumor de que para as células do hospedeiro. Seletividade toxica
destas drogas ndo sdo tdo simples como as observadas na quimioterapia antiinfecciosa, como
as células do tumor tiveram origem nas células normais, as diferengas entre células normais e
tumorais sdo muito sutis (CANAL et al., 1998).

Com relag@o ao hospedeiro, parametros fisiopatologicos podem influenciar os resultados do
tratamento, por exemplo: idade, sexo, tratamentos concomitantes e a farmacogenética
(CANAL et al., 1998).

A aplicabilidade da farmacogenética na quimioterapia antineoplasica € critica pelas seguintes
razoes:

1. Os agentes antineoplasicos possuem estreita margem de seguranca,

2. Muitos destes agentes sdo pro-drogas e para exercerem sua a¢do necessitam da
biotransformagdo, que ¢é realizada por enzimas que podem exibir polimorfismo
genético,

3. Formas ativas sdo associadas, freqiientemente, a toxicidade,

4. Certos agentes antineoplasicos necessitam de biotransformagdo por um sistema de
enzimas polimorficas, para serem excretados,

5. A maioria das drogas usada na quimioterapia exibe significativa variabilidade
interindividual.

Os polimorfismos genéticos de algumas classes de enzimas envolvidas na farmacocinética e

na farmacodinamica de alguns agentes antineoplasicos ja foram descritos, como é o caso da

Diidropirimidina Desidrogenase.
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13y 8= Fluorouracil

O 5-Fluorouracil (5-FU) é antagonista da pirimidina, ¢ uma pro-droga, sujeita a0 catabolismo

o anabolismo (DIASIO & HARRIS, 1989) (Figura 1)
6
NH

:

O

Figura 1: Estrutura Quimica do 5-FU

O

Mais de 80% da dose entra no processo catabélico e ¢ inativada no figado, sendo alguma
parte (cerca de 15%) excretado na urina. A atividade citotoxica do 5-FU depende do seu
anabolismo nos nucleotideos das células em proliferagdo, e sua biodisponibilidade €
determinada pela extensio do processo catabolico. Durante o anabolismo, uma série de
reagdes fosforilativas permitem a formagdo da 5 fluoro 2° desoxiuridina 5’monofosfato
(FAUMP), S fluoro 2’ desoxiuridina 5’trifosfato (FAUTP) e 5 fluoridina 5’trifosfato (FUTP),
sendo estes os metabolitos ativos do 5-FU. Os efeitos citotoxicos sio resultados da ag@o do 5-
FdUMP sobre a Timidilato Sintetase, enzima necessaria a formagdo do DNA, ao qual
bloqueia sua agdo, levando a inibigdo da sintese de DNA e conseqiiente apoptose. O 5-FUTP
¢ incorporado do RNA resultando em um processamento anormal dessa molécula, enquanto 0
5.FdUTP é incorporado ao DNA causando quebra das suas fitas (DAHER et al., 1990). A
primeira enzima no catalobismo do 5-FU é a Diidropirimidina Desidrogenase (DPD), ao qual

permite a conversio da droga em 5-6 Diidrofluorouracil (FUH2) e consequientemente em O~

fluoro B-alanina (FBAL), inativando-o. Casos individuais de deficiéncia genética da DPD
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levam a uma alteragao na farmacocinética do 5-FU, causando toxicidade relativa a droga

(ETIENNE, e al.,1995) (DANENBERG, et al., 1998) (Figura 2)

Eliminagao Ativagdo em Células-alvo
Figado e Tecidos Extrahepaticos Uridina Fosforilase
FUH, €— 5-FU —p» FdUMP
80%

FAUTP

|

FBAL Excregao ‘L
via urinaria e

(15-20%)

Figura 2: Rota metabolica do 5-Fluorouracil em humanos (DIASIO & HARRIS, 1989)

0O 5-FU, por nao ter especificidade de agdo quanto a fase do ciclo celular em que atua, €
classificado como inespecifico, isto &, age em qualquer fase do ciclo celular, ou om todas as

fases, ou na maioria delas (INCA, 1999).

14) Diidropirimidina Desidrogenase

No figado dos mamiferos, o caminho para o catabolismo do uracil e da timina consiste em trés
passos consecutivos. A Diidropirimidina Desidrogenase (DPD) ¢ a enzima inicial responsavel
pelo catabolismo das bases pirimidicas em um processo que envolve a redugdo do uracil e da
timina em 5.6 diidrouracil e 5.6 diidrotimina respectivamente. O segundo passo envolve uma
reagdo hidrolitica que & catalisada pela diidropirimidinase. Finalmente o acido B-

ureidopropionico e o acido B- ureidoisobutilico sdo convertidos a P-alanina e acido B-
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deficiéncia de DPD. Ao se verificar que 0s pais destas criangas eram primos primeiros pode
se comprovar que se tratava de heranga autossomal recessiva.

A DPD é também responsavel pelo metabolismo do anti-neoplasico 5-FU, onde catabolisa
cerca de 80% da dose administrada. (HEGGIE et al., 1987). A deficiéncia na atividade da
DPD tem mostrado estar associada a efeitos toxicos apos o tratamento com 5-FU (PIPER et
al, 1980). TUCHMAN et al., (1985) descreveu uma reagdo incomum € severa em uma
mulher, apos administragdo de dose usual em esquema semanal de tratamento quimioterapico.
Os sintomas incluiram estomatite, leucopenia, trombocitopenia, alopecia, febre, diarréia,
significante perda de peso, ataxia cerebelar e sintomas neurotoxicos, progredindo para semi-
coma. Elevados niveis de uracil foram encontrados na urina da paciente € em um dos irmaos,
ambos apresentaram elevadas concentragdes plasmaticas e urinarias de bases pirimidicas. Os
autores sugeriram que o defeito possa estar na atividade da DPD que esta envolvida na
degradagdo das pirimidinas. O defeito nio seria percebido clinicamente até o uso de analogos
da pirimidina, no caso o 5-FU.

O gene codificador da DPD, possui 23 éxons, 4230 pares de bases no seu DNA e esta
localizado no cromossomo 1 p22, codificando uma enzima contendo 1025 aminoécidos , com
peso molecular de 111 kDa. (MILANO & ETIENNE, 1996).

Treze mutagdes diferentes no gene DPYD ja foram descritas causando algum tipo de alteragdo
na atividade da DPD (COLLIE-DUGUID, ef al., 2000) (Tabela 1). Em estudos populacionais,
VAN KUILENBURG et al., 1999, descreveu a mutagdo mais freqiiente no gene codificador
da DPD (23 de 44 sendo 52% dos alelos mutados), sendo ela uma mutagdo de ponto no
primeiro nucleotideo do sitio doador de splicing do intron 14 (G—A), levando a consequente
delegdo do éxon 14 contendo 165 pares de bases (variante IVS14G—A) (Figura 4).

De 53 casos de deficiéncia de DPD associado com toxicidade relacionada a 5-FU estudados

por MILANO et dl, (1999), 19 casos tiveram moderada ou marcada deficiéncia de DPD. A
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maioria dos casos ocorreu em mulheres (15 de 19). A toxicidade foi marcadamente maior nos
pacientes com baixa atividlade DPD. A neurotoxicidade é a manifestagdo predominante

quando a deficiéncia da DPD é marcante, sintomas de cardiotoxicidade foram observados em

mente 1 dos casos. del Exon 14
S (1821-1986)
it C T G2657A G2983T
s ek (R886H) (V995F)
G2194A
T ATCAT2%5-298 T GIOTmT GmTO‘A AC1T897 T T T
f [ I I l l I l [ [ l l l o
1500 2000 2500 3000
+1) 500 1000 A
G62A G1156T A1627G

Figura 4: Estrutura molecular do gene da DPYD que codifica a enzima DPD com as
mutagdes ja descritas. O nucleotideo selvagem é indicado primeiro seguido de sua localizagdo
e o nucleotideo variante. A dele¢io de nucleotideos esta indicada por A, seguido pela

localizagao do nucleotideo.

Tabela 1: Mutacdes descritas e seus efeitos na atividade da DPD

MUTACAO ATIVIDADE
G 62 A (éxon 2) Naio ocorre perda
T8 C(C29R) Perda total
A TCAT 295-298 Nao determinado
C703T (R235W) Perda total
G 1003 T (éxon 10) Perde 85%

G 1156 T (éxon 11)
G 1601 A

Perda total
N3io determinado

A1627G Nao ocorre perda
IVS14+1G-A Perda total

AC 1897 Néo determinado
G2194 A Nao ocorre perda
G 2657 A (R 886 H) Perda de 75%

G 2983 T (V 995 F) Perda total

Tabela 1: Correlagdo entre as mutagdes descritas no gene da Diidropirimidina Desidrogenase

os efeitos sobre a atividade enzimatica.
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15) Reacaoem Cadeia da Polimerase

A Reagio em Cadeia da Polimerase (PCR — Polimerase Chain Reaction) é uma técnica usada
para amplificagdo de sequiéncias especificas de DNA através da extensao simultanea de
pequenas moléculas de DNA de fita simples denominadas iniciadores ou primers. Este
método foi desenvolvido por Kary Mullis na década de 80 embora o principio foi descrito em
detalhes na década seguinte por Khorana e colaboradores (INNIS & GELFAND, 1990). Eum
método in vitro que pode ser utilizado para identificar com alta sensibilidade doencas
causadas por virus e/ou bactérias, doengas genéticas em exames pré-natais, sequenciamento,
clonagem e outros (W ILLIAMS, 1989).

A PCR parte do mesmo principio in vivo das DNAs polimerases que sdo encarregadas da
sintese da fita complementar de DNA no sentido 5’—> 3’mas utilizando dos primers que sao
artificialmente produzidos © que acabam poT limitar o tamanho do fragmento a ser
amplificado. A PCR € constituida por ciclos e cada ciclo envolve trés passos: desnaturagdo,
anelamento e extensdo. A fita dupla de DNA ¢ aquecida aproximadamente a 90 - 95° C
causando sua desnaturagdo e tornando cada fita acessivel aos primers. A temperatura €
reduzida & aproximadamente 35 — 60° C o que faz as duas fitas se unirem novamente, mas
pelo grande excesso de primers na mistura em relagdo a quantidade de DNA, as fitas se unirdao
aos primers. Novamente a temperatura é elevada atingindo cerca de 72° C que € 3
temperatura 6tima para atividade da enzima Taq DNA polimerase que coordena a extensao
dos primers a partir da sua porgdo terminal 3’em sentidos opostos utilizando dos 4
dexoxirbonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP). Varios ciclos sao repetidos
permitindo a amplificagdo de uma regido particular do DNA (SAIKI & GELFAND, 1989). As

condigdes iniciais para amplificagdo, tais como concentragao de MgCly, Taq e de primers ¢ a
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sitio-alvo de uma enzima de restri¢do, onde até mesmo umg diferenca em um Unico par de

bases pode ser Tesponsavel (GRIFFITHS efal, 1998)
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L7)  Enzimas De Restrigio

1.8) LIS-SSCP

O Sscp (Confonnag:éo Polimoérfica de Fita Simples), método alternativo para identificar

mutagdes, foi desenvolvido por Orita ez q/ (1989) e baseia-se no fato de que a mobilidade
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2) OBJETIVOS

Este trabalho tem os seguintes objetivos especificos:

Otimizar a amplificagdo do gene da DPD através da técnica Reacgdio em Cadeia de
Polimerase (PCR).

Padronizar metodologia para a identificagdo do polimorfismo do gene DPYD pela
técnica de LIS-SSCP e PCR-RFLP.

Verificar eficiéncia na técnica de LIS-SSCP como método alternativo ao uso de
enzimas de restrigdo na detec¢@o do polimorfismo do gene da DPD.

Calcular as freqiiéncias génicas e alélicas da populagéo estudada para o gene DPYD.
Determinar as possiveis implicagdes do polimorfismo identificados nas respostas ao
tratamento quimioterapico antineoplasico, através da anilise de prontuarios dos

pacientes.
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3) MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no laboratério de Genética Molecular (LABGEN), integrado ao

Instituto de Genética e Bioquimica (INGEB) da Universidade F ederal de Uberlandia (UFU).

3.1- PACIENTES

3.1.1- Pacientes Portadores de Neoplasias
Setenta pacientes portadores de neoplasias mamarias e gastrointestinais assistidos pelo servico
ambulatorial do Hospital do Cancer da Universidade Federal de Uberandia foram
investigados quanto a presenca de polimorfismo genético para a enzima DPD. O estudo
incluiu pacientes em diferentes estagios e diagnosticos, que recebem a droga 5-FU, substrato

da DPD. Participaram os paciente que apos as informagdes sobre o estudo, assinaram o termo

de consentimento em anexo.

3.1.2- Grupo Controle

Setenta pacientes representantes da populagdo em geral foram investigados quanto ao

polimorfismo genético para a enzima DPD. Amostras de DNA foram cedidas pelo Banco de
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Dados do Laboratorio BioGenetics em forma de codigos para evitar 0 reconhecimento do

paciente.

3.2- AMOSTRAS
3.2.1- Amostras dos pacientes
As amostras foram obtidas a partir de sangue periférico pelo sistema Vacutainer contendo

EDTA. Foram coletados 5 ml de sangue, minutos antes do inicio da quimioterapia.

3.2.2- Amostras do Banco de Dados

Coletou-se 10 pl de material genético que foram estocados para uso posterior.

3.3- EXTRACAO DE DNA

A extragdo de DNA foi obtida retirando-se uma aliquota de 500 ul de camada de leucécitos de

cada amostra. que foi transferida para um “eppendorf” de 1,5 ml acrescentando-se 1 ml de
Tamp@o de Lise Celular (NH4Cl 155 mM, KHCO; 10 m M e EDTA 1mM) e agitando-o por
10 segundos para ressuspensdo das células. As amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por
5 minutos para peletar os nucleos € o sobrenadante foi entio descartado. Adicionou-se
novamente 1 ml de Tampio de Lise Celular repetindo a centrifugacio até o pellet ficar de cor
branca. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 400 pl do Master Mix a cada tubo
pipetando “up and down” até o pellet se desfazer. Foi adicionado 20 pl de Proteinase K (10
mg/ml) em cada tubo e as amostras foram incubadas a 65° C em banho-maria por 2 h.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5 min. e o sobrenadante
recolhido em um “eppendorf” limpo, onde foi adicionado 200 ul de Cloreto de Litio 7,5 M.

As amostras foram agitadas por 5 seg. e colocadas em gelo por 10 min., ap6s esse intervalo de
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tempo foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5 min. para precipitar proteinas e outros
contaminantes, transferindo o sobrenadante para um “eppendorf” limpo e adicionando etanol
absoluto. As amostras foram misturadas por inversdo até o aparecimento dos flocos de DNA.
Centrifugou-se por 10 min. a 13.000 rpm para preciptar o DNA, descartando-se o etanol

residual e ressuspendendo a amostra em 200 ul de agua.

3.4- QUANTIFICACAO DO DNA

Uma aliquota de 5 pl de cada amostra de DNA foi diluida em 995 ul de agua deionizada para
quantificagdo em espectrofotometro por leitura de absorbancia a 260 nm, através da formula:
C= OD (260 nm) x F x 50 (ug/ml); onde C= concentragdo (ug/ml) de DNA, OD= densidade
otica de DNA obtida na absorbancia de 260 nm, F= fator de diluigdo da amostra e 50 pg/ml

equivale ao valor de concentragio de DNA contida em uma unidade de OD.

3.5- AMPLIFICACAO DO DNA — PCR

Apos a extragdo do DNA, foi amplificado o fragmento do gene de interesse através do uso dos
primers DPDdelF1 (forward) 5° TGCAAATATGTGAGGAGGGACC 3’¢ DPDdelR1

(reverse) 5’CAGCAAAGCAACTGGCAGATTC 3’. Na reagdo de PCR foram utilizados: 10
pmoles de cada primer, 100 mM de dNTPs, 2U de Taqg DNA Polimerase, 2,5 ul do tampio
da enzima 10x (Tris-HCI 100 mM; KCI 500 mM; MgCl, 1,5 mM), 500 ng de DNA,
completando a reagdo de 50 ul com agua.

As amplificagdes foram realizadas no termociclador PTC-150 MiniCyclerTM, com programa

otimizado para 95° C por 5 minutos de desnaturagdo inicial, 35 ciclos de 95°C por 30 seg. de



72°C por 5 min. de extensao fina]

3.6- ELETROFORESE DOS PRODUTQS AMPLIFICADOS

a temperatura de 4°C



de 10 minutos.

3.9- RESTRICA o ENZIMATICA




)

)

TIE RN

203

)

138009

)

21

3.10) ANALISE ESTATISTICA

A freqiiéncia genotipica foi calculada utilizando-se a seguinte formula; /N x 100%, onde n
representa O NUMEro de individuos de cada classe genotipica ¢ N o namero total de individuos

estudados.

A frequéncia alélica foi calculada através da formula ptq=1, onde p= freqiiéncia do alelo
normal e q= frequiéncia do alelo mutado, sendo que p= 2X numero de homozigotos normais +
15 do nimero de heterozigotos/ N 100% e q= 2x numero de homozigotos recessivos + 72 do

ntmero de heterozigotos/N x 100%.

3.11) ANALISE DE PRONTUARIOS

A correlagio entre a mutagao detectada e as respostas ao tratamento quimioterapico

antineoplasico, foi feita através da analise dos prontuarios de todos 0s pacientes envolvidos na

pesquisa. Foram observados os sintomas, queixas e regimes de drogas utilizadas pelos

pacientes durante o tratamento.
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4) RESULTADOS E DISCUSSAO

As técnicas otimizadas neste trabalho sio muito importantes para realizagdo de uma triagem
farmacogenética em pacientes que irdo comegar o tratamento quimioterapico a fim de auxiliar
0 médico na otimizagdo de um regime de drogas a serem utilizadas no tratamento do mesmo.

A extragdo de DNA foi de 6tima qualidade, obtendo-se cerca de 500 ng/ul na maioria das
amostras. Durante a otimizagdo da PCR apareceram muitos fragmentos inespecificos ao se
usar quantidades de DNA abaixo de 500 ng e acima de 600 ng e Taq DNA Polimerase acima
de 2U. Essa situagdo foi revertida quando se utilizou exatamente 500 ng de DNA e 2 U de

Taq DNA Polimerase, obtendo assim o fragmento de 409 pb, como foi previsto (Figura 6)

: 2 3 4 5 6 7 $- 9 W 1 n

Figura 6: Produto Amplificado em Gel de Agarose 1,5%. Na coluna 1, marcador de 100 pb,

colunas 2 a 6 pacientes portadores de neoplasias e 7 a 11 pacientes do Grupo Controle.
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A amplificagzo pela PCR foi de bog qualidade, com bandag suficientemente fortes para serem

detectadas em gel de agarose.

278pb
131pb
Figura 7: V, em gel de agarose
1,5%. padrdo de individuos

mutacdo (Figura 8)
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A 3 4 S 6 f 8 9 i 11 1 13 14

Figura 8: Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% mostrando padrio de bandas no LIS-

SSCP a temperatura ambiente.

SSCP. Nas colunas 1 a 4 € 6 a 14 sdo pacientes normais e na coluna 5 est4 o paciente
heterozigoto, detectado anteriormente por restrigdo enzimatica. A seta aponta a diferenca

encontrada entre as bandas dos normais e do heterozigoto.




Figura 10: Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, mostrando padrido polimérfico
detectado por LIS-SSCP. Nota-se que o padrdo apontado pela seta nio corresponde ao padrio

detectado por LIS-SSCP ¢ confirmado pela restrigdo enzimatica, anteriormente.



200pb

100 pb

heterozigotos, sendo 993% a freqiiéncia do alelo normal e 0.7% a freqiiéncia do alelo
mutante. A Propor¢éo encontrada esta de acordo com estudos prévios feitos com a populagio
hola.ndesa, onde 1,8% dos individuos s3o heterozigotos.

Considerando 2 freqiiéncia do alelo mutante 0,7%, foi estimado 0 numero de homozigotos
recessivos na populagdo, sendo 1/20.000. Comparando 3 freqiiéncia de doengas metabolicas
COmo a fenilcetonuria (1/20.000), pode-se inferir que a prevaléncia da mutagio
IVS14+1G—A ¢ alta. Considerando o yso comum do 5-FU na quimioterapia do cancer, torna-

se de extrema importancia o Screening genético para verificar a presenca da mutacio em
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5) CONCLUSOES

Os primers DPDdelF1 e DPDdelR1 foram eficientes na amplificagio do fragmento do
gene da DPD pela PCR.

A enzima de restricio HpyCH, IV, substituiu de forma eficiente a enzima Maell,
sendo uma forma mais barata de genotipagem.

O LIS-SSCp proporciona resultados eficazes quando feito a temperatura de —4°C,
Separando as bandas e facilitando a visualizacio da mutagio.

Uma nova mutacdo foi encontrada com base no LIS-SSCP ¢ o sequenciamento do
material genético do paciente onde foi encontrado este novo padrio de mutacgdo, deve
ser realizado com objetivo de definir qual o tipo de mutacdo e em que local se
encontra para que, posteriormente, sejam feitas novas pesquisas afim de mostrar quais

os efeitos dessa mutagio.

maneira a evitar transtornos durante o tratamento.
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ANEXO

Termo de Consentimento

O material sers enviado para o Laboratério de Genética Molecular Para analise do DNA e o
nivel de expressio génica.

>

concordo em colaborar com a pesquisa,
declarando estar ciente dos riscos, beneficios e direitos
Uberlandia, ;



