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RESUMO

RESUMO

Introducdo: A 6-mercaptopurina (6-MP) € o principal componente da maioria dos esquemas
de quimioterapia na fase de manutencdo do tratamento da leucemia linfocitica aguda
(LLA). A Tiopurina Metiltransferase (TPMT) é uma das enzimas responsaveis pelo
metabolismo da 6-MP. Diversos estudos demonstram um polimorfismo genetico de caréater
autossdmico co-dominante para a TPMT em humanos. O metabolismo da 6-MP é
intensamente afetado por esse polimorfismo.

Objetivos: Estimar a freqiéncia das trés principais variantes alélicas do gene TPMT: *2
(238G>C), *3A (460G>A e 719A>G) e *3C (719A>G) em uma populacdo e criancas e
adolescentes com LLA tratados no Hospital das Clinicas — UFMG. Correlacionar o
genotipo com dados clinicos e laboratoriais obtidos durante a fase de manutencdo da
quimioterapia e com a concentracdo intra-eritrocitaria dos metabolitos da 6-MP
(nucleotideos da 6-tioguanina, 6-TGN e metilmercaptopurina, MMP).

Meétodos: Amostras de DNA de 116 pacientes foram extraidas, sendo 95 a partir de sangue
total, 13 de concentrado de hemécias e 8 de esfregaco de medula 6éssea. Inicialmente, a
PCR alelo especifica foi otimizada separadamente para cada locus, utilizando-se a
estratégia do sistema de amplificacdo refratario a mutagdes (ARMS). A PCR em multiplex
foi possivel somente com preparado de DNA de sangue total. Os dados clinicos e
laboratoriais foram coletados, retrospectivamente, em prontuarios medicos.

Resultados: Doze dos 116 pacientes (10,3%) apresentaram mutacdo no gene TPMT, todas
em heterozigose. A variante alélica mais frequente foi a TPMT*3A (9/232 alelos; 3,9%),
seguido pela *3C (2/232; 0,9%), *2 (1/232; 0,4%) e *3B (nenhum alelo; 0%). Ndo houve
diferenca significativa nas medianas da contagem de leucdcitos e neutréfilos, quando os
grupos de pacientes com e sem mutacdo foram comparados. Também o tempo de
interrupcdo da quimioterapia de manutencdo foi semelhante nos dois grupos. A média das
doses prescritas de 6-MP situou-se abaixo da dose preconizada pelo protocolo em ambos 0s
grupos e a mediana da contagem de leucdcitos e neutrdfilos durante o tratamento de
manutencdo ficou acima da preconizada pelos protocolos de tratamento. Entre os 36
pacientes com dosagem de metabdlitos da 6-MP, apenas um apresentou mutacdo

(TPMT*1/*3C). Neste paciente foram encontradas altas concentragdes intra-eritrocitarias

viii
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de 6-TGN e baixas concentracdes de MMP. Portanto, ndo foi possivel a realizacdo de
analises estatisticas para avaliacdo da relacdo entre o genotipo e a concentracdo de
metabolitos da 6-MP. A sobrevida livre de eventos aos 8,5 anos para todo o grupo foi de
75,1% (IC 95%: 60,8% a 84,8%). Nao foi observada diferenca na sobrevida livre de
eventos quando comparados 0s grupos com e sem mutacgéo (p = 0,06).

Conclusdes: Os nossos resultados em pacientes brasileiros coincidem com os da literatura,
uma vez que o alelo variante TPMT*3A é o mais freqliente na maioria das populacGes.
Vaérios indicios encontrados no presente estudo sugerem que a intensidade da quimioterapia
pode ndo ter sido suficiente para se alcancar uma mielossupressdo adequada,
principalmente no grupo de pacientes com mutacdo do gene TPMT. Isso explicaria porque
ndo se encontraram diferengas significativas no prognostico dos grupos com e sem mutacao
do gene da TPMT. A incorporagdo da genotipagem a rotina de acompanhamento dos
pacientes tratados no Servigo de Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG poderia
ser uma ferramenta auxiliar na otimizacdo das doses de 6-MP, minimizando riscos de

toxicidade e contribuindo para uma melhor abordagem diagnostica e terapéutica.
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ABSTRACT

Introduction: 6-mercaptopurine (6-MP) is the main component of chemotherapy treatment
in the maintenance phase of Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL). Thiopurine
Methyltransferase (TPMT) is one of the enzymes responsible for 6-MP metabolism.
Several studies have shown a genetic polymorphism of autosomal codominant inheritance
in the TPMT gene in humans patients. The metabolism of 6-MP is intensively affected by
this polymorphism.

Aim: To study the frequency of the main TPMT gene allelic variants, *2 (238G>C), *3A
(460G>A and 719A>G) and *3C (719A>G) in a population of ALL children and
adolescents treated at Federal University of Minas Gerais. To verify the correlation
between the genotype, clinical and laboratory data from patients during the maintenance
phase of chemotherapy and the 6-MP metabolites (nucleotides of 6-tioguanine, 6-TGN and
methylmercaptopurine, MMP) concentration in erythrocytes.

Methods: A group of 116 patients was studied. DNA samples were extracted, 95 from
whole blood, 13 from packed red cells and 8 from bone marrow smears. First, the PCR was
optimized separately for each locus of the gene TPMT by amplification refractory mutation
system (ARMS). Multiplex PCR was performed only when DNA extracted from whole
blood was used. Clinical and laboratory data were retrospectively collected from medical
files.

Results: From 116 patients studied, twelve (10,3%) presented mutation in heterozygosity.
The TPMT*3A (9/232 alleles; 3,9%) was the most frequent allelic variant, followed by *3C
(2/232; 0,9%), *2 (1/232; 0,4%) and *3B (no alelle; 0%). There was no significant
difference in the median of white blood cell count (WBC) and absolut neutrophil count
(ANC) between the groups of patients, with and without gene mutation. The maintenance
chemotherapy interruption time was similar in both groups. The 6-MP average dose
prescribed was lower than the protocol dose in both groups and the WBC and ANC median
counts during the maintenance treatment were higher than those assigned by the treatment
protocols. Only one out of 36 patients with dosage of 6-MP presented a mutation
(TPMT*1/*3C). This patient presented high erythrocyte 6-TGN concentration and low
MMP concentration. Therefore, the statistical analysis to evaluate the correlation between
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the genotype and the concentration metabolites of the 6MP was not possible. The 8.5-year
estimated probability of event free survival (EFS) was 75.1% (IC 95%: 60.8%-84.8%). The
event free survival curves for patients with mutation were not statistically different from

those for patients without mutation (p = 0,06).

Conclusions: Our results with Brazilian patients are in accordance with the literature that
the allele variant TPMT*3A is also the most frequent in majority of populations. Some
signs found in the present study suggest that the chemotherapy dosage was not sufficient to
achieve adequate mielotoxicity, especially in the group of patients with TPMT gene
mutation. This might explain the lack of prognostic difference between the groups of
patients, with and without TPMT gene mutation. Genotyping for monitoring the patients
treatment may be useful tool. The technique could be used for 6-MP dosage optimization,

minimizing toxicity risks and contributing to a better diagnostic and therapeutic approach.
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1- INTRODUCAO

A leucemia linfocitica aguda (LLA) é a neoplasia mais comum na infancia.
Atualmente, 70% a 80% das criancas recém-diagnosticadas apresentam uma sobrevida livre
de doenca prolongada, acima de cinco anos, sendo que a maioria destes pacientes alcancara
a cura (PUI & EVANS, 2006).

A quimioterapia combinada constitui o eixo principal de tratamento da LLA
(CHESSELS, 2000). A maioria dos esquemas terapéuticos consiste de quatro elementos
principais: a inducdo da remissdo, uma fase de consolidacéo (intensificacdo) da remisséo, a
fase de manutencdo e o tratamento preventivo da doenca no sistema nervoso central (PUI &
EVANS, 2006).

A 6-Mercaptopurina (6-MP) & um dos principais componentes da maioria dos
esquemas de quimioterapia na fase de manutencao do tratamento. Ela atua como pré-droga
e deve sofrer conversao intracelular enzimatica para a forma de ribonucleotideos, antes de
exercer atividade citotoxica (GIVERHAUG et al., 1999). As diferencas interindividuais no
acumulo de metabolitos ativos durante o tratamento com 6-MP sdo consideradas
determinantes significativos da toxicidade hematopoiética e dos efeitos antileucémicos

desta droga.

A Tiopurina Metiltransferase (TPMT) é uma das enzimas responsaveis pelo
metabolismo da 6-MP. Estudos populacionais e familiares demonstraram um polimorfismo
genético de cardter autossbmico co-dominante para a TPMT em humanos
(WEINSHILBOUM & SLADEK, 1980). O metabolismo da 6-MP é intensamente afetado
por este polimorfismo. (CHEOK & EVANS, 2006). As bases moleculares para este
polimorfismo genético foram bem estabelecidas com a identificacdo do gene TPMT no
cromossomo 6p22.3 (SZUMLANSKI et al.,1996). O alelo selvagem (wild type) foi
designado TPMT*1 e os individuos com alta atividade enzimatica sdo homozigotos para
este alelo (SZUMLANSKI et al., 1996).

Até o momento, foram descritos 25 alelos mutantes que estdo associados a baixa e
intermediaria atividade da enzima TPMT (SALAVAGGIONE et al., 2005;
SCHAEFFELER et al., 2006; SASAKI et al., 2006). Os alelos mutantes mais prevalentes

sdo TPMT*2, *3A e *3C, compreendendo 80% a 95% dos alelos mutantes encontrados em
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caucasianos, asiaticos, afro-americanos e africanos. O TPMT*3A é o0 mais prevalente dos
trés alelos entre os caucasianos (OTTERNESS et al., 1997; YATES et al., 1997; De La
MOUREYERE et al., 1998b; HON et al., 1999; COLLIE-DUGUID et al., 1999 McLEOD
et al.,, 1999; GANIERE-MANTEIL et al., 2004; SCHAEFFELER et al., 2004 e 2006;
EICHELBAUM et al., 2006; COROMINAS et al., 2006).

A relacdo entre fenotipo e genotipo estd definida para a maioria dos alelos em
pacientes com leucemia e voluntarios normais. A presenca dos alelos TPMT*2, *3A, *3C,
por exemplo, prediz o fendtipo. Os pacientes heterozigotos para estes alelos apresentam
atividade enzimatica intermediaria e os individuos homozigotos apresentam deficiéncia da
TPMT (KRYNETSKI et al., 1995; SZUMLANSKI et al.,1996; OTTERNESS et al., 1997;;
YATES et al., 1997; COULTHARD et al., 2000; SCHAEFFELER et al., 2001;
SCHAEFFELER et al., 2004).

Diversos estudos demonstraram que pacientes com atividade excepcionalmente baixa
da TPMT tém grande risco de desenvolverem toxicidade hematologica, ou seja,
pancitopenia grave e por vezes até fatal, devido ao acimulo metabdlitos citotoxicos apos
tratamento com doses habituais de tiopurinas (KRYNETSKI & EVANS, 1999; McLEOD
et al., 2000). As criancas com LLA portadoras de deficiéncia da TPMT, ou seja,
homozigotas para os alelos mutantes, podem ser tratadas com sucesso utilizando
aproximadamente 10 a 20% das doses convencionais de 6-MP (ARICO et al., 2005;
CHEOK & EVANS, 2006).

O diagnostico molecular € uma estratégia importante para detectar, prospectivamente,
as deficiéncias de TPMT e minimizar os riscos de toxicidade. Utilizando-se as tecnologias
disponiveis, as analises genotipicas podem predizer com sucesso o nivel da atividade da
TPMT em mais de 95% dos pacientes (COULTHARD et al., 2000; YATES et al., 1997,
SCHAEFFELER et al., 2001; SCHAEFFELER et al., 2004).

O Grupo de Hematologia Pediatrica do Departamento de Pediatria da Faculdade de
Medicina da UFMG vem se dedicando ao estudo dos fatores progndsticos nas leucemias
infantis. De acordo com a literatura e com os resultados obtidos por esse grupo de
pesquisadores, os indices de remisséo alcangados em paises em desenvolvimento podem ser

semelhantes aos de paises desenvolvidos, mas os indices de recidiva tém sido maiores nos
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paises em desenvolvimento. Grande parte destas recidivas acontece durante a fase de
manutencdo da quimioterapia (VIANA et al., 2001). As possiveis causas para a recidiva
durante a fase de manutencdo do tratamento da LLA séo a resisténcia as drogas e o efeito
insuficiente da quimioterapia. Este ultimo, por sua vez, tem sido atribuido a exposi¢do
sistémica inadequada as drogas, determinada por variacdes intra e interindividuais em sua
farmacocinética, e pelo grau de adesdo ao tratamento (RELLING et al., 1999b; PUI et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2004b). A identificacdo de possiveis fatores preditivos de
progndstico ruim é importante para subsidiar um possivel aperfeicoamento da abordagem
dos pacientes.

O presente estudo esta inserido nessa linha de pesquisa e da continuidade aos estudos
que tiveram como enfoque principal a influéncia da intensidade da quimioterapia sobre o
prognostico da LLA infantil (OLIVEIRA et al., 1996) e o estudo da adesdo ao tratamento
(OLIVEIRA, 2002; OLIVEIRA et al., 2004b; OLIVEIRA et al., 2004c). Trata-se de um
estudo que pode contribuir para fundamentar uma melhor abordagem diagndstica e

terapéutica para os pacientes com LLA.

1.1- LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA (LLA)

A leucemia linfocitica aguda (LLA) representa cerca de 80% dos casos de leucemias
infantis. O pico de incidéncia ocorre entre os dois e quatro anos de idade; observa-se uma
ligeira predominéncia em criangas do sexo masculino (1,3 masculino : 1 feminino)
(OLIVEIRA et al., 2004a).

A etiologia das leucemias permanece obscura. Na sua patogénese, parecem estar
envolvidos mecanismos genéticos e ambientais. A origem clonal, decorrente da
proliferacdo desordenada de uma Unica célula progenitora, é fato inconteste na maioria,
sendo em todas as formas de leucemias humanas (OLIVEIRA et al., 2004a).

As manifestacdes clinicas da LLA decorrem da inibicdo da hematopoiese pelas
celulas leucémicas e os efeitos da infiltracdo destas células em diversos 6rgaos e sistemas.
A inibig&o do crescimento e diferenciacdo das células hematopoiéticas normais ndo ocorre
somente pela ocupacdo fisica da medula 6ssea e competicdo nutricional por parte das

células neoplasicas. Existem varias evidéncias experimentais de que estas secretam
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substancias inibidoras da mielopoiese. O efeito dessas manifestacdes € a diminuicdo da
producdo de hemacias, granulécitos e plaquetas, causando um quadro de anemia,
neutropenia e plaguetopenia no sangue periferico. A maioria dos pacientes com leucemia
apresenta blastos leucémicos no sangue periférico e o envolvimento de baco, figado e
linfonodos. O diagndstico de leucemia € sugerido pela presenca de células blasticas no
esfregago sanguineo, apesar de que 20% dos casos ndo apresentam linfoblastos no sangue
periférico (OLIVEIRA et al., 2004a).

O diagndstico da LLA é firmado pela punc¢éo aspirativa da medula éssea. O estudo
desse tecido revela a substitui¢cdo do tecido hematopoiético normal por células leucémicas
imaturas. O diagnostico é confirmado quando mais de 25% das células nucleadas séo
blastos (OLIVEIRA et al., 2004a).

A classificacdo da LLA depende da combinacdo das caracteristicas citologicas,
imunologicas e cariotipicas.

O grupo FAB (franco-americano-britanico) distingue trés subtipos morfolégicos L1,
L2 e L3 baseado no tamanho celular, forma do ndcleo, nimero e proeminéncia do nucléolo
e quantidade e aparéncia do citoplasma. Essa classificacdo néo reflete a grande diversidade
bioldgica da doenca (BENNETT et al., 1976).

Os linfoblastos leucémicos ndo apresentam caracteristicas citoquimicas ou
morfologicas especificas. Sendo assim, o diagnostico de LLA deve ser sempre que possivel
confirmado pela imunofenotipagem. O estudo imunologico das células leucémicas pode ser
feito por citometria de fluxo. As LLA da infancia sdo derivadas de células de linhagem B
em 80% a 85% dos casos. Cerca de 15% das LLA pediatricas sdo derivadas de linfocitos de
linhagem T. Apesar dos casos de LLA poderem ser subclassificados de acordo com o grau
de maturacdo dos linfocitos B ou T, as diferenciacbes que realmente apresentam
importancia no que diz respeito a terapéutica, sdo aquelas que permitem distinguir as
leucemias derivadas de precursores de células B, daquelas derivadas de células de linhagem
T ou de linfocitos B maduros (FALCAO, 2002).

Quanto a anélise do caridtipo, as LLA revelam inUmeras alteracdes estruturais como
inversdes, delecbes e translocacbes. Aproximadamente 80% dos pacientes com LLA
apresentam alteragdes numéricas ou estruturais dos cromossomos. O reconhecimento

dessas anormalidades por estudos de citogenética e analises moleculares tem contribuido de



INTRODUCAO

forma importante para o entendimento da patogénese e para 0 prognéstico da doenca
(OLIVEIRA et al., 2004a).

Com base nos fatores clinicos e laboratoriais, indicativos de prognéstico, os pacientes
podem ser reunidos em grupos de acordo com chances de melhor ou pior resposta ao
tratamento: grupos de baixo ou alto risco para recidiva.

O regime terapéutico empregado €, sem duvida, o fator prognostico mais importante.
Em criangas portadoras de LLA derivada de precursores de células B, a contagem inicial de
leucécitos inferior a 50.000 células/mm? e a idade ao diagndstico entre um e nove anos tém
sido consideradas como fatores progndsticos favordveis na evolucdo desses pacientes.
Pacientes de outras faixas etarias ou aqueles com contagens de leucdcitos mais elevadas séo
considerados de alto risco para recidiva (OLIVEIRA et al., 2004a). E importante ressaltar
que outras caracteristicas das células leucémicas, como o indice de DNA, anormalidades
citogenéticas, imunofenotipo e resposta inicial ao tratamento, podem interferir e/ou
modificar o prognostico do paciente. A relacdo entre as caracteristicas do paciente e o
prognostico pode ser explicada pela presenca de anormalidades genéticas especificas
(CHESSELS, 1995). Além disso, o estado nutricional deficiente e a condicdo socio-
econdmica precaria constituem, igualmente, fatores desfavoraveis para um bom resultado
no tratamento (VIANA et al., 2001).

Nas ultimas quatro décadas, houve uma melhora significativa no prognostico das
criangas portadoras de LLA. No periodo anterior & quimioterapia antileucémica, a doenca
era uniformemente fatal e a maioria das criangas sobrevivia apenas um a dois meses ap0s 0
diagnoéstico (BEUTLER, 2001). Atualmente, a probabilidade de cura da LLA pode chegar a
mais de 80% (PUI & EVANS, 2006).

1.2- O TRATAMENTO DA LLA

A quimioterapia combinada constitui o eixo principal de tratamento da LLA h& mais
de 30 anos. As criangas portadoras de LLA, com excecdo daquelas com LLA derivadas de
celulas B maduras, necessitam de tratamento prolongado, com duracéo total de dois a trés
anos, para que se possa evitar recidiva da doenga (CHESSELS, 2000). A maioria dos

esquemas terapéuticos consiste de quatro elementos principais: a indugdo da remissdo, uma
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fase de consolidacdo (intensificacdo) da remissdo, a fase de manutencdo e o tratamento
preventivo da doenga no sistema nervoso central (PUI & EVANS, 2006).

A primeira fase do tratamento (inducdo da remissdo) tem por objetivo induzir uma
remissao completa da doenca, isto é, restaurar a hematopoiese normal com
desaparecimento de toda a sintomatologia clinica associada. Essa fase geralmente inclui o
uso de, no minimo, trés drogas — glicorticoide, vincristina, asparaginase e/ou daunomicina
(PUI et al., 2001). Com bom suporte antiinfeccioso, hemoterapico e metabdlico, a taxa de
remissdo completa esperada é de 96% a 99%. A resposta clinica incompleta apos essa fase
de inducdo indica progndstico ruim, com altos riscos de falha terapéutica (PUI & EVANS,
1998).

A consolidacdo ou intensificacdo constitui uma fase de tratamento intensivo,
incluindo vérios agentes quimioterdpicos, aplicada logo apds obter-se a remissdo da
doenca. Seu objetivo é evitar o surgimento de clones resistentes a droga e € capaz de
promover remissdes mais prolongadas e maior percentagem de cura (PUI et al., 2001).

A fase de manutengdo da quimioterapia, na maioria dos protocolos terapéuticos, tem
como base o uso diario da 6-Mercaptopurina (6-MP), associada a doses semanais de
metotrexato (MTX) e pulsos adicionais de vincristina e esterdides, como prednisona ou
dexametasona (CHESSELS, 2000).

O tratamento pré-sintomatico do sistema nervoso central (SNC) é um componente
essencial dos regimes terapéuticos e consiste de aplicacBes intratecais periddicas de
metotrexato/citarabina e dexametasona, durante todo o tratamento. Atualmente, a
radioterapia craniana tem sido reservada apenas para 0s grupos de pacientes com alto risco
de recidiva no SNC. Entre estes estdo os pacientes com infiltracdo leucémica do SNC ao
diagnéstico, leucemia de células T e a LLA com cromossomo Filadélfia (FALCAO, 2002).

As indicacdes para o transplante de medula dssea (TMO) durante uma primeira
remissdo permanecem controversas. O TMO é usualmente indicado para pacientes que nao
alcancaram a remissdo apos a primeira fase de inducdo e para aqueles que apresentaram
uma segunda remissdo apdés uma recidiva hematoldgica. No entanto nas recidivas tardias,
ou seja, naquelas que ocorrem depois dos primeiros 30 meses apos diagnostico, consegue-
se um indice de resgate entre 40% e 70% com o tratamento quimioterapico, tornando

também controverso o papel do TMO nesses casos (UDERZO et al., 2001).
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Apesar desses progressos, mesmo nos servi¢cos com altos indices de cura, cerca de
25% das criancas ainda apresentam recidiva da doenca. As possiveis causas para a recidiva
sdo a resisténcia as drogas e o efeito insuficiente da quimioterapia. Este ultimo, por sua vez,
tem sido atribuido a exposicdo sistémica inadequada as drogas, determinada por variacdes
intra e interindividuais em sua farmacocinética (RELLING et al., 1999b; PUI et al., 2004) e
pelo grau de adesdo ao tratamento (OLIVEIRA et al., 2004b).

Os diferentes padrdes de sensibilidade e resisténcia as drogas interferem na
evolucdo clinica dos diversos subtipos de LLA. Essas diferengas parecem estar relacionadas

a anormalidades genéticas especificas presentes nos blastos leucémicos (PUI et al., 2004).

Alguns estudos tém avaliado a importancia de polimorfismos genéticos no
tratamento da LLA. A presenca de polimorfismos nos genes que codificam enzimas
metabolizadoras, transportadores, receptores e alvos de drogas antineoplasicas resultam em
ampla diferenca interindividual no que diz respeito a exposicdo sistémica as drogas e aos
efeitos farmacoldgicos. O aumento na intensidade da quimioterapia ocasionado por alguns
desses polimorfismos pode determinar maior toxicidade dessas drogas, podendo também
contribuir para um risco menor de recidivas (PUI & EVANS, 2006).

Além disso, a possivel interacdo de multiplos polimorfismos genéticos pode
influenciar a resposta ao tratamento. Portanto, podem ser necessarios modelos
farmacogenéticos poligénicos para que se possa estabelecer com maior seguranca
estratégias terapéuticas adequadas (PUI & EVANS, 2006).

Para que ocorram novos avancos no tratamento da LLA, é essencial que sejam
realizados estudos cujo enfoque principal seja o entendimento da patogénese da doenga e 0s
mecanismos de resisténcias as drogas quimioterapicas (PUI et al., 2004; PUI & EVANS,
2006).

1.2.1- O METABOLISMO DA 6-MERCAPTOPURINA (6-MP)
A 6-MP é um analogo do nucleosideo natural hipoxantina e foi sintetizada por

Gertrude Elion e George Hutchins através da substituicdo do oxigénio por um enxofre no
carbono 6 da hipoxantina (Figura 1A) (ELION, 1967 in COULTHARD & HOGARTH,
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2005). Como a maioria dos analogos das bases pdricas, atua como pro-droga e deve sofrer
conversao intracelular enzimatica para a forma de ribonucleotideos, antes de exibir
atividade citotdéxica (LENNARD, 1992).

A SH
HN HN
N
N N N
Hipoxantina 6-Mercaptopurina
B) H ©)
CH
NH, 3
y NS PN s
~o H 7T~ | N
N | N~ | N N HN
R | H~N / N—
O—_ — R ” ~ NH N
o NH, N o \
Citosina N N R
Guanina R Timina Tioguanina

Figura 1- (A) Estrutura quimica da Hipoxantina e da 6-Mercaptopurina; B) Pareamento
normal: citosina-guanina; C) Pareamento anormal timina-tioguanina. A presenca de um
atomo de enxofre no lugar do oxigénio na tioguanina impede a formacdo da ponte de
hidrogénio normal e leva ao pareamento anormal com a timina. Este pareamento anormal, é
reconhecido pelo sistema de reparo da célula, entretanto ela ndo é capaz de corrigi-lo,

induzindo a célula a morte.

As transformagdes quimicas sofridas pela 6-MP apos administracdo oral ocorrem
por uma via metabolica com 3 passos competitivos (Figura 2). O primeiro passo do
metabolismo ocorre no figado e na mucosa intestinal. Através da enzima Xantina Oxidase
(X0), a 6-MP ¢ transformada no metabdlito inativo, o &cido tiourico (LENNARD, 1992).

A ativacdo inicial da 6-MP ¢ catalisada pela enzima Hipoxantina-guanina-
fosforibosiltransferase (HGPRT). A ativacdo intracelular resulta na formagdo de
metabolitos ou nucleotideos ativos, sendo que os principais sdo 0s nucleotideos da 6-
tioguanina (6-TGN) (LENNARD, 1992).
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O terceiro passo da via metabolica € a tiometilacdo, catalisada pela enzima Tiopurina
Metiltransferase (TPMT). A existéncia de um polimorfismo no gene da TPMT ¢é
responsavel pela grande diferenca interindividual observada na atividade enzimatica da
TPMT. Essa via metabdlica € exclusiva para as tiopurinas, ja que até o0 momento ndo foram
identificados substratos endogenos para a TPMT. Essa enzima origina um metabdlito
inativo denominado metilmercaptopurina (MMP) (LENNARD, 1992; BROUWER et al.,
2005). Entretanto, a TPMT também ¢é responsavel pela metilagdo da tiomercaptopurina
(TIMP), o primeiro metabdlito intermediario na via metabdlica que leva a formacédo dos 6-
TGN. A formagdo da 6-metil tioinosina 5’-monofosfato (6-MeTIMP), a partir da TIMP,
parece ser importante para a atividade citotdxica da 6-MP, pois inibe a sintese de novo das
purinas (DNPS) (COULTHARD & HOGARTH, 2005). O metabolismo da 6-MP pelas vias
da TPMT e xantina oxidase reduz a formacao de 6-TGN ativos (McLEOD et al., 2000).

MMP (inativo) 6-MeTIMP (ativo)

TPMT TPMT

3
2 IMPD GMPS

TIMP———— TXMP ———— TGMP — — 6-TGN

1 /
X0
Insercdo no DNA e RNA:

principal mecanismo de acdo
Acido tiotrico (inativo) da 6-MP

Figura 2- Metabolismo da 6-mercaptopurina (6-MP). 1, 2 e 3 indicam os trés passos da via
metabdlica da 6-MP. TPMT - Tiopurina Metiltransferase; MMP - metilmercaptopurina;
XO- xantina oxidase; HGPRT - hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase; TIMP -
tioinosina 5’-monofosfato; 6-MeTIMP - 6-metil tioinosina 5’-monofosfato; IMPD - inosina
monofosfato desidrogenase; TXMP - tioxantina monofosfato, GMPS - guanosina
monofosfato sintetase; TGMP - tioguanina monofosfato; 6-TGN nucleotideos da 6-
tioguanina (COULTHARD et al., 2002).
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A incorporagdo dos metabdlitos ativos da 6-MP (6-TGN) ao DNA e RNA é
considerada o principal mecanismo de agdo da 6-MP (GIVERHAUG et al.,1999). Os 6-
TGNs sdo incorporados ao DNA pareando-se incorretamente com a timina (Figura 1C)
(COULTHARD & HOGARTH, 2005). Os 6-TGN incorporados ao DNA no lugar da
guanina sdo reconhecidos pelo sistema de reparo das células em divisdo, levando & morte
celular por um mecanismo ainda ndo bem conhecido (SWANN et al., 1996). Defeitos na
via de reparo da célula sdo associados com resisténcia a 6-TGN (MATHESON & HALL,
1999). Além da incorporagdo dos nucleotideos de 6-TGN no DNA sintetizado, um
importante componente do mecanismo de ac¢do da 6-MP é a inibigdo da sintese de novo de
purinas (DNPS) realizada pelo metabolito 6-MeTIMP (COULTHARD et al.2002).

A absorcao da 6-MP por via oral é incompleta. A biodisponibilidade, porcentagem
da droga original que tem acesso a circulacao sistémica apos administracdo oral, é pequena
(5% a 37%; média de 16%) e com grande variabilidade entre os individuos. Esta limitac&o
da biodisponibilidade se deve principalmente ao primeiro passo do metabolismo que leva a
formagdo do &cido tiolrico. Apdés a administragdo endovenosa da droga, a meia vida
plasmatica (tempo requerido para reduzir a concentracdo da droga a 50%) € relativamente
curta, cerca de 50 minutos, em virtude da captacdo pelas células, excrecdo renal e rapida
degradacdo metabolica (POPLACK et al., 1986).

Alguns fatores parecem interferir na absorcdo da 6-MP e contribuir para as
variag@es interindividuais observadas em sua farmacocinética. A 6-MP € mais efetiva
quando administrada a noite. Diferentes estudos demonstraram que a sua administracdo no
horario noturno aumenta a exposi¢do sistémica a droga e a chance de sobrevida livre de
doenca dos pacientes (KOREN et al., 1990; SCHMIEGELOW et al.,1997). A 6-MP néo
deve ser ingerida com leite, ou derivados lacteos que contenham xantina oxidase, uma vez
que esta enzima pode degrada-la (PUI & EVANS, 2006).

Algumas drogas como folatos e a combinagdo sulfametoxazol-trimetoprim podem
alterar a absorcdo e o metabolismo da 6-MP, sendo que a Ultima pode potencializar o efeito
mielossupressor da quimioterapia (FERRAZZINI et al., 1990). Porém, o exemplo mais
conhecido ¢ a interacdo entre a 6-MP e o alopurinol, um inibidor da xantina oxidase. O
tratamento simultdneo com alopurinol aumenta marcadamente a concentracdo plasmatica

de 6-MP quando administrada por via oral. Apesar do alopurinol aumentar a
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biodisponibilidade da droga, ele ndo melhora sua atividade anti-leucémica e potencializa
sua toxicidade (ZIMM et al., 1983; ARNDT et al., 1988).

O principal efeito adverso da 6-MP é a mielotoxicidade, que se desenvolve
gradualmente. Por isso, pode ndo haver trombocitopenia, granulocitopenia ou anemia
durante vérias semanas apos o inicio do tratamento de manutencdo. Com a interrupcdo do
tratamento, costuma haver rapida recuperacdo medular. Efeitos gastrointestinais, como
anorexia, nauseas e vomitos sdo pouco freqiientes em criangas (LENNARD, 1992). Pode
ocorrer hepatotoxicidade com aumento dos niveis de transaminases e ictericia colestatica.
Este quadro também costuma ser revertido com a suspensdo da droga.

Diversos estudos demonstraram que a hepatoxicidade parece estar relacionada com o
acumulo de metabdlitos metilados como a MMP (DUBINSKY et al., 2000; NYGAARD et
al., 2004). Esses achados foram observados com maior freqiiéncia em pacientes com alta
atividade da TPMT (RELLING et al.,1999a; GILISSEN et al. 2007)

Como mencionado anteriormente, a fase de manutencdo da quimioterapia, na
maioria dos protocolos terapéuticos, tem como eixo principal o uso diario da 6-MP,
acompanhada de doses semanais de MTX (CHESSELS, 2000).

A combinagdo de 6-MP e MTX no tratamento de LLA atua em sinergismo. A
eficicia desta combinacdo parece estar relacionada com o importante papel dessas drogas
na inibicdo da atividade da sintese de novo das purinas e em uma provavel acdo sinérgica
da 6-MP e do MTX na apoptose das células tumorais (GIVERHAUG et al, 1999).

O MTX ¢é um analogo estrutural do &cido félico. O principal mecanismo de acéo do
MTX ¢ atuar como inibidor competitivo da enzima dihidrofolato-redutase (DHFR), enzima
responsavel pela conversao do folato na sua forma ativa (tetraidrofolato). O MTX apresenta
alta afinidade pela DHFR. Apos entrar na célula, 0 MTX se liga rapidamente & enzima
alvo, até que os sitios de ligacdo enzimatica figuem saturados. Ocorre, entdo, acimulo de
droga livre no espacgo intracelular que passa a ser metabolizada para a forma de
poliglutamatos. Os poliglutamatos do MTX atravessam com dificuldade a membrana
celular, o que acarreta aumento da concentracdo intracelular da droga. Na presenca do
MTX em excesso, a quantidade intracelular de tetraidrofolato reduz-se drasticamente. Os

folatos s@o indispensaveis para reagdes intracelulares, incluindo sintese dos nucleotideos
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purinos e pirimidicos. Dessa forma, a acdo do MTX ocasiona reducdo da sintese de DNA e
inibigdo da divisdo celular (GIVERHAUG et al., 1999).

Alguns estudos indicam que a administracdo de MTX concomitantemente a 6-MP
aumentaria a biodisponibilidade da 6-MP. O mecanismo provavel € a inibicdo da enzima
xantina oxidase pelo MTX (GIVERHAUG et al., 1999).

A 6-MP e o MTX inibem a sintese de novo de purinas (GIVERHAUG et al., 1999).
A sintese de novo é uma via de biossintese de nucleotideos que utiliza precursores
metabdlicos importantes (aminoacido, ribose 5-fosfato, CO, e NH3) para formacdo do DNA
celular. A inibicdo desta via limita as velocidades de replicacéo e transcricdo do DNA, o
que é particularmente importante para a interrupcdo da reproducdo de clones leucémicos.
Além disto, o metabolismo celular fica prejudicado, pois os nucleotideos, principalmente os
purinos, sdo carregadores de energia, componentes de coenzimas, mensageiros quimicos,
além de precursores do DNA e RNA (NELSON & COX, 2002).

O uso concomitante das duas drogas pode levar, também, a um aumento na
formagdo e incorporacdo de 6-TGN ao DNA e RNA (GIVERHAUG et al., 1999;
DERVIEUX et al., 2002).

1.3- TIOPURINA METILTRANSFERASE (TPMT)

A TPMT é uma enzima citosdlica humana e catalisa a S-metilacdo de drogas
chamadas tiopurinas, como 6-MP, 6-tioguanina (6-TG) e azatioprina (SALAVAGGIONE
et al., 2005). O acumulo celular de metabdlitos ativos da 6-MP (6-TGN) esta inversamente
relacionado com a atividade da TPMT (RELLING et al., 1999a), possivelmente porque
individuos com alta atividade da TPMT tém maior quantidade de 6-MP desviada para a via
da tiometilacdo, restando menor quantidade da droga para ser metabolizada na via de
ativacdo que leva a formacdo dos 6-TGN (Figura 2).

A heranga autossdmica co-dominante do polimorfismo do gene TPMT que regula a
atividade da TPMT foi demonstrada por WEINSHILBOUM e SLADEK em 1980.
Aproximadamente 90% dos caucasianos e afro-americanos apresentam alta atividade

enzimatica, 10% apresentam atividade enzimatica intermediaria e 1 em cada 300 individuos
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herda a deficiéncia da atividade da TPMT (WEINSHILBOUM & SLADEK, 1980;
LENNARD et al., 1990; McLEQOD et al., 1994; GISBERT et al., 2007).

HONCHEL e colaboradores (1993) realizaram clonagem do DNA complementar
(cDNA) ao RNA mensageiro (RNAm) da TPMT em células de carcinoma de colon (T84).
Esses pesquisadores realizaram também a purificacdo e protedlise da enzima com o
objetivo de obter a seqiiéncia de aminoacidos codificados. Descobriram, entdo, que o gene
da enzima possui uma janela de leitura de 735 nucleotideos, que codifica 245 aminoacidos,

e que a proteina expressa tem uma massa molecular de 35kDa.

O gene humano TPMT possui, segundo SZUMLANSKI e colaboradores (1996),
aproximadamente 34Kb consistindo de 10 exons e 9 introns, localizados no cromossomo
6p22.3. Entretanto KRYNETSKI e colaboradores (1997) sequenciaram o gene e obtiveram
um tamanho de 25Kb, com 10 exons e 9 introns.

Até 0 momento, 25 variantes alélicas da TPMT foram identificadas (Tabela 1). O
alelo selvagem (wild type) foi designado TPMT*1 (SZUMLANSKI et al., 1996). A maioria
das mutagdes sdo polimorfismo de um Unico nucleotideo (single nucleotide polymorphism
— SNP).
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Tabela 1- Alelos da Tiopurina Metiltransferase (TPMT) e fendtipo de atividade da TPMT
em eritrocitos (adaptado de SALAVAGGIONE et al., 2005).

Alelo Mudanca de Mudanca de Atividade da TPMT Referéncia
TPMT nucleotideo aminodcido
*1 - - Alta SZUMLANSKI et
al.,1996
*2 G238C Ala80Pro Baixa KRYNETSKI et al.,
1995
*3A G460A/AT19G Alal54Tre e Baixa SZUMLANSKI et
Tir240Cis al.,1996
*3B G460A Alal54Tre Baixa OTTERNESS et al.,
1997
*3C AT19G Tir240Cis Baixa OTTERNESS et al.,
1997
*3D G292T/G460A/A7 Glu98STOP/Ala Intermediéria OTTERNESS et al.,
19G 154Tri/Tir240Cis 1997
*4 G19(-1)A - Baixa OTTERNESS et
al.,1998
*5 T146C Leu49Ser Intermediéria OTTERNESS et al.,
1997
*6 A539T Tirl80Fen Baixa OTTERNESS et al.,
1997
*7 T681G His227GIn Intermediaria De La MOUREYERE
et al.,1998a
*8 G644A Arg215His Intermediaria HON et al., 1999
*9 A356C Lis119Tri - WEINSHILBOUM et
al., personal
communication in
SALAVAGGIONE et
al., 2005
*10 G430C Glil44Arg - COLOMBEL et al.,
2000
*11 G395A Cis132Tir Baixa SCHAEFFELER et al..,
2003
*12 C374T Ser125Leu - HAMDAN-KHALIL et

al., 2003
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*13 A83T Glu28Vval - HAMDAN-KHALIL et
al., 2003
*14 AlG MetlVal Baixa LINDQVIST et al.,
2004
*15 Perda dos Perda dos Baixa LINDQVIST et al.,
nucleotideos 419-  aminoécidos de 140 a 2004
494 (exon 7) 165
*16 G488A Argl63His Intermediaria SCHAEFFELER et al.,
2004
*17 C142G GIn42Glu Intermediaria SCHAEFFELER et al.,
2004
*18 C1211A Gli71Arg Intermediéria SCHAEFFELER et al.,
2004
*19 A365TC Lis122Tri Alta HAMDAN-KHALIL et
al., 2005
*20 A712G Lis238Gli Intermedidria SCHAEFFELER et
al.,2006
*20 G160A Gli36Ser - SASAKI et al., 2006
*21 C205G Leu69val Intermediaria SCHAEFFELER et
al.,2006
*22 G488C Argl63Pro Intermediaria SCHAEFFELER et
al.,2006

O primeiro alelo polimorfico da TPMT foi identificado por KRYNETSKI e
colaboradores (1995) e foi chamado TPMT*2. A perda da atividade da enzima é resultado
da mudanca de um unico nucleotideo, G para C, na posi¢do 238 do gene, que leva a uma
substituicdo de uma alanina por uma prolina no cdédon 80. A expressdéo do cDNA
carregando a mutacdo em um sistema de levedura demonstrou uma reducdo de 100 vezes

na atividade enzimética em relacdo ao alelo selvagem, apesar de niveis normais de RNAm.

SZUMLANSKI e colaboradores (1996) realizaram a clonagem molecular e a
caracterizacdo estrutural do gene TPMT. Foram avaliadas amostras de DNA de quatro
individuos com baixa atividade da TPMT e quatro com alta atividade desta enzima. Através
de sequenciamento do DNA, foram descobertos trés novos variantes alélicas TPMT*3A,

*3B e *3C, que alteram a sequliéncia de aminoacidos codificados. A expressdo destas
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enzimas em células COS-1 e leveduras demonstrou um decréscimo da atividade da enzima
TPMT (SZUMLANSKI et al.,1996; TAl et al., 1997).

A variante alélica TPMT *3A possui dois SNPs que resultam em alteragcGes nos
aminoacidos codificados. No cddon 154 do gene, uma Alanina muda para Treonina e no
cédon 240 uma Tirosina muda para Cisteina. O TPMT*3C inclui somente uma mutacao no
cédon 240 do gene. O alelo raro TPMT*3B inclui somente uma mutagdo no cédon 154 do
gene (SZUMLANSKI et al., 1996).
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consequéncias funcionais para a ubiquitinagdo (marcacdo das proteinas para degradagdo) e
degradacédo da enzima (WANG et al., 2003; WANG & WEINSHILBOUM, 2006).

Alguns estudos sugerem que o polimorfismo no nimero de repeticdes em tandem
(VNTR) na regido ndo codificante do gene TPMT poderia influenciar a atividade dessa
enzima. Entretanto, ainda ndo existe consenso sobre a influéncia desse polimorfismo na
atividade da TPMT (DE LA MOUREYERE et al., 1998a e 1999; SEKI et al., 2000; YAN
et al., 2000; ALVES et al., 2001; MARINAKI et al., 2003).

1.3.1- POLIMORFISMO GENETICO DA TPMT EM DIFERENTES POPULACOES

O polimorfismo genético da TPMT é evidente em todas as populacdes estudadas,
incluindo caucasianos, asiaticos, afro-americanos e africanos (Tabela 2). Nessas
populacdes, a frequéncia de individuos sem mutacdo no alelo TPMT (WT/WT) variou de
85,9% (caucasianos ingleses) a 99,2% (japoneses), a de individuos com um alelo mutado
(WT/MUT) variou de 0,8% (japoneses) a 13,6% (caucasianos franceses) e com os dois
alelos mutados (MUT/MUT) de 0% (kenianos, chineses e japoneses) a 0,98% (brasileira)
(Tabela 3).

A freqiéncia e o padrdo dos alelos mutantes diferem de acordo com a etnia
(McLEOQOD et al., 2000). Os alelos mutantes mais prevalentes sdo TPMT*2, *3A e *3C,
compreendendo 80% a 95% dos alelos mutantes encontrados em caucasianos, asiaticos,
afro-americanos e africanos (OTTERNESS et al., 1997, YATES et al., 1997,
SCHAEFFELER et al., 2003; EICHELBAUM et al., 2006; SCHAEFFELER et al., 2006).
O TPMT*3A é o mais prevalente dos trés alelos entre o0s caucasianos (OTTERNESS et al.,
1997; YATES et al.,, 1997; De La MOUREYERE et al., 1998b; HON et al., 1999;
COLLIE-DUGUID et al., 1999 McLEOD et al., 1999; GANIERE-MANTEIL et al., 2004;
SCHAEFFELER et al., 2004; GANIERE-MONTEIL et al., 2004; SCHAEFFELER et al.,
2006; EICHELBAUM et al., 2006; COROMINAS et al., 2006).
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Tabela 2 - Freqliéncia dos alelos da TPMT em diferentes populagdes.

Populagdo ~ Numerode TPMT*1 TPMT*2 TPMT*3A TPMT*3C Referéncia
alelos % % % %
Caucasiana 382 92,7 0,5 5,7 0,8 De La MOUREYERE et al.,
francesa 1998b
Keniana 202 94,6 0 0 5,4 McLEQOD et al., 1999
Caucasiana 398 94,7 0,5 45 0,3 McLEOD et al., 1999
inglesa
Caucasiana * 96,27 0,2 3,2 0,2 HON et al., 1999
Americana
Afro- * 95,36 0,4 0,8 2,4 HON et al., 1999
Americana
Sudoeste 198 99 0 1 0 COLLIE-DUGUID et al.,
Asidtico 1999
Chinesa 384 97,7 0 0 2,3 COLLIE-DUGUID et al.,
1999
Caucasiana 398 94,5 0,5 4,5 0,50 COLLIE-DUGUID et al.,
Inglesa 1999
Japonesa 384 99,2 0 0 0,8 HIRATSUKA et al., 2000
Brasileira 404 95,1 2,2 15 1 BOSON et al., 2003
Caucasiana 936 95,9 0,7 3 0,4 GANIERE-MANTEIL et
Francesa al., 2004
Japonesa 484 98,35 0 0 1,65 OKADA et al., 2005
Tibetanos 100 99 0 0 1 LU et al., 2005
Boliviana 230 93,48 0 6,52 0 LU etal., 2005
Chinesa 1402 98,94 0 0,07 0,99 ZHANG et al., 2006
Espanhola 276 95,29 8 3,26 1,45 COROMIMAS et al., 2006

* Estimativa de frequéncia alélica estudada por anélise de Coorte. Genotipagem realizada em

pacientes nos quais havia sido detectada previamente atividade intermediaria ou baixa da TPMT.

# Genotipagem realizada em 1 paciente com baixa atividade TPMT, 30 com atividade intermediaria

e 43 com alta atividade desta enzima.

8§ - neste estudo a freqiéncia alélica do TPMT*2 nao foi avaliada
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Tabela 3 - Gendtipo da TPMT em diferentes populages.

Populagdo NUmerode WT/WT WT/MUT MUT/MUT Referéncia

pacientes % % %

Caucasiana 191 85,9 13,6 0,5 De La MOUREYERE
francesa et al., 1998b
Keniana 101 89,1 10,9 0 McLEOD et al., 1999

Caucasiana 199 89,9 9,6 0,5 McLEOD et al., 1999
inglesa
Sudoeste 99 98 2 COLLIE-DUGUID et
Asiético al., 1999
Chinesa 192 95,3 477 0 COLLIE-DUGUID et

al., 1999

Caucasiana 199 89,9 9,6 0 COLLIE-DUGUID et
Inglesa al., 1999
Japonesa 192 99,2 0,8 0 HIRATSUKA et al.,

2000
Brasileira 202 90,2 8,8 0,98 BOSON et al., 2003
Caucasiana 468 91,9 79 0,2 GANIERE-
Francesa MANTEIL et al.,
2004
Japonesa 242 96,7 3,3 0 OKADA et al., 2005
Tibetanos 50 98 2 0 LU et al., 2005
Boliviana 115 86,96 13,04 0 LU et al., 2005
Chinesa 701 97,9 2,13 0 ZHANG et al., 2006
Espanhola 138 89,1 9,42 1,44 COROMINAS et al.,
2006

WT/WT homozigoto para o alelo selvagem TPMT (wild type); WT/MUT heterozigoto para
alguma das mutacdes (TPMT*2, TPMT*3A ou TPMT*3C); MUT/MUT homozigoto para

alguma das mutagdes estudadas.
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Na literatura consultada foram encontrados apenas dois estudos envolvendo a

populacdo brasileira.

Pesquisadores de Minas Gerais determinaram a frequéncia de seis variantes alélicas
do gene da TPMT em uma populacdo de 202 individuos, com idade superior a 18 anos, que
foram atendidos no Hospital das Clinicas - UFMG. A freqiiéncia alélica foi 2,2%, 1,5%,
0,2% e 1%, para os alelos TPMT*2, TPMT*3A, *3B e *3C, respectivamente. Nesta
populacdo brasileira ndo foram detectados os alelos TPMT *5 e *6 (BOSON et al., 2003).

Em outro estudo, REIS e colaboradores (2003) estudaram o polimorfismo da TPMT
em 306 individuos saudaveis. Os participantes foram classificados, de acordo com o auto-
relato, em euro-descendentes (n = 83), afro-descendentes (n = 18) ou miscigenados (n =
204). O unico paciente que declarou ser descendente de arabes foi excluido da analise. A
atividade enzimatica foi avaliada em todos os participantes por meio de ensaio
radioquimico, e o gendtipo, através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em 74
individuos. No grupo de afro-descendentes ndo foram detectadas alelos mutantes. Para os
euro-descendentes, a freqliéncia dos alelos TPMT*2, TPMT*3A e TPMT*3C foi de 0,76%,
2,03% e 2,54%, respectivamente e de 0,60%, 1,81% e 1,81% para os que declararam ser
miscigenados. Nao foram identificados alelos mutantes no grupo de pacientes com alta
atividade enzimatica. No grupo de 30 individuos com fendtipo intermediério, 26
apresentavam um alelo mutante. A presenca de baixa atividade enzimatica foi identificada
em um individuo e estava associada a presenca de dois alelos mutantes (genotipo
TPMT*3A/*3C).

1.3.2- METODOS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE DA TPMT

O acumulo celular de metabdlitos ativos (6-TGN) esta inversamente relacionado com
a atividade da TPMT (RELLING et al., 1999a). Determinacdes da atividade da TPMT em
eritrécitos ou a determinacdo do genotipo através de estudos do DNA, antes do inicio do
tratamento com tiopurinas, tém sido sugeridas como uma forma de se minimizar a
toxicidade desses medicamentos, obtendo-se melhor resultado terapéutico (ANDERSEN et
al., 1998; BROUWER et al., 2005).
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A fenotipagem consiste em determinar a atividade enzimatica em eritrocitos através
de experimentos radioquimicos (KRYNETSKI et al., 1995; SZUMLANSKI et al., 1996;
OTTERNESS et al., 1997; DE LA MOUREYRE et al., 1998b; OTTERNESSS et al., 1998;
HAMDAN-KHALIL et al., 2003) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(SCHAEFFELER et al., 2001; SCHAEFFELER et al., 2003; SCHAFFELER et al., 2004;
HAMDAN-KHALIL et al., 2005).

Existe uma forte correlacéo entre a atividade da TPMT nos eritrocitos e sua atividade
em outras células e tecidos, incluindo os blastos leucémicos, figado e rins (McLEOD et al.,
1995; COULTHARD et al., 1998).

Existem limitacGes importantes no que diz respeito a fenotipagem da TPMT. A
determinacdo da atividade enzimatica pode ndo ser confidvel em individuos que receberam
transfusdo de hemécias 30 a 60 dias antes da avaliacdo e que fazem uso de drogas, como a
sulfasalazina (YATES et al., 1997; RELLING et al., 1999b; SCHAEFFELER et al., 2001).

Fatores como o estagio da doenga, uso de medicamentos e fatores ambientais podem
ser moduladores da atividade da TPMT, podendo contribuir para uma classificacdo
equivocada do fenétipo (DE LA MOUREYERE et al., 1998b).

Pesquisadores ingleses observaram que a administracdo de tiopurinas, por si mesma,
poderia alterar a atividade da TPMT nos eritrocitos, “induzindo” um aumento médio de
30% na atividade enzimética (McLEOD, 1995; LENNARD et al., 1990). Essa atividade
apresentaria diminuicdo proporcional apés a interrupgdo da quimioterapia (LENNARD et
al., 1993). Desta forma, falhas na adesdo também poderiam ser causa de “diminui¢do” da

atividade enzimatica durante o tratamento (McLEOD, 1995).

Pesquisadores holandeses, em estudo no qual foi realizada a fenotipagem e a
genotipagem em 173 pacientes com LLA e 122 controles, observaram que a atividade da
TPMT nos pacientes no momento do diagndstico era significativamente mais baixa do que
nos controles. Essa reducédo ndo estava associada com diferencas na freqiiéncia de mutac6es
nos dois grupos. Foi observado um aumento no nivel de atividade da TPMT em vérias fases
do tratamento (apds inducdo, apds uso de MTX, no inicio e durante a fase de manutencgéo),
em comparagdo com o nivel de atividade no mesmo paciente ao diagnostico. Esses achados

demonstram que a atividade da TPMT pode estar aumentada mesmo antes do uso da 6-MP.
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Experimentos in vitro indicaram que este aumento poderia estar associado ao uso de
antifolatos durante a fase de inducdo do tratamento, ou seja, MTX intratecal e Trimetoprim
(BROUWER et al., 2005).

Os pesquisadores avaliaram também a influéncia da transfusdo de hemacias na
avaliacéo da atividade da TPMT. No grupo de pacientes portadores do alelo selvagem nédo
foi observada interferéncia das transfusdes de hemécias na média de atividade da TPMT.
Entretanto, os autores consideram que pacientes portadores de deficiéncia da TPMT
poderiam ter essa deficiéncia mascarada, caso recebessem transfusdo de hemacias de um
doador com alta atividade enzimatica (BROUWER et al., 2005).

YATES e colaboradores (1997) descreveram um paciente com genotipo homozigoto
TPMT*3A/TPMT*3A que apresentou atividade enzimatica intermediaria da TPMT 12 dias
apos ter recebido transfusdo de eritrocitos e, quatro meses apOs esta transfusdo, nao

apresentou niveis detectaveis da enzima.

A genotipagem é baseada na analise do DNA e tem como objetivo a identificacdo
de eventuais mutaces no gene da TPMT. Esta andlise pode ser feita através de PCR para
verificar polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo (PCR-RFLP) (HON et
al., 1999; OTTERNESS et al., 1997 e 1998; ROBERTS et al., 2004), polimorfismo de
conformacdo de fita Gnica (PCR-SSCP) (DE LA MOUREYRE et al., 1998a; DE LA
MOUREYRE et al., 1998b; COLOMBEL et al., 2000; HAMDAN-KHALIL et al., 2003),
sistema de amplificagdo refratdrio a mutagdo (PCR-ARMS) (ROBERTS et al., 2004),
cromatografia liquida desnaturante de alta eficiéncia (DHPLC) (SCHAEFFELER et al.,
2001, 2003 e 2004; SASAKI et al., 2006), ou sequenciamento (SZUMLANSKI et al.,
1996; OTTERNESS et al., 1997; HAMDAN-KHALIL et al., 2005).

YATES e colaboradores (1997) utilizaram a PCR como método para a genotipagem e
encontraram uma concordancia entre genotipo e fenétipo de 100% nos pacientes com baixa
e alta atividade enzimatica TPMT e 95,2% nos pacientes com atividade intermediéria.
SCHAEFFELER e colaboradores (2004) estudaram o gen6tipo de individuos com o
método DHPLC e concluiram que a genotipagem € altamente sensivel (90%) e especifica

(99%) na identificacdo de pacientes que apresentam um ou dois alelos TPMT mutados. Eles
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encontraram uma concordancia entre fendtipo e genétipo de aproximadamente 98%.

Portanto, a genotipagem é um método eficaz para predizer o nivel de atividade da TPMT.

A principal limitacdo para o uso da genotipagem é que, atualmente, existem 25 alelos
polimorficos descritos (SALAVAGGIONE et al., 2005; SCHAEFFELER et al., 2006;
SASAKI et al., 2006). No entanto, deve ser ressaltado que os alelos mutantes TPMT*2,*3A
e *3C compreendem 80 a 95% dos alelos mutantes encontrados em caucasianos, asiaticos,
afro-americanos e africanos. Utilizando-se tecnologias que permitam a identificagdo desses
alelos mais freqglientes, as analises genotipicas podem predizer com sucesso o nivel de
atividade da TPMT em aproximadamente 95% dos pacientes. (EICHELBAUM et al.,
2006).

A relacdo entre fenotipo e gendtipo esta definida para a maioria dos alelos da TPMT
(KRYNETSKI et al., 1995; SZUMLANSKI et al.,1996; YATES et al., 1997,
OTTERNESS et al., 1997; OTTERNESS et al.,1998; DE LA MOUREYERE et al.,1998a;
HON et al, 1999; SCHAEFFELER et al., 2003; LINDQVIST et al., 2004,
SCHAEFFELER et al., 2004; HAMDAN-KHALIL et al., 2005; SCHAEFFELER et al.,
2006). A presenga dos gendtipos TPMT*2, *3A, *3C prediz o fenétipo (Figura 3). Os
pacientes heterozigotos para estes alelos apresentam atividade enzimética intermediaria e 0s
individuos homozigotos apresentam deficiéncia da TPMT (KRYNETSKI et al., 1995;
SZUMLANSKI et al., 1996; YATES et al., 1997; OTTERNESS et al., 1997,
COULTHARD et al., 2000; SCHAEFFELER et al., 2001; SCHAEFFELER et al., 2004).
Como seria esperado, o heterozigoto composto (TPMT*2/*3A, TPMT*3A/*3C) apresenta

atividade enzimatica baixa.
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Figura 3 - Polimorfismo genético da TPMT e sua relacdo com a resposta a drogas
tiopurinas. O primeiro painel a esquerda, na parte de cima, ilustra os alelos da TPMT mais
freqUentes nas populacdes; na parte de baixo, a frequéncia de atividade enzimatica da
TPMT nos diferentes gendtipos. O segundo painel ilustra a dose de 6-MP prescrita de
maneira convencional (topo do painel) e ajustada (individualizada) de acordo com o
genodtipo (painel inferior). O terceiro painel ilustra a exposicdo sistémica ao metabolito
ativo os nucleotideos da 6-TGN em pacientes com atividade TPMT baixa, intermediaria e
alta expostos a doses convencionais (painel superior) e individualizadas (painel inferior). O
quarto painel ilustra a diferenca de toxicidade alcancada em pacientes com atividade TPMT
baixa, intermediaria e alta quando as doses convencionais de 6-MP sdo administradas
(gréfico superior) e quando as dose sdo ajustadas pelo gendtipo (grafico inferior).
MUT/MUT = pacientes homozigotos para a mutacdo; WT/MUT = pacientes heterozigotos
para a mutacdo; WT/WT = pacientes normais para o gene TPMT; 6-MP = 6
Mercaptopurina; 6-TGN nucleotideos da 6-Tioguanina (adaptado de EICHELBAUM et al.,
2006).
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H& uma grande variabilidade na atividade da TPMT observada em homozigotos
para o gene selvagem e no grupo de pacientes heterozigotos, sugerindo que o polimorfismo

n&o é o unico fator regulador da atividade enziméatica (McLEOD et al., 2000).

SALAVAGGIONE e colaboradores (2005) investigaram os efeitos funcionais das
variantes alélicas TPMT*2, *3A, *3B, *3C e *5 a *13 em humanos. Os pesquisadores
verificaram que as enzimas codificadas por esses alelos apresentavam niveis de atividade
que variavam de praticamente indetectavel (*3A, *3B e *5) a 98% (*7) da atividade
observada para a proteina codificada pelo alelo TPMT *1 (wild type). Os niveis de atividade
da enzima produzida pelos alelos TPMT*2, *3C, e *12 eram inferiores a 50% quando
comparados com a produzida pelo alelo selvagem (TPMT *1). As variantes alélicas TPMT
*7, *8 e *9, foram as Unicas que ndo apresentaram reducdo significativa da atividade

enzimatica em relacdo a proteina normal.

Pacientes heterozigotos para os alelos TPMT*3A, (DE LA MOUREYERE et al.,
1998b) *9, (SCHAEFFELER et al., 2004) e*19 (HAMDAN-KHALIL et al., 2005) podem

apresentar atividade enzimatica comparavel a da proteina produzida pelo alelo selvagem.

SCHAEFFELER e colaboradores (2004) analisaram a influéncia do género, idade e
uso de nicotina na atividade da TPMT. Os pesquisadores verificaram que os homens
possuem uma atividade enzimatica 7% maior que as mulheres. A idade, variando de 18 a
65 anos, ndo interferiu na atividade enzimatica. Quanto ao uso de nicotina, homens e
mulheres fumantes apresentaram niveis significantemente mais altos de TPMT em relacéo
aos ndo fumantes. A cafeina ndo alterou significantemente a atividade dessa enzima para

ambos 0S géneros.

GANIERE-MONTEIL e colaboradores (2004) observaram que a atividade enzimética
foi significativamente menor em criangas quando comparadas com adultos (p=0,033). Nao
houve diferenca significativa quando foram comparados recém-nascidos (material de

cordao umbilical) com criancas de outras faixas etarias (idade 5,7 + 4,2anos).
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1.3.3- O POLIMORFISMO GENETICO DA TPMT E SUA IMPORTANCIA
CLINICA PARA AS CRIANGCAS COM LLA

Pesquisadores americanos estudaram o metabolismo e a tolerancia a 6-MP em
pacientes com LLA com diferentes fenotipos da atividade da TPMT. As concentracdes
intra-eritrocitarias dos 6-TGN apresentaram, como seria esperado, uma correlacdo inversa
com a atividade da TPMT. Os pacientes homozigotos para os alelos mutantes do gene
TPMT toleraram a dose plena da 6-MP (75 mg/m%dia) em apenas 7% das semanas, 0s
heterozigotos em 65% das semanas e 0s pacientes com alta atividade enzimatica em 84%
das semanas durante dois anos e meio de tratamento. A média final (x desvio padréo) de
doses semanais de 6-MP foi de 72 (+ 60), 449 (+ 160) e 528 (+ 90) mg/m?, para cada um
daqueles grupos, respectivamente. Esses resultados indicam que o polimorfismo genético
da TPMT tem grande influéncia na tolerancia aos regimes terapéuticos que contém 6-MP
ou outras tiopurinas (RELLING et al., 1999a).

Pacientes com alta atividade da enzima TPMT podem apresentar um maior risco de
falha terapéutica, uma vez que a alta atividade da TPMT resulta em maior inativacdo das
tiopurinas e menor exposicao das células leucémicas aos metabolitos ativos (6-TGN). Esses
pacientes podem se beneficiar de doses mais altas de tiopurinas (LENNARD et al., 1990;
LILLEYMAN & LENNARD,1994; CHEOK & EVANS, 2006).

Por sua vez, pacientes portadores da deficiéncia da TPMT s@o mais expostos aos
metabolitos ativos da 6-MP e apresentam concentracdes intracelulares de 6-TGN superiores
as observadas nos individuos com alta atividade enzimética. Esse acumulo, que ocorre
principalmente nos tecidos hematopoiéticos, predispde a quadros graves de mielotoxicidade
durante tratamento com doses habituais de tiopurinas. Estudos mais recentes indicam que
0s pacientes com atividade enzimatica intermediaria também apresentam grande risco de
desenvolvimento de toxicidade secundéaria ao uso dessas drogas (RELLING et al., 1999a;
CHEOK & EVANS, 2006).

Durante a fase de manuten¢do da quimioterapia em pacientes com LLA, as doses de
6-MP e MTX sdo inicialmente prescritas com base na area de superficie corporal e,
subsequentemente, ajustadas de acordo com a toxicidade alcangada (POPLACK et al.,
1986; GIVERHAUG et al., 1999). O ajuste dessas para atingir um determinado ponto de
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leucopenia ou neutropenia tem sido o procedimento habitual durante a fase de manutencéo
do tratamento da LLA por vérias décadas. Porém, sé recentemente tem sido demonstrada a
importancia clinica desta pratica. A maioria dos protocolos de tratamento recomenda que a
contagem de leucdcitos seja mantida entre 2.000 e 4.000/mm?® (ARICO et al., 2005). Porém
ndo se sabe se este seria o intervalo ideal. (SCHMIEGELOW & PULCZYNSKA,1990b).

Existem evidéncias de que a contagem de leucdcitos seria uma forma indireta de se
avaliar a intensidade da quimioterapia. Contagens elevadas de leucocitos estariam
associadas a menor exposicdo a concentragdes adequadas de 6-MP e/ou MTX durante a
fase de manutencdo da quimioterapia (CHESSELS, 2000). A presenca de leucopenia
“controlada”, no limite de tolerabilidade clinica, poderia contribuir para um melhor
prognéstico destes pacientes (SCHMIEGELOW & PULCZYNSKA,1990b). Portanto,
pacientes com contagens de leucdcitos elevadas apresentariam um risco de recidiva
significativamente maior (SCHMIEGELOW & PULCZYNSKA 1990a).

As criangas com baixa atividade da TPMT necessitam de ajuste freqtiente das doses
de 6-MP, enguanto que as com niveis mais altos apresentavam uma tendéncia para tolerar
longos periodos com dose completa de 6-MP, sem o aparecimento de neutropenia. A falha
na atividade citotoxica da droga, representada pela auséncia de leucopenia e/ou
neutropenia, pode significar sub-tratamento, permitindo que células residuais sobrevivam e
reaparecam (LENNARD et al., 1990; PEARSON et al.,1991). Esses dados reforcam a
hipdtese de que nem sempre a dose prescrita € a dose maxima tolerada pelos individuos.
Portanto, o estudo do perfil da atividade da TPMT pode ser uma ferramenta auxiliar para o

ajuste das doses da 6-MP em pacientes com LLA.

As criangas com LLA portadoras de deficiéncia da TPMT podem ser tratadas com
sucesso utilizando apenas 10% a 20% das doses convencionais de 6-MP. Nos pacientes
heterozigotos as doses podem ser reduzidas em até 35% a 50%, ou Seja, nesses casos as
reducdes podem ser mais moderadas (CHEOK and EVANS, 2006).

Como o efeito citotdxico da 6-MP ndo estd baseado apenas na formacdo de 6-TGN,
alguns pesquisadores observaram auséncia de relagdo entre a dose de 6-MP e a
concentracdo de 6-TGN, sugerindo que as modificacdes nas doses de 6-MP ndo acarretam

alteracOes previsiveis e proporcionais na concentracao intra-eritrocitaria destes metabolitos.
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Esses pesquisadores consideraram, também, que é dificil estabelecer uma relacdo entre a
evolucdo do paciente e parametros farmacocinéticos de uma Unica droga, quando se
emprega um esquema de quimioterapia que inclui multiplos agentes, como nos utilizados
para o tratamento da LLA (SCHMIEGELOW et al., 1995; BALIS et al., 1998).

Portanto, andlise isolada da concentracdo intra-eritrocitaria dos 6-TGN pode ser
inadequada para a otimizacdo do tratamento em alguns pacientes com LLA. O uso
concomitante destas concentracfes e da contagem de leucécitos para monitoramento do

tratamento parece ser um procedimento mais adequado (INNOCENTI et al., 2000).

RELLING e colaboradores (1999b), pesquisadores do St. Jude Children’s Research
Hospital, avaliaram a importancia prognéstica dos metabdlitos ativos da 6-MP (6-TGN) e
do MTX (poliglutamatos do metotrexato — MTXPGS) e da intensidade das doses destes
medicamentos administradas na fase de manutencdo do tratamento. Na andlise univariada,
0s Unicos fatores associados a sobrevida livre de doenca foram a intensidade da dose de 6-
MP e a intensidade da dose de MTX. Na andlise multivariada apenas a intensidade da dose
de 6-MP manteve seu significado prognostico para a sobrevida livre de evento (p = 0,022),
mostrando que 0s pacientes que receberam doses de 6-MP com maior intensidade
apresentavam maior probabilidade de sobrevida, quando comparados com os demais. A
mediana da dose acumulada de 6-MP foi maior no grupo de pacientes com alta atividade da
enzima TPMT do que no grupo de pacientes com deficiéncia na atividade desta enzima
(homozigotos e heterozigotos). A introducdo do perfil enzimatico na analise multivariada
ndo modificou a importancia progndstica da intensidade da dose de 6-MP. O principal
motivo para a diminuicdo da intensidade da dose cumulativa de 6-MP foram as
interrupcOes durante semanas inteiras de quimioterapia e ndo a reducdo de doses diarias de
6-MP. Na maioria das vezes, estas interrupgdes estavam relacionadas a episodios de
neutropenia. Foi observada uma tendéncia de associacdo entre neutropenia e progndstico
desfavoravel (p = 0,04). Os autores observaram que a concentracdo intra-eritrocitaria dos 6-
TGN ndo apresentou significado prognéstico e apresentaram diversas hipdteses para
explicar esse resultado. Entre elas, chama atencdo o fato de que a avaliagdo da intensidade
da dose de 6-MP provavelmente fornece uma avaliacdo mais global, ja que avalia todas as
semanas da fase de manutengdo do tratamento. Por sua vez, a dosagem de 6-TGN ¢ feita

apenas em algumas semanas especificas. A eficacia da 6-MP parece ser dependente de uma
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exposicdo cronica adequada a essa droga, durante 0 maior nimero possivel de semanas
ininterruptas durante a fase de manutencdo do tratamento. Os resultados deste estudo
reforcam a necessidade do uso de doses méximas de 6-MP, principalmente nos individuos
com alta atividade da enzima TPMT, evitando-se, contudo, que a toxicidade seja tdo intensa
que leve a interrupgdes prolongadas da quimioterapia, comprometendo a intensidade da
dose total e, consequentemente, o prognostico dos pacientes.

Em estudo recente, no qual a dose da 6-MP era individualizada de acordo com a
atividade da TPMT, o gendtipo da TPMT ndo teve influéncia prognostica. Os
pesquisadores consideraram que a administracdo constante da 6-MP, ou seja, evitando-se
ao maximo as interrupgdes, resultaria em menores indices de recidiva. Portanto, a meta
neste estudo era manter a mais alta dose diaria de 6-MP tolerada pelo paciente. Utilizando
esta abordagem, o genotipo TPMT néo foi preditivo do risco de recidiva hematoldgica
(ROCHA et al, 2005; RELLING et al., 2006).

Outros estudos também demonstraram que o risco de recidiva estava relacionado
com o tempo de interrupcao da quimioterapia. Pacientes que tiveram periodos prolongados
de interrupcdo da quimioterapia apresentaram evolugdo clinica desfavoravel. No entanto, é
importante ressaltar que, pode ndo ser adequada apenas a manutencdo do paciente em
quimioterapia ininterrupta, com as doses recomendadas pelos protocolos, pois corre-se 0
risco de manté-los com exposicao insuficiente as drogas (SCHMIEGELOW, 1991; VIANA
et al., 2001).

Em estudo pioneiro, pesquisadores do grupo alemdo BFM avaliaram a associagdo
do genotipo TPMT com os niveis de doenca residual minima antes e apds fase de
inducdo/consolidacdo da quimioterapia, na qual a 6-MP era utilizada. Os pacientes
portadores de deficiéncia da TPMT foram tratados com doses reduzidas de 6-MP e,
portanto, foram excluidos do estudo. As doses de 6-MP ndo foram ajustadas previamente
para 0s pacientes heterozigotos. Os pacientes heterozigotos apresentaram indices de doenca
residual minima significativamente mais baixos do que os homozigotos para o alelo
selvagem (wild type). Os autores concluiram que a redugdo das doses de 6-MP, durante a
fase de inducdo/consolidacao, baseada no gendtipo da TPMT, seria de pouco beneficio para
pacientes heterozigotos tratados de acordo com o protocolo do grupo BFM e que o0s

individuos com alta atividade enzimética (wild type) poderiam se beneficiar com o uso de
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doses mais altas de 6-MP. No entanto, a comprovacdo dessas hipoteses, e da sua influéncia
nos resultados finais do tratamento, demandam um tempo mais longo de acompanhamento
(STANULLA et al., 2005).
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2- OBJETIVO GERAL

Determinar a frequéncia das principais variantes alélicas do gene da Tiopurina
Metiltransferase (TPMT) em uma populacdo de criangas e adolescentes com Leucemia
Linfocitica Aguda (LLA) e correlaciona-la com dados clinicos e laboratoriais obtidos

durante a fase de manutencdo da quimioterapia.

2.1-OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Otimizar a PCR ARMS alelo especifica, para cada par de iniciadores
separadamente e, posteriormente, agrupa-los em uma PCR multiplex.

2- Determinar a frequéncia dos alelos TPMT*2, *3A e *3C na populacdo estudada.

3- Verificar a associagdo entre genotipo e dados clinicos (género, tempo de
interrupcao da quimioterapia, médias das doses de 6-MP e MTX) e laboratoriais (medianas
das contagens de leucdcitos e neutrdfilos) obtidos durante a fase de manutencdo da
quimioterapia.

4- Correlacionar o gen6tipo com a concentracdo intra-eritrocitaria dos metabdlitos
da 6-MP (nucleotideos da 6-tioguanina, 6-TGN e metilmercaptopurina, MMP).
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3- PACIENTES E METODOS

3.1- ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado na Camara do Departamento de Pediatria, no Servico de
Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG (Anexo 1), na Diretoria de Ensino,
Pesquisa e Extensdo da do Hospital das Clinicas da UFMG (Anexo 2), e no Comité de
Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG (Anexo 3). Para a inclusdo dos pacientes foi
solicitada a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido aos pais ou
responsavel (Anexo 4).

Os protocolos do Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia Infantil
(GBTLI) prevéem que todos os pacientes admitidos ou seus responsaveis assinem um
termo de consentimento onde s&o esclarecidos sobre o tratamento. Para inclusdo dos
pacientes no estudo destinado a avaliacdo da adesdo ao tratamento em criangas portadoras
de LLA através da dosagem de metabolitos da 6-MP, também, foi solicitada autorizacéo
dos pais e responsaveis logo que as criangas iniciaram a fase de manutencéo do tratamento.
Os dois estudos foram aprovados na Camara do Departamento de Pediatria e no
COEP/UFMG (pareceres 007/97 e 021/01).

3.2- PACIENTES

A populacédo estudada consistiu de criancas e adolescentes com Leucemia Linfocitica
Aguda (LLA) admitidas no Hospital das Clinicas da UFMG (HC-UFMG) e submetidas aos
protocolos de tratamento do Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia
Infantil - GBTLI LLA - 93 e GBTLI LLA - 99. Foram incluidos nestes protocolos todos 0s
pacientes com LLA, sem tratamento prévio, com idade inferior a 18 anos. Para os fins deste
estudo foram considerados apenas aqueles que alcancaram a fase de manutencdo do
tratamento no periodo de maio de 1997 a maio de 2005.

Para correlacionar o gendtipo com a concentragdo de metabdlitos da 6-MP foi
estudado um grupo de 36 criangas admitidas em um estudo anterior, conduzido pela mesma

equipe de pesquisadores, no periodo de 1997 a 2003, no qual foi realizada a dosagem dos

32



PACIENTES E METODOS

metabolitos da 6-MP (OLIVEIRA et al., 2004c). Para correlacionar o genétipo com dados
clinicos e laboratoriais obtidos durante a fase de manutencéo, esse grupo foi acrescido de
mais 80 criancas, totalizando uma populacdo de 116 pacientes, para 0s quais foram
coletados os dados referentes a contagem de leucécitos e neutrdfilos, periodo de
interrupcdo da quimioterapia e dose de 6-MP e MTX prescrita durante a fase de
manutencao do protocolo terapéutico.

A fase de manutencdo do tratamento foi escolhida para a avaliagdo da associacdo
entre genotipo e dados clinicos e laboratoriais, pois esta alicercada no uso de 6-MP e MTX,
sendo que a primeira € administrada diariamente, por via oral, durante um periodo

prolongado.

Todos os pacientes foram acompanhados longitudinalmente no Servico de
Hematologia Pediatrica do HC-UFMG, submetendo-se a avalia¢des clinico-laboratoriais

com periodicidade variavel de acordo com o protocolo especifico de tratamento.

3.3- ESQUEMAS TERAPEUTICOS

Os esquemas terapéuticos utilizados foram os dos protocolos do Grupo Cooperativo
Brasileiro para Tratamento da Leucemia Infantil para a leucemia linfoide aguda na infancia
(GBTLI LLA -93 e GBTLI LLA -99).

Todos os quimioterapicos foram fornecidos pelo Sistema Unico de Satde (SUS)
através do servico de quimioterapia e farméacia da instituicdo ou atraves de outros
convénios, nos casos em que a fase de manutencdo do tratamento foi realizada em

consultorio particular.

3.3.1-GBTLI LLA-93

O protocolo do estudo GBTLI LLA - 93 previa a estratificacdo dos pacientes em
trés grupos de risco para recidiva, utilizando como critérios: a idade ao diagnostico,
contagem de leucdcitos ao diagndstico, presenca de massa mediastinal, comprometimento
do sistema nervoso central (SNC), hepato-esplenomegalia, imunofenotipagem e a

citogenética, quando realizada.

33



PACIENTES E METODOS

Os grupos de risco séo 0s seguintes:

1. Risco Bésico Verdadeiro (RBV)

Critérios imprescindiveis: pacientes com idade = 1 ano e < 10 anos, com contagem
leucocitéria inicial < 10.000/mm®, auséncia de massa mediastinal, auséncia de
envolvimento do SNC, hepato e/ou esplenomegalia inferior a cinco centimetros a
partir do rebordo costal, medida na linha hemiclavicular.

2.
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As doses de 6-MP e MTX deveriam ser ajustadas de forma a manter a contagem de
leucécitos entre 2.000 e 3.000/mm?, com a contagem de fagécitos acima de 500/mm?.

Quando a contagem de fagdcitos fosse inferior a 500/mm?®, a quimioterapia deveria
ser suspensa provisoriamente, até a recuperacdo dos niveis leucocitarios. Apds a
recuperacao, a medicacdo deveria ser reiniciada com metade da dose anterior, aumentado-
se a dose progressivamente em uma a duas semanas.

Se durante a fase de manutencdo, dois ou trés hemogramas sequenciais (semanais
ou quinzenais), mostrassem contagem de leucdcitos acima de 3.500 a 4.000/mm?, as doses
de 6-MP e MTX deveriam ser aumentadas em 25%.

O esquema terapéutico para o grupo RB compreendeu as mesmas fases de inducéo,
intensificacdo e re-inducdo do RBV (Anexo 5), seguidas da fase de manutencdo. Os
critérios para ajustes das doses das drogas que alicercam esta fase do tratamento (6-MP e
MTX) foram os mesmos adotados para o grupo RBV. No grupo RB, foram incluidos nesta
fase pulsos de vincristina (VCR) e dexametasona (DXM), administrados a cada oito
semanas durante o primeiro ano da manutencdo (semanas 29, 37, 45, 53, 61, 69 e 77 do
tratamento). A VCR deveria ser administrada no primeiro dia do pulso, por via endovenosa,
na dose de 1,5 mg/m? (dose maxima de 2 mg) e a DXM deveria ser administrada por via
oral, durante sete dias, na dose de 4 mg/m?/dia. O uso de 6-MP e MTX deveria ser mantido
durante estes pulsos. A duracdo da fase de manutencdo do tratamento obedeceu aos

mesmos critérios definidos para o RBV.

A terapia do grupo AR compreendeu quatro fases: inducdo com duracdo de seis
semanas, a intensificacéo igual a do RBV e RB, uma fase de re-inducéo onde foi incluida a
radioterapia cranio-espinhal e a seguir a fase de manutencdo com duracao total de um ano e
meio ou dois anos (Anexo 5). A terapia de manutencdo compreendia duas fases. Durante 0
primeiro ano (até a 77% semana do tratamento) deveria ser realizado rodizio de trés blocos
de quimioterapia, administrados de maneira sequencial a cada trés semanas. Estes blocos
alternavam-se a cada 21 dias, num total de 18 blocos (Anexo 5). Ap6s o primeiro ano de
terapia de manutencéo, seguiu-se a quimioterapia com 6-MP e MTX, seguindo as mesmas
especificacdes feitas para os outros dois grupos, e pulsos de VCR e DXM, nas mesmas

doses utilizadas no grupo de RB, a cada oito semanas até o final do tratamento.
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3.3.2-GBTLI LLA - 99

De acordo com o protocolo GBTLI LLA - 99, os pacientes foram classificados em
dois grupos. O chamado grupo de baixo risco de recidiva (BR), foi representado pelos
pacientes que, ao diagnoéstico, tinham idade > 1 ano e < 9 anos e/ou contagem inicial de
leucécitos inferior a 50.000/mm?. O outro grupo, chamado de Alto Risco de recidiva (AR)
foi constituido pelos doentes que, ao diagnoéstico, tinham idade < 1 ano e > 9 anos e/ou
contagem inicial de leucdcitos > 50.000/mm?°.

3.3.2.1- GRUPO DE BAIXO RISCO DE RECIDIVA (BR)

O planejamento terapéutico global do grupo de Baixo Risco de recidiva (Anexo 6)
compreendeu cinco fases: fase da indugdo com duragdo de quatro semanas, seguida
imediatamente da fase de consolidacdo da remisséo, com duracdo de duas semanas, a fase
da intensificagcdo, com duracdo de 8 semanas, uma consolidacdo tardia com duracéo de 8
semanas e a terapia de manutencdo que teve a duracdo de um ano e meio. O tempo total
previsto para duracéo do tratamento foi de dois anos.

A terapia de manutencdo foi alicercada no par de drogas 6-MP/MTX e iniciada a
partir da vigésima segunda semana do tratamento. Antes do inicio dessa fase, os pacientes
foram randomizados para 0 Grupo 1 (terapia continua 6-MP/MTX) ou Grupo 2 (terapia
intermitente MTX/ 6-MP) da terapia de manutencao.

O tratamento basico da terapia de manutencdo no Grupo 1, referia-se ao esquema
tradicional de tratamento, composto de :

- 6-MP: 50 mg/m?dia, administrada por via oral, diariamente (dose
méxima de 100 mg/m?dia), ingerido longe do horério das refeicdes, no
sentido de evitar interferéncias dos alimentos na absor¢do das drogas.

- MTX: 25 mg/m%dose (dose méaxima de 40 mg/m?), administrado por
via intramuscular, semanalmente.

- A cada 8 semanas, iniciando-se na 30% semana, era introduzido o pulso

de vincristina (VCR) e dexametasona, completando um total de 7 pulsos
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- Atripla terapia intratecal (MADIT: ARA-C, MTX e PDN) foi realizada
a cada 8 semanas, durante toda a manutengéo.
A terapia de manutencdo do Grupo 2 utilizou as mesmas drogas. No entanto, a 6-MP
e 0 MTX eram administrados de maneira intermitente:

- MTX: 200mg/m?, administrado por via endovenosa, em infusdo de 6
horas, administrado a cada 21 dias. O resgate com &cido folinico
(leucovorin) foi de 5mg/m?/dose, administrado por via oral, nas horas 36
e 42 apos o inicio do MTX.

- 6-MP: 100mg/m?/dia, administrada por via oral, durante 10 dias,
iniciando 24 horas apés a primeira dose do MTX. Dose maxima diaria
de 175mg.

Durante a fase de manutengdo do Grupo 1, os ajustes das doses de 6-MP e MTX
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3.3.2.2- GRUPO DE ALTO RISCO DE RECIDIVA (AR)

O planejamento terapéutico global para o Grupo de Alto Risco (Anexo 6),
compreendeu sete fases: a fase da inducdo com duracdo de seis semanas, 0 Bloco A e o
Bloco B com duracdo de uma semana cada um, a fase da intensificacdo com oito semanas
de duracdo, o Bloco C e o Bloco D com uma semana de duracdo cada, a fase de
consolidag&o tardia (oito semanas) e a fase de manutencdo com duracdo de um ano e meio.

A fase de manutencdo deveria ser iniciada na trigésima quarta semana do tratamento

e seguia as mesmas orientacdes para o Grupo 1 do BR (item 3.3.2.1).

3.4- DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

Os dados clinicos e laboratoriais foram obtidos por meio de pesquisa em prontuarios
arquivados no Servico de Arquivo Médico (SAME) e no Servigo de Hematologia do HC-
UFMG.

O Servico de Hematologia Pediatrica dispe de registros individualizados de todos
0s pacientes com seus dados iniciais, evolutivos, os exames laboratoriais, incluindo
mielograma, imunofenotipagem e relato das intervencdes terapéuticas as quais foram
submetidos. Os dados clinicos, os exames laboratoriais na admissdo e durante toda a
evolucdo, o tratamento e os dados evolutivos de cada paciente foram registrados em
protocolo proprio. Para o presente estudo foi desenvolvido um banco de dados especifico
no programa Excel-2002.

O diagndstico de LLA foi realizado por esfregaco de medula 6ssea corado pela
solucdo de May-Grinwald-Giemsa e, na maioria dos casos, confirmado por
imunofenotipagem.

A determinacdo da linhagem do clone leucémico dos casos de LLA baseou-se na
classificacdo do Grupo Europeu para Caracterizacdo Imunolégica de Leucemias (EGIL)
(BENE et al., 1995), com modifica¢cdes impostas por limitacdes no painel de anticorpos
monoclonais utilizados (PAES, 2000). Desta forma, as LLA foram classificadas em LLA
de linhagem B e de linhagem T. A linhagem B foi definida quando havia expressdo de pelo
menos dois dos seguintes marcadores B: CD19, CD79a e CD22. A LLA de linhagem B foi
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sub-classificada, de forma simplificada, em LLA pré-B CD10 positivo (CD10%) ou LLA
pré-B CD10 negativo (CD107), por ndo se dispor do anticorpo anti-imunoglobulina
intracitoplasmatica (IgM citoplasmatica). As LLA classificadas como pré-B CD10"
também foram denominadas LLA do tipo CALLA (antigeno comum da LLA). As LLA do
tipo null foram incluidas no grupo das LLA pré-B CD10. A LLA B madura foi excluida do
estudo. A LLA de linhagem T foi definida pela expressao de CD3 em membrana ou
intracitoplasmatica. Quando negativa, a LLA foi considerada T caso apresentasse
positividade para CD2 e CD7 e negatividade para CD22 e/ou CD79a e mieloperoxidase
(MPO). Nao foi possivel proceder a sub-classificacdo deste grupo pela indisponibilidade de
CDl1a, antiTCRa/p e anti-TCR y/d no laboratorio da Instituicdo (PAES, 2000).

Como em grande nimero de casos ndo foram obtidas metéafases para realizacao de
analise citogenética, optou-se pela ndo utilizacdo deste parametro para caracterizacdo dos
pacientes neste estudo.

A remissdo medular foi definida como porcentagem de blastos inferior a 5% do total
de elementos nucleados, em um esfregaco medular com a presenca das trés séries normais
(granulocitica, eritrocitica e megacariocitica) bem representadas.

A recidiva medular foi definida como reaparecimento de células leucémicas na
medula 6ssea em proporgdo = 5% dos elementos nucleados (M2) ou = 25% (M3). A
recidiva poderia ser isolada em medula Ossea ou combinada, quando houvesse
envolvimento concomitante do sistema nervoso central, ou testiculos ou outros sitios.

O envolvimento do sistema nervoso central foi definido como presenca de blastos
em esfregaco de liquor com contagem de mononucleares > 5 células/mm®, com presenca

inquestionavel de blastos leucémicos.

3.5- ISOLAMENTO DE DNA GENOMICO

Para o isolamento do DNA gendmico foram utilizados como material sangue
periférico, concentrado de hemécias ou esfregaco de medula 0ssea.

O sangue total foi obtido no momento das coletas de rotina para realizagdo de

hemogramas. Portanto, ndo foi coletado sangue exclusivamente para a realizagdo do estudo.

O anticoagulante utilizado foi 0o EDTA (etilenodiaminotetracetato).
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Nos casos em que 0 paciente ja havia falecido ou recebido alta hematoldgica, foi
utilizado concentrado de hemacias armazenado a —20° C. Este material foi obtido durante o
estudo para dosagem dos metabdlitos da 6-MP (OLIVEIRA et al, 2004c)

Quando ndo havia sangue total ou concentrado de hemécias disponiveis, foram
utilizadas laminas com esfregaco de medula 6ssea obtido no 28° dia de tratamento. As
l&minas encontravam-se arquivadas no Servico de Hematologia do HC-UFMG e haviam
sido coradas previamente pela solugdo de May-Grunwald-Giemsa.

O DNA genomico foi extraido a partir de amostras de sangue total em 95 casos. Em
13 casos foi utilizado o concentrado de hemacias e em 8 o esfregaco de medula 6ssea.

Foram testados dois métodos para isolamento do DNA genémico a partir do sangue
total, o kit DNAzol® (INVITROGEN) e o método Fenol-cloroférmio (SAMBROOK et al.,
1989). Para a obtencdo de DNA gendmico a partir dos esfregagos de medula dssea foi
utilizado um método simples descrito no item 3.5.3. Os trés métodos serdo descritos a

sequir.
3.5.1- METODO DO DNAZOL (INVITROGEN)

As células sanguineas foram lisadas atraveés da homogeneizacdo com a pipeta. Ao
tubo contendo 200pl de sangue total foi acrescentado 1ml de DNAzol. Centrifugar a 10.000
g durante 10 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, que foi adicionado de
0,5 ml de &lcool 100% a 4°C. Misturar por inversdo e incubar por 3 min a temperatura
ambiente. Centrifugar a 4.000 g por 2 min. O sobrenadante foi descartado e 0 DNA
precipitado lavado 2 vezes com alcool 70% a 4°C, centrifugar a 15.000g a 4°C. O tubo
contendo o sedimento foi deixado aberto a 37°C por 1 min para a evaporagédo do alcool. O
DNA foi ressuspendido em 20ul de NaOH 8 mM, conforme sugerido pelo fabricante e
estocado a -20°C. Para a amplificacdo por PCR foi utilizado 100ng da amostra como fonte
de DNA molde. Este método foi utilizado nos testes de escolha para isolamento do DNA,

mas n&o foi o escolhido para a extragdo das amostras de sangue total.
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3.5.2- METODO FENOL/CLOROFORMIO (SAMBROOK et al., 1989)

Ao tubo contendo 200l de sangue total ou concentrado de hemécias foi adicionado
100p1 de tampdo de extracdo (50mM Tris HCI, pH 8,0, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl, SDS
1%) e proteinase K a 50pug/ml. A amostra foi incubada a 37°C por 16 h ou 55°C por 3h com
agitacdo, para digestdo do material. Foi adicionado volume igual de fenol e a amostra foi
agitada por 10 min em agitador de inversao, até formar uma emulsdo. Centrifugar a 15.000
g por 10 min a temperatura ambiente. A fase aquosa superior foi retirada e transferida para

um novo tubo, acrescentando-se, aproximadamente, metade de seu volume, de fenol e
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celulas nucleadas. Nesta marcacdo, foram depositados 10ul de dgua deionizada e apos a
raspagem, o material ressuspendido foi transferido para tubos etiquetados. A area foi lavada
com outros 10 pl de &gua deionizada que também foram transferidos para os tubos com
auxilio de uma micropipeta. A operacéo foi repetida em uma segunda area da lamina e, em
seguida, o material foi aquecido a 70°C por 10 min, centrifugado a 13.000 rpm por 5min, a
temperatura ambiente e o sobrenadante (cerca de 30ul) foi estocado a -20°C. Foram

aplicados 2 pl do sobrenadante nas reagdes de PCR como fonte de DNA molde.

3.5.4- DOSAGEM DAS AMOSTRAS DE DNA

A dosagem das amostras de DNA obtidas a partir de sangue total foi realizada em
espectrofotdometro (Eppendorf). Foi observada a absorbancia para acidos nucléicos que é
obtida no comprimento de onda de 260 nandmetros (nm), na qual uma unidade de
absorbancia 260 nm corresponde a 50ng/pl de &cidos nucléicos e a absorbancia para
proteina obtida no comprimento de onda 280 nm. A pureza para &cidos nucléicos foi
observada pela relacdo das absorbancias A260/280. Este valor indica a relagdo
DNA/proteina e conseqlientemente a pureza da amostra de DNA. As amostras que nédo
apresentavam valor de pureza satisfatorio (A260/A280>2) foram lavadas com etanol 70%.
A dosagem do DNA néo foi realizada nas amostras obtidas de concentrado de hemécias e
de esfregaco de medula dssea, devido ao pequeno volume e a baixa concentracdo de DNA

obtidos nestas amostras.

3.6- PCR (REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE) - ARMS (SISTEMA DE
AMPLIFICACAO REFRATARIO A MUTACAO) MULTIPLEX

A PCR foi realizada para avaliar a freqiiéncia das quatro variantes alélicas do gene da
TPMT: *2 (238G>C), *3A (460G>A e 719A>G), *3B (460G>A) e *3C (719A>G).

Foi utilizada a estratégia do sistema multiplex de amplificacdo refrataria a mutagéo
(ARMS multiplex) descrito por ROBERTS e colaboradores (2004). O ARMS é um sistema
que permite a genotipagem de SNPs (single nucleotide polimorphism) através somente da

PCR, sem necessidade de enzimas de restricdo e sequenciamento dos produtos da PCR.
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Este sistema possibilita a deteccdo simultanea do polimorfismo dos nucleotideos 238 G>C,
460G>A e 719A5G, que definem os alelos TPMT *2, TPMT*3A, TPMT *3B e TPMT *3C.
No ARMS ¢ desenhado um par de iniciadores direcionado para o locus normal e
outro par especifico para o locus com mutagdo. Assim, o DNA normal e o mutado (se
houver a mutacdo) sdo amplificados. Nesta técnica é importante a presenca de um par de
iniciadores direcionado para uma regido do DNA genémico que ndo esta sendo estudada
para funcionar como controle positivo da reacdo (NEWTON et al., 1989). Neste estudo foi
utilizado o par de iniciadores p2M como controle positivo da PCR que é complementar a
uma sequiéncia de 574pb do gene da beta-2-microglobulina, ndo relacionada ao gene TPMT.
Neste trabalho foram utilizados os iniciadores desenhados por ROBERTS e
colaboradores (2004). Nestes iniciadores a Ultima base da por¢do 3° é complementar ao
nucleotideo normal ou mutado. Para maximizar a especificidade alélica foi introduzido um
pareamento incorreto no penultimo nucleotideo na porcdo 3’ em cada iniciador alelo
especifico (Tabela 4 - bases sublinhadas). Para evitar a coamplificacdo de seqliéncias de um
pseudogene os iniciadores comuns foram desenhados complementares a seqiiéncias

intronicas.

Tabela 4 - Iniciadores utilizados no experimento ARMS multiplex TPMT (ROBERTS et

al., 2004).
Iniciador Mutacéo PCR Amplicon Sequéncia (5’ —3°)
(pb)
B2M forward - ARMS1 574 TGTAAACACTTGGTGCCTGATATAGCTTGA
ARMS2
B2M reverse - ARMS1 574 CATCAGTATCTCAGCAGGTGCCACTAATCT
ARMS2
TPMT238 comum # - ARMS1 194 ATCTGCTTTCCTGCATGTTCTTTGAAACCC
ARMS2
TPMT238 normal ¥ - ARMS1 194 CACACCAACTACACTGTGTCCCCGGTCTCC
TPMT238 mutado§  238G>C ~ ARMS2 194 CACACCAACTACACTGTGTCCCCGGTCTCG
TPMT460 comum # - ARMS1 245 AGGTCTCTGTAGTCAAATCCTATACT
ARMS2
TPMT460 normal ¥ - ARMS1 245 ATTTGACATGATTTGGGATAGAGGTG

TPMT460 mutado 8§  460G>A  ARMS2 245 ATTTGACATGATTTGGGATAGAGGTA
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TPMT719 comum # - ARMS1 325 ATTTTTAGTAGAGACAGAGTTTCACCATCT
ARMS2
TPMT719 normal ¥ - ARMS1 325 TATGTCTCATTTACTTTTCTGTAAGTAGIT

TPMT719 mutado§  719A>G ~ ARMS2 325 TATGTCTCATTTACTTTTCTGTAAGTAGIC

Nucleotideos sublinhados — base modificada para ocorrer pareamento incorreto

# - iniciadores comuns que fazem par tanto com os iniciadores direcionados para 0 DNA
normal quanto para o mutado.

¥ - iniciadores especificos para 0 DNA normal

8 - iniciadores especificos para a mutacdo

A PCR alelo especifica foi otimizada separadamente e posteriormente os iniciadores
foram agrupados em ARMS1 e ARMS2. No ARMSL1 foram colocados os iniciadores
especificos para os alelos normais 238G e 460G e o iniciador especifico para o alelo
mutado 719G. No ARMS 2 foram colocados os iniciadores especificos para o alelo normal
719A e para os alelos mutados 238C e 460A (Tabela 5) (ROBERTS et al., 2004).

Tabela 5 - Agrupamento dos iniciadores em ARMS 1 e ARMS2 (ROBERTS et al., 2004).

Iniciadores PCR- ARMS Alelo TPMT
TPMT238 normal (WT) ARMS1 TPMT*1
TPMT238 mutado (MUT) ARMS2 TPMT*2
TPMT460 normal (WT) ARMS1 TPMT*1
TPMT460 mutado (MUT) ARMS2 TPMT3*A
TPMT 719 normal (WT) ARMS2 TPMT*1
TPMT719 mutado (MUT) ARMS1 TPMT3*A e TPMT*3C
B2M ARMS1 e ARMS2 -

O agrupamento dos iniciadores em ARMS1 e ARMS2 ¢é importante, pois em uma
mesma reacdo sdo misturados: o par de iniciadores usado como controle positivo da PCR
(B2M- Tabela 4 e 5), e os iniciadores direcionados ao alelo normal e ao mutado do gene
TPMT. Assim, existe uma seguranca de que a PCR realmente funcionou, pois além do par
de iniciadores utilizado como controle positivo, ha os iniciadores direcionados aos alelos
normais, cuja frequéncia esperada é alta e o iniciador direcionado ao alelo mutado, que s6

amplifica o DNA se o individuo tiver a mutacéo.
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E importante destacar que o alelo TPMT*2 ¢é visualizado através do iniciador
TPMT238MUT, o alelo TPMT*3A é caracterizado por duas mutagdes, entdo € visualizado
através dos iniciadores TPMT460MUT e TPMT719MUT, o alelo TPMT*3B pelo iniciador
TPMT460MUT somente e 0 TPMT*3C pelo TPMT719MUT somente. Ja o alelo TPMT*1
é visualizado pelos iniciadores TPMT238WT, TPMT460WT e TPMT719WT (Tabela 5).

Para a realizacdo da PCR alelo especifica as condicbes de temperatura e
concentracBes de reagentes estabelecidas por ROBERTS e colaboradores (2004) foram
testadas para cada iniciador isoladamente. Posteriormente, a concentracdo de Tag DNA
polimerase (1 e 0,50U), do MgCl; (1,5; 3 e 4,5mM), dos iniciadores (5 e 10pmoles), do
DNA (0,1, 1, 10 e 100ng) € o volume final de reacdo (10 pl e 25ul) foram testados.

Apos a otimizacdo da PCR alelo especifica, os iniciadores foram agrupados em
multiplex. A PCR multiplex é uma variante da PCR na qual dois ou mais loci sdo
simultaneamente amplificados na mesma reacdo (HENEGARIU et al., 1997). Esta PCR foi
possivel somente com DNA extraido de sangue total.

Para a PCR utilizamos 0,50 U de Taq DNA polimerase (INVITROGEN), tampéo da
enzima, fornecido pelo fabricante (Tris-HCI 10mM pH 8,0, 1,5mM de MgCl,, KCI 50mM),
4,5mM de MgCl,, 10 pmoles de cada iniciador, dNTPs (200uM de cada um dos
desoxirribonucleotideos) e 100ng de DNA humano para um volume final de 10 pl. A PCR
foi realizada em termociclador Thermo Hybaid, com 5 min a 95°C para desnaturacdo da fita
de DNA, e 35 ciclos consistindo de 30 seg a 95°C para desnaturacdo, 30 seg de anelamento
para os iniciadores, na temperatura calculada para cada iniciador, 30 seg a 72°C para
extensao, finalizando com uma extensdo de 5 min a 72° C e mantido a 4°C apds o término

da reacdo.

3.6.1- ANALISE DOS PRODUTOS DE PCR POR ELETROFORESE EM MINIGEIS
DE POLIACRILAMIDA

Os produtos de PCR, correspondentes aos alelos foram detectados apos
fracionamento em gel de acrilamida, corados pela prata. Trés microlitros dos produtos de
amplificacdo por PCR foram submetidos a eletroforese em mini gel de poliacrilamida a 8%,

fixados em 150ml de etanol a 10% (v/v) com 0,5% de &cido acético (v/v) e corados com
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nitrato de prata a 0,3%. Os géis foram lavados em &gua deionizada e revelados em solugédo
aquosa de hidroxido de sodio a 3% (p/v) com 0,5% de formaldeido (v/v), até o
aparecimento das bandas (SANGUINETTI et al., 1994).

3.7- DOSAGEM DOS METABOLITOS DA 6-MERCAPTOPURINA (6-MP)

A dosagem dos metabdlitos da 6-MP foi realizada em pesquisa desenvolvida por
OLIVEIRA et al. 2004c, no qual foram avaliados 36 pacientes incluidos no presente
estudo. Foram selecionados para dosagem dos metabolitos da 6-mercaptopurina 0s
pacientes com previsdo do término do tratamento até dezembro de 2001.

As amostras de sangue periférico para dosagem intra-eritrocitaria dos metabolitos da
6-MP (nucleotideos da 6-tioguanina - 6-TGN e metilmercaptopurina - MMP) foram
coletadas a partir da oitava semana da fase de manutencdo do tratamento com intervalo
aproximado de oito semanas entre as coletas. O paciente deveria estar em uso continuo da
6-MP por um periodo minimo de quatro semanas e ndo ter recebido transfusdo de
concentrado de hemécias nas seis semanas precedentes a coleta. O ndmero minimo de
amostras previsto para cada grupo de pacientes foi definido de acordo com a duracdo da
fase de manutencéo, variando de 2 a 6 amostras.

As amostras foram preparadas a partir do sangue total coletado para realizagdo de
hemogramas. O anticoagulante utilizado foi o EDTA. As hemécias foram preparadas de
acordo com o método descrito por LENNARD (LENNARD, 1987). Os nucleotideos da 6-
tioguanina (6-TGN) e metilmercaptopurina (MMP) foram separados e quantificados em
uma mesma amostra através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando
metodologia que combinou o método de extracdo das tiopurinas recomendado por
DERVIEUX & BOULIEU (DERVIEUX & BOULIEU, 1998) e o método de analise
proposto por LENNARD & SINGLETON (LENNARD & SINGLETON, 1992), que
permite a determinacdo simultanea desses metabdlitos da 6-MP nos eritrocitos. Os
metabolitos 6-TGN e MMP tiveram sua concentracdo intra-eritrocitaria medida em
pmol/8x10® heméacias e nmol/8x10® hemécias, respectivamente (Anexo 7). A padronizacéo

e a validagéo dessa nova metodologia foi realizada por OLIVEIRA et al., 2004c.
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3.8- DEFINICAO DE VARIAVEIS

As seguintes variaveis foram associadas a cada crianca.
- ldade (IDADEDX): numero fracionado em meses, obtido pela subtracdo da data de

nascimento em relacdo a data do diagnostico de leucemia.
- Género (SEXO0): masculino (1) ou feminino (2).

- Leucometria ao diagnostico (LEUINI): nimero global de leucécitos no sangue periférico

quando do diagndstico da doenca.

- Média das doses de 6-Mercaptopurina (6-MP): valor correspondente & média das doses
diérias de 6-MP prescritas para cada crianca durante a fase de manutengéo do tratamento. O
célculo foi feito através da soma de todas as doses/m?, dividindo-se a dose acumulada pela

duracéo total do periodo de manutencdo em dias. E expressa em mg/m?/dia.

- Média das doses de Metotrexato (MTX): valor correspondente a média das doses
semanais de MTX prescritas para cada crianga durante a fase de manutencéo do tratamento.
O célculo foi feito através da soma de todas as doses/m?, dividindo-se a dose acumulada

pela duracéo total do periodo de manutencéo em semanas. E expressa em mg/m?/semana.

Para o calculo das doses de 6-MP e MTX, a superficie corporal de cada paciente foi
obtida observando-se os dados de peso e estatura anotados e utilizando-se nomograma
baseado na formula de Du Bois (Du BOIS & Du BOIS, 1916). O valor foi expresso em m?.

- Dias de interrupcdo da quimioterapia durante a fase de manutencéo (QTT): porcentagem
correspondente a0 numero de dias nos quais 0 paciente permaneceu sem receber

quimioterapia, 6-MP e MTX, em relacdo a duracdo total da fase de manutencao.

- Mediana das contagens de leucécitos (MEDLEU): valor correspondente a mediana das

contagens de leucdcitos apresentadas pelo paciente durante a fase de manutencdo da
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quimioterapia. E uma forma indireta de avaliacio da intensidade da quimioterapia através

da mielossupresséao alcangada.

- Mediana das contagens de neutrofilos (MEDNEUT): valor correspondente a mediana das
contagens absolutas de neutrofilos apresentadas pelo paciente durante as consultas médicas
realizadas na fase de manutencdo. E uma forma indireta de avaliacio da intensidade da

quimioterapia atraves da mielossupressdo alcangada.

- Média das dosagens do metabdlito 6-TGN: valor correspondente a média das dosagens de
6-TGN apresentadas pelo paciente durante a fase de manutencao. O calculo foi feito através
da soma de todas as dosagens, dividindo-se a o valor desta soma pelo nimero de amostras

colhidas. E expressa em pmol/8x10® hemacias.

- Média das dosagens do metabolito MMP: valor correspondente & media das dosagens de
MMP apresentadas pelo paciente durante a fase de manutencdo. O célculo foi feito através
da soma de todas as dosagens, dividindo-se a o valor desta soma pelo nimero de amostras

colhidas. E expressa em nmol/8x10% hemacias.

- Gendtipo (TPMT): se a crianga possui a muta¢do no alelo TPMT (MUT) ou se possui 0
alelo comum ou selvagem (WT- wild type), sendo assim codificado - um (1) homozigoto
para o alelo selvagem e zero (0) heterozigoto para alguma das mutac@es estudadas no gene
TPMT.

- Sobrevida livre de eventos (SLE): tempo decorrido entre o diagnostico e a ocorréncia de
qualquer um dos seguintes eventos: 6bito em remissdo ou ocorréncia de recidiva da

leucemia em qualquer sitio.

- Variavel de censura para sobrevida livre de eventos (CENS1), assim codificada: zero (0),
paciente censurado na data da analise dos resultados porque ndo ocorreu qualquer evento;

um (1) ocorréncia de evento, como definido acima.
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- Sobrevida Global (SG): tempo decorrido entre o diagnostico e o ébito, independente da

causa.

- Variavel de censura para sobrevida global (CENS2), assim codificada: zero (0), paciente

censurado na data da andlise dos resultados porque estava vivo;um (1) ocorréncia do 6bito

Foi estudada a possivel associacdo entre genotipo e as seguintes variaveis: género,
média das doses de 6-MP, média das doses de MTX, dias de interrup¢do da quimioterapia,
mediana das contagens de leucdcitos e mediana das contagens de neutréfilos, dosagem dos
metabolitos 6-TGN e MMP.

Um paciente foi excluido dessas analises, uma vez que foi tratado com esquema
quimioterapico diferente dos utilizados nos protocolos do GBTLI LLA (Identificacdo n°
27- Anexo 8). Portanto, foram incluidos na maioria das analises estatisticas 115 pacientes.

Cento e nove pacientes foram incluidos nas analises referentes as variaveis 6-MP,
MTX e MEDLEU. Além do paciente niUmero 27, seis pacientes foram excluidos porque
receberam doses diferenciadas de 6-MP e MTX durante a fase de manutencéo, de acordo
com randomizacdo prevista no estudo GBTLI LLA - 99 (Grupo 2- item 3.3.2).

A mediana de neutrofilos (MEDNEU) foi calculada apenas para 100 pacientes. Foram
excluidos os sete pacientes citados acima. Em outros nove casos ndo havia anotacfes

suficientes no prontuario medico para o célculo desta mediana.

3.9- METODOS ESTATISTICOS

A eventual associagdo entre o genotipo e variaveis categoéricas foi analisada com o
teste do qui-quadrado.

O teste t de Student foi utilizado para testar a possivel associacdo do genétipo com
varidveis continuas que apresentaram distribuicdo normal. A possivel associacdo do
genotipo com variaveis continuas que ndo apresentaram distribuicdo normal foi analisada

com o teste estatistico ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
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O método de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a probabilidade de sobrevida
global e de sobrevida livre de eventos (KAPLAN & MEIER, 1958). O teste de log-rank foi
utilizado para comparacdo entre as curvas de sobrevida. Os célculos e as curvas de
sobrevida foram feitas no programa EGRET versao 026.6.

Os calculos foram feitos no programa MINITAB versdo 13.0 e os gréficos no
programa Grapad Prism 4.

Em todos os testes estatisticos foi adotado como estatisticamente significativo o valor

de p < 0,05 em relacdo ao erro alfa.
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4- RESULTADOS

4.1- RESULTADOS GLOBAIS

Foram admitidos no estudo 116 pacientes que iniciaram a fase de manutencdo dos
protocolos terapéuticos GBTLI LLA - 93 (n =72) e GBTLI LLA - 99 (n = 44) no periodo
de maio de 1993 a fevereiro de 2001.

Apenas a crianga com numero de identificacdo 17 (Anexo 8) ndo havia terminado a
quimioterapia na data de analise dos resultados (dezembro de 2006). Como havia
completado 19 meses da fase de manutencdo da quimioterapia e o término do tratamento

estava previsto para janeiro de 2007, este paciente foi incluido em todas as analises.

Nos casos em que a recidiva da leucemia ocorreu durante a fase de manutencao da

quimioterapia, os dados clinicos e laboratoriais foram coletados até o0 momento da recidiva.

Dos 116 pacientes analisados, 58 eram do sexo masculino e 58 do sexo feminino.

A idade dos pacientes ao diagnostico variou de seis meses a 16 anos, com mediana de
4,4 anos. A leucometria ao diagndstico variou de 594 a 376.000 células/mm?®, com mediana
de 7.800 células/mm®.

A imunofenotipagem de 115 pacientes mostrou: 5 do tipo pré-B, 79 do tipo CALLA,
15 do tipo T, 4 do tipo null e 1 indiferenciada. Em 11 casos a imunofenotipagem nao foi
realizada. O dado referente ao paciente 27 ndo estava disponivel.

A distribuicdo dos pacientes em grupos de risco para recidiva de acordo com 0s
critérios do GBTLI LLA - 93 mostrou: 11 no grupo de Risco Basico Verdadeiro (RBV), 39
no grupo de Risco Bésico (RB) e 22 de Alto Risco (AR). De acordo com os critérios do
protocolo GBTLI LLA - 99, 22 pacientes foram classificados como de baixo risco (BR) e
22 de Alto Risco (AR).

Vinte e oito pacientes apresentaram recidiva da doenca (24,1%). Vinte (71,4%),
dessas 28 criancas, faleceram. Os Gbitos foram consequiéncia de complicagfes relacionadas
a recaida da doenca. Na Tabela 6 estdo relacionados o local e a época em que ocorreu a

recidiva do processo leucémico. Nao houve perda de seguimento na casuistica.
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Tabela 6 - Local e momento da ocorréncia da primeira recaida leucémica em 28 criancas

Local da recidiva Durante a fase de  Apds a suspensdo da Total
manutencao da quimioterapia

quimioterapia

Medular isolada 10 9 19
SNC isolada 2 2 4
Medular + SNC 2 1 3
Testicular 0 1 1
Medular + Testicular 0 1 1
Total 14 14 28

4.2- ISOLAMENTO DO DNA GENOMICO
Para o isolamento do DNA genbmico de sangue periférico, foram testados os

métodos do kit DNAzol e o método fenol-cloroférmio (Figura 4). Os testes foram

realizados com sangue recém coletado de pacientes sem doencas hematoldgicas.
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possivel o isolamento do DNA. Em 8 casos o DNA gendmico foi isolado a partir de

esfregaco de medula dssea. O isolamento foi realizado com sucesso nas 8 laminas.

DNAZzol Fenol-cloroférmio
11 12 11 12

MM1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 CP CN

B2M (574pb)

Figura 4 — Produto de amplificacdo de individuos sem doenca hematoldgica, extraidos
pelos métodos do kit DNAzol e fenol-cloroférmio, utilizando o par de iniciadores 32M.
Banda esperada 574pb. Amostras de DNA visualizadas em gel de acrilamida corado pela
prata. O DNA foi extraido de dois individuos (canaletas 1, 2, 3, 7, 8, 9 individuo 11 e
canaletas 4, 5, 6, 10, 11, 12 individuo 12). O DNA de cada paciente foi extraido em
triplicata para cada método (canaletas 1 a 6 - método de extragdo DNAZzol; canaletas 7 a 12
método de extracdo Fenol-cloroformio). Como controle positivo da reacdo (CP) foi
utilizado uma amostra de DNA anteriormente testada. Como controle negativo (CN) o par

de iniciadores sem DNA. MM = marcadores de tamanho molecular. pb = pares de bases.

4.3- OTIMIZACAO DA PCR ARMS ALELO ESPECIFICA E MULTIPLEX

Para a otimizacdo da PCR alelo especifica foram testadas as condicdes estabelecidas
por ROBERTS e colaboradores (2004) e nédo foi possivel amplificar amostras de DNA.
Posteriormente, algumas concentragdes de reagentes e o volume final da reacdo foram
testados. Dentre as concentracdes de Taq DNA polimerase a que apresentou melhor
resultado foi 0,50U, de MgCl, 4,5mM, de iniciadores 10pmoles, de DNA 100ng e o volume
final da reacdo foi 10pl.
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A PCR alelo especifica foi otimizada separadamente para cada par de iniciadores sob
as mesmas condi¢cdes de temperatura e concentracdo dos reagentes (ver item 3.6 do

métodos) e, posteriormente, os iniciadores foram agrupados em multiplex (Figura 5).

Nas amostras de DNA obtidas de concentrado de hemécias e esfregaco de medula
Ossea ndo foi possivel agrupar os iniciadores em multiplex, provavelmente pela pequena
quantidade de amostra de DNA obtida. Nestas amostras foi realizada a PCR alelo

especifica.

11 11 11 11
A) pb 7 8 9 10 11 12

603 ——

B2M (574pb)

310 — TPMT719WT (325ph)
234 —» «——TPMT460WT (245pb)
194 — TPMT238WT (194pb)

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 CN

B)
pb

603 ——

B2M (574pb)

310 TPMT719WT (325pb)
934 TPMTA460WT (245pb)
104 —> TPMT238WT (194pb)

Figura 5 - Produto de amplificagdo de DNA de individuos sem doenca hematoldgica,
extraido pelo método Fenol-cloroférmio, mostrando produtos de PCR com os iniciadores
B2M, TPMT719WT, TPMT460WT e TPMT238WT alelo especificos. Amostras de DNA
visualizadas em gel de acrilamida corado pela prata. A) PCR alelo especifica expondo em
cada trio de canaletas o fragmento de DNA amplificado com os quatro iniciadores
separadamente. DNA de somente um individuo (I11), em triplicata, amplificado com o
iniciador 32M (canaletas 1 a 3) e os inicadores direcionados para os alelos normais (WT-
wild type) TPMT238WT (canaletas 4 a 6), TPMT460WT (canaletas 7 a 9) e TPMT719WT
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(canaletas 10 a 12). B) PCR-multiplex expondo em cada canaleta os fragmentos de DNA
amplificados, em uma mesma reacdo, pelos quatro iniciadores. Trés individuos saudaveis
em triplicata (11, 12 e 13- cada trio de canaleta corresponde a um paciente) mostrando 0s
alelos p2M, TPMT719WT, TPMT460WT e TPMT238WT. CN = controle negativo; MM =

marcadores de tamanho molecular. pb = pares de bases.

Para o PCR-multiplex os iniciadores foram agrupados de forma a serem visualizados
em uma canaleta alelos normais (WT) e mutados (MUT). Os grupos foram ARMSL, o qual
continha os iniciadores para amplificar os alelos normais TPMT460, TPMT238 e o alelo
mutado TPMT719. No ARMS2 foram colocados os pares de iniciadores para o alelo
normal TPMT719 e para os mutados TPMT238 e TPMT460. Alem do controle positivo
B2M que estd presente tanto no ARMS1 quanto no ARMS2 (Figura 6 e Tabela 5)
(ROBERTS et al., 2004).

4.4- FREQUENCIA DOS ALELOS TPMT*1, TPMT*2, *3A, *3B E *3C

Quando foram analisados os 116 pacientes incluidos no estudo, doze (10,3%)
apresentaram mutacdo: um no alelo TPMT *2 (Figura 6 - canaleta 10), dois no *3C (Figura
6 - canaleta 3) e nove no alelo *3A (Figura 6 - canaletas 5 a 8). Em nenhum paciente foi
observado o alelo TPMT*3B. Todas as mutagcdes foram observadas em heterozigose. Cento
e quatro (89,7%) das 116 criangas ndo apresentaram mutacdo no gene TPMT (Figura 6 -
canaletas 1 e 2).

A seguinte distribuicdo da freqiéncia dos 232 alelos TPMT nos 116 pacientes
estudados foi encontrada: a variante alélica TPMT*3A como a mais freqtiente (9/232 alelos;
3,9%), seguida pela *3C (2/232; 0,9%), *2 (1/232; 0,4%) e *3B (nenhum alelo; 0%)
(Figura 7).
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Figura 7- Freqliéncia alélica do gene TPMT em uma populacdo de 116 pacientes com LLA

4.5- GENOTIPO versus GENERO

Néao foi observada associacdo significativa entre a presenca de mutagdo no gene

TPMT e o género (p = 0,5). A Figura 8 representa a freqliéncia de individuos que possuem

a mutacdo de acordo com o género.
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Figura 8- Associacao entre genotipo e género em 116 pacientes com LLA. WT/WT (wild

type): paciente sem mutacdo no gene TPMT — WT/MUT: pacientes heterozigotos para as

mutacOes estudadas (p = 0,5).

4.6- MEDIANA DA CONTAGEM DE LEUCOCITOS E NEUTROFILOS versus

GENOTIPO

A mediana de leucdcitos durante toda a fase de manutencdo do tratamento variou de

1.160 a 7.000 célulassmm®, com mediana de 3.500 células/mm? para todo o grupo. No

grupo de pacientes com mutacio no gene TPMT a mediana foi de 3.300 células/mm®. No

grupo sem mutacéo a mediana foi de 3.500 células/mm?®. N&o foi observada associac&o

significativa entre o genotipo e a mediana de contagem de leucdcitos (p = 0,48) (Figura 9).

Foram incluidos nesta anélise 109 pacientes (ver item 3.8 dos métodos).

58



RESULTADOS

7500+
™ [ |
£ .
£ 5000-
[72]
e . p =048
= "
Na! —
[&] AA
@ 25004 s
|

0

WT/WT WT/MUT

Genotipo
Figura 9 — Associacdo entre genotipo e mediana de contagem de leucocitos em 109

pacientes com LLA — WT/WT: pacientes sem muta¢do no gene TPMT - WT/MUT:

pacientes heterozigotos para as mutagdes estudadas.

A mediana da contagem de neutréfilos variou de 647 a 4.200 células/mm?® com
mediana de 1.674,5 células/mm? para todo o grupo. No grupo de pacientes com mutac&o no
gene TPMT a mediana foi de 1.608 célulassmm®. No grupo sem mutagdo a mediana de
1.681 células/mm?®. Também néo foi encontrada associaco significativa entre o genétipo e
a mediana da contagem de neutréfilos (p = 0,59) (Figura 10). Foram incluidos nesta anélise

100 pacientes (ver item dos metodos 3.8).
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Figura 10— Associacao de genotipo e mediana da contagem de neutrofilos em 100 pacientes
com LLA — WT/WT: pacientes sem mutacdo no gene TPMT — WT/MUT: pacientes

heterozigotos para as mutagdes estudadas.
4.7- TEMPO DE INTERRUPCAO DA QUIMIOTERAPIA versus GENOTIPO

O tempo total de interrupcdo da quimioterapia, que significa o0 nimero de dias em
que 0 paciente permaneceu sem receber 6-MP e/ou MTX (ver item 3.8 dos métodos)
durante a fase de manutencéo, variou de 0 a 46% do tempo total de duracdo da manutencao

(mediana de 7,25%). Na maioria dos casos houve interrupcéo simultanea das duas drogas.

No grupo de pacientes sem mutacdo no gene TPMT a interrupcdo do tratamento
variou de 0 a 35% com mediana de 7%. No grupo de pacientes portadores de mutacdo o
tempo de interrupcdo da quimioterapia variou de 1% a 46% com mediana de 10%. Cinco
pacientes ndo interromperam a quimioterapia, e nenhum destes possuia mutag&o.

O tempo de interrupcdo da quimioterapia como varidvel continua ndo mostrou
associacao significativa com o genétipo (p =0,26) (Figura 11).

Na categorizacdo da variavel os pacientes foram distribuidos em dois grupos: grupo 1,
aqueles pacientes com tempo de interrupcdo inferior a mediana (< 7,25%); grupo 2,
pacientes com tempo de interrupcdo superior a mediana (> 7,25%). Também néo foi
encontrada associacdo entre o gendtipo e o tempo de interrup¢do de quimioterapia,

enquanto varidvel categérica (p = 0,25).
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Figura 11- Associacdo entre genotipo e porcentagem de tempo de interrupgdo de
quimioterapia (QT) como variavel continua em 115 pacientes com LLA — WT/WT:
pacientes sem mutacdo no gene TPMT — WT/MUT: pacientes heterozigotos para as
mutagdes estudadas.

4.8- MEDIAS DAS DOSES DE 6-MP E MTX versus GENOTIPO

Cento e nove pacientes foram incluidos na analise das médias das doses de 6-MP e
MTX (ver item 3.8 dos métodos).

A média das doses de 6-MP prescritas para todo o grupo de pacientes durante a fase
de manutencdo do tratamento variou de 18,5 a 74,9 mg/m?/dia (média 45.6 mg/m?/dia). No
grupo de individuos com mutacdo, a dose de 6-MP prescrita variou de 18,47 a 59,3
mg/m?/dia (média 38,9 mg/m?/dia). No grupo sem mutacao, a dose de 6-MP variou de 19,1
a 74,9 mg/m®/dia (média 46,08 mg/m?/dia). NAo foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre as médias das doses de 6-MP prescritas para 0s grupos de pacientes com
ou sem mutacdo (p = 0,181) (Figura 12).
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Figura 12— Associacao entre média da dose de 6-MP e gendtipo em 109 pacientes com
LLA. WT/WT: pacientes sem mutacdo no gene TPMT — WT/MUT: pacientes heterozigotos

para as mutagdes estudadas.

A média das doses de MTX prescritas para 0 grupo de todos os pacientes variou de
8,4 a 66,4 mg/m*/semana (média 23 mg/m%semana). No grupo de pacientes com mutac&o

no gene TPMT
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Figura 13— Associacdo entre média da dose de MTX e gendtipo em 109 pacientes com
LLA. WT/WT: pacientes sem mutacdo no gene TPMT — WT/MUT: pacientes heterozigotos

para as mutagdes estudadas.

4.9- CONCENTRACAO INTRA-ERITROCITARIA DOS METABOLITOS MMP E
6-TGN versus GENOTIPO

A concentracdo intra-eritrocitaria dos metabdlitos 6-TGN e MMP foi dosada em

183 amostras de sangue periférico obtidas de 36 pacientes portadores de LLA (OLIVEIRA

et al., 2004c). No anexo 7 estdo discriminadas as doses de 6-MP e MTX prescritas para

cada paciente nas Ultimas quatro semanas que antecederam a coleta de sangue para

dosagem dos metabdlitos da 6-MP e as dosagens obtidas em cada uma das 183 amostras
analisadas

As concentracdes intra-eritrocitarias da 6-TGN nas amostras de pacientes variaram de

2,2 a 1.934,1 pmol/8x10® hemacias (mediana 319,7; média 372,1 pmol/8x10® hemécias).

Para a MMP a variagdo foi de 0 a 45,9 nmol/8x10® hemacias (mediana 6,3; média 8,3

nmol/8x10°® hemacias).

A média das concentragdes intra-eritrocitarias de 6-TGN das amostras de cada
paciente variaram de 139 a 1.597,1 pmol/8x10° hemacias (mediana 329; média 367
pmol/8x10° hemécias) e para a MMP a variacdo foi de 0,4 a 18,8 nmol/8x10® hemécias

(mediana 7; média 7,9 nmol/8x10® hemacias).
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Apen