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RESUMO

ANDRADE, V. S. S. Polimorfismos Genéticos, Susceptibilidade e Resposta ao
Tratamento em Criancas Portadoras de Leucemia Linfoblastica Aguda. 2006. 100f.
Dissertagdo Mestrado — Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto, Universidade de
Séo Paulo, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil.

As leucemias constituem o cancer mais comum da infancia, representando 30% de
todas as neoplasias infantis. Dentre elas, a leucemia linfoblastica aguda (LLA) é a
mais freqliente, atingindo 75% dos casos pediatricos de leucemias. A ocorréncia da
LLA tem sido relacionada com a exposi¢cao a alguns fatores ambientais (quimico,
fisico e bioldgicos) e maternos (uso de drogas e dieta) tanto no desenvolvimento
intra-atero como apds o nascimento. No entanto, o processo de leucemogénese,
particularmente com relacdo a importéncia da susceptibilidade genética herdade e
fatores ambientais, ainda néo foi elucidado. As enzimas do citocromo P450 (CYP),
assim como outras enzimas das fases | e Il do metabolismo estdo envolvidas na
biotransformacédo de uma variedade de xenobiéticos presentes na alimentacao, no
cigarro, nas drogas, nas bebidas alcodlicas e nos poluentes ambientais. Polimorfismos
em genes responsaveis por codificar essas enzimas de metabolismo tém sido
associados com um aumento na susceptibilidade a diferentes tipos de cancer e a
doencas hematoldgicas em adultos e criancas. Similarmente, a capacidade diferencial
de criangas portadoras de leucemia aguda para metabolizar carcindgenos e drogas
guimioterapicas, a qual € influenciada pelos polimorfismos dos genes que codificam
enzimas de metabolizacdo, podem modificar a resposta a terapia. Sendo assim, é
importante a realizacdo de investigacdes epidemioldgicas moleculares em criangas
portadoras de leucemia, pois estes estudos poderdo fornecer informacgdes sobre a
etiologia e 0s mecanismos que levam a esta doenga, e sobre as respostas adversas ou
inadequadas a certos agentes terapéuticos, com o intuito de buscar tratamentos mais
especificos e eficazes. O presente trabalho teve por objetivo estimar a freqiiéncia dos
polimorfismos dos genes CYP2D6, EPHX1, MPO (responsaveis pelo metabolismo de
xenobidticos) e TS (associado a sintese de DNA) e investigar a associacdo destes
polimorfismos com o efeito do tratamento quimioterapico. Foram genotipados
através da técnica de PCR-RFLP 132 pacientes portadores de LLA e 300 individuos
controles. Analisando o gene CYP2D6 foi observada uma prevaléncia significante do
alelo CYP2D6*3 no grupo dos pacientes. Em relagdo ao gene EPHX1, o alelo
polimdrfico *2 foi mais frequiente no grupo de individuos controles, assim como a
repeticdo tripla (3R) do gene TS. O gendtipo heterozigoto para o gene TS e o
homozigoto selvagem para o gene MPO foram mais frequentes em individuos do
sexo feminino, sugerindo uma associacdo destes gendétipos com o sexo. Nao foi
encontrada nenhuma associacdo dos polimorfismos estudados com a resposta ao
tratamento quimioterapico. Com base nestes dados, é possivel sugerir uma
associacdo destes polimorfismos com a susceptibilidade ao desenvolvimento da LLA,
destacando a importéncia da sua determinacédo para o progndéstico bem como para o
carater preventivo relacionado ao risco aumentado de doencas associadas a
exposicdo ambiental.



ABSTRACT

ANDRADE, V. S. S. Genetic polymorphisms, susceptibility and treatment outcome
in children with acute lymphoblastic leukemia. 2006. 100f. Maester’s Dissertation -
Faculdade de Medicina de Ribeirédo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
Séo Paulo, Brasil.

The leukemias are the most common type of cancer in children, representing
above 30% of all the pediatric malignancies. Among them, the acute lymphoblastic
leukemia (ALL) is the most frequent, with a percentage of 75% of the total pediatric
cases of leukemia. Its occurrence is closely related to the exposure to chemical,
physical and biological environmental factors and so maternal factors either, such as
drugs, alcohol even in the uterine phase or after birth. Despite all the investigations
made until now, little is known about the leucemogenous process, in particular about
the importance of herdable genetic susceptibility and environmental factors. The
citochrome P450 enzymes, as well as other phase | and Il enzymes are involved on
the biotransformation process of a huge variety of xenobiotics on food, smoke,
alcohol, drugs and chemical poluents. Polymorphisms on these genes have been
associated to the increased susceptibility to different kind of adult cancers and
hematological diseases in adults and child. Similarly, the differential capacity of
children with ALL to metabolize carcinogen compounds and chemotherapy drugs,
witch is influenced by polymorphisms on genes that encode metabolizing enzymes,
can modify the individual risk of relapse and therapy response. Thus, molecular
epidemiological investigations in children with acute leukemia became so important
to help clinicians answer questions about the etiology and the right mechanisms that
induce this malignance and about the adverse responses to therapy found in huge
number of patients, trying to reach more specific treatments. So, the present study
objective is to evaluate the polymorphism frequency on the following genes CYP2D6,
EPHX1and MPO (xenobiotic metabolizing genes) and TS gene (DNA synthesis) in
patients with ALL and in controls individuals. We analyzed 132 patients and 300
health controls by PCR-RFLP technique. The CYP2D6*3 variant was more frequent
on the case group. The EPHX1*2 and the triple repeat (3R) of TS gene were more
frequent on the control group. The heterozygous genotype forthe TS gene and the
homozygous for the MPO gene were more prevalent on the female group, suggesting
an association of these polymorphisms with the gender. We did not find any
association with the studied polymorphisms and the response to therapy. Beyond
these data, is it possible to suggest an association of these polymorphisms and the
leukemia development susceptibility, emphasizing the importance of the
polymorphism determination for prognosis and for the prevention, related to the
increased risk of the diseases related to environmental exposure.
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1. INTRODUCAO

1.1. LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA NA INFANCIA

A leucemia € o tipo de cancer mais comum descrito em criangas e
representa cerca de 35% de todas as doencas malignas da infancia. As leucemias
podem ser agudas, caracterizadas pela presenca de células imaturas no sangue ou
cronicas, caracterizadas por um excesso de células maduras e diferenciadas com lenta
progressdo da doenca (Gunz, 1990). Elas sdo divididas, de acordo com a linhagem
celular, em mielbides e linféides caracterizando os seguintes subtipos leucémicos:
leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia linfoblastica crénica (LLC), leucemia
mieloblastica aguda (LMA) gue é subdividida em MO0 - M7, e leucemia mieloblastica
crénica (LMC). As leucemias linfoblasticas crénicas ndo acometem a faixa pediatrica

(Pui, 2002).

Dentre os subtipos de leucemia acima descritos, a linfobléstica aguda
(LLA) é a mais frequente, totalizando 75% dos casos (Pui, 2002) e é caracterizada pelo
acumulo clonal de linfocitos imaturos na medula 6ssea. O clone maligno que sofre a
transformacdo pode ser tanto uma célula pluripotente como uma célula progenitora
mais madura (Lightfoot T., 2005; Kebriaei et al., 2003). Aberrac¢des na proliferacéo e
na diferenciacdo dessas células sdo comuns e torna a hematopoiese normal

comprometida. A sintomatologia € bastante variavel, dependendo das alteracdes das



séries vermelha, branca e megacariocitica. Sdo frequentes palidez, apatia, taquicardia
(devido a diminuicdo da producdo da série vermelha), febre e infeccbes recorrentes
(ocasionadas pela faléncia da série branca e consequiente diminui¢do dos leucdécitos
normais). Além desses sintomas, 0 paciente pode apresentar ainda sangramento,
petéquias disseminadas (causados pela faléncia da série megacariocitica) e sintomas
associados ao acometimento de 6rgéos especificos como testiculos e periésteo. O
acometimento do sistema nervoso central também é comum nas LLAs (Downing Jr.

et al, 1999; Kebriaei et al, 2003).

Para se estabelecer o diagnostico definitivo é necessario um exame de
medula 6ssea, realizado através de um aspirado ou de uma bidpsia. O diagnostico é
baseado na avaliacdo morfoldgica e imunofenotipica dos blastos leucémicos, sendo
gque a presenca de 25% ou mais de blastos na medula éssea caracteriza a doenca. A
natureza do clone leucémico vai determinar a progresséo da doencga e,

consequentemente, o curso clinico da leucemia (Pui, 2002).

Como a avaliagdo dos aspectos morfolégicos pode muitas vezes ser
subjetiva, o grupo Francés-Americano-Britanico (FAB) padronizou a nomenclatura
de acordo com a caracteristica morfoldgica dos blastos, subdividindo as LLAS em trés
grupos: L1, L2 e L3. Os linfoblastos L1 sdo células pequenas, com citoplasma escasso
e nucléolo regular, linfoblastos L2 sédo células maiores, heterogéneas, com citoplasma
variavel e nucléolos maiores e os linfoblastos L3, apresentam células grandes,
basofilia citoplasmatica intensa e freqientemente vacuolizacdo (Bennett et al, 1976). A

morfologia L1 esta associada a maiores indices de remissdo e sobrevida quando



comparada a morfologia L2, entretanto ainda néo foi identificada nenhuma base

bioldgica que explique essas diferencas morfoldgicas (Margolin; Poplack, 1997).

A transformacgdo leucémica pode ocorrer nos diversos estagios de
maturacdodo processo de diferenciacdo dos linfécitos B e T. A anélise
imunofenotipica é critica para confirmar o diagnéstico da LLA e sub-classificara
linhagem como precursora de células B ou células T. Os antigenos associados com as
diferentes fases de maturacdo podem ser detectados por anticorpos monoclonais.
Tais anticorpos sdo agrupados conforme a molécula que reconhecem sob um ndmero
de cluster de diferenciacdo (CD) existindo diversos marcadores para a

imunofenotipagem nas leucemias (Pileri et al, 1999).

A vasta maioria dos casos de LLA (~75%) é de linhagem B e foram
divididas de acordo com os estdgios de diferenciacdo normal dos progenitores B na
medula 6ssea, classificando-se em: pré-B, precursor B comum, pré-B e B-maduro. Na
LLA do tipo pré-B as células expressam: HLA-DR, Terminal Desoxinucleotidil
Transferase (TdT), CD34, CD19 e CD22. A LLA do tipo comum (CALLA) expressa
CD10, CD22, CD19 e/ou CD20. A leucemia pré-B expressa cadeia [ citoplasmatica,
em adicdo a CD19, CD20 e CD10. Finalmente, a LLA do tipo B maduro, caracteriza-se
pela expressdo de cadeias leves de imunoglobulina na superficie de membrana

(smlg) (Kotilo, 1995; Vasef, MA et al, 1998).

As LLAs de linhagem T representam apenas 15% do total dos casos e sao
divididas em trés subgrupos, de acordo com o0s antigenos de diferenciacédo
correspondentes ao estagio de maturacdo dos timécitos: LLA pré-T, T-intermediario

ou comum e maduro. Na LLA pré-T, as células expressam CD3 no citoplasma, mas



ndo na superficie celular, expressando caracteristicamente CD7, CD2, CD5 e TdT. Na
LLA do tipo T intermediario, as células passam a expressar fortemente CD3c, CD2,
CDla e podem co-expressar CD4 e CD8. A LLA do terceiro grupo corresponde aos
timaocitos maduros, expressa CD2, CD5, CD7, CD3, sendo duplamente positiva para

CD4 e CD8. (Pui et al., 1993; Stasi et al., 1995; Margolin; Poplack, 1997).

Anormalidades genéticas também sdo encontradas nas células blésticas
na maioria dos casos de leucemia, tendo sido descritas aproximadamente 200
alteracOes, incluindo mutac¢des de ponto, dele¢cdes génicas e inversdes. Alteracdes
cromossdmicas numeéricas como hiperploidia e estruturais como as translocacgées,
também sdo encontradas.

Aproximadamente 90% das criangas com LLA apresentam
anormalidades cromossémicas, sendo as numeéricas, as mais freqluentemente
encontradas. Dessa forma as LLAs podem ser classificadas, de acordo com o niumero
de cromossomos, em 5 subtipos: hiperdipléide com mais de 50 cromossomos,
hiperdipldide com 47-50, pseudodipléides, dipléides e hipodipldides ( Trueworthy et
al., 1992). Carid6tipos hiperdipléides com contagem cromossémica superior a 50
cromossomos sdo os mais frequentes, encontrados em cerca de 20% dos casos.
Aproximadamente metade de todos os casos de hiperdiploidia esta associada com
bom prognadstico, contrariamente aos casos hipodipléides que representam cerca de
8% dos casos pediatricos e sdo considerados de mau prognéstico (Margolin;
Polplack, 1997; Raimondi, 1997).

As anormalidades estruturais representadas por translocacdes cromossémicas,

resultam em proteinas quiméricas que estdo implicadas com a génese das LLAs.



Estudos ja& demonstraram que as translocacfes sdo 0s primeiros eventos nas
leucemias, ocorrendo durante o desenvolvimento fetal (Wiemels et al., 1999; Greaves,
2003). Dentre elas, a alteragdo mais comum, encontrada em 25% dos casos, ¢ a fusdo
dos genes TEL-AML1 que é considerada como fator progndstico favoravel. A
translocacdo t(9,22) (cromossomo Philadelfia), resultante da fusdoBCR-ABL ¢
encontrada em aproximadamente 5% das criangas com LLA e esta associada a um
prognéstico desfavoravel, assim como a translocacéo t(4;11) (q21,23), que pode ser
observada em cerca de 3% das LLAs em criancgas, principalmente nos lactentes
(Raynaud et al., 1996; Pui et al., 2002; Pui et al., 2003). Outras translocaces que podem
estar envolvidas sdo: t(8;14), t(2;8) e t(8;22) (envolvem o proto-oncogene MYCC) e
também a t(11;14) com ponto de quebra no cromossomo 14 no locus a/d do gene
TCR, representando a translocacdo mais frequente entre as LLAs de linhagem T da
infancia ( Priviteraet al., 1992; Pui, 1995; Margolin; Poplack, 1997; Pui et al., 2004
Lightfoot, 2005). O tratamento utilizado para a LLA é a quimioterapia e a sobrevida
livre de eventos por mais de cinco anos € considerada o critério de cura. A doenca €
classificada em duas categorias de risco: alto e baixo risco, que sdo estabelecidas
através de parametros clinicos e bioldgicos e que vao determinar a intensidade da
terapia. Os dois fatores mais importantes associados ao grupo de risco sdo: idade e a
contagem leucocitaria. Pacientes com idade entre 1 e 10 anos e contagem leucocitaria
inferior a 50.000/mm3 s&@o considerados, inicialmente, como de baixo risco; Por outro
lado, criancas com idade inferior a 1 ano ou superior a 10 anos e contagem
leucocitaria superior a 50.000/mms3, sdo consideradas de alto risco (Smith et al., 1996).

Além destes fatores, outras caracteristicas também podem interferir ou modificar o



prognéstico dos pacientes, como o imunofenétipo, as alteracdes cromossémicas, o

indice de DNA e o padréo inicial de resposta ao tratamento.

A base do tratamento da LLA foi inicialmente descrita por Pinkel e
colaboradores em 1971. O tratamento determina o uso da “terapia total”, que é
baseada na combinacdo de drogas com diferentes mecanismos de acdo, e a
administragdo da quimioterapia intratecal e da radiagdo do cranio como medida de

profilaxia para o sistema nervoso central.

O tratamento quimioterdpico compreende as etapas de inducao,
consolidacdo da remissao, intensificacéo, consolidacdo tardia e manutencéo. Utiliza-
se um esquema de tratamento com o uso de poliquimiotergpicos que combinam
diversos grupos de quimioterdpicos, dentre eles, agentes alquilantes,
antimetabdlicos, antraciclicos, epipodofilotéxicos entre outros. Sdo utilizados os
seguintes quimioterdpicos: indugdo: dexametasona, vincristina, asparaginase e
daunorrubicina;consolidacdo da remissdo: ciclofosfamida, citarabina e 6
Mercaptopurina (6-MP); Intensificacdo: metotrexato e 6-MP; consolidacéo tardia:
dexametasona, vincristina, doxorrubicina, asparaginase, ciclofosfamida e 6
Tioguanina (6-TG); manutencdo: vincristina e dexametasona. O esquemade
qguimioterapicos € modificado conforme o grupo de risco. A duragdo do tratamento
pode compreender de 2 a 3 anos, a depender do grupo de risco. No tratamento
direcionado ao sistema nervoso central, a radioterapia craniana, antes
extensivamente utilizada, tem sido substituida por regimes de quimioterapia

sistémica e intratecal mais intensivos, com o objetivo de diminuir as complicacdes



neurolégicas e a incidéncia de neoplasias secundarias (Relling et al., 1999; Carroll et
al., 2003).

A incidéncia da leucemia é bastante variavel quando avaliada em
diferentes populacdes. Popula¢fes caucasianas apresentam incidéncia mais frequente
quando comparadas as africanas, e essa variacdo ocorre devido a diversos fatores
como variacdes geograficas, socioeconémicas e sexo, fato que demonstra a presenca
de outros fatores que podem atuar no processo de susceptibilidade a doenca
(Kebriaei et al, 2003).

Diversos fatores tém sido associados com o0 aumento da
susceptibilidade a LLA. Dentre eles pode-se destacar inumerassindromes
monogénicas como a sindrome de Down, sindrome de Bloom, Ataxia-Telangectasia,
Anemia de Fanconi, sindrome de Klinefelter, neurofibromatose e sindrome de
Schwachman, entre outras, as quais estdo associadas com o risco aumentado de
desenvolvimento da LLA. Também tém sido relatados fatores como idade materna
elevada e histéria materna de perda fetal (Margolin; Poplack, 1997; Bathiaetal.,
1999), além de leucemia familial e alta concordancia de LLA em gémeos
monozigoticos, principalmente nos primeiros anos de vida, sugerindo que fatores
genéticos atuam como importantes causas de LLA (Greaves, 2002).

Outros fatores associados com o aumento do risco de LLA incluem
exposicdo a radiagdo ionizante e a certos compostos quimicos, particularmente
solventes organicos como o benzeno, a exposi¢do parental aos hidrocarbonetos e
pesticidas, o uso materno de drogas, como alcool e cigarro durante a gravidez, ou

ainda, fatores relacionados a dieta materna e da crianca. Diversos mecanismos de



acdo de agentes enddgenos e exdgenos ja foram identificados e a exposicdo materna a
substancias tdxicas ou carcinogénicas, podem causar danos permanentes (Lightfoot,
2005). Além disso, Greaves (1993) propds que a maioria dos casos de LLA infantil é
consequéncia de respostas imunoldgicas anormais a infec¢cdes comuns, precedidas

por um evento de mutacdo inicial no Gtero.

Durante a gestacado, o feto é exposto através da placenta a diferentes
substancias encontradas na circulacdo materna (Hakkola et al., 1998), induzindo a
formacdo de aductos de DNA na placenta (Barnea, 1994; Arnouldetal., 1997;
Topinka et al., 1997; Whyatt et al., 1998; Lagueux et al., 1999). Dessa forma, exposi¢cdes
no Utero, e apOs 0 nascimento, a varios fatores bioldgicos, fisicos e quimicos podem
ser determinantes para o desenvolvimento de leucemias na infancia (Whyatt; Perera,

1995).

A exposicao a campos eletromagnéticos, o alto peso ao nascimento e a
exposicdo paterna pré-concep¢do a radiacdo, também tém sido propostos como
fatores possiveis de risco, porém controversos (Margolin; Poplack, 1997; Sandler;
Ross, 1997; Shu, 1997; Bhatia et al., 1999; Infante-Rivard et al., 1999; Severson; Ross,
1999). InfeccBes virais (Epstein-Barr virus, HTLV | e Il, HIV) e imunodeficiéncias
(sindrome de Wiscott-Aldrich, tratamento crénico com drogas imunossupressoras),
também estdo envolvidas na patogénese de alguns casos da doenca (Margolin;
Poplack,1997; Severson; Ross, 1999). Dessa forma, a leucemia linfoblastica aguda
pode ser considerada como uma doenga genética complexa, em que genes de baixa
penetrancia modulados por uma série de fatores externos modificam o risco

individual de acometimento. O homem estd exposto a milhares de compostos



guimicos incluindo farmacos, aditivos alimentares, herbicidas, pesticidas, e agentes
industriais (Schoket et al., 2001). Estes compostos podem desencadear eventos que
sdo caminhos diretos ou indiretos para o surgimento de varios tipos de doencas,

dentre elas as leucemias(Bonassi; Au, 2002).

1.2. ENZIMAS DE METABOLISMO ASSOCIADAS AO AUMENTO DA

SUSCEPTIBILIDADE A LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

A metabolizacdo de compostos xenobidticos representa um dos mais
versateis mecanismos de protecdo das células (Hayes; Pulford, 1995). A maior parte
dos carcindgenos quimicos requer ativacdo metabdlica antes de interagir com as
macromoléculas celulares e desencadear o processo de proliferacao celular (Raunio et
al., 1995; van lersel et al., 1999).

A biotransformacdo dos xenobidticos, em especial 0os que séo
processados no figado, € comumente agrupada em duas fases. A fase | envolve as
enzimas microssomais e inclui as reacfes de oxidacao, de reducéo ou de hidrolise,
que podem ativar os compostos, inativa-los ou deixar inalteradas suas atividades. A
fase Il inclui as reacdes de conjugacao e é caracterizada pela inativacdo do produto

da fase I, caso este ainda ndo tenha sido inativado (Kalant, 1991).

A grande variabilidade na capacidade de ativar ou inativar compostos
com potencial genotdxico ou carcinogénico &, provavelmente, influenciada pelos

polimorfismos dos genes que codificam as enzimas de metabolizacdo (Lang;



Pelkonen, 1999; Canalleetal., 2004). Estes polimorfismos sdo a base para um
metabolismo deficiente, eficiente ou ultra-rapido da droga e com suas interagcdes com
0s receptores. Estima-se que os fatores genéticos sejam responsaveis por cerca de 20 a
40% das diferencas individuais do metabolismo e da resposta a drogas e outros
compostos (Ingelman-Sundberg, 2004). Sendo assim, dependendo do tipo de reagéo
mediada por essas enzimas, tais polimorfismos poderdo conferir vantagens ou
desvantagens na susceptibilidade a certas patologias (Daly et al., 1993).

Dentre os genes relacionados com o desenvolvimento de varios tipos de
cancer muitos sao polimarficos, apresentando a substituicdo de uma Unica base de
um nucleotideo ou uma variacdo do nimero de pequenas sequéncias repetitivas de
DNA. Estas variagdes podem influenciar a taxa de transcri¢cdo génica, a estabilidade
do RNA mensageiro, ou a quantidade e atividade das proteinas (FIGURA 1) (Witkin
etal., 2002). Polimorfismos de um udnico nucleotideo- SNPs (singlenucleotide
polimorphisms) tém sido identificados em genes responsaveis pelo metabolismo,
proliferacdo celular, transporte, resposta inflamatéria e reparo do DNA, que podem
estar relacionados com o desenvolvimento do cancer, progressdo da doenca e

resposta ao tratamento. (Perera, 1996).
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FIGURA 1: Principais conseqiiéncias de alteracdes em genes associados ao metabolismo.

Finalmente, os disturbios causados no balango entre os processos de
ativagdo e detoxificacdo podem explicar as varia¢des individuais em resposta a
exposicdo aos carcindgenos e a variabilidade na farmacocinética das drogas
antineoplasicas (Perera, 1997; Perera et al., 1999). Existem poucos dados na literatura
a respeito do possivel envolvimento destes polimorfismos no desenvolvimento de
leucemia linfoblastica aguda em criancas, assim como na resposta ao tratamento
guimioterapico. Tendo em vista o fato de que as criancas sdo particularmente
vulneraveis aos compostos ambientais téxicos, devido a imaturidade do seu

metabolismo e as taxas mais elevadas de crescimento e de divisdo celular, é muito



importante que se realizem investigacdes epidemioldgicas moleculares em criancas
portadoras de leucemia. Esses estudos podem fornecer informacdes sobre a etiologia
desta doenca bem como sobre a resposta aos agentes quimioterapicos, contribuindo

para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes.

1.3 POLIMORFISMOS EM GENES ENVOLVIDOS NO METABOLISMO

1.3.1 POLIMORFISMO DO CITOCROMO P450 2D6

Os citocromos P450 (CYPs) compreendem uma superfamilia de
enzimas que estdo envolvidas no metabolismo de compostos enddégenos como
esterdides, além de compostos exdgenos como drogas, carcinGgenos gquimicos,
produtos naturais, agentes mutagénicos e poluentes ambientais (Nebert; Gonzales,
1987; Guengerich; Shimada, 1998; Lewis etal., 1998; Van lerseletal., 1999). As
enzimas do citocromo P450 sdo responsaveis por 70-80% de todo metabolismo de
fase | de drogas usadas clinicamente (Evans; Relling, 2004; Ingelman-Sundberg,
2004).

As formas polimoérficas do P450 sdo muitas vezes responsaveis pelas
reacOes adversas a determinadas drogas. Phillips et al. (2001) demonstraram que 56%
das drogas que sdo destacadas nos estudos de reagdo adversa a drogas sdo
metabolizadas por enzimas de fase I, sendo 86% delas, enzimas da familia P450
(Ingelman-Sundberg, 2001). Os polimorfismos nos genesCYP influenciam a

capacidade dos individuos de converter diferentes compostos pré-carcinogénicos em



carcinogénicos e assim, sao os principais fatores para a susceptibilidade do individuo
para o desenvolvimento de cancer induzido quimicamente (Ingelman-Sundberg,
2001).

Uma das enzimas com caracteristicas polimoérficas mais estudadas é a
CYP2D6 (citocromo P450 —debrisoquina - 4 - hidroxilase), responsavel pela
metabolizacdo da debrisoquina e de, no minimo, outros 80 farmacos. O namero
desses compostos identificados como sendo afetados pelo polimorfismo do gene
CYP2D6 tem aumentado e inclui diversas classes, tais como agentes beta
bloqueadores, agentes cardiovasculares, antidepressivos, antipsicoticos,
dextrometorfan, codeina, entre outros (Autrup, 2000). Em adicdo, a enzima CYP2D6
esta envolvida no metabolismo do carcindgeno nitrosamina NNK (4metil-
nitrosamino-1(3-piridil)-1-butanona), um componente da fumaca do cigarro (Crespi
etal., 1991).

Osindividuos que apresentam metabolismo normal sdo denominados
de metabolizadores extensivos (EMs, extensive metabolisers); os individuos
heterozigotos sdo denominados HEM e os individuos deficientes geneticamente,
apresentando metabolismo menos eficiente desses compostos, sdo denominados
metabolizadores pobres (PMs, poor metabolisers) (Daly etal., 1993). Os PMs
apresentam risco maior para o acumulo e consequente toxicidade de drogas
metabolizadas pela enzima CYP2D6. Uma outra consequéncia do gendtipo PM é que,
durante o tratamento quimioterapico, quando a formacdo de um metabdlito ativo €
essencial para a acdo da droga, esses individuos podem exibir uma menor resposta a

terapia quando comparados aos EMs (Cupp; Tracy, 1998).



Aproximadamente 50-80% da populacdo mundial apresenta o genétipo
do tipo selvagem EM para o gene CYP2D6, sendo encontrada uma variacdo étnica na
frequéncia do fenétipo PM. O fenétipo PM ocorre em 3-10% da populacéo européia e
norte-americana (Alvan et al., 1990), enquanto esta presente em menos de 1% dos
chineses e japoneses (Lou, 1990) e em 1,8% dos negros americanos (Evans et al., 1993).

Pelo menos 15 variantes alélicas do gene CYP2D6 associadas com o
gendtipo PM tém sido identificadas e caracterizadas (Skoda et al., 1988), e resultam
em uma menor capacidade para hidroxilacdo dos compostos ou de seus metabdlitos
(Sachse etal., 1997). Os trés alelos mutantes mais comuns sdo denominados
CYP2D6*3, CYP2D6*4 e CYP2D6*5. O alelo CYP2D6*3 contém uma delecéo de 1 par
de bases no éxon 5 (delA2637), causando uma mutacdo frameshift, com freqléncia
alélica de 0,05 (Kagimoto et al., 1990). No caso do CYP2D6*4, ocorre uma mudanca de
base Gi9as—A na juncdo do intron 3 com o éxon 4, alterando o splicing de RNA que
causa uma proteina truncada, e com freqgtiéncia alélica de aproximadamente 0,8
(Hanioka et al., 1990). O CYP2D6*5 apresenta delegdo completa da regido que codifica
o gene CYP2D6, com freqténcia alélica de aproximadamente 0,1 (Gaedigketal.,

1991).

1.3.2 POLIMORFISMO DA EPOXIDO HIDROLASE

O gene EPHX1 é responsavel pela expressdo das enzimas epoéxido

hidrolases que catalisam a hidrélise de intermediarios epoxidos reativos como



arenos, alquenos e epoxidos alifaticos, em compostos dihidrodiois menos reativos e
mais solUveis em agua (Oesch, 1973; Hassettetal., 1994). As epoxido hidrolases
representam uma categoria do grupo de enzimas hidroliticas que também inclui as
esterases, proteases, halogenases e lipases (Beetham et al., 1995). A enzima EPHX1
converte o composto benzo (a)pireno, produto da combustado do tabaco, em benzo
(a) pireno 7,8 diol, que é um composto transdihidrodiol derivado menos toxico.
Esses compostos diois, no entanto, podem servir de substrato priméario para as
enzimas do citocromo P450 e gerar compostos altamente reativos como o benzo (o)
pireno 7,8 dihidrodiol 9,10-ep6xido (BPDE) (Cortesis et al., 2001). Além disso, esta
enzima também participa da ativacdo metabdlica dos hidrocarbonetos aroméaticos
policiclicos (PAH) abundantes no cigarro, resultando na formacédo de metabdlitos
mutagénicos altamente reativos, assim como os compostos diois formados. Dessa
forma a enzima EPHX1 pode ser classificada como enzima de atividade bifésica no
processo de metabolizagdo de pro- carcindgenos e seu papel no processo de
carcinogénese pode depender da exposicao a diferentes substratos (Sims et al., 1974;

Morisseau et al., 2005).

Dois alelos variantes tém sido associados com a atividade alterada da
enzima EPHX1 em populacdes caucasianas (Hassett et al., 1994). O primeiro alelo,
denominado EPHX1*2, apresenta a mutagdo T—C no éxon 3, que resulta na mudanca
do aminoacido tirosina para histidina no codon 113 e na reduc¢éo da atividade da
enzima em pelo menos 50%. O segundo alelo, EPHX1*3, é caracterizado pela
transicdo A—G no éxon 4, que resulta na substituicdo do codon 139 de histidina para

arginina, aumentando a atividade da enzima. Quando ambas as mutacdes estdo



presentes, a atividade da EPHX1 é praticamente normal. Recentemente, o
envolvimento do gene EPHX1 tem sido descrito em alguns tipos de cancer como o de
pulmao, faringe e laringe (Persson et al., 1999; Amador et al., 2002; To-Figueras et al.,

2002).

1.3.3 POLIMORFISMO DO GENE DA MIELOPEROXIDASE HUMANA

O gene MPO, localizado no cromossomo 17 (q 22-24), é responsavel por
codificar a enzima mieloperoxidase (MPO). A MPO é uma enzima lisossomal,
encontrada em neutréfilos e mondcitos, e expressamente ativa na medula éssea. Ela
ativa pré -carcindégenos presentes no tabaco, tais como o benzo(a)pireno, 4-
aminobifenil e arilaminas (Schabath et al., 2002); catalisa a transformacéao de solventes
organicos em compostos intermediarios altamente reativos e, além disso, contribui
para o estresse oxidativo pela catalise da formacéo de radicais livres (Sarah et al.,
1999). Esta enzima também estd envolvida na producgdo de acido hipocloroso, um

potente oxidante, e de outras espécies reativas ao oxigénio (Reynolds et al., 1997).

No entanto, uma alteracdo na regido promotora do gene pode ser
responsavel pela reducdo da atividade transcricional da mieloperoxidase resultando
na diminuicdo da bioativacdo de carcindgenos (Schabath et al., 2002). O polimorfismo
G—A, localizado a -463 pb do éxon 1 (Austin et al., 1993; Piedrafita et al., 1996), altera

o sitio de ligacao para o seu fator de transcricdo denominado SP1.



Recentemente, o envolvimento do gene MPO tem sido descrito em
numerosas doencas que apresentam susceptibilidade associada a exposicéo a pro -
carcindégenos, tais como leucemia mieldide aguda, arteriosclerose, doenca de
Alzheimer e esclerose multipla. A atividade reduzida da mieloperoxidase em
portadores do alelo mutante (alelo A) ja foi descrita por London et al (1997) como
fator de protecdo e também como provavel marcador clinico e alvo terapéutico (Hoy

etal., 2002).

1.3.4 POLIMORFISMO DO GENE TIMIDILATO SINTASE

O gene TS esté localizado no cromossomo 18p11.32 e é responsavel por
codificar a enzima timidilato sintase (TS). A enzima TS é conhecida como uma das
diversasenzimas - chave do metabolismo do folato e tem como fungéo catalisar a
conversdo de deoxiuridina monofosfato (dUMP) em deoxitimidina monofosfato
(dTMP), utilizando o 5,10 metilenotetrahidrofolato como doador de radicais metil
(Sharp; Little, 2004). Essa reacdo € uma fonte de novo de timidina celular, que é um
precursor essencial para o fornecimento de nucleotideos necessarios para a sintese de

DNA (FIGURA 2).
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FIGURA 2: Timidilato sintase (TS) catalisa a metilagdo da 2'-deoxiuridina 5-monofosfato (dUMP) pela
transferéncia de um radical metil do cofator 5,10-metilenotetrahidrofolate para produzir 2'-
deoxitimidina-5'-monofosfato (dTMP). dTMP é posteriormente fosforilado a trifosfato (dTTP) que é o
precursor direto da sintese de DNA (Rahman et al., 2004).

A TS é uma enzima essencial na proliferacdo celular e, assim, um alvo
importante para varias drogas antitumorais, incluindo o metotrexato e
principalmente o 5-fluoracil (5-FU) (Rots et al., 2000; Welsh et al., 2000). A principal
causa de resisténcia as drogas é a auséncia de inibicdo desta enzima, assim, a
expressdo de TS tem sido relatada como progndstico para a resposta ao tratamento
citotoxico. A variabilidade interindividual na resposta a quimioterapia também pode
ser resultado de variagOes na concentracéo da enzima timidilato sintase (TS). Uma
sequéncia repetitiva foi identificada na regido promotora do gene TS (Horie et al.,

1995). Esta sequéncia mostrou ser polimorfica, contendo 2, 3 ou 8 repeticdes de 28 pb.



A presenca de 3 repeticdes (3R) estd associada com maior expressao da enzima TS.
Krajinovic et al. (2002) observaram que a presenca do genétipo homozigoto (3R/3R)
esta associada com pior prognostico em criancas portadoras de LLA quando
comparadas com criancas que apresentavam no minimo um alelo da repeticdo dupla.
Resultado semelhante foi relatado para pacientes com cancer de célon que receberam
guimioterapia. A expressdao aumentada da enzima TS pode ser um mecanismo pelo

qual individuos com o gendétipo 3R/3R desenvolvem resisténcia a quimioterapia

(lacopetta et al., 2001).



2. OBJETIVOS

Com base nos dados até aqui apresentados, a determinacdo dos
polimorfismos genéticos dos genes CYP2D6, EPHX1, MPO e TS pode ser de alto
valor clinico no prognéstico de respostas adversas ou inadequadas a certos agentes
terapéuticos, bem como quanto ao carater preventivo relacionado ao risco
aumentado de doencas ligadas a exposi¢do ambiental ou ocupacional.

Assim, os objetivos do presente trabalho foram:

1. Realizar a genotipagem de 132 pacientes de LLA e 300 controles para os
genes CYP2D6, EPHX1, MPO, e TS.

2. Determinar se as frequéncias dos gendtipos referentes aos genes
CYP2D6, EPHX1, MPO, e TS mutantes, e de seus respectivos genotipos selvagens,
sdo diferentes em criangcas com leucemia linfoblastica aguda em relacdo aos controles
saudaveis, podendo afetar o risco de desenvolvimento desta doenca.

3. Investigar a associacdo entre os polimorfismos funcionais nestes genes

e o risco de recidiva da doencga e a curva de sobrevida dos pacientes.



3. CASUISTICAE METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

O estudo foi realizado utilizando amostras de medula 6ssea e sangue
periférico de pacientes portadores de LLA, com idade entre 0 e 18 anos, admitidos
para tratamento no Servico de Hematologia/Oncologia do Departamento de
Puericultura e Pediatria do HCFMRP-USP. Os pacientes com suspeita de LLA foram
diagnosticados de acordo com o quadro clinico e laboratorial. Os exames
laboratoriais foram realizados pelo Laboratorio de Hematologia do HCFMRP-USP.

Os pacientes foram agrupados de acordo com o risco de recidiva da
doenca em grupos de alto risco e baixo risco de recidiva. Como controle foram
utilizadas amostras de sangue periférico de individuos com idade entre 0 e 18 anos,
representados por pacientes do mesmo hospital, portadores de doencas néo
hematoldgicas, ndo oncoldgicas e ndo genético- hereditarias. Os pacientes e 0s
individuos controles receberam informacdes sobre os objetivos da pesquisa e
também os formularios para a assinatura do consentimento poés-informacao. O
projeto em questéo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas, FMRP-USP (processo numero 4273/2003), assim como 0s termos de
consentimento pos-informacao referentes aos controles e pacientes (Anexos A e B).

A coleta do material foi realizada sob a responsabilidade de médicos e

funcionarios do Hospital das Clinicas, FMRP-USP. As amostras de sangue periférico



foram coletadas por puncédo venosa em tubos vacutainer de 5ml contendo ethylene

diamine tetra-acetic acid (EDTA).

A casuistica desse estudo é composta de 132 criancas portadoras de
LLA e 300 criancas livres de doenc¢as hematoldgicas e oncoldgicas que compuseram o
grupo controle. Foram analisados numeros diferentes de pacientes para cada gene,
sendo distribuidos da seguinte forma: 132 pacientes analisados para o gene CYP2D6,
123 para o gene EPHX1*2, 125 para o gene EPHX1*3, 124 para o gene MPO e 127 para

0 gene TS.

Os 132 pacientes portadores de LLA, foram distribuidos da seguinte
forma: 84 meninos e 48 meninas, com idades entre 4 e 216 meses, sendo 114 brancos,
12 pardos e 6 negros. Foram considerados de alto risco de recidiva os pacientes que
apresentaram um ou mais dos seguintes critérios ao diagnéstico: idade inferior a 1
ano ou superior a 10 anos e contagem leucocitaria superior a 50.000 leucécitos/mms.
Dentre os pacientes estudados 76 foram considerados de alto risco e 56 considerados

de baixo risco de recidiva.

O tratamento dos pacientes com LLA foi realizado de acordo com o
protocolo proposto pelo Grupo Brasileiro de Tratamento de Leucemia da Infancia -
(GBTLI LLA-93 e 99). Para o tratamento foi utilizado um esquema de tratamento com
0 uso de poliquimioterapicos que combinam diversos grupos de quimioterapicos,
dentre eles, agentes alquilantes, antimetabdlicos, antraciclicos, epipodofilotéxicos
entre outros. Pacientes de alto risco de recidiva também receberam radiotarapia no

cranio (1.800cGy).



No grupo de individuos controles, somente foram incluidos na
pesquisa aqueles pacientes que seriam submetidos a coleta de sangue periférico para
a realizacdo de exames pertinentes ao tratamento a que eles estavam sujeitos. Dessa
forma nenhum paciente foi submetido a coleta de sangue apenas para a participacao

nessa pesquisa.

3.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA GENOMICO

A extracdo do DNA foi feita a partir de amostras de medula 6ssea e de
sangue periférico, utilizando o reagente Trizol ® (Invitrogen) e o kit de extracdo de
DNA (Wizard ® Genomic — Promega), conforme especificacdes do protocolo fornecido
pelofabricante. A quantificagdo do DNA foi realizada por espectrofotometria e as
amostras de DNA foram estocadas em aliquotas de 200ul, a concentracdo de

100ng/pl, e mantido a -20°C até o uso.

3.3 GENOTIPAGEM E PCR - RFLP

Os polimorfismos foram analisados em DNA gendmico através da
técnica de PCR - RFLP detalhada para cada polimorfismo como descrito a seguir.
Para todos os polimorfismos estudados, os fragmentos foram co-

amplificados em termociclador e submetidos a eletroforese (95V) em cuba contendo



tampdo TBE 1,0X, para a deteccdo de alguns gendtipos, ou para verificacdo de
amplificacdo no caso de posterior digestao por enzimas de restricao.

As reacdes foram visualizadas em gel deagarose convencional ou
poliacrilamida, dependendo do tamanho dos fragmentos a serem visualizados. O gel
de agarose foi feito com tampao TBE 1,0X e corado com 10pul de brometo de etidio (na
concentracdo de 10 mg/ml), e 4 pl de tampédo de amostra (0,25% de azul de
bromofenol, 40% sacarose em agua) para a visualizacdo da corrida.

Para identificar o peso das bandas foram utilizados marcadores de peso
molecular de 100 e 50 pares de base (pb) diluidos (216 pl de TE 1X, 40 pl de tampé&o
de amostra, 24 pl de marcador de peso molecular), dependendo do polimorfismo
estudado. Em todos os casos, foi usado também um controle negativo, “branco”
(todos os reagentes, exceto o DNA), com o intuito de assegurar que ndo houve
contaminacdo das amostras. Os géis foram entdo observados e fotografados com

filme Polaroid ® em transiluminador de luz ultravioleta.

3.3.1 DETECCAO DOS GENOTIPOS CYP2D6

CYP2D6 *2 Mutacdo G>A: éxon 3/ intron 4

A amplificacdo do fragmento correspondente a regido polimorfica do
éxon 3 do gene CYP2D6 (G1934A) foi feita baseada nos métodos de Gough et al.
(1990) e Smith et al. (1992) modificados, conforme descrito a seguir:

Para reacdo de PCR (25 pl) foram utilizadas as seguintes condicgoes:



15,80 ul de H20 MilliQ estéril,

2,5 pl de tampéo (20mM Tris-HCI, 50mMKCI, pH 8,4)
0,75 ul (1,5mM) de MgCly,

0,5 pl (2mM) de dNTPs (Invitrogen)

1,0 ul (100ng/ul) de cada “primer” (Invitrogen) ,

1,25 (2mM) de dimetil sulfoxido (DMSO),

0,2 ul (1,0U) de Tag DNA polimerase (Invitrogen),

2,0 pul (200ng) de DNA gendmico,

AN N N N N N N N

O ciclo de amplificacéo foi: 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 62°C por 1
minuto, 72°C por 2 minutos e 94°C por 1 minuto, seguidos de 7 minutos a
72°C.

v' A seqliéncia dos “primers” utilizados foi:

PF:5’-GCCTTCGCCAACCACTCCG-3
PR: 5’-AAATCCTGCTCTTCCGAGGC-3’

ApOs a reacdo de amplificacdo do fragmento de interesse, a reagdo de
digestéo foi realizada com 20 pl do produto de PCR, utilizando 1,75 pl de H:20, 2,5 pul
de tampéo da enzima, 0,25 ul de BSA (bovine serum albumin) e 5U da enzima de
restricdo BstNI (New England BiolLabs). Para evitar evaporagdo das amostras
adicionamos 50ul de 6leo mineral em cada tubo; A reagdo foi incubada a 60°C por 3
horas e posteriormente analisado em gel de agarose 2,0%.

O produto amplificado gera um fragmento de 334 pb. O polimorfismo
do gene CYP2D6 ¢ caracterizado pela presenca ou auséncia do sitio para a enzima de
restricdo BstNI. A auséncia do sitio de restricdo em ambos os alelos representa o
gendtipo homozigoto para o alelo polimorfico (PM), o qual é caracterizado pela

presenca de um fragmento de 334 pb. A presenca do sitio BstNI em ambos os alelos,



reflete a auséncia do polimorfismo, originando o gendtipo tipo selvagem (EM), que
apresenta dois fragmentos: 230 e 104 pb. Um alelo polimoérfico e outro normal
caracterizam o0 gendtipo heterozigoto (HEM), mostrando os trés padrdes de

bandamento: 334, 230 e 104 pb.

CYP2D6 delecdo: éxon 5/intron 5

As condicdes de reagdo de PCR (25 pl) para deteccdo do polimorfismo

no éxon 5 do gene CYP2D6 foram seguidas baseadas no seguinte protocolo :

15,80 pl de H20 MilliQ estéril,

2,5 ul de tampéo (20mM Tris-HCI, 50mMKCI, pH 8,4)
0,75 pl (1,5mM) de MgClz,

0,5 pl (2mM) de dNTPs (Invitrogen),

1,0 pl (100ng/Zul) de cada “primer” (Invitrogen),

1,25 pl (5%) de dimetil sulfoxido (DMSO),

0,2 ul (1,0U) de Tag DNA polimerase (Invitrogen),

2,0 ul (200ng) de DNA gendmico,

AN N NN U N N NN

O ciclo de amplificagdo foi: 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de 60°C por 1
minuto, 72°C por 3 minutos e 94°C por 1 minuto, seguidos de 7 minutos a
72°C.

v' A sequéncia dos “primers” utilizados foi:

PF:5- GATGAGCTGCTAACTGAGCCC-3’
PR: 5’- CCGAGAGCATACTCGGGAC-3’

ApOs a reacdo de amplificacdo, a reacdo de digestdo foi realizada com

20 pl do produto de PCR. A reagao foi realizada com 5U da enzima Mspl, 2,25 pul de



H2O e 2,5 ul de tampéo da enzima a uma temperatura de 37°C por 3 horas. Nessa
reacdo ndo foi necessaria a utilizacdo de 6leo mineral. O polimorfismo do gene
CYP2D6 (E5) é caracterizado pela presenca de um ou mais sitios para a enzima de
restricdo Mspl. A amplificacdo gera um produto constante de 270 pb. O gendétipo
homozigoto para o alelo polimorfico (*3/*3) possui dois sitios para esta enzima, que
cliva o produto da amplificagdo, gerando uma banda de 166pb, uma de 82pb e outra
de 22pb. O gendtipo homozigoto selvagem (*1/*1) apresenta duas bandas: uma de
188pb e outra de 82pb; o gendtipo heterozigoto apresenta quatro bandas: 188pb,

166pb, 82pb e 22pb.

3.3.2 DETECCAO DOS GENOTIPOS EPHX1

A amplificacdo dos fragmentos correspondentes as regides polimorficas
dos éxons 3 (T/C) e 4 (A/G) do gene EPHX1 foi feita pelo método de Smith &

Harrison (1997) modificado, conforme descrito a seguir:

16,05 ul de H20 MilliQ estéril,

2,5 pl de tampéo (20mM Tris-HCI, 50mMKCI, pH 8,4)
0,75 ul (1,5mM) de MgCly,

0,5 pl (2mM) de dNTPs (Invitrogen),

1,0 ul (100ng/ul) de cada “primer” (Invitrogen),

1,0 ul (4%) de dimetil sulfoxido (DMSO),

0,2 ul (1,0U) de Tag DNA polimerase (Invitrogen),

AN N N N N Y R N

2,0 ul (200ng) de DNA gendmico,



v' O ciclo de amplificacdo foi: 94°C por 5 minutos, 38 ciclos de 56°C por 20
segundos, 72°C por 1 minuto e 94°C por 1 minuto, seguidos de 5 minutos a
72°C.

v' A sequéncia dos “primers” utilizados foi:

EPHX1*2 mutacéo T>C éxon 3

PF: 5-GATCGATAAGTTCCGTTTCACC-3’
PR: 5-ATCCTTAGTCTTGAAGTGAGGAT-3’

A reacdo de digestéo foi realizada com 5U da enzima EcoRV, 1,9ul de
H.O e 2,5 ul de tampdo da enzima, a uma temperatura de 37°C por 3 horas. A
amplificacdo gera um produto de 162 pb. O homozigoto selvagem apresenta o sitio
para a enzima, sendo caracterizado por dois fragmentos: 140 pb e 20pb. O
homozigoto mutante ndo apresenta sitio para a enzima, apresentando um unico

fragmento de 162 pb. O gendtipo heterozigoto apresenta os trés fragmentos.

EPHX1*3 mutacdo A>G éxon 4

v' A sequéncia dos “primers” utilizados foi:

PF:5-ACATCCACTTCATCCACGT-3
PR: 5-ATGCCTCTGAGAAGCCAT-3’

Apos a reacdo de amplificacdo do fragmento de interesse, a reacdo de
digestao foi realizada com 20 ul do produto de PCR. A reacdo foi realizada com 6U

daenzima Rsal, 2,0 ul de H20, 2,5 pl de tampéo da enzima e 0,25 pl de BSA a uma



temperaturade 37°C por 3 horas. O polimorfismo do geneEPHX1 (E4) é
caracterizado pela presenca ou auséncia do sitio para a enzima de restricdo Rsal. A
amplificacdo gera um produto constante de 210 pb, referente ao gendtipo selvagem
(*1/*1), o qual ndo sofre acdo da enzima Rsal, originando um fragmento Unico. O
gendtipo homozigoto para o alelo polimoérfico (*3/*3) possui um sitio para esta
enzima, que cliva o produto da amplificacdo, gerando uma banda de 164 e outra de

46 pb, e 0 gendtipo heterozigoto (*1/*3) apresenta as trés bandas (210, 164 e 46pb).

3.3.3 DETECCAO DOS GENOTIPOS MPO

MPO mutacdo G>A

O polimorfismo do gene MPO e a reacdo de amplificagdo em cadeia por
PCR foram obtidos baseados em. London et al., (1997), e o protocolo modificado

conforme descrito a seguir:

17,05 pl de H20O MilliQ estéril,

2,5 ul de tampéo (20mM Tris-HCI, 50mMKCI, pH 8,4)
0,75 ul (1,5mM) de MgClo,

0,5 pl (2mM) de dNTPs (Invitrogen),

1,0 ul (100ng/ul) de cada “primer” (Invitrogen),

0,2 ul (1,0U) de Tag DNA polimerase (Invitrogen),

2,0 ul (200ng) de DNA gendmico,

AN N N N N Y R N

O ciclo de amplificagdo foi: 94°C por 5 minutos, 38 ciclos de 57°C por 1
minuto, 72°C por 1 minuto e 94°C por 1 minuto, seguidos de 5 minutos a

72°C.



v' A seqliéncia dos “primers” utilizados foi:

PF: 5’-CGGTATAGGCACACAATGGTGAG-3’
PR: 5’-GCAATGGTTCAAGCGATTCTTC-3’

Apos a reacdo de amplificacdo do fragmento de interesse, a reacdo de
digestao foi realizada com 20 ul do produto de PCR A reacéo foi realizada com 6U da
enzima Acil, 2,4 pl de H20 e 2,0 pl de tampao da enzima, a uma temperatura de 37°C
por 3 horas. O polimorfismo do gene MPO ¢ caracterizado pela presenca ou auséncia
de um ou dois sitios para a enzima de restricao Acil. A amplificacdo gera um produto
constante de 350 pb. Apds a digestdo, o gendétipo selvagem (*1/*1), sofre acdo da
enzima Acil em dois sitios, originando fragmentos de 169pb, 120pb e 61pb. O
gendtipo homozigoto para o alelo polimoérfico (*3/*3) possui um sitio para esta
enzima, que cliva o produto da amplificagdo, gerando um fragmento de 289pb e

outro de 61 pb; e 0 gendtipo heterozigoto (*1/*3) apresenta os quatro fragmentos.

3.3.4 DETECCAO DOS GENOTIPOS TS

A amplificacdo do fragmento correspondente a regido polimérfica do
gene TS foi feita baseada nos métodos de Villafrancaetal., (2001) modificados,

conforme descrito a seguir:

v 16,80 pl de H20 MilliQ estéril,
v' 2,5 pl de tampéao (20mM Tris-HCI, 50mMKCI, pH 8,4)



0,75 ul (1,5mM) de MgCly,

0,5 pl (2mM) de dNTPs (Invitrogen),

1,0 ul (100ng/ul) de cada “primer” (Invitrogen),
1,25 pl (5%) de DMSO

0,2 pl (1,0U) de Tag DNA polimerase (Invitrogen),
2,0 pl (200ng) de DNA gendmico,

D N N N N N NN

O ciclo de amplificacdo foi: 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de 62°C por 1
minuto, 72°C por 2 minutos e 94°C por 1 minuto, seguidos de 7 minutos a
72°C.

v' A sequiéncia dos “primers” utilizados foi:

PF: 5-GTGGCTCCTGCGTTTCCCCC-3’
PR: 5’CCAAGCTTGGCTCCGAGCCGGCCACAGGCATGGCGCGG-3

O polimorfismo do gene TS caracteriza-se por uma repeticdo em
tandem, podendo apresentar uma repeticdo dupla (2R2R) ou uma repeticéo tripla
(3R3R). Homozigotos para a repeticdo dupla produzem um fragmento de 220pb;
heterozigotos (2R3R) produzem dois fragmentos, sendo um de 220 e outro de 250 pb.

Finalmente o homozigoto para a tripla repeticdo apresenta um fragmento de 250pb.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A freqiiéncia dos polimorfismos dos genes CYP2D6, EPHX1, MPO e TS
foi calculada para a amostra total de 132 criancas portadoras de LLA e para os 300
individuos controles. Os pacientes e controles foram analisados de acordo com o sexo

(masculino e feminino), idade e etnia (brancos, negros ou mulatos). Os pacientes



foram divididos de acordo com o risco de recidiva da doenca (alto e baixo risco) e
resposta ao tratamento (remissao clinica completa ou recidiva + 6bitos).

A analise estatistica foi realizada pelo teste do Qui Quadrado, que foi aplicado
para verificar a significAncia estatistica das associa¢cdes quando se comparou as
frequéncias de cada gendétipo e alelo estudados na amostra total de pacientes e
controles. O nivel de probabilidade (P) menor ou igual a 0,05 foi usado como critério
de significancia. A “odds ratio” (OR) (razdes de probabilidade) e o intervalo de
confianca (IC) de 95%, de acordo com Kleinbaum et al. (1982), foram calculados como
uma estimativa de risco relativo e grau de associagdo. A estimacdo das curvas de
sobrevivéncia foi determinada pelo método de Kaplan-Meier e comparagao entre as
mesmas pelo teste do Log-Rank.

A assessoria estatistica foi prestada pelo estatistico Geraldo Céassio Reis.



4. RESULTADOS

4.1 DETECCAO DOS POLIMORFISMOS

O polimorfismo do gene CYP2D6 € caracterizado pela presenca ou
auséncia do sitio para as enzimas BstNI e Mspl. No polimorfismo BstNI, o genétipo
tipo selvagem (EM), apresenta dois fragmentos, 230 e 104 pb; o genétipo heterozigoto
(HEM), apresenta trés fragmentos: 334, 230 e 104 pb e finalmente o homozigoto
mutante (PM) apresenta apenas um fragmento de 334pb. Para o polimorfismo Mspl,
0 gendtipo homozigoto polimérfico apresenta uma banda de 166pb, uma de 82pb e
outra de 22pb. O gendtipo homozigoto selvagem apresenta duas bandas (188pb e
82pb) e 0 gendtipo heterozigoto apresenta quatro bandas: 188pb, 166pb, 82pb e 22pb.

As FIGURAS 3 e 4 mostram os polimorfismos BstNI e Mspl respectivamente.

o) bl b2 kS

—— 334pb
—— 230pb

—— 104pb

FIGURA3: PCR-RFLP em gel de agarose convencional 2% para deteccdo do
polimorfismo CYP2D6-BstNI, onde M= marcador de peso molecular (100 pb).
Linhas 1, 2, 4, 6-11: homozigotos para o alelo selvagem (EM); Linhas 5, 12:
heterozigoto (HEM); Linha 3: homozigoto para o alelo polimérfico (PM); Linha 13:
branco.
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FIGURA 4: PCR-RFLP em gel de poliacrilamida 10% para detec¢do do polimorfismo
CYP2D6-Mspl, onde M= marcador de peso molecular (100 pb). Linhas 1, 3-5, 7-12:
homozigoto para o alelo selvagem (EM); Linhas 2, 6: heterozigoto (HEM); Linha 13:
branco.

A FIGURA 5 representa o polimorfismo para o gene EPHX1*2. A
amplificacdo gera um produto de 162 pb. O homozigoto selvagem apresenta o sitio
para a enzima EcoRV, sendo caracterizado por dois fragmentos: 140 pb e 20pb. O
homozigoto mutante ndo apresenta sitio para a enzima, apresentando um unico
fragmento de 162 pb. O gendtipo heterozigoto apresenta trés fragmentos (162 pb,
140pb e 20pb). O polimorfismo do gene EPHX1 (E4) é caracterizado pela presenca ou
auséncia do sitio para a enzima de restri¢cdo Rsal. A amplificagdo gera um produto
constante de 210 pb, referente ao gendétipo selvagem (*1/*1), o qual néo sofre agdo da
enzima Rsal, originando uma banda néo clivada. O gen6tipo homozigoto para o alelo
polimorfico (*3/*3) possui um sitio para esta enzima, que cliva o produto da
amplificacdo, gerando uma banda de 164 e outra de 46 pb, e 0 genoétipo heterozigoto

(*1/*3) apresenta as trés bandas (FIGURA 6).
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— 140pb

FIGURA 5: PCR-RFLP em gel de poliacrilamida 10% para detec¢do do polimorfismo
EPHX1-EcoRV, onde M= marcador de peso molecular (100 pb);Linhas 2, 9:
homozigotos selvagens (*1/*1); Linhas 1, 3, 4, 9: homozigotos para o alelo
polimorfico (*3/#3); Linhas 5- 8: heterozigotos (*1/*3); Linha 11: branco.

210 pb
164 pb
46 pb

FIGURAG6: PCR-RFLP em gel de agarose convencional 2% para detec¢do do
polimorfismo EPHX1-Rsal, onde M= marcador de peso molecular (100 pb);
Linhas 1,2,5-9: homozigotos selvagens (*1/*1); Linhas 3 e 4. homozigotos para o
alelo polimorfico (*3/*3); Linhas 10- 12: heterozigotos (*1/*3); Linha 13: branco.



O polimorfismo do gene MPO € caracterizado pela presenca ou
auséncia de um ou dois sitios para a enzima de restricdo Acil. A amplificacdo gera
um produto constante de 350 pb. Apés a digestao, o genoétipo selvagem (*1/*1), sofre
acdo da enzima Acil em dois sitios, originando fragmentos de 169pb, 120pb e 61pb.
O gendtipo homozigoto para o alelo polimorfico (*3/*3) possui um sitio para esta
enzima, que cliva o produto da amplificagdo, gerando um fragmento de 289pb e
outro de 61 pb; e o gendtipo heterozigoto (*1/*3) apresenta os quatro fragmentos. A

FIGURA 7 apresenta um perfil de PCR-RFLP para o polimorfismo do gene MPO.

11 12 13
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FIGURAT: PCR-RFLP em gel de agarose convencional 2% para detec¢do do
polimorfismo MPO-Acil, onde M= marcador de peso molecular (100 pb); Linhas
1-3,6-8,11: homozigotos selvagens (*1/*1); Linhas 4, 5, 10 e 13: heterozigotos
(*1/*2); Linha 12: homozigoto para o alelo polimérfico (*2/*2); Linha 9: branco.



A FIGURA 8 apresenta um perfil do polimorfismo do geneTS. O
polimorfismo do gene TS caracteriza-se por uma repeticdo em tandem, podendo
apresentar uma repeticdo dupla (2R2R) ou uma repeticéo tripla (3R3R). Homozigotos
para a repeticdo dupla produzem um fragmento de 220pb; heterozigotos (2R3R)
produzem dois fragmentos, sendo um de 220 e outro de 250 pb. Finalmente o

homozigoto para a tripla repeticdo apresenta um fragmento de 250pb.

250 pb
220 pb

FIGURAS8: PCR em gel de agarose convencional 2% para detec¢do do
polimorfismo 3R, onde M= marcador de peso molecular (100 pb); Linhas 1-4, 6, 8,
9: heterozigotos 2R3R; Linha 5: homozigoto 2R2R; Linha7: homozigoto 3R3R;
Linha 10: branco.



4.2. DISTRIBUICOES DOS GENOTIPOS CYP2D6, TS, EPHX1 E MPO

As distribuicdes das freqliéncias genotipicas e alélicas para os genes
CYP2D6 (polimorfismos BstNI e Mspl), EPHX1 (polimorfismos EcoRV e Rsal), TS (3R)
e MPO ( polimorfismo Aci I), para a amostra total de criancas portadoras de LLA e
controles de um grupo étnico similar estdo apresentadas na TABELA 1.

Quando foi analisada a frequéncia do polimorfismo para o gene
CYP2D6 - BstNI para a amostra total de LLA (n = 132) e controles (n = 300), o
genoétipo homozigoto para o alelo polimérfico (PM) foi detectado em 3,8% das
criancas com LLA e em 2,0% dos controles livres de neoplasias (TABELA 1). Para o
genotipo heterozigoto (HEM) verificou-se que a freqléncia deste foi maior entre os
pacientes com LLA (27,3%) comparados aos individuos controles (20,3%), entretanto,
estas diferencas ndo foram estatisticamente significativas (p = 0,10).

As frequéncias alélicas para o alelo polimérfico raro no locus BstNI
(PM) foram 0,20 para as criancas com LLA e 0,13 para os controles. Osdados
mostram que ndo houve diferenca significativa na freqiéncia deste alelo raro entre os
grupos, embora com maior prevaléncia entre os casos de LLA (p = 0,25) (TABELA 1).

Para o polimorfismo CYP2D6 — Msp | ndo foram observados genotipos
homozigotos para o alelo polimérfico. Quanto ao genétipo heterozigoto, a
frequéncia foi maior nos casos (13,6%) quando comparada aos controles (5,3%) (p =

0,003), mostrando uma diferenca estatisticamente significativa.



Quanto ao polimorfismo para o gene EPHX1 foram analisadas duas
variantes alélicas sendo uma responsavel pelo metabolismo lento e a outra pelo
metabolismo rapido. Para o EPHX1 (E3) - alelo lento, de acordo com a amostra total
de criangas portadoras de LLA (n = 123) e controles (n = 300), encontramos uma
prevaléncia aumentada do genoétipo selvagem (*1/*1) entre os pacientes (43,9%) com
relacdo aos controles (17,0%). Por outro lado, obtiveram-se frequiéncias maiores do
gendtipo heterozigoto (*1/*2) nos individuos controles (81%) em comparagdo com as
criangas portadoras de LLA (55,3%) (TABELA 1). Com relagdo ao gendtipo
homozigoto polimérfico (*2/*2), o mesmo foi extremamente raro e somente
encontrado em 6 controles e em apenas 1 paciente, entretanto ndo apresentou

diferenca estatisticamente significativa.

O teste do qui quadrado aplicado sobre estes resultados, mostrou que o
aumento na frequiéncia do genétipo heterozigoto entre os individuos controles foi
estatisticamente significativo (p = 0,001). A freqténcia do alelo polimorfico raro (*2),
foi significativamente maior (p = 0,0001) entre os individuos controles sem neoplasias
comparados aos pacientes de LLA. A distribuicdo das frequéncias genotipicas entre

0s controles encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Em relagdo ao polimorfismo para a variante rapida EPHX1 (E4),
considerando o numero amostral (LLA: 125; Controles: 300), as frequéncias do
gendtipo homozigoto selvagem (*1/*1) encontradas para as criancas portadoras de
LLA (62,4%) e para os controles (70,0%) foram similares. Para o gendtipo
heterozigoto (*1/*3) verificou-se que a prevaléncia deste também nao diferiu de

forma significativa entre os dois grupos estudados (35,2%, LLA; 25,6%, controles; p =



0,07), o mesmo ocorrendo para o genétipo homozigoto polimérfico (*3/*3) (2,4%,

LLA,; 4,4%, controles; p=0,65).

TABELA 1. Distribuicdo das frequéncias dos polimorfismos dos genes

CYP2D6, EPHX1, MPO e TS, em criancas portadoras de LLA e individuos controles

LOCUS GENOTIPO NUMERO (%)
LLA Controles OR (95% IC) P

EM 91/132 (68,9)  233/300(77,7) 1,0 (referéncia)
CYP2D6 HEM 36/132 (27,3)  61/300 (20,3) 0,66 (0,41-1,06) 0,10
(G1934A) PM 5/132 (3,8) 6/300 (2,0) 046 (0,13-1,57) 0,30
BstNI PM/HEM 41/132 (31,06)  67/300 (23,3) 0,63 (0,40-1,00) 0,07

A
lelos
0,80 0,87

Wt 0,20 0,13

M 0,25
CYP2D~6 *1/*1 114/132 (86,4) 284/300 (94,7) 1,0 (referéncia) -
(Delecéo ES) *1/%3 18/132 (13,6) 16/300 (5,3) 2,8 (1,38-5,69) 0,0003
Mspl *3 /%3 - - .

*1/*3 + *3/*3

Alelos

*1 0,92 0,97

*3 0,08 0,03 0,21
EPHX1 (E3) *1/*1 54/123 (43,9) 51/300 (17,0) 1,0 (referéncia)
EcoRV *1/%2 68/123 (55,3)  243/300 (81,0) 3,78(2,3-6,04)  0,0001

*2/*2 17123 (0,8) 6/300 (2,0) 6,35(0,73-54,0) 0,11

*1/%2 + *2/*2 69/123 (56,0)  249/300 (83,0) 3,82(2,39-6,09)  0,0001

Alelos

*1 0,91 0,86

*2 0,09 0,14 0,37
EPHX1 (E4) *1/*1 78/125 (62,4) 210/300 (70,0) 1,0 (referéncia)
Rsal *1/*3 44/125 (35,2)  77/300 (25,6) 0,65(0,41-1,02) 0,07

*3/*3 3/125 (2,4) 13/300 (4,4) 1,6(0,44-5,08) 0,65

*1/*3 + *3/*3 47/130 (37,6) 90/300 (30,0) 0,71(0,45-1,10) 0,13

lelos

A




*1 0,85 0,80 -
*3 0,15 0,20 - 0,45
continuacao
LOCUS GENOTIPO NUMERO (%)
LLA Controles OR (95% IC) P
2R/2R 33/127 (26,0)  53/300 (17,7) 1,0 (referéncia) -
TS (2R> 3R) 2R/3R 65/127 (51,2)  169/300(56,3) 1,61 (0,96-2,72) 0,07
3R/3R 29/127 (22,8)  78/300 (26,0) 1,67 (0,91-3,07) 0,12
2R3R+3R/3R 94/127 (74,0)  247/300(82,3) 1,64 (1,03-2,55) 0,05
Alelos
2R 0,51 0,45 -
3R 0,49 0,55 - 1,00
MPO *1/*1 71/124(57,3) 159/300(53,0) 1,0 (referéncia) -
Acil *1/%2 46/124(37,1)  124/300(41,3) 1,24(0,77-1,88) 0,43
*2/*2 7/127 (5,6) 17/300(5,7) 1,08 (0,43-2,73) 1,00
*1 /%D + *2f*2 53/124(42,7)  141/300(47,0) 1,18(0,78-1,81) 0,45
A
lelos 0,75 0,72 :
:; 0,25 0,28 - 0,74

LLA = leucemia linfoblastica aguda; EM = metabolizador rapido; HEM = heterozigoto; PM
metabolizador pobre; wt = alelo selvagem; m = alelo polimérfico; 2R/2R, *1/*1 = homozigotos para o
alelo selvagem; 2R/3R, *1/*2, *1/*3 = heterozigotos; 3R/3R, *2/*2, *3/*3 = homozigotos para o alelo
polimérfico. OR = “odds ratio”; IC = intervalo de confianga; P = os valores foram calculados pelo teste

do x2. T = estatisticamente significativo.

As frequéncias alélicas para o alelo polimérfico no locus Rsal (*3) foram

0,15 e 0,20 para pacientes com LLA e controles, respectivamente (TABELA 1), ndo

observando diferenca significativa do alelo raro *3 entre os grupos (p = 0,45). Esta

distribuicdo encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg.



Na analise do fenétipo, os gendétipos dos exéns 3 e 4 foram combinados
e os grupos foram classificados da seguinte maneira: metabolizador lento, muito
lento, rapido e normal (TABELA 2). A frequéncia dos metabolizadores normais foi
levemente maior no grupo de casos (50,4%) em relacdo aos controles (32,0 %). A
freqléncia do fend6tipo rapido foi inferior (9,0%) no grupo de controles comparada no
grupo de pacientes portadores de LLA (16,3 %), embora esse resultado nado seja
significativo estatisticamente. Foi observada uma frequéncia significativamente
maior (p= 0,0001) do fendtipo lento entre os controles (57,7%) quando comparados

aos pacientes portadores de LLA (32,5%).

A anélise do gene da mieloperoxidase (MPO, polimorfismo-Aci 1), foi
realizada em uma amostra de 300 individuos controles e 124 pacientes de LLA. Foi
observada uma freqliéncia equivalente do gendétipo selvagem entre os casos e
controles (57,3% e 53,0% respectivamente). A frequéncia do alelo mutante também
foi similar entre os dois grupos analisados (0,25 e 0,28 para casos e controles

respectivamente).

Quanto ao polimorfismo para o gene TS, a frequéncia alélica da tripla
repeticdo in tandem (3R) foi de 55,0% nos controles e de 49,0% nos pacientes com
LLA. O gendtipo 2R3R esteve presente em 169 dos 300 controles e em 65 dos 127
pacientes. O gendtipo homozigoto para a tripla repeticao esteve presente em 26% dos
controles e em 22,8% dos pacientes, mostrando que ndo houve diferenga significativa
entre os grupos (p= 0,12). Entretanto, quando agrupamos 0Ss genotipos que

apresentaram pelo menos uma repeticdo tripla (2R3R e 3R3R), o0s controles



apresentaram uma frequéncia significativamente maior em relacdo ao grupo de

pacientes com LLA (p = 0,05; OR = 1,64, IC=1,03-2,55), indicando um efeito protetor.

TABELA 2: Associacdo entre 0s gendétipos e o risco de LLA

LOCUS FENOTIPO NUMERO (%)
LLA Controles OR (95% IC) P
Répido 20/123(16,3) 27/300 (9,0) 0,84 (0,45-1,68) 0,73
EPHX1 Normal 62/123 (50,4) 96/300(32,0) 1,0 (referéncia)
. 40/12 2 17 7,7 2,79 (1,74-4,4 1
Exon 34 Lento 0/123 (32,5) 3/300 (57,7) ;79 (1,74-4,46) 0,000
Muito lento 1/123 (0,8) 4/300 (1,3) 2,58 (0,28-23,67) 0,64
Genotipos
combinados

LLA = leucemia linfoblastica aguda; Determinacao fenotipica: rapido: exon3 *1/*1 e exon 4 *3/*3 ou
*1/*3; normal: exon 3 *1/*1 e exon 4 *1/*1 ou exon 3 *1/*2 e exon 4 *1/*3; lento: exon 3 *1/*2 e exon 4
*1/*1; muito lento: exon 3 *2/*2 e exon 4 *1/*1. OR = “odds ratio”; IC = intervalo de confianca; P = os
valores foram calculados pelo teste do x2. Negrito = estatisticamente significativo.

4.3. DISTRIBUICOES DOS GENOTIPOS CYP2D6, TS, EPHX1 E MPOEM
RELACAO AO SEXO EETNIA

As freqléncias dos genétipos CYP2D6, TS,EPHX1 e MPO, para as
criancas com leucemia e controles também foram correlacionados com sexo
(TABELA 3) e etnia (TABELAS 4, 5, 6 e 7). As frequéncias de CYP2D6 *1/*3, *1/*4 e
*4/*4 foram 15,5%, 28,6% e 4,8%, respectivamente, em criancas com LLA do sexo

masculino; 6,6%, 22,1% e 2,2% em controles do mesmo sexo (TABELA 3).



As frequéncias correspondentes para o sexo feminino foram 10,4%,
25,0% e 2,1%, respectivamente, em criangas portadoras de LLA; 4,3%, 18,9% e 1,8%
nos controles (TABELA 3).

Considerando cada sexo separadamente, pode ser observado que as
freqUéncias dos gendtipos heterozigotos e homozigoto polimoérfico para CYP2D6
apresentaram uma prevaléncia maior entre meninos e meninas portadores de LLA

em comparacao com os respectivos controles masculino e feminino (TABELA 3).

Comparando o sexo masculino com o feminino, verificou-se que as
freqlUéncias dos gendtipos heterozigotos e homozigoto polimorfico para CYP2D6
foram maiores no sexo masculino tanto entre as crianc¢as portadoras de LLA como
entre os controles. Entretanto, estas diferencas ndo foram estatisticamente
significativas (p = 0,60, p = 0,68 e p = 0,65, respectivamente para LLA;p = 0,44,p =
0,56 e p = 1,00, respectivamente para os controles) (TABELA 3).

Quando o polimorfismo TS foi estudado nos grupos de criangas com
LLA e controle, subdivididos em masculino e feminino, verificou-se pela analise do
gendtipo 2R/2R que as criangas portadoras de LLA (27,2%) e controles (22,8%),
ambos do sexo masculino, apresentaram uma frequéncia maior deste genétipo do
que 0s mesmos grupos femininos (23,9%, LLA e 13,4%, controles). O inverso ocorreu
para o genotipo 2R/3R, nesse caso, as criangas com LLA (54,4%) e controles (64,6%),
ambos do sexo feminino, apresentaram uma frequéncia mais elevada deste genétipo
do que os mesmos grupos masculinos (49,4%, LLA e 46,3%, controles). Entretanto,
somente para os controles a diferenca na freqtiéncia do gendtipo heterozigoto para o

gene TS entre os sexos masculino e feminino foi estatisticamente significativa,



demonstrando que a chance de apresentar o genotipo heterozigoto 2R/3R é 2,4 vezes
maior no sexo feminino do que no masculino (OR = 2,4; 95% IC = 1,3-4,4; p = 0,01;
TABELA 3) Este resultado sugere uma associacao significativa do genétipo TS2R/3R

com risco reduzido de leucemia no grupo feminino.

Quanto ao polimorfismo EPHX1, comparando o sexo masculino com o
feminino, verificou-se que a freqténcia do gendtipo heterozigoto (*1/*2) foi maior no
sexo feminino entre as criancas portadoras de LLA, enquanto que nos controles a
freqUéncia do mesmo, foi maior no sexo masculino. Entretanto, estas diferencas nao
foram estatisticamente significativas (p = 0,26 e p = 0,54, respectivamente) (TABELA
3). Ainda pela analise da TABELA 4, verificou-se que ndo houve diferenca
significativa nas frequéncias do gendtipo *2/*2 entre os sexos masculino e feminino

nos dois grupos de estudo.

Assim, em alguns casos as frequéncias de determinados alelosforam
superiores nos sexos masculino ou feminino, porém ndo foram significativas,
ocorrendo 0 mesmo para as frequéncias dos diferentes gendtipos para o gene EPHX1
entre as amostras estudadas com relacdo ao parametro sexo (TABELA 4).

Entretanto, para o polimorfismo MPO, observou-se, em relacdo ao
gendtipo heterozigoto (*1/*2), que as criangas com LLA (44,4%) e controles (44,8%),
todas do sexo masculino, apresentaram uma frequéncia maior deste gendtipo em
comparagdo com os mesmos do sexo feminino (23,3%, LLA,; 38,8%, controles), com
diferenca estatisticamente significativa entre 0os sexos nas criangas portadoras de
leucemia (p = 0,02), verificando-se uma prevaléncia 2,8 vezes maior do genotipo *1/*2

no sexo masculino (OR = 0,36; 95% IC = 0,15-0,8). Este resultado sugere uma



associacao significativa do genétipo MPO*1/*2 com risco aumentado de leucemia no

grupo masculino.

Comparando as criangas portadoras de LLA do sexo masculino e
feminino com os seus respectivos controles (TABELA 3), observamos uma
prevaléncia significativamente maior do gendtipo heterozigoto *1/*3 para os genes
CYP2D6 e EPHX1 somente entre as criancas portadoras de LLA do grupo masculino
guando comparadas aos respectivos controles masculinos (p = 0,039 e 0,04, OR = 0,39
e 0,5, respectivamente, conferindo um risco 2 vezes maior de leucemia entre 0s
meninos. A associacdo do genotipo EPHX1*1/*3 com risco aumentado de LLA
infantil ndo foi verificada quando considerada a amostra total de pacientes e
controles. Por outro lado, encontramos frequéncias significativamente maiores do
genotipo EPHX1*1/*2 entre os controles de ambos o0s sexos quando comparados aos

respectivos grupos de criangas com LLA, masculino e feminino (p < 0,0001 e p =0,01).

Quanto as etnias, os grupos foram divididos em brancos, pardose
negros, tanto para as criancas portadoras de leucemia quanto para os controles.
Considerando as criangas portadoras de LLA, detectou-se a presenca dos genétipos
heterozigotos para o gene CYP2D6 (*1/*3 e *1/*4), respectivamente, em 14,9% e 25,4%
das criangas brancas, 0,0% e 33,3% das criancas pardas e 16,7% e 50,0% das criangas
negras. Com relacdo aos controles, as frequéncias correspondentes foram 6,2% e
22,5% nos brancos, 3,4% e 16,9% nos pardos e 6,1% e 18,2% nos negros. O gendtipo
*4/*4 (polimarfico) foi mais prevalente nos brancos tanto em criancas com leucemia
como nos controles. Com bases nesses dados, verificou-se que ndo houve variacoes

significativas na prevaléncia dos polimorfismos entre as diferentes etnias avaliadas



(TABELAS 4e5). O mesmo ocorreu quando comparados controles brancos e ndo
brancos (pardos + negros).

Considerando 0s genétipos heterozigotos *1/*3 e *1/*4 para o
polimorfismo CYP2D6 detectaram - se, respectivamente, frequéncias aumentadas
destes gendtipos em criancas portadoras de LLA do grupo branco (14,9% e 38,9%)
com relagdo aos respectivos controles (6,2% e 17,2%), conferindo um risco aumentado
(OR = 2,66 e 3,0; 95% IC = 1,2-5,9 e 1,05-8,7) para o desenvolvimento de LLA na
infancia na populacéo caucasiana (p = 0,02 e 0,05). Quando comparados controles
brancos e ndo brancos (pardos + negros) para os diversos genotipos analisados, ndo

foi observada nenhuma diferenca estatisticamente significativa (TABELA 6).

TABELA 3: Distribuigdo das criancas portadoras de LLA e individuos controles,
em relacdo as frequéncias dos polimorfismos dos genes CYP2D6, TS, EPHX1 e

MPO, de acordo com 0 sexo

NUMERO/TOTAL (%)
Masculino Feminino

GENOTIPO OR (95% IC) P

CYP2D6 (*3) *1/*1

LLA
Controles

CYP2D6 *1/*3

71/84(84,5)
127/136 (93,4)

43/48(89,6)
157/164 (95,7)

1,0 (referéncia)
1,0 (referéncia)

LLA 13/84(15,5)2 5/48 (10,4) 0,6 (0,2-1,9) 0,60
Controles 9/136 (6,6)2 7/164 (4,3) 0,63 (0,2-1,7) 0,44
CYP2D6 *3/*3

LLA 0/84 (0,0) 0748 (0,0) — —
Controles 0/136 (0,0) 0/164 (0,0) % _*
CYP2D6 (*4) *1/*1

LLA 56/84(66,6) 35/748(72,9) 1,0 (referéncia)
Controles 1037136 (75,7) 130/164 (79,3) 1,0 (referéncia)

CYP2D6 *1/*4

LLA 24/84(28,6) 12/48(25,0) 0,8 (0,3-1,8) 0,68
Controles 30/136 (22,1) 31/164 (18,9) 0,8 (0,5-1,4) 0,56



CYP2D6 *4/*4
LLA
Controles

EPHX1E3 *1/*1
LLA
Controles

4/84 (4.8)
37136 (2,2)

38/80(47,5)
21/136 (15,5)

1/48 (2,1)
3/164 (1,8)

16/43(37,2)
30/164 (18,3)

0,4 (0,04-3,7) 0,65
0,79 (0,16-4,0) 1,00

1,0 (referéncia)
1,0 (referéncia)

continuagao

GENOTIPO

NUMERO/TOTAL (%)

Masculino

Feminino

OR(95%1C) P

EPHX1 *1/*2
LLA
Controles

EPHX1E4 *1/*1
LLA
Controles

EPHX1 *1/*3
LLA
Controles

EPHX1 *3/*3
LLA
Controles

MPO *1/*1
LLA
Controles

MPO *1/*2
LLA
Controles

MPO *2/*2
LLA
Controles

TS 2R/2R
LLA
Controles

TS 2R/3R
LLA
Controles

TS 3R/3R

41780 (51,25)b
114/136 (83,8)P

49/81(60,5)
98/136 (72,0)

31/81(38,3)c
33/136 (24,3)

1/81 (1,2)
5/136 (3,7)

40/81 (49,4)
54/107 (50,5)

36/81(44,4)
487107 (44,8)

5/81 (6,2)
5/107 (4,7)

22/81(27,2)
31/136 (22,8)

40/81(49,4)
63/136 (46,3)

27/43 (62,8)P
1297164 (78,7)b

29/44(65,9)
112/164 (68,3)

13/44(29,55)
44/164 (26,8)

2/44 (4,55)
8/164 (4,9)

31/43(72,1)
77/139 (55,4)

10/43(23,3)
54/139 (38,8)

2/43 (4,6)
8/139 (5,8)

11746 (23,9)
22/164 (13,4)

25746 (54,4)
106/164 (64,6)

1,6 (0,7-3,3) 0,26
079 (0,4-15) 054

1,0 (referéncia)
1,0 (referéncia)

0,71 (0,3-1,6) 0,43
1,2 (0,7-2,0) 0,59
3,4 (0,3-38,9) 0,55
1,4 (0,4-4,4) 0,77

1,0 (referéncia)
1,0 (referéncia)

0,36 (0,15-0,8) 0,02

0,79 (0,5-1,3) 0,42
0,5 (0,09-2,8) 0,69
1,1 (0,35-3,6) 1,00

1,0 (referéncia)
1,0 (referéncia)

1,2 (0,5-3,0) 0,66
2,4 (1,3-4,4) 0,01




LLA 19/81(23,4) 10/46(21,7) 1,0 (0,37-3,0) 1,00
Controles 42/136 (30,9) 36/164 (22,0) 1,2 (0,6-2,4) 0,72

LLA = leucemia linfoblastica aguda; *1/*1, 2R/2R, = homozigotos para o alelo selvagem; *1/*2, *1/*3,
2R/3R = heterozigotos; *2/*2, *3/*3, 3R/3R, = homozigotos para o alelo polimdrfico. OR = “odds ratio”’; IC
= intervalo de confianca; P = os valores foram calculados pelo teste de probabilidade exato de Fisher. a.c =
prevaléncia do genétipo heterozigoto dos genes CYP2D6 e EPHX1 entre pacientes do sexo masculino em
relacdo aos respectivos controles masculinos (p = 0,039 e 0,04; OR = 0,39 e 0,5, respectivamente); b =
prevaléncia do genétipo heterozigoto entre os controles masculinos e femininos comparados aos pacientes
com LLA (p<0,0001e p=0,01); Negrito = estatisticamente significativo.

TABELA 4: Distribuicao das criancas portadoras de LLA e individuos
controles, em relacdo as frequéncias dos polimorfismos dos genes

CYP2D6, TS, EPHX1 e MPO de acordo com a etnia

NUMERO/TOTAL (%)

GENOTIPO Brancos Pardos OR(95%IC) P
CYP2D6 *1/*1
LLA 97/114 (85,1) 12/12(100,0) 1,0 (referéncia)
Controles 167/178 (93,8) 86/89(96,6) 1,0 (referéncia)
CYP2D6 *1/*3
LLA 17/114 (14,9)2 0/12 (0,0) 0,2 (0,01-3,9) 0,37
Controles 11/178 (6,2)2 3/89 (3,4) 0,5 (014-1,9) 0,40
CYP2D6 *3/*3
LLA 0/114 (0,0) 0/12 (0,0) — —
CYP2D6 *1/*1
LLA 80/114 (70,2) 8/12 (66,7) 1,0 (referéncia)
Controles 1337178 (74,7) 73/89(82,0) 1,0 (referéncia)
CYP2D6 *1/*4
LLA 29/114 (25,4)b 4/12 (33,3) 1,4 (0,39-4,9) 0,73
Controles 40/178 (22,5)b 15/89(16,9) 0,68 (0,35-1,32) 0,33
CYP2D6 *4/*4
LLA 5/114 (4,4) 0/12 (0,0) 0,86 (0,04-17,0) 1,00
Controles 57178 (2,8) 1/89 (1,1) 0,36 (0,04-3,18) 0,67
TS 2R/2R
LLA 29/110 (26,4) 3711 (27,3) 1,0 (referéncia)
Controles 29/178 (16,3) 18/89(20,2) 1,0 (referéncia)
TS 2R/3R
LLA 55/110 (50,0) 5/11 (45,4) 0,88 (0,19-3,94) 1,00
Controles 98/178 (55,1) 47/89(52,8) 0,77 (0,39-1,53) 0,48
TS 3R/3R

LLA 26/110 (23,6) 3/11 (27,3) 1,1 (0,2-6,0) 1,00



Controles 51/178 (28,6) 24/89(27,0) 0,76 (0,35-1,62) 0,56
EPHX1E3 *1/*1
LLA 48/107 (44,9) 5/11 (45,5) 1,0 (referéncia)
Controles 26/178 (14,6) 19/89(21,4) 1,0 (referéncia)
EPHX1E3 *1/*2
LLA 58/107 (54,2) 6/11 (54,5) 0,99 (0,28-3,46) 1,00
Controles 147/178 (82,6) 69/89(77,5) 0,64 (0,33-1,24) 0,22
continuacao
NUMERO/TOTAL (%)
GENOTIPO Brancos Pardos OR(%B%IC) P
EPHX1E4 *1/*1
LLA 64/107 (59,8) 10/12(83,3) 1,0 (referéncia)
Controles 122/178(68,54) 66/89(74,1) 1,0 (referéncia)
EPHX1E4 *1/*3
LLA 40/107 (37,4) 2/12 (16,7) 0,32 (0,07-1,54) 0,20
Controles 49/178 (27,53) 20/89(22,5) 0,75 (0,4-1,4) 0,37
EPHX1E4 *3/*3
LLA 37107 (2,8) 0/12 (0,0) 0,88 (0,04-18,2) 1,00
Controles 7/178(3,93) 3/89 (3,4) 0,79 (0,2-3,2) 1,00
MPO *1/*1
LLA 61/107 (57,0) 7/11 (63,6) 1,0 (referéncia)
Controles 77/149 (51,7) 37/70(52,8) 1,0 (referéncia)
MPO *1/*2
LLA 39/107 (36,5) 4/11 (36,4) 0,89 (0,24-3,3) 1,00
Controles 62/149 (41,6) 31/70(44,3) 1,0 (0,6-1,86) 1,00
MPO *2/*2
LLA 7/107 (6,5) 0/11 (0,0) 0,55 (0,03-10,6) 1,00
Controles 10/149 (6,7) 2/70 (2,9) 0,4 (0,09-2,0) 0,34

LLA = leucemia linfoblastica aguda; *1/*1, 2R/2R, = homozigotos para o alelo selvagem; *1/*2,
*1/*3, 2R/3R = heterozigotos; *2/*2, *3/*3, 3R/3R, = homozigotos para o alelo polimérfico. OR
= “odds ratio”’; IC = intervalo de confianca; P = os valores foram calculados pelo teste do x2. a.b
= frequéncias aumentadas do genétipo heterozigoto *1/*3 e *1/*4 para o gene CYP2D6 em
pacientes com LLA em relagdo aos controles (p = 0,02 e 0,05, respectivamente). *OR ndo
calculada devido a nimero insuficiente.



TABELA 5: Distribuicdo das criancas portadoras de LLA e individuos
controles, em relacdo as frequéncias dos polimorfismos dos genes

CYP2D6, TS, EPHX1 e MPO de acordo com a etnia

NUMERO/TOTAL (%)

GENOTIPO Brancos Negros OR (95% IC) P
CYP2D6 *1/*1
LLA 97/114 (85,1) 5/6 (83,3) 1,0 (referéncia)
Controles 167/178 (938)  31/33(939) 1,0 (referéncia)
CYP2D6 *1/*3 17/114 (14,9) 1/6 (16,7) 1,1 (0,12-10,39) 1,00
LLA 11/178 (6,2) 2/33 (6,1) 0,98 (0,2-4,6) 1,00
Controles
CYP2D6 *3/*3
LLA 0/114 (0,0) 0/6 (0,0) _* _x
CYP2D6 *1/*1
LLA 80/114 (70,2) 3/6 (50,0) 1,0 (referéncia)
Controles 1337178 (74,7) 27/33(81,8) 1,0 (referéncia)
CYP2D6 *1/*4
LLA 29/114 (25,4) 3/6 (50,0) 2,8 (0,5-14,4) 0,35
Controles 40/178 (22,5) 6/33 (18,2) 0,74 (0,28-1,92) 0,65
CYP2D6 *4/*4
LLA 5/114 (4,4) 0/6 (0,0) 2,1 (0,09-45,8) 1,00
Controles 5/178 (2,8) 0/33 (0,0) 0,44 (0,02-8,2) 0,59
TS 2R/2R
LLA 29/110 (26,4) 1/6 (16,7) 1,0 (referéncia)
Controles 29/178 (16,3) 6/33 (18,2) 1,0 (referéncia)
TS 2R/3R
LLA 55/110 (50,0) 5/6 (83,3) 2,6 (0,29-23,6) 0,66
Controles 98/178 (55,1) 24/33(72,7) 1,2 (0,4-3,2) 0,81

TS 3R/3R



LLA 26/110 (23,6) 0/6 (0,0) 0,37 (0,01-95) 1,00
Controles 51/178 (28,6) 3/33 (9,1) 028(0,07-1,2) 0,15
EPHX1E3 *1/*1
LLA 487107 (44,9) 1/5 (20,0) 1,0 (referéncia)
Controles 26/178 (14,6) 6/33 (18,2) 1,0 (referéncia)
EPHX1E3 *1/*2
LLA 58/107 (54,2) 4/5 (80,0) 3,3 (0,36-30,6) 0,38
Controles 147/178 (82,6)  27/33(81,8) 08 (0,3-2,1) 0,61
continuacéo
NUMERO/TOTAL (%)
GENOTIPO Brancos Negros OR(95%1IC) P
EPHX1E4 *1/*1
LLA 64/107 (59,8) 4/6 (66,7) 1,0 (referéncia)
Controles 1227178 (68,54) 22/33(66,7) 1,0 (referéncia)
EPHX1E4 *1/*3
LLA 40/107 (37,4) 2/6 (33,3) 0,8 (0,14-4,6) 1,00
Controles 49/178 (27,53) 8/33 (24,2) 0,9 (0,4-2,2) 1,00
EPHX1E4 *3/*3
LLA 37107 (2,8) 0/6 (0,0) 2,0 (0,09-46,1) 1,00
Controles 7/178 (3,93) 3/33 (9,1) 2,4 (0,6-9,9) 0,21
MPO *1/*1
LLA 61/107 (57,0) 3/6(50,0) 1,0 (referéncia)
Controles 77/149 (51,7) 17/27(63,0) 1,0 (referéncia)
MPO *1/*2
LLA 39/107 (36,5) 3/6 (50,0) 1,6 (0,3-8,1) 0,68
Controles 62/149 (41,6) 9/27 (33,3) 0,66 (0,3-1,6) 0,39
MPO *2/*2
LLA 7/107 (6,5) 0/6 (0,0) 1,2 (0,05-25,0) 1,00
Controles 10/149 (6,7) 1/27 (3,7) 0,45 (0,05-3,8) 0,68

LLA = leucemia linfoblastica aguda; *1/*1, 2R/2R, = homozigotos para o alelo selvagem; *1/%*2,
*1/*3, 2R/ 3R = heterozigotos; *2/*2, *3/*3, 3R/3R, = homozigotos para o alelo polimérfico. OR =
“odds ratio”’; IC = intervalo de confianca; P = os valores foram calculados pelo teste do x2. *OR
nao calculada devido a numero insuficiente.



TABELA 6: Distribuicdo das criancas portadoras de LLA e individuos

controles, em relacdo as frequéncias dos polimorfismos dos genes

CYP2D6, TS, EPHX1 e MPO de acordo com a etnia

NUMERO/TOTAL (%)

GENOTIPO Brancos Né&o Brancos OR (95%IC) P
CYP2D6 *1/*1
LLA 97/114 (85,1) 17/18(94,4) 1,0 (referéncia)
Controles 167/178 (93,8) 117/122 (95,9) 1,0 (referéncia)
CYP2D6 *1/*3
LLA 17/114 (14,9) 1/18 (5,6) 0,3 (0,04-2,7) 0,46
Controles 11/178 (6,2) 5/122 (4,1) 0,6 (0,2-1,9) 0,60
CYP2D6 *3/*3
LLA 0/114 (0,0) 0/18 (0,0) —* —*
CYP2D6 *1/*1
LLA 80/114 (70,2) 11/18(61,1) 1,0 (referéncia)
Controles 1337178 (74,7) 100/122 (82,0) 1,0 (referéncia)
CYP2D6 *1/*4
LLA 29/114 (25,4) 7/18 (38,9) 1,7 (0,6-5,0) 0,40
Controles 40/178 (22,5) 21/122 (17,2) 0,7 (0,4-1,3) 0,25
CYP2D6 *4/*4
LLA 5/114 (4,4) 0/18 (0,0) 0,6 (0,03-12,3) 1,00
Controles 5/178 (2,8) 1/122 (0,8) 0,3 (0,03-2,3) 0,40
TS 2R/2R
LLA 29/110 (26,4) 4/17(23,53) 1,0 (referéncia)
Controles 29/178 (16,3) 24/122 (19,7) 1,0 (referéncia)
TS 2R/3R
LLA 55/110 (50,0) 10/17(58,82) 1,3 (0,4-4,6) 0,77
Controles 98/178 (55,1) 717122 (58,2) 0,87 (0,5-1,6) 0,75



TS 3R/3R
LLA 26/110 (236)  3/17 (17,65) 08 (0,2-41) 1,00
Controles 51/178 (28,6)  27/122 (22,1) 06(03-13) 027

continuagao

NUMERO/TOTAL (%)

GENOTIPO Brancos Né&o Brancos OR (95%IC) P
EPHX1 *1/*1
LLA 64/107 (59,8) 14/18(77,8) 1,0 (referéncia)
Controles 122/178(68,54) 887122 (72,1) 1,0 (referéncia)
EPHX1 *1/*3
LLA 40/107 (37,4) 4/18 (22,2) 0,46 (0,1-1,5) 0,29
Controles 49/178 (27,53) 28/122 (23,0) 0,8 (0,5-1,4) 0,42
EPHX1 *3/*3
LLA 37107 (2,8) 0/18 (0,0) 0,6 (0,03-13,0) 1,00
Controles 7/178(3,93) 6/122 (4,9) 1,2 (0,4-3,7) 0,80
MPO *1/*1
LLA 61/107 (57,0) 10/17(58,8) 1,0 (referéncia)
Controles 77/149 (51,7) 54/97(55,7) 1,0 (referéncia)
MPO *1/*2
LLA 397107 (36,5) 7/17 (41,2) 1,1 (0,4-3,1) 1,00
Controles 62/149 (41,6) 40797 (41,2) 0,9 (0,5-1,6) 0,79
MPQO *2/*2
LLA 7/107 (6,5) 0/17 (0,0) 0,4 (0,02-7,4) 0,59

LLA = leucemia linfoblastica aguda; *1/*1, 2R/2R, = homozigotos para o alelo selvagem; *1/*2,
*1/*3, 2R/3R = heterozigotos; *2/*2, *3/*3, 3R/3R = homozigotos para o alelo polimérfico. OR
= “odds ratio’’; IC = intervalo de confian¢a; P = os valores foram calculados pelo teste do x2
*OR ndo calculada devido a nimero insuficiente.



4.4. DISTRIBUICOES DOS GENOTIPOSCYP2D6, TS, EPHX1 e MPODE
ACORDO COM O GRUPO DE RISCO E SOBREVIDA LIVRE DE EVENTO

As enzimas do biometabolismo estdo envolvidas na ativacdo e
detoxificacdo de agentes quimioterapicos e a presenca de polimorfismos nesses genes
pode interferir na resposta as drogas (resisténcia ou toxicidade). Dessa forma
decidiu-se dividir as criancas de acordo com o risco de recidiva da doenca (alto risco
e baixo risco de recidiva) e com a remissao clinica completa e recidiva da doenca ou
obitos.

Os diferentes polimorfismos foram estudados no grupo de criancas
com LLA, subdividido em alto risco de recidiva e baixo risco de recidiva da doenca.
Verificou-se pela analise do gendtipo CYP2D6*4/*4 que as criangas do grupo de baixo
risco de recidiva (5,4%) apresentaram uma freqliéncia maior deste genotipo
homozigoto polimdrfico do que o grupo de alto risco de recidiva (2,6%), entretanto,
esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p = 0,65). Os genotipos
heterozigotos para ambas as variantes e os gendétipos homozigotos selvagens

apresentaram frequéncias similares (TABELA 7).



Na andlise do polimorfismo EPHX1*2 foram observadas frequéncias
similares entre os grupos estudados com relacdo aos genotipos *1/*1, *1/*2 e *2/*2. A
andlise referente ao gendtipo EPHX1*1/*1 mostrou que o grupo de LLA com alto
risco de recidiva (65,7%) apresentou uma frequéncia maior deste genétipo em
comparacdo com o grupo de baixo risco (57,7%). Por outro lado, obtiveram-se
freqléncias mais elevadas dos gendtipos *1/*3 e *3/*3 no grupo de baixo risco (38,5%
e 3,8%, respectivamente) quando comparado com o grupo de alto risco (32,9% e
1,4%) (TABELA 7); no entanto, também n&o houve significancia estatistica (p = 0,56).
Quanto aos polimorfismos MPO e TS ndo foram encontradas diferencgas significativas
nas frequéncias dos diferentes gendtipos quanto ao risco de recidiva da doenca.

Na TABELA 8 estdo apresentadas as frequéncias dos gendtipos
CYP2D6, EPHX1, MPO e TS nos grupos de criangas, subdivididos em remissao
clinica completa e recidiva da doenga + Obitos. Pela andlise do gendtipo
CYP2D6*1/*1, observaram-se freqléncias maiores deste gendétipo no grupo de
recidiva da doenca + Obitos, enquanto o gendtipo *4/*4 foi encontrado apenas no
grupo de remissao clinica completa com uma frequéncia de 4,6%. Ainda, a somatoria
das frequéncias dos genotipos *1/*4 + *4/*4 também foi maior no grupo de remissao
clinica completa (32,4%) quando comparado com o grupo de recidiva + Obitos
(25,0%). Da mesma forma, o gendtipo EPHX1*3/*3 foi encontrado apenas no grupo
de remissdo clinica completa com a frequéncia de 3,0%. No entanto, a obtencéo de
resultados significativos tornou-se dificil, pois as frequéncias dos genes CYP2D6 e
EPHX1 mutados na populacdo sdo baixas e o tamanho da amostra para recidiva da

doenca + Obitos € pequeno.



Foi encontrada uma prevaléncia maior do genétipo MPO*1/*2 no grupo
de recidiva da doenca + 6bitos em criangas com LLA (50,0%) quando comparado
com o grupo de remissdo clinica completa (35,0%), entretanto esta diferenca néo foi
significativa(p = 0,30), provavelmente devido ao pequeno numero de pacientes.
Apesar de ndo terem sido significativas estatisticamente, vale ressaltar a ocorréncia
de uma possivel associagdo entre estes gendétipos polimaérficos e uma melhor resposta
ao tratamento quimioterapico e a maior sobrevida livre de eventos, uma vez que
foram encontradas maiores freqiiéncias desses genétipos em criangas do grupo de
baixo risco de recidiva e do grupo de remissdo clinica completa. Entretanto, um
numero maior de pacientes deve ser analisado, principalmente do grupo de recidiva

da doenca + Obitos.



TABELA 7: Distribuicdo das criancas portadoras de LLA em relacédo as frequéncias

dos polimorfismos dos genes CYP2D6, TS, EPHX1 e MPO de acordo com o grupo

de risco de recidiva

LOCUS

GENOTIPO

NUMERO (%)

Alto Risco de
Recidiva

Baixo Risco de
Recidiva

OR (95% IC)

P

CYP2D6 (delA)

Mspl

CYP2D6
(G1934A)

BstNI

TS repeticdo tripla

EPHX1 (E3)
EcoRV

EPHX1 (E4)
Rsal

*1/*1
*1/*3
*3/*3

*1/%1
*1/%4
*4/+4

2R/2R
2R/3R
3R/3R

*1/*1
*1/*2
*2/*2

*1/*1
*1/*3
*3/*3

66/76(86,8)
10/76(13,2)
0/76 (0,0)

52/76(68,4)
22/76(29,0)
2/76 (2,6)

19/74(25,7)
39/74(52,7)
16/74(21,6)

30/73(41,1)
43/73(58,9)
0/73 (0,0)

48/73(65,7)
24/73(32,9)
1/73 (1,4)

48/56 (85,7)
8/56 (14,3)
0/56 (0,0)

39/56 (69,6)
14/56 (25,0)
3/56 (5,4)

14/53(26,4)
26/53(49,1)
13/53(24,5)

24/50 (48,0)
25/50 (50,0)
1/50 (2,0)

30/52(57,7)
20/52(38,5)
2/52 (3,8)

1,0 (referéncia)
1,1 (0,40-2,99)

*

1,0 (referéncia)
0,85 (0,39-1,87)
2,0 (0,32-12,56)

1,0 (referéncia)
0,90 (0,39-2,12)
1,10 (0,40-3,02)

1,0 (referéncia)
0,73 (0,35-1,51)
3,73 (0,14-95,87)

1,0 (referéncia)
1,33 (0,63-2,82)
3,2 (0,28-36,86)

1,00

0,84
0,65

0,83
1,00

0,46
0,45

0,56
0,56



MPO (G-463A)  *1/*1 41/73 (56,2)
Acil *1/%2 28/73(38,4)
*2/*2 4/73 (5,5)

30/51(58,8)
18/51(35,3)
3/51 (5,9)

1,0 (referéncia)
0,88 (0,41-1,87) 0,85
1,02 (0,21-4,92) 1,00

LLA = leucemia linfoblastica aguda; EM = metabolizador rapido; HEM = heterozigoto; PM = metabolizador
pobre; wt = alelo selvagem; m = alelo polimorfico; 2R/2R, *1/*1, = homozigotos para o alelo selvagem; 2R/3R,
*1/*2, *1/*3, = heterozigotos; 3R/3R, *2/*2, *3/*3, = homozigotos para o alelo polimérfico. OR = “odds
ratio”; IC = intervalo de confianca; P = os valores foram calculados pelo teste do x2. * OR néo calculada devido
a numero insuficiente.

TABELA 8: Distribuicédo das criancas portadoras de LLA em relagdo as frequéncias dos

polimorfismos dos genes CYP2D6, TS, EPHX1 e MPO de acordo com a remissao clinica
completa ou recidiva da doenca + 6bitos

NUMERO (%)

GENOTIPO Remisséo Clinica Recidiva + Obitos OR (95% IC) P
LOCUS Completa
CYP2D6 (delA) *1/*1 94/108 (87,0) 18/20(90,0) 1,0 (referéncia)
Mspl *1/*3 14/108 (13,0) 2/20 (10,0) 0,75 (0,16-3,57) 1,00
*3/*3 0/108 (0,0) 0/20 (0,0) —* —*
CYP2D6 *1/*1 73/108 (67,6) 15/20(75,0) 1,0 (referéncia)
(G1934A) 1/%4 307108 (27,8) 5/20 (25,0) 0,81 (0,27-2,43) 0,79
*4/%4 5/108 (4,6) 0720 (0,0) 0,43 (0,02-8,21) 0,59
BstNI
TS 3R 2R/2R 29/103 (28,2) 4/20 (20,0) 1,0 (referéncia)
2R/3R 51/103 (49,5) 10/20(50,0) 1,42 (0,41-4,94) 0,76
3R/3R 23/103 (22,3) 6/20 (30,0) 1,89 (0,48-7,51) 0,49
EPHX1 (E3) *1/*1 46/101 (45,5) 8/19 (42,1) 1,0 (referéncia)
EcoRV *1/*2 54/101 (53,5) 11/19(57,9) 1,17 (0,43-3,16) 0,81
*2/%2 17101 (1,0) 0/19 (0,0) 1,82 (0,07-48,65) 1,00
EPHX1 (E4) *1/*1 62/101 (61,4) 13/20(65,0) 1,0 (referéncia)
Rsal *1/%3 367101 (35,6) 7/20 (35,0) 0,93 (0,34-2,54) 1,00
*3/*3 37101 (3,0) 0/20 (0,0) 0,66 (0,03-13,58) 1,00



MPO (G-463A) *1/*1 59/100 (59,0) 9/20 (45,0) 1,0 (referéncia)
Acil *1/*2 35/100 (35,0) 10/20(50,0) 1,87 (0,69-5,06) 0,30
*2/%2 6/100 (6,0) 1/20 (5,0) 1,09 (0,12-10,17) 1,00

LLA = leucemia linfoblastica aguda; EM = metabolizador rapido; HEM = heterozigoto; PM = metabolizador pobre; wt =
alelo selvagem; m = alelo polimorfico; 2R/2R, *1/*1, = homozigotos para o alelo selvagem; 2R/3R, *1/*2, *1/*3, =
heterozigotos; 3R/3R, *2/*2, *3/*3, = homozigotos para o alelo polimérfico. OR = “odds ratio”’; IC = intervalo de confianca;
P = os valores foram calculados pelo teste do Qui-Quadrado. * OR néo calculada devido a nimero insuficiente.

Assim como em outros estudos também foi utilizada a avaliacdo das
curvas de sobrevida através da presenca de um evento, que é caracterizado pela
recidiva do paciente durante o tratamento ou entdo pela ocorréncia de 6bito. Na
FIGURA 9 estdo demonstradas as curvas de sobrevida livre de evento (EFS),
entretanto ndo foram observadas associagfes significativas entre os polimorfismos

descritos e a sobrevida do paciente.
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4.5. DISTRIBUICOES DOS POLIMORFISMOS GENETICOS COMBINADOS

A fim de elucidar os fatores genéticos associados com suscetibilidade
ao desenvolvimento de leucemias agudas em criancas, foi investigado o papel dos

polimorfismos genéticos combinados para os genes CYP2D6, TS, EPHX1 e MPO.

Desse modo, também foi realizada a analise dos genétipos combinados,
considerando a auséncia de gendtipos de risco, ou a presenca de um, dois, trés ou
guatro genotipos de risco. Os gendtipos considerados de risco foram: genes CYP2D6

*1/*3 e *3/*3; TS 2R/3R e 3R/3R; EPHX1 *1/*2, *1/*3, *2/*2 e *3/*3 e MPO *1/*2 e *2/*2.

O grupo de referéncia (OR = 1,0) foi definido como pacientese
controles portadores dos seguintes genotipos: presenca dos genes CYP2D6 *1/*1; TS

2R/2R; EPHX1 *1/*1 e MPO *1/*1. Estas diferentes combina¢fes foram comparadas



entre: criangas portadoras de LLA e controles (TABELAS 9 e 10), alto risco de
recidiva da doenca e baixo risco de recidiva (TABELA 11) e remissao clinica completa

e recidiva + Obitos (TABELA 12).

Na TABELA 9 (combinacéo de cinco polimorfismos) observa-se que a
presenca de somente um gendtipo de risco, ao contrario, diminuiu significativamente
o risco de desenvolver LLA na infancia (p= 0,0004). Quando presentes dois genotipos
de risco, em particular, o alelo *2 dos genes EPHX1 e MPO (TABELA 9), observou-se

uma reducéo de 4,0 vezes no risco de LLA (p = 0,007).

Por outro lado, o risco deLLA aumentou proximo do nivel de
significancia(p = 0,053, TABELA 9) quando presente dois genoétipos de risco, em

particular, o alelo *4 do gene CYP2D6 e o alelo *3 do gene EPHX1.

Outra observagdo importante foi o fato de que o alelo*3 do gene
EPHX1sozinho néo teve influéncia sobre o risco de LLA na infancia (TABELA 1),
entretanto, quando em associacdo com o alelo*2 do mesmo gene, tendo como
referéncia os respectivos genétipos selvagens, conferiu uma reducdo no risco de

desenvolvimento de LLA de 2,7 vezes (95% IC = 1,4-5,2; p = 0,003) (TABELA 10).

N&o encontramos associagdes significativas entre os demais genotipos
combinados avaliados e 0s outros parametros analisados (grupo de risco de recidiva

da doenga e remissdo clinica completa ou recidiva +0bitos), pelo teste do x2.



TABELA 9: Associacdo entre os genotipos CYP2D6*3,CYP2D6*4, EPHX1*2, EPHX1*3 e MPO
combinados e o risco de LLA em criancas.

GENOTIPO LLA Controles OR (95%IC) P
CYP2D6*3 CYP2D6*4 EPHX1*2 EPHX1*3 MPO n =123 n =300
Nenhum
genétipo X *1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*1 12(9,8) 14 (4,7) 1,0 (referéncia)
De risco 11/
Um *3/*3 *1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*1 0(0,0) 1(0,3) 2,6 (0,1-69,4) 1,00
gendtipo *1/*1 *1/*4;*4/*4 *1/*1 *1/*1 *1/*1 5 (4,0) 5(1,7) 0,86 (0,2-3,7) 1,00
de risco *1/*%1 *1/*1 *1/*2;%2/*2 *1/*%1 *1/*1 9(7,3) 68 (22,7) 6,5 (2,2-18,3) 0,00042
*1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*3;*3/*3 *1/*1 3(2,4) 5(1,7) 1,4 (0,3-7,3) 1,00
*1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*2;%2/*2 8(6,5) 11 (3,7) 1,2 (0,4-3,9) 1,00
Dois *3/*3 *L/*4;%4/%4 *1/*1 *1/*1 *1/*1 0(0,0) 0 — —*
genétipos *1/*3:%3/*3 *1/*1 *1/%2:%2/*2 *1/*1 *1/*1 4(3,2) 1(0,3) 0,2 (0,02-2,2) 0,33
de risco *1/*3;*3/*3 *1/*1 *1/*1 *1/*3;*3/*3 *1/*1 1(0,8) 1(0,3) 0,9 (0,05-15,2) 1,00
*1/*3;*3/*3 *1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/%2;%2/*2 0(0,0) 1(0,3) 2,6 (0,1-69,4) 1,00
*1/*1 *LI/*4FA/*4 *1L/*2x2 /%2 *1/*1 *1/*1 5(4,0) 18 (6,0) 3,1(0,9-10,8) 0,13
*1/%1 *1/*4;%4/*4 *1/*1 *1/*3;*3/*3 *1/*1 7(5,7) 1(0,3) 0,1(0,01-1,1) 0,053
*1/*1 *1/*4;%4/%4 *1/*1 *1/*1 *1/%2;%2/*2 6 (4,9) 7(2,3) 1,0(0,3-3,8) 1,00
*1/*1 *1/*1 *1/*%2;%2/*2  *1/*3;*3/*3 *1/*1 9(7,3) 17 (5,7) 1,6 (0,5-4,9) 0,57
*1/%1 *1/*1 *1/*2;%2/*2 *1/%1 *1/*2;%2/*2 10(8,1) 49 (16,3) 4,2(1,5-11,7) 0,0072
*1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*3;%3/*3  *1/*2;*2/*2 5(4,0) 6 (2,0 1,0 (0,25-4,2) 1,00
Trés *1/*3;*3/*3 *L/*4FA/*4 *1L/*2%2 /%2 *1/*1 *1/*1 1(0,8) 1(0,3) 0,9 (0,05-15,2) 1,00
gendtipos *1/*1}3/*3  *L/*Ax4/%4 *1/*1 *1/*3;*3/*3 *1/*1 1(0,8) 0(0,0) 0,3(0,01-7,7) 0,48
de risco *1/*3;*3/*3 *1/*4;%4/%4 *1/*1 *1/*1 *1/%2;%2/*2 0(0,0) 0(0,0) —* —*
*1/*3;*3/*3 *1/*1 *1/*%2;%2/*2  *1/*3;*3/*3 *1/*1 2(1,6) 0(0,0) 0,2 (0,01-3,9) 0,48
*1/*3;%3/*3 *1/*1 *1/*2:¥2/*2 *1/*1 *1/%2;7%2/*2  4(32) 4(1,3) 0,86 (0,2-4,2) 1,00
*1/*3;*3/*3 *1/*1 *1/*1 *1/*3;%3/*3  *1/*2;*2/*2 0(0,0) 0(0,0) —* —*
*1/*1 *L/*4FA/*4 *L/*2x2 /%2 *1/*3*3/*3 *1/*1 4(3,2) 7(2,3) 1,5 (0,35-6,4) 0,72
*1/*1 *L/*AFAL*L *1/*2,%2/*2 *1/*1 *1/*2;%2/*2 1(0,8) 3(1,0) 2,6 (0,2-28,1) 0,61
*1/*1 *1/*4;%4/%4 *1/*1 *1/*3;%3/*3  *1/*2;*2/*2 2(1,6) 4(1,3) 1,7(0,3-11,1) 0,67
*1/*1 *1/*1 *1/*%2;%2/*2  *1/*3;*3/*3  *1/*2;*2/*2 8 (6,5) 16 (5,3) 1,7 (0,5-5,4) 0,40



Quatro gendtipos  *1/*3;*3/*3  *1/*4*4/*4  *1/*2*2/*2  *1/*37*3/*3 *1/*1 1(0,8) 1(0,3) 0,9 (0,05-15,2) 1,00

de risco *L/*333/*3 FL/AFALR *1/*2%2/*2 *1/*1 *1/%2:%2/*2  1(0,8) 0(0,0) 0,3(0,01-7,7) 0,48
*1/*3;*3/*3 *1/*4;%4/*4 *1/*1 *1/*3;*3/*3  *1/*2;*2/*2 0(0,0) 0(0,0) —* —*
*1/*3;*3/*3 *1/*1 *1/*2%2/*2  *1/*3;*3/*3  *1/*2;*2/*2 1(0,8) 0(0,0) 0,3(0,01-7,7) 0,48
*1/*1 KURGFAG  KUF2X2F2 KLF3*3A3 *1F2%2%2 0(0,0) 12 (4,0) 21,5(1,1-402,4)  0,0062
Cinco
genétipos *1/*1 KUIAFASAA KU/*2x2/*2 *L/*3}3/*3 *1/*272/%2 0(0,0) 1(0,3) 2,6 (0,1-69,4) 1,00
de risco

LLA = leucemia linfoblastica aguda; *1/*1 = homozigotos para o alelo selvagem; *1/*2; *1/*3, *1/*4 = heterozigotos; *2/*2, *3/*3,
*4/*4 = homozigotos para o alelo polimérfico. OR = “odds ratio”’; IC = intervalo de confianca; P = os valores foram calculados pelo
teste de probabilidade exato de Fisher; *OR néo calculada devido a nimero insuficiente.

a = estatisticamente significativo.

TABELA 10: Associagao entre os genotipos EPHX1 E3 e EPHX1E4 combinados e o risco de
LLA em criancgas

GENOTIPO LLA Controles OR (95%IC) =
EPHX1*2 EPHX1*3 N =120 n =300
*1/*1 *1/*1 34 (28,3) 34 (11,3) 1,0(referéncia)
*1/%2;*2/*2 *1/*3;*3/*3 27 (22,5) 73 (24,3) 2,7(1,4-5,2) 0,003

*1/*1 = homozigotos para o alelo selvagem; *1/*2 e *1/*3 = heterozigotos; *2/*2 e *3/*3 = homozigotos para o alelo
mutante; P = os valores foram calculados pelo teste do x2; OR = "odds ratio"; IC = intervalo de confianca. Negrito =

estatisticamente significativo.

TABELA 11: Associacao entre os gendtipos CYP2D6*3, CYP2D6*4, EPHX1*2, EPHX1*3 e MPO
combinados e os grupos de risco de recidiva em criangas portadoras de LLA

GENOTIPO AR RB OR (95%IC) P
CYP2D6*3 CYP2D6*4 EPHX1*2 EPHX1*3 MPO n=70 n=50
Nenhum
genodtipo *1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*1 7 5 1,0 (referéncia)
de risco y

1



Um
genotipo
de risco

Dois
genotipos
de risco

Trés
genotipos
de risco

*3/*3
*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/*1
*3/*3
*1/*3;*3/*3
*1/*3;*3/*3
*1/*3;*3/*3
*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/*1

*1/*3;*3/*3
*1/*1;*3/*3
*1/*3;*3/*3
*1/*3;*3/*3
*1/*3;*3/*3
*1/*3;*3/*3
*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/*1

*1/%1
L4741 %4
*1/%1
*1/1
*1/%1
L4741 %4
*1/%1
*1/1
*1/%1
*L/54;%4/%4
*L/*4;%4/%4
L4741 %4
*1/%1
*1/1
*1/%1

L4741 %4
1/ 5444154
L4741 %4
*1/%1
*1/%1
*1/%1
L4741 %4
L/ 5444154
*L/*4%4/%4
*1/%1

*1/*1
*1/*1
*1/*2;*2/*2
*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/*2;*2/*2
*1/*1
*1/*1
*1/*2;*2/*2
*1/*1
*1/*1
*1/*2;%2/*2
*1/*2;*2/*2
*1/*1

*1/*2;%2/*2
*1/*1
*1/*1

*1/*2;%2/*2

*1/*2;*2/*2
*1/*1

*1/*2%2/*2

*1/*2;*2/*2
*1/*1

*1/*2%2/*2

*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/*3;*3/*3
*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/*3;*3/*3
*1/*1
*1/*1
*1/*3;*3/*3
*1/*1
*1/*3;*3/*3
*1/*1
*1/*3;*3/*3

*1/*1
*1/*3;*3/*3
*1/*1
*1/*3;*3/*3
*1/*1
*1/*3;*3/*3
*1/*3;*3/*3
*1/*1
*1/*3;*3/*3
*1/*3;*3/*3

*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/*2;%2/*2
*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/*2;%2/*2
*1/*1
*1/*1
*1/*2;%2/*2
*1/*1
*1/*2;%2/*2
*1/*2;%2/*2

*1/*1
*1/*1
*1/*2;%2/*2
*1/*1
*1/*2;%2/*2
*1/*2;%2/*2
*1/*1
*1/*2;%2/*2
*1/*2;%2/*2
*1/*2;%2/*2

~AO OO WRARPPORPPAO NO ONO

ANPFP WOWEF OORK

PO, WOWWRPRORPPFPO WW WO

O ORFrRr FPORFR,PF ORF O

*

2,8(0,36-21,7)
0,52(0,09-3,03)
9,54(0,40-225)
0,60(0,10-3,5)

*

0,35(0,02-4,1)
1,4(0,06-28,1)
*

0,35(0,02-4,1)
1,05(0,15-6,9)
1,4(0,19-10,0)
1,12(0,19-6,4)
1,4(0,25-7,5)
0,35(0,02-4,1)

0,45(0,01-13 4)
4,09(0,13-120)
*

1,4(0,06-28,1)
0,46(0,03-5,9)
*
0,46(0,03-5,9)
1,4(0,06-28,1)
0,27(0,01-6,3)
1,75(0,30-10,0)

0,61
0,66
0,20
0,67

0,60
1,0

0,60
1,0
1,0
1,0
1,0

0,60

1,0
0,46

1,0
1,0

1,0
1,0
0,50
0,66

continuacao

TABELA 11: Associagdo entre os genotipos CYP2D6*3, CYP2D6*4, EPHX1*3, EPHX1*4 e MPO

combinados e os grupos de risco de recidiva em criangas portadoras de LLA

GENOTIPO AR RB OR (95%IC) P
CYP2D6*3 CYP2D6*4 EPHX1*2 EPHX1*3 MPO n =70 n =50
Quatro *1/*3;*3/*3 *1/*4%4/*4  *1/*2;%2/*2  *1/*3;*3/*3 *1/*1 0 1 4,09(0,13-120) 0,46
genétipos ¥L/*333/*3 KU/*AFALAL *1/*2%2/*2 *1/*1 *1/%2:%2/*2 0 1 4,09(0,13-120) 0,46
de risco *1/*3;*3/*3 *1/*4;%4/*4 *1/*1 *1/*3;*3/*3  *1/*2;*2/*2 0 0 —* -
*1/*3;*3/*3 *1/*1 *1/*2;%2/*2  *1/*3;*3/*3  *1/*2;*2/*2 0 1 4,09(0,13-120) 0,46
*1/*1 *L/*4F4/%4 *1/*2%2/*2  *1/*3*3/*3  *1/*2;%2/*2 1 0 0,45(0,01-13,4) 1,0
Cinco
genétipos *1/*1 VAL BV AT SRV A Y b BV L nacY SRR VA RV ) 0 0 —*
de risco

LLA = leucemia linfoblastica aguda; *1/*1 = homozigotos para o alelo selvagem; *1/*2; *1/*3; *1/*4 = heterozigotos; *2/*2;
*3/* 3; *4/*4 = homozigotos para o alelo polimérfico. OR = “odds ratio’’; IC = intervalo de confianca; P = os valores foram
calculados pelo teste do xZ *OR nédo calculada devido a nimero insuficiente.

a = estatisticamente significativo.

TABELA 12: Associagdo entre os gendtipos CYP2D6*3, CYP2D6*4, EPHX1*3, EPHX1*4 e MPO
combinados e a remisséo clinica completa ou recidiva + 6bitos em criangas com LLA



GENOTIPO RCC Recidiva  OR (95%IC) P
+06bitos
CYP2D6*3 CYP2D6*4 EPHX1*2 EPHX1*3 MPO n =102 n =21
Nenhum
genotipo *1/%1 *1/%1 *1/%1 *1/%1 10 2 1,0 (referéncia)
%
de risco li
Um *3/*3 *1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*1 0 0 —*
genétipo *¥1 /%] ¥ /4454 *1/%1 *¥1/%] *¥1/%1 5 1 1,0(0,07-13,8)) 1,0
de risco *1/%1 AL AR /R *1/%1 10 1 0,5(0,03-6,4) 1,0
*1/*1 *1/*1 2 *1/*3;*3/*3 *1/*1 3 0 0,6(0,02-15,7) 1,0
*1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/%2;%2/*2 7 3 2,1(0,28-16,3) 0,62
*1/*1
Dois *3/*3 *1/*4;%4/%4 *1/*1 *1/*1 *1/*1 0 0 —*
gendtipos  *1/*3;3/%3 *¥1/%1 X1 /%250 /% *¥1/%] *¥1/%1 4 1 035(0,02-41) 0,60
de risco *1/*3;%3/*3 “1/*1 2 *1/*3*3/*3 *1/*1 2 0 0,27(0,01-6,3) 1,0
*1/*3;*3/*3 *1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/%2;%2/*2 0 0 — -
*1/*1 *1/*4;%4/%4 *1/*1 *1/*1 *1/*1 4 1 0,35(0,02-4,1) 0,60
*1/*1 KLIAFASRG KL)% KU/A33/43 21/ 7 0 0,28(0,01-67) 0,50
*1/*1 *1/*4;%4/%4 2 *1/*1 *1/%2;%2/*2 6 3 2,5(0,31-19,53) 0,61
*1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*3;*3/*3 *1/*1 6 2 1,67(0,18-15,1) 1,0
*1/%1 “1/*1 *1/%1 *1/%1 *1/%2;%2/%2 8 2 1,25(0,14-10,9) 10
*1/*1 *1/*1 *¥1/*2;%2/*  *L/*3*3/*3  *1/*2;%2/*2 4 1 0,35(0,02-4,1) 0,60
2
*1/%2;%2/*
2
*1/*1

continuacao

TABELA 12: Associagao entre os genotipos CYP2D6*3, CYP2D6*4, EPHX1*3, EPHX1*4 e MPO
combinados e a remisso clinica completa ou recidiva + obitos em criancas com LLA

GENOTIPO RCC Recidiva  OR (95%IC) P
+6bitos
CYP2D6*3 CYP2D6*4  EPHX1*2 EPHX1*3 MPO n =102 n=21
Trés XL/A3}3/*3 KLIAAASRA KL/R22/%2 *1/*1 *1/*1 1 0 045(0,01-134) 1,0
gendtipos  *L/AL3/%3 *L/AAs4 KA KU/A33/43 KL/ 1 1 1,4(0,06-28,1) 1,0
de risco K1/¥3H3/A3 KL/AAALA *1/*1 KA KLIR2RR2 0 1 4,09(0,13-120) 0,46
*1/%3:¥3/%3 *1/*1 KU/R2}2/%2 KL/A33/43 *1/AL 1 1 1,4(0,06-28,1) 1,0
*1/%3:%3/%3 *1/%1 *1/%2:%2/%2 KA KLIR2R2R2 3 1 0,46(0,03-5,9) 1,0
*1/%3:3/%3 *1/*1 VLI VLt Y o RV L Y ) 0 0 —x -
*1/*1 *l/*4;*4/*4 *l/*z;*z/*z *1/*3;*3/*3 *1/*1 3 1 0,46(0&)3_5,9) 1'0
*1/%1 KLIFASAG KLA252/%2 K/ KLIR2R2R2 1 1 1,4(0,06-28,1) 1,0
*1/%1 KL/ VLI VLt Y o RV L Y ) 1 1 1,4(0,06-28,1) 1,0
*1/%1 *1/%1 KLJRX2[¥D KLIRIFB/RT KLIR2*2/%2 8 1 0,62(0,04-8,2) 1,0
Quatro KL/RSEI/RS KLIAAFALA KLIR2R2/¥2 KL/A3R3/3 K1/ 1 0 0,45(0,01-13,4 1,0
gendtipos /373 KL/ 11122/ VL VP YY) 1 0 0,45(0,01-13,4 1,0
; KL/AIH3/AF KIS KL KL/A3RB/A KL/2R2/%2 0 0 o
de risco *1/*3%3/*3 *1/%1 XLR2R2/*2 KLIRBFBIAZ KLIR22/%2 1 0 045(0,01-13,4) 1,0
*1/%1 KUIMFASAG KUIA22/%2 KLIABRBLA3 KL/ /%2 1 0 0,45(0,01-13,4 1,0
Cinco
genotipos *1/%1 KLIFALAG KUIA22/%2 FLABBLA3 K1/A2%2/%2 0 0 o

de risco




LLA = leucemia linfoblastica aguda; *1/*1 = homozigotos para o alelo selvagem; *1/*2; *1/*3; *1/*4 = heterozigotos; *2/*2;
*3/*3 ; *4/*4 = homozigotos para o alelo polimoérfico. OR = “odds ratio’’; IC = intervalo de confianga; P = os valores foram
calculados pelo teste do x2; *OR nao calculada devido a niUmero insuficiente.

a = estatisticamente significativo.

5. DISCUSSAO

5.1 POLIMORFISMOS DE ENZIMAS METABOLIZADORAS DE

XENOBIOTICOS E A SUSCEPTIBILIDADE GENETICA

A exposi¢ao dos individuos a uma variedade de compostos do meio
ambiente pode resultar em sérias consequéncias toxicolégicas. Numerosos
compostos quimicos ndo produzem seus efeitos bioldgicos por si s6, mas requerem

ativacdo metabolica antes de interagirem com macromoléculas celulares (Gonzalez;



Gelboin, 1993). Varios carcindgenos quimicos conhecidos, tais como os presentes na
alimentacdo, nas bebidas alcodlicas, na fumaca do cigarro e nos poluentes
ambientais, sdo biotransformados no organismo a compostos que sdo mais toxicos
gue o composto original ou sdo convertidos em metabdlitos ndo téxicos, que podem
ser excretados (Brockmoller et al., 2000). Essa conversao a metabdlitos eletrofilicos
nao téxicos é realizada por enzimas oxidativas (fase 1), que sdo principalmente as
enzimas do citocromo P450 (CYP), além das enzimas Epoxido Hidrolase (EPHX1) e

Mieloperoxidase (MPO).

As enzimas da fase Il, denominadas enzimas de conjugacéo, tais como
as glutationa S-transferases (GST) e N-acetiltransferases (NAT), frequentemente
atuam como enzimas de detoxificacdo. Estes caminhos metabdlicos podem ser um
importante fator determinante para iniciar os danos ao DNA induzidos por
carcinégenos como, por exemplo, a ligacdo de carcinégenos ao DNA (formacédo de
adutos), aberracOes cromossdmicas e, consequentemente, aumentar o risco de
desenvolvimento do céancer. Os niveis de aductos do DNA formados em diferentes
espécies, tecidos e individuos, freqientemente dependem da eficiéncia das enzimas
que metabolizam agentes carcinégenos para suas formas ativas. Presume-se, que
para doses iguais de carcindégenos, uma pessoa com capacidade diminuida para
detoxificagdo, pode ter um risco maior de desenvolvimento de cancer do que uma
pessoa que detoxifica eficientemente o carcinGgeno. Sugere-se que a base bioquimica
para essa variacdo dependa do polimorfismo das enzimas envolvidas nos processos

de bioativacao e detoxificacdo (Autrup, 2000).



De acordo com os relatos da literatura, muitos desses polimorfismos
estdo envolvidos com a suscetibilidade diferencial ao risco de cancer evidenciando a
importancia de estudos envolvendo tais genes no prognéstico e prevencdo desta

doenca.

O céncer ¢é a segunda causa de morte no sudeste do Brasil (Duncan et
al.,, 1992). Doencas relacionadas com o meio ambiente resultantes da exposi¢éo a
solventes e agentes quimicos, tais como hexaclorobenzeno, percloroetileno e
benzopireno, tém sido descritas e constituem um sério problema de saude no estado
de Sao Paulo (Lorand et al., 1984; Shields, 1993; Ruiz et al., 1994; Queiroz et al., 1997).

Estudos epidemiologicos tém mostrado um risco elevado do
desenvolvimento de leucemias em criancas, associado com a exposi¢do ambiental a
pesticidas (Daniels et al., 1997; Zahm; Ward, 1998), com o uso materno de drogas, tais
como o cigarro e bebidas alcodlicas, e com exposi¢do parental a pesticidas (Severson
etal., 1993; Buckley et al., 1994; Ross et al., 1994; Shu et al., 1996; Infante-Rivard et al.,
1999). Estes dados suportam uma possivel influéncia genética e ambiental sobre o
risco de LLA em criancas. Recentemente, foi demonstrado que certas variantes dos
genes de metabolismo de carcinégenos foram associadas significativamente com
risco aumentado de LLA em criangas (Canalle et al., 2004). Esses resultados também
sugerem que fatores genéticos, especialmente no contexto de exposi¢cdo ambiental,
podem desempenhar papel importante na leucemogénese.

Com base nestes dados, decidiu-se verificar se 0s genes CYP2DG6,
EPHX1, MPO (associados ao metabolismo) e TS (associado a proliferacéo celular)

desempenham papel similar na leucemogénese em criancas. Para isso, foi



determinada a frequéncia do polimorfismo destes genes em uma amostra de 132
criancas portadoras de LLA e em 300 pacientes controles, portadores de doengas nao-
hematolégicas, ndo-oncoldgicas e ndo-hereditarias da regido nordeste do estado de

Sdo Paulo.

Inicialmente, é importante ressaltar que nos controles, as frequéncias
dos polimorfismos testados, estiveram de acordo com aquelas obtidas com o estudo
de outras populacdes euro - descendentes e afro - descendentes (Krajinovic et al.,
1999; Lemos et al., 1999; Garte et al., 2001; Krajinovic et al., 2002b; Rossit et al., 2002;
Sirma et al., 2004; Duarte et al., 2005; Joseph et al., 2005). No presente estudo, a anélise
multivariada considerando etnia e sexo como co-variaveis, ndo modificou as
conclusdes para todas as variantes testadas.

A enzima CYP2D6 ja foi muito bem descrita como uma enzima
polimérfica e que desempenha um papel fundamental no metabolismo de pelo
menos cinquenta drogas, dentre elas compostos pro- mutagénicos, pro-
carcindgenos e também diversos farmacos. Apresenta elevados niveis de expressao
no figado, mas também é expressa em células sanguineas, onde esta envolvida
diretamente na ativacdo de pro - carcinégenos e na detoxificacdo de compostos
carcinogénicos. O gene CYP2D6 é caracterizado por apresentar diversas variantes,
sendo assim a enzima é expressa em niveis diferentes, o que torna sua agdo altamente
variavel (Nagai et al.,2002).

No presente trabalho foram analisadas duas variantes do gene CYP2D6:
variante *3, caracterizada pela delecdo de uma base no éxon 5 e a variante *4, que

apresenta uma transicdo G>A na juncdo intron 3/éxon 4. Os principais fenétipos



relacionados a acdo da enzima estdo divididos em dois grupos largamente
encontrados na populacdo: os metabolizadores extensivos (EM) e os metabolizadores

pobres (PM), que podem estar associados tanto a variante *3 como a variante *4.

O gendtipo mutante que caracteriza os metabolizadores pobres foi
observado em cerca de 3% da populacdo brasileira estudada, percentual inferior ao
descritos para as populacdes de caucasianos europeus e norte americanos, que pode
variar de 5 a 10%. Em relacdo a populacdo de afro-americanos, o genotipo PM foi
descrito com frequiéncia de 0 a 2% (Gaedigk et al., 2002). Essa diferenca em relacéo as
demais populacbes pode ser explicada pelo fato de que essas populagbes sdo
altamente homogéneas, enquanto que a populacéo brasileira apresenta uma enorme
heterogeneidade, causada especialmente pelo alto nivel de miscigenacdo étnica
(Endrizzi et al., 2002; Okay et al., 2005).

Dados interessantes foram apresentados por Lemos et al. (1999), que
destacaram uma elevada frequéncia de EM no grupo de leucemia em relacédo ao
grupo controle, indicando que o aumento da atividade enzimatica estaria associado
ao aumento do risco de desenvolvimento da doenca. Esse processo foi explicado
embasado no fato de que o metabolismo na fase | pode formar alguns compostos
intermediarios mais toxicos do que o substrato original, fazendo com que 0 aumento
na ativacdo de pro-carcind0genos por metabolizadores extensivos potencialize o
processo de carcinogénese.

N&o foram encontrados homozigotos para a variante CYP2D6*3, o que
ressalta achados anteriores que demonstram a baixa frequéncia desse polimorfismo

(< 5%) (Goughetal., 1990). Entretanto, a frequéncia do genétipo heterozigoto foi



significativamente maior nos pacientes portadores de LLA (13,6%) em relacédo aos
controles (5,3%), destacando a prevaléncia do alelo polimérfico no grupo de
leucemia. Resultados similiares também foram encontrados para a variante
CYP2D6*4, onde a frequéncia dos homozigotos polimadrficos (metabolizadores
pobres) foi maior no grupo de pacientes (3,8%) quando comparada aos controles
(2,0%) e, embora os resultados ndo tenham atingido significancia estatistica, podem
sugerir a associacdo do metabolizador pobre (PM) com o risco de LLA. Ao agrupar
0s gendtipos variantes PM e heterozigotos (HEM), no intuito de verificar a frequéncia
do alelo alterado, foi observada uma frequéncia significativamente maior dos
genotipos alterados no grupo de pacientes (p= 0,05), reforcando a hipotese de
associacdo do alelo CYP2D6*4 com o risco aumentado de leucemia. A possibilidade
dessa associacdo pode ser explicada pela atividade de detoxificacdo que também ¢é
desempenhadapela enzima CYP2D6. Como a enzima em estudo também é
responsavel por catalisar a detoxificagdo de agentes carcinogénicos, uma vez
alterada, resultara em um déficit da atividade enzimatica nesses individuos, que
tornar-se-80 mais susceptiveis ao desenvolvimento da doenca (Roddam et al., 2003;

Gajecka et al., 2005).

A discrepancia entre os resultados descritos na literatura pode ser
explicada pela alta taxa de variabilidade étnica entre os individuos analisados, bem
como pelas diferencas geogréaficas relacionadas a exposicdo ambiental de cada
populacdo (Lemos, etal., 1999). Outro fator relevante é a grande diversidade de

drogas que atuam como substrato da enzima CYP2D6, podendo alterar a funcéo



enzimatica por ela exercida (ativacdo de pro-carcindgenos ou detoxificacdo) de
acordo com o substrato a ser metabolizado (Ingelman-Sundberg, 2005).

Outro gene associado ao processo de metabolismo que foi analisado
nesse estudo foi o gene EPHX1, que codifica a enzima microssomal epoxido
hidrolase. Essa € uma importante enzima de biotranformacédo de fase | que esta
expressa em diversos tecidos, onde catalisa a hidrélise de varios epoéxidos e
intermediarios epoxidos reativos em dihidrodiois, que sdo compostos mais solUveis
na dgua e menos reativos, sendo posteriormente excretados do organismo. Dessa
forma, fica caracterizada a funcéo de detoxificacdo da epoxido hidrolase, conferindo
assim um efeito protetor contra compostos quimicos e poluentes ambientais (Vodicka
etal., 2001).

Trabalhos anteriores ja descreveram a relacdo deintermediarios
epoxido reativos no processo de iniciacdo e progressdao de anormalidades teciduais
no desenvolvimento de enfisema, onde individuos com atividade enzimatica muito
baixa sdo mais propensos a desenvolver a doenca (Smith e Harrison, 1997). A
deficiéncia enzimatica também foi associada a outros tipos de canceres como
carcinoma hepatocelular (Mac Glynn et al., 1995) e cancer ovariano (Lancaster, 1996).

Nesse trabalho, a analise do geneEPHX1 foi realizada para o
polimorfismo no éxon 3 (Tyrl13His), que confere atividade lenta, e para o éxon 4
(His139Arg), que confere atividade rapida. Na analise do alelo rapido (mEH H139R),
a freqUéncia do gendtipo homozigoto polimérfico encontrado no grupo controle (2%)
estd em concordancia com a frequéncia encontrada em outras populacdes (Smith,

Harrison, 1997; Huang et al., 2005). Na analise comparativa entre o grupo controle e



0 grupo de pacientes, ndo foi verificada nenhuma diferenca significativa, o que indica
gue ndo ha associa¢cdo entre o polimorfismo do alelo rapido (que confere alta
atividade enzimatica) e o risco de desenvolvimento de LLA (p= 0,13), concordando

com os resultados apresentados por Tranah et al. (2004).

Por outro lado, a analise do polimorfismo para o E3 (mEH Y113H), que
caracterizareducdo da atividade enzimatica, demonstrou um aumento significativo
do alelo alterado nos controles quando comparado aos pacientes, sugerindo que a
atividade enzimética reduzida da epdxido hidrolase pode atuar como fator de
protecdo no processo de desenvolvimento da leucemia. Para determinar o fenétipo
de cada individuo analisado, foram feitas combinacBes entre 0s gendtipos
relacionados a cada um dos polimorfismos. A associagdo entre as variantes (lenta e
rdpida), resultou em quatro fenétipos que caracterizam a atividade enzimética da
epdxido hidrolase em rapida, normal, lenta e muito lenta (Smith; Harrison, 1997). A
presenca do fenotipo lento foi novamente mais expressiva nos individuos controles
(p= 0,001) quando comparados aos pacientes portadores de LLA, dadosque
reafirmam a hipo6tese de que a alta atividade enzimatica da epdxido hidrolase pode

estar associada com o risco de desenvolvimento da leucemia linféide aguda.

Embora esses resultados estejam em discrepancia com os demais
trabalhos citados anteriormente, estudos realizados em outros tipos de tumores,
como adenocarcinoma de es6fago (Casson et al., 2003), cancer pulmonar (Gsur et al.,
2003), carcinoma de laringe (To-Figueiras et al., 2002) e orofaringe (Amador et al.,

2002), e leucemia miléide em adultos (Lebailly, et al., 2002), também destacaram a



associacdo da alta atividade enzimatica com o risco aumentado de desenvolvimento
do céncer.

Essa hipotese pode ser explicada pelo fato de que, embora a enzima
epoxido hidrolase possa exercer funcdo de detoxificacdo, ela também desempenha
atividade de ativacdo de compostos carcinogénicos, a qual pode ser potencializada
pela presenca de polimorfismos (que tornam sua atividade elevada) e aumentar
consideravelmente o risco de desenvolvimento de canceres (Zhou et al., 2001).

Em relacdo ao parametro sexo, tanto para criancas portadoras de
leucemia como para os controles, ja era esperado ndo encontrar diferencas entre o0s
polimorfismos do gene EPHX1 estudados, visto que os demais estudos descritos na
literatura também nédo encontraram tais diferencas (Zhou et al., 2001; Tranah et al.,
2004; Vodcka et al., 2004; van der logt et al., 2005).

A mieloperoxidase (MPO) € uma enzima expressa em células mieloides
imaturas e que apresenta a regulacdo da expressdo génica durante a maturacao
granulocitica. Um dos primeiros estudos a descrever a substituicdo de uma base G
para A foi realizado em leucemia mieléde aguda que, embora apresentasse uma
maior expressdao da enzima MPO nos pacientes leucémicos, nao representou
diferencassignificativas. Um dado interessante desse trabalho é o fato de que
algumas amostras de sangue de pacientes em remissdo foram analisadas e ndo mais
apresentavam a substituicéo, fato que levantou a hipoétese dessa alteracdo ser uma
mutacdo e ndo um polimorfismo (Austin et al., 1993).

No entanto, trabalhos subseqiientes elucidaram a acdo da

mieloperoxidase e também a caracterizacdo do polimorfismo. A MPO é uma enzima



metabdlica de fase | encontrada em mondcitos, macréfagos e granulos primarios de
neutréfilos e esta relacionada com reacdes de conversdo de pro - carcindgenos a
metabdlitos reativos. A exposicdo a poluentes ambientais, ocupacionais e
principalmente ao tabaco, podem levar ao recrutamento da MPO. Sua ativagao gera a
biotransformacdo de metabdlitos carcinogénicos especificos, como aminas
aromaticas, e catalisa a formacéo endogena de radicais livres carcinogénicos (London

etal., 1997).

O polimorfismo do gene MPO, caracterizado pela presenca de uma
substituicdo G>A na regido upstream do gene, aparentemente destroi o sitio de
ligacdo para o fator de transcricdo SP1. Dessa forma, individuos que possuem no seu
genotipo pelo menos uma copia do alelo variante, apresentam um baixo nivel de
expressdo de mieloperoxidase, 0 que acarreta um decréscimo no processo de
conversao de metabolitos carcinogénicos, consequentemente, conferindo um efeito

protetor (Schabath et al., 2000; Cascorbi et al., 2000).

O aumento do risco de doencas relacionadas ao genétipo homozigoto
selvagem (G/G) j& foi descrito em diversas doencas como, por exemplo, leucemias
(leucemia mieléide aguda), cancer de pulméao (Lé Marchand et al., 2000; Schabath et
al., 2000; Kantarci et al., 2002 e Lu W et al., 2002), cancer esofagico (Matsuo et al., 2001)
e ainda hepatoblastoma (Pakakasama et al., 2003). Na analise do gene MPO (amostra
representada por 124 pacientes e 300 individuos controles), foi encontrada uma
frequéncia do alelo G de 72,0% na populacdo controle, resultado similar ao
encontrados em populac¢des caucasianas americanas (76,6%) e afro-americanas

(70,1%) (Cascorbi, et al., 2000). Neste trabalho, ndo foi verificado nenhuma diferenca



significativa entre o grupo de pacientes com LLA e o grupo de controles quanto a
presenca do polimorfismo do gene MPO. Outros estudos também apresentaram
resultados concordantes com o0s nossos achados. Matsuoetal., (2001) avaliou a
relacdo do polimorfismo da mielopedoxidase em amostras de linfoma sem, no
entanto, encontrar associa¢do com o risco de desenvolvimento da doenga. Krajinovic
etal., (2002a) analisando 174 pacientes de LLA e 337 controles, ndo observou
diferencas significativas entre 0os grupos que associassem o risco de leucemia com o

polimorfismo da mieloperoxidase.

Em analise multivariada para sexo e etnia, ndo foi encontrada nenhuma
diferencasignificativa em relacdo a etnia e o polimorfismo do gene MPO. Para a
analise em relacéo ao sexo, foi encontrado um aumento significativo na freqtiéncia do
gendtipo homozigoto selvagem (G/G) entre o sexo feminino quando comparado ao
sexo masculino, no grupo de pacientes com LLA (p=0,02). Na analise do genétipo
G/G em relacdo aos genotipos variantes G/A e A/ A agrupados, entre pacientes e
controles do sexo feminino, foi verificado uma frequiéncia superior de homozigotos
mutantes (17%) no grupo de pacientes com LLA com relagdo aos controles (7%).
Embora esse resultado ndo tenha atingido o limite de significancia estabelecido (p=
0,05), o resultado ficou muito préximo (p= 0,07), o que pode sugerir uma tendéncia
do risco de leucemia estar associado ao genétipo homozigoto selvagem no sexo
feminino. No entanto, dados da literatura ainda séo inconsistentes, e apresentam
grandes variacdes relacionadas ao polimorfismo da mieloperoxidase, sexo e 0 risco

de desenvolvimento de doencas (Olson et al., 2004; Liu et al., 2004).



A diferenca encontrada entre os dados desse trabalho e os descritos
pela literatura, podem ser explicados pelo nimero amostral reduzido, o que sugere
gue a realizacdo de estudos subsequientes, com um ndmero de casos e controles ainda
maior, é de fundamental importancia para a elucidacdo da associacdo desse
polimorfismo com o risco do desenvolvimento da leucemia linféide aguda.

O gene da timidilato sintase (TS), localizado no cromossosmo 18,
desempenha um papel fundamental na manutencdo do balango de suprimentos de
deoxinucleotideos requeridos para a sintese de DNA. A regido promotora do gene TS
possui uma sequéncia regulatéria repetida em tandem (TR-28 pb) que € polimoérfica
em humanos, podendo aparecer como dupla repeticdo (2R) ou como tripla repeticao
(3R) (VillaFranca etal., 2001; Grazianoetal., 2004). No presente trabalho, foi
observada uma frequéncia do genétipo 2R2R de 26,4% e de 23,6% para o genétipo
3R3R, dados que sdo similares aos encontrados por Grazianoetal., (2004) em
populacdes caucasianas.

A prevaléncia do polimorfismo TS varia nas diversas populacdes
mundiais. A frequéncia do alelo 3R pode variar de 49,0% em kenianos, 55,0% em
caucasianos americanos e atingir até 82,0% em populacdes chinesas (Marsh et
al.,1999). A distribuicdo dos gendtipos 2R3R e 3R3R comparados ao gendtipo 2R2R,
mostrou-se significativamente superior no grupo controle (82,3%) em relacdo aos
pacientes (74,8%).

Existem dados que reportam a falta de associagdo do polimorfismo da
timidilato sintase com o risco de cancer, em estudos realizados com cancer de mama

(Grieu et al., 2004) e adenomas colo-retais (Chen et al., 2004). Em contraste, um estudo



realizado com céncer colo-retal em 510 pacientes e 604 individuos controles sugere
gue a presenca do gendtipo 3R3R esteja associada com o aumento do risco de
desenvolvimento da doenca. Essa hipotese é sustentada pelo fato de que o gene TS é
auto regulado no nivel da traducédo, onde a proteina se liga ao seu RNAmM e inibe a
traducdo. A inibicdo de TS resulta em deplecdo dopool de dTTP intracelulare
elevacdo de dUMP, consequentemente, resultando em danos no DNA.
Alternativamente, a alta atividade da enzima timidilato sintase pode levar a um
aumento da concentracdo de dTTP e pode causar, por um mecanismo complexo de
feedback, a restauracdo do pool de dNTP e, conseqiientemente, 0 aumento dos erros
de replicacdo do DNA, podendo elevar o risco de desenvolvimento de cancer (Chen

etal., 2003).

Entretanto, o aumento da frequéncia do alelo 3R na populagdo controle
sugere que a presenca de pelo menos uma copia do alelo 3R pode conferir uma
funcéo protetora e, consequientemente, diminuir o risco de desenvolvimento de LLA.
Essa hipotese pode ser explicada pelo fato de que a expressao génica da timidilato
sintase esta diretamente associada ao numero de repeticdes (TR) e, sendo assim, a
tripla repeticdo (3R) pode conferir um aumento na expressao. Esse aumento da
expressdo pode aumentar a conversdo de deoxiuridina monofosfato (dUMP) em
deoxitimidina monofosfato (dTMP), reduzindo o nivel de uridina que seria
incorporado ao DNA. Teoricamente, isso diminuiria o dano causado ao DNA em
tecidos de proliferacdo rapida, como aqueles envolvidos na hematopoiese,

proporcionando um efeito de protecdo no risco de leucemia (Skibola et al., 2002).



A associacao da repeticdo tripla com a susceptibilidade diminuida de
desenvolvimento de canceres também foi descrita para adenomas colorretais (Ulrich
et al., 2002) e linfomas malignos. Um estudo com 108 pacientes com linfoma e 494
individuos controles mostrou que a presenca da repeticdo dupla (2R) aumentou o
risco de desenvolvimento da doenca em 1,6 vezes (Hishidaet al., 2003). Chen etal.
(2004) explica a divergéncia dos resultados através da possivel diferenca no
desequilibrio de ligacdo entre as populacdes e descreve ainda que apesar de conferir
um risco elevado de cancer colo-retal, o alelo 3R pode estar associado ao efeito
protetor em outros tipos de canceres. Por outro lado, Cui etal. (2005) descreveu a

associacdo do gendtipo 2R3R ao risco de carcinoma de esdfago.

No presente estudo, através da andlise variada para sexo e etnia no
grupo controle, foi observada uma diferenca significativa nas frequéncias dos
genotipos 2R2R/2R3R entre os individuos do sexo feminino, quando comparados
com os do sexo masculino. Entretanto ndo existem dados consistentes na literatura
gue descrevem essa associacdo. Analisando o polimorfismo nos trés grupos étnicos
(brancos, pardos e negros), foram observadas frequéncias similares para todos os
genotipos, com excecdo do grupo de individuos negros que demonstrou a auséncia
do gendtipo 3R/3R. Entre os grupos brancos e pardos, ndo foram observadas
diferencas nas frequiéncias alélicas. Relatos da literatura ndo descrevem com clareza a

associacdo do polimorfismo com grupos étnicos distintos (Shi, 2005).

Finalmente, pela anélise do impacto dos genétipos combinados sobre o
risco de LLA, observou-se que o risco relativo de LLA diminuiu com o namero de

genodtipos polimorficos que foram considerados. Algumas variantes, quando



analisadas individualmente, ndo influenciaram significativamente o risco para esta
doenca. Entretanto, quando presentes 2 gendtipos polimarficos, *1/*2;*2/*2 para
EPHX1 e MPO, foi observada uma diminuicdo significante do risco de
desenvolvimento de LLA na infancia (p = 0,007), indicando que o alelo mutante *2
pode conferir menor susceptibilidade ao desenvolvimento da doenga. Esses dados
divergem dos encontrados por Krajinovicetal., (2002), que sugerem um efeito
combinado entre os genes MPO e NQO1 conferindo um risco aumentado de
desenvolvimento de LLA. Esse conflito entre os dados da literatura e os descritos
nesse trabalho sugerem a realizacéo de estudos posteriores para a elucidagado da
participacdo do gene MPO na susceptibilidade de desenvolvimento da LLA.

E importante ressaltar, que o polimorfismo do gene MPO quando
analisado separadamente ndo demonstrou nenhuma associagdo com a
susceptibilidade de desenvolvimento da doenca, indicando apenas uma tendéncia e
sugerindo, dessa forma um possivel efeito combinado entre os genotipos. Isto
demonstra que, alteracbes nos genes que codificam enzimas responsaveis pelo
metabolismo de xenobioticos podem diminuir a eficiéncia do processo de ativacao de
pro-carcindgenos, com consequente reducdo do acumulo de metabdlitos toxicos, ou
conversdo de compostos quimicos em carcinGgenos ou agentes causadores de
diversos tipos de doencas. Esta observacao reafirma o conceito de que a etiologia da
LLA em criancas esta relacionada com a variabilidade genética em mais de um locus,
a qual é consistente com a complexidade do metabolismo de xenobioticos, bem como
com a complexidade dos sistemas de reparo, e com a ampla diversidade de

compostos quimicos contribuindo para a exposicdo ambiental.



Estes resultados, por sua vez, sdo suportados pelo recente relato
indicando que a sensibilidade mutagénica em linfocitos de certos individuos pode
ser associada com variantes em genes envolvidos no reparo de DNA e no
metabolismo de xenobidticos (Tuimalaetal., 2002). Conseglientemente, um risco
individual intrinsico de desenvolvimento de LLA na infancia, ou para protecédo
contra LLA, pode depender do equilibrio entre a eficiéncia em metabolizar

carcindgenos genotoxicos e a capacidade para reparar os danos no DNA.

5.2. POLIMORFISMOS DE ENZIMAS METABOLIZADORAS DE

XENOBIOTICOS E DE PROLIFERACAO CELULAR E A RESPOSTA AO

TRATAMENTO

A leucemia linfoblastica aguda é a doenca maligna que mais acomete
criancas. O sucesso na resposta ao tratamento de criangas portadoras de leucemia

linfoblastica aguda aumentou de maneira expressiva nas ultimas décadas. Os



protocolos de terapias atuais demonstram uma sobrevida livre de evento superior a
80% , indice que ha quatro décadas atras, ndo passava dos 10%. Um fato interessante
no progresso do tratamento da LLA foi a otimizacdo do uso das drogas ja existentes

ao invés de alterar os protocolos por novas drogas (Innocenti, Ratain, 2002).

A causa primaria do insucesso do tratamento € a aquisicdo de novas
mutacdes somaticas que tornam as células leucémicas resistentes a quimioterapia.
Entretanto, terapias otimizadas podem desempenhar um papel fundamental na
resposta ao tratamento. A presenca de polimorfismos em genes que codificam
enzimas responsaveis pelo metabolismo de xenobidticos, enzimas de transporte,
sintese de DNA entre outras, pode influenciar profundamente a eficicia e a
toxicidade da droga, sendo atualmente o principal alvo da farmacogendmica (Pui et
al., 2003).

Essencialmente, todos o0s genes que codificam enzimas que
metabolizam drogas, seja elas de fase | ou fase Il, apresentam polimorfismos. Todos
os polimorfismos farmacogenéticos estudados até o momento diferem em freqliéncia
dentre os grupos étnicos, entretanto, o estudo individual desses polimorfismos em
contraste com o0s estudos populacionais se mostra mais eficaz para a
farmacogendmica.

No presente estudo foram analisados os genes CYP2D6, EPHX1, MPO e
TS e apesar da maioria deles ndo estarem diretamente associados ao metabolismo de
drogas utilizadas no protocolo de tratamento administrado aos pacientes desse
trabalho, trés deles estdo envolvidos no metabolismo de drogas antitumorais e ja

foram descritas na associacdo da resposta ao tratamento.



As enzimas do citocromo p450 que sao responsaveis pelo metabolismo
de uma grande variedade de esterdides enddgenos, hormonios e drogas, fazem parte
da principal familia de enzimas responsaveis pelo metabolismo de xenobidticos.
Estas enzimas estdo envolvidas na ativacdo e inativacdo de drogas, inclusive as
drogas antitumorais (vincristina, por exemplo). Nesse trabalho nédo foi encontrada
nenhuma associacéo entre as variantes do gene CYP2D6 e a resposta alterada ao
tratamento, entretanto o nimero de pacientes analisados foi reduzido e uma vez que
esse polimorfismo é relativamente raro na populagao, seria necessaria a analise de

um ndmero ainda maior de pacientes (Nagasubramanian, et al., 2003).

Outra enzima diretamente associada ao tratamento quimioterapico e
um dos principais alvos da farcamogendmica € a timidilato sintase. A droga chave no
tratamento da leucemia é o metotrexato, que pela sintese de glutamatos metotrexato,
atua como inibidor da timidilato sintase. A TS tem sido apontada como enzima chave
no metabolismo de drogas antitumorais como o metotrexato e o 5-fluoracil (5-FU). A
TS € uma enzima essencial para a proliferagdo celular, como ja foi descrito
anteriormente. Num estudo em uma populacdo de criangas canadenses, pacientes
homozigotos para a variante 3R, apresentaram um risco 4,6 vezes maior de
ocorrécnia de evento do que aqueles que apresentavam pelo menos um alelo 2R

(2R2R ou 2R3R) ( Krajinovic, et al., 2002a; Uchida, et al. 2004).

Estudos realizados com pacientes com cancer colo-retaltambém
apontaram que a presenca de um ou dois alelos da repeticdo dupla (2R) no genétipo,

beneficia o tratamento a base de 5- fluoracil e conferem resultados melhores do que



os observados em pacientes homozigotos para a repeticao tripla (3R3R) (Villafranca
etal., 2001).

Os polimorfismos dos genesEPHX1 e MPO naodemonstraram
nenhuma associagdo com a remissdo clinica ou recidiva da doenca. Foi realizada
ainda, a analise da sobrevida livre de eventos, no entanto, essa também n&o
demonstrou relagdo com os polimorfismos estudados, atentando para a necessidade
de estudos com um maior nimero de casos.

A possibilidade de estratificacdo genotipica de pacientespode
identificar subgrupos com um melhor perfil diagndstico. A presenca de alelos
associados a resposta reduzida a determinadas drogas pode direcionar a selecdo de
terapias alternativas. A disponibilidade de técnicas genéticas e confidveis e de grande
potencial pode mudar o modo como 0s pacientes receberdo o tratamento
guimioterapico num futuro muito proximo (Ross et al., 2004).

Embora nossos resultados ndo tenham apresentado diferenca
estatisticamente significativa na associacdo das alteragfes estudadas e o possivel
efeito dessas na resposta ao tratamento, acreditamos que estudos com um ndmero
maior de casos seria fundamental na elucidagdo da atuacdo desses polimorfismos na
metabolizacdo de drogas quimioterapeuticas e consequentemente na otimizagéo dos

protocolos quimioterapicos atualmente administrados.



6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizada a investigacdo de polimorfismos em genes
associados ao metabolismo e sua relacdo com a susceptibilidade ao desenvolvimento
de LLA na infancia. Também foi avaliado o envolvimento desses polimorfismos na
resposta ao tratamento quimioterapico. Diante dos objetivos propostos e o0s

resultados obtidos foram inferidas as seguintes conclusdes:



1. O alelo polimorfico CYP2D6*3 foi prevalente no grupo dos pacientes de
leucemia destacando a possivel relacdo desses polimorfismos com o risco de
desenvolvimento de LLA na infancia.

2. O polimorfismo do gene EPHX1E4, responsavel pelo alelo rapido ndo
apresentou relacdo com a susceptibilidade aumentada para a LLA.

3. A frequéncia do alelo polimérfico do gene EPHX1 (E3), foi maior no
grupo de individuos controles, sugerindo a atuacdo desse polimorfismo como fator
protetor contra o desenvolvimento da doenca.

4. Na&o foi verificada nenhuma associacéo entre o polimorfismo do gene
MPO ( G/A) e o risco aumentado de LLA.

5. A frequéncia do gendtipo homozigoto selvagem (G/G) do gene MPO
foi maior no grupo de pacientes femininos, sugerindo a associacdo desse genotipo
com 0 Sexo.

6. A frequéncia aumentada da repeticao tripla (3R) do gene TS no grupo
de controles sugere que esse polimorfismo esteja associado com a protegdo em
relacdo ao risco de desenvolver LLA.

7. O gendtipo 2R/3R foi prevalente em individuos do sexo feminino,
sugerindo uma associacao desse gendtipo com o sexo.

8. Na&o foi observada nenhuma associacdo entre os genotipos CYP2D6,
EPHX1, MPO e TS combinados e o risco aumentado de desenvolvimento da LLA.

9. A presenca de polimorfismos equivalentes aos genes estudados, nao

demonstrou relacdo com a sobrevida dos pacientes.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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