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RESUMO

JARDIM, Luisa Comerlato. 2022. Associacao de variantes génicas e
desenvolvimento de mucosite bucal em pacientes pediatricos com
leucemia linfoblastica aguda e linfoma em tratamento
guimioterapico. Tese (Pés Graduacdo em Odontologia - Clinicas
Odontolégicas - Estomatologia) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2022.

Embora seja raro, o cancer infantil € uma importante causa de morbidade e
mortalidade neste grupo de individuos. Dentre os principais tipos de cancer
gue afetam este grupo sao reportados as leucemias e os linfomas. A
guimioterapia (QT) é a principal forma de tratamento para o cancer infantil,
0 gual se baseia na inibicdo nao-seletiva da proliferacdo celular. Os
guimioterapicos metotrexato (MTX), ciclofosfamida (CTX) e doxorrubicina
(DOXO) sao amplamente utilizados no tratamento de doencas malignas da
infancia. Embora eficazes, estes medicamentos desencadeiam varios
efeitos adversos, dentre os quais a mucosite bucal (MB). Formas de
entendimento individual para reducdo da toxicidade vem sendo estudadas,
dentre elas o impacto das variantes genéticas. O objetivo deste estudo foi
analisar a associagcao entre variantes genéticas e a presenca e gravidade
de MB em pacientes pediatricos com leucemia linfoblastica aguda (LLA) e
linfomas em QT com utilizagdo de MTX, CTX e DOXO. Os dados
demograficos e as caracteristicas do tratamento foram coletados. A MB foi
avaliada diariamente pela escala da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
do dia 1 ao dia 15. Amostras de sangue foram coletadas e o DNA foi
extraido. As variantes genéticas foram avaliadas por sequenciamento de
ultima geracdo (NGS) usando um painel de genes personalizado para
analise de 20 genes e 67 variantes. A analise de enriquecimento das vias
de ontologia génica foi realizada usando GeneAnalytics™ e a Enciclopédia
de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG). A anadlise estatistica foi realizada
no software R, com valor de p de 0,05. No total 64 pacientes foram incluidos,



sendo 46 com LLA e 18 com linfoma, totalizando 392 ciclos quimioterapicos.
Os protocolos mais utilizados foram DOXO predominante (34.2%), CTX
predominante (17.3%) e MTX predominante (27.8%). A MB nao foi
detectada em 134 (34.2%) ciclos, em 122 ciclos (31.1%) foi observado o
grau 1, em 100 (25.5%) grau 2 e 36 (9.2%) grau 3. A andlise multivariada de
ciclos MTX mostrou que a presenca de MB foi associada de forma
significativa com ABCC2 rs2273697 e rs17222723, ABCC4 rs2274406,
GSTM1 rs1056806. Nos ciclos de CTX, ABCC6 rs9940825, HSP90AAl
rs4947 e SLC19A1 rs12659. A DOXO foi associada aos genes ABCCl1l
rs35587, CYP2A7 rs4079366 e MTHFR rs1801133. Nossos resultados
sugerem que uma ampla gama de genes e variantes podem estar
relacionadas com o desenvolvimentos de MB, em pacientes pediatricos em
tratamento quimioterapico oncoldgico para LLA e linfoma, e mais estudos

devem ser realizados afim de elucidar essas associacoes.

Palavras-chave: Leucemia, linfoma, mucosite oral, farmacogenética.



ABSTRACT

JARDIM, Luisa Comerlato. 2022. Association between genetic
variants and the development of oral mucositis in pediatric patients
with acute lymphoblastic leukemia and lymphoma undergoing
chemotherapy. Thesis (Postgraduate Program in Dentistry — General
Dentistry - Stomatology) — School of Dentistry, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2022.

Although rare, childhood cancer is an important cause of morbidity and
mortality. Leukemia and lymphoma are among the main types of cancer that
affect children and chemotherapy (CT), which is based on the non-selective
inhibition of cell proliferation, is the main form of treatment in such cases.
The chemotherapeutic medications methotrexate (MTX), cyclophosphamide
(CTX) and doxorubicin (DOXO) are widely used in the treatment of malignant
diseases in childhood. Although effective, these medications have several
side effects, including oral mucositis (OM). Ways to reduce toxicity have
been studied and investigations have been conducted on the impact of
genetic variants. The aim of the present study was to analyze the association
between genetic variants and the occurrence and severity of OM in pediatric
patients with acute lymphoblastic leukemia (ALL) and lymphoma undergoing
chemotherapy with MTX, CTX and DOXO. Demographic data and treatment
characteristics were collected. OM was assessed daily from Day 1 to Day 15
using the scale recommended by the World Health Organization. Blood
samples were taken for the extraction of DNA. Genetic variants were
investigated by next-generation sequencing using a personalized panel of
genes for the analysis of 20 genes and 67 variants. Gene ontology
enrichment pathway analysis was performed using GeneAnalytics™ and the
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Statistical analysis
was performed in the R environment, with a p-value < 0.05 considered
indicative of statistical significance. Sixty-four patients were included in the
study (46 with ALL and 18 with lymphoma), with a total of 392



chemotherapeutic cycles. The most frequently used protocols were
predominant DOXO (34.2%), predominant CTX (17.3%). OM was absent in
134 cycles (34.2%), whereas Grade 1 OM was detected in 122 cycles
(31.1%), Grade 2 was detected in 100 cycles (25.5%) and Grade 3 was
detected in 36 cycles (9.2%). The multivariate analysis of MTX cycles
revealed that OM was significantly associated with the rs2273697 and
rs17222723 variants of the ABCC2 genes, rs2274406 variant of ABCC4 and
rs1056806 variant of GSTM1. In the CTX, OM was associated with
rs9940825 in ABCC6, rs4947 in HSP90AA1L and rs12659 in SLC19A1. In the
DOXO cycles, OM was associated with rs35587 in ABCC1, rs4079366 in
CYP2A7 and rs1801133 in MTHFR. The present results suggest that a broad
gamut of genes and variants may be related to the development of oral
mucositis in pediatric patients undergoing chemotherapy for acute
lymphoblastic leukemia and lymphoma. Further studies are needed to clarify

these associations.

Keywords: Leukemia, lymphoma, oral mucositis, pharmacogenetics.
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1 INTRODUCAO

O céancer € uma patologia complexa e que impacta drasticamente na
saude publica, com repercussdo significativa na qualidade de vida e
sobrevida dos pacientes (INCA, 2020; WHO, 2020). No caso de pacientes
pediatricos, com idades entre 0-19 anos, o cancer é a principal causa de
morte por doenga entre criancas e adolescentes, sendo superada somente
por acidentes, quando incluidos casos néo relacionados a doencgas. Dados
atualizados estimam mais de 8 mil novos casos nos préximos anos (INCA,
2020). As neoplasias malignas mais comuns nessa populacdo s&o:
leucemias, linfomas, neuroblastoma, tumor de Wilms, retinoblastoma,
osteossarcoma e sarcomas (INCA, 2020; WHO, 2020).

As leucemias correspondem a um conjunto de neoplasias malignas
gue afetam as células hematopoiéticas, com origem na medula 0ssea,
sendo mais diagnosticada em criancas (PHE, 2018). Caracterizam-se pela
proliferacdo desregulada de células precursoras sanguineas de origem
mieloide ou linfoide, podem ser agudas, quando possuem um baixo grau de
diferenciacdo, ou cronicas, com alto grau de diferenciagcdo (SMITH et
al.,2005; WIEMELS, 2012). A doenca é reconhecida por ser muito
heterogénea, que consiste em varios fenaotipos clinicos (ILYAS, 2015). O tipo
mais comum € a leucemia linféide aguda (LLA), mas também existe a
mieldide aguda (LMA) e cronica (LMC). A LLA estd relacionada aos
linfécitos, onde a mutacao genética no DNA acaba gerando linfoblastos que

nao amadurecem, ndo alcancando uma capacidade funcional (INCA, 2020).

Os linfomas representam um grupo heterogéneo de neoplasias
linféides com grande variedade na histéria natural, no quadro patolégico, na
origem celular e na resposta ao tratamento. Seus principais tipos sao linfoma
de Hodgkin (LH) e linfoma n&o-Hodgkin (LNH), sendo esse primeiro
caracterizado pela presenca de células grandes e facilmente identificaveis
no linfonodo acometido, conhecidas como células de Reed-Sternberg,
enquanto o LNH n&o tem um tipo celular tnico e sim um complexo numero

de entidades (INCA, 2020). Os LNH sao considerados como neoplasias de
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grau intermediario a alto de malignidade, entretanto apresentam grande
potencial de cura. A apresentacao clinica € muito variada e se correlaciona
com o subtipo histolégico (INCA, 2020).

O tratamento de ambos diagnosticos supracitados geralmente
envolve um esquema de QT adjuvante com as 3 drogas mais eficazes para
estas doengas: ciclofosfamida (CTX), doxorrubicina (DOXO) e metotrexato
(MTX). Os efeitos adversos ocorrem devido a um limite ténue entre as doses
antitumorais e a toxicidade. Dentre eles podemos citar vomito, diarreia,
dermatites e a mucosite bucal (MB). (LIU et al., 2017; RUHLE et al., 2018).

A MB é um dos principais eventos adversos associados a QT e se
apresenta como uma inflamagao aguda que pode afetar toda mucosa gastro-
intestinal. Além da sintomatologia dolorosa, a MB impacta negativamente na
nutricdo, qualidade de vida, tempo de internacdo, no plano de gastos,
inclusive podendo atrasar e impedir a realizacdo do tratamento (KAUARK-
FONTES et al., 2021; MARTINS et al., 2020; MIRANDA-SILVA et al., 2021;
RODRIGUES-OLIVEIRA et al., 2021). Ja existe na literatura evidéncias de
fatores de risco para o desenvolimento de MB, dentre eles podemos citar as
caracteristicas individuais do paciente como peso, doencas de base prévias
ao tratamento e fatores hematoldgicos. Além deles, drogas como o MTX, CTX
e DOXO sao fatores de risco descritos na literatura (FARIAS GABRIEL e al.,
2021).

Além destes, caracteristicas genéticas vem sendo estudadas afim de
tentar elucidar a variacdo de toxicidade entre os individuos, avaliando a
expressao génica relacionada a absorgdo, distribuicdo, metabolismo e
excregcdo das drogas (MARTINS; WAGNER; LINDEN, 2013; CAMPBELL et
al., 2016; OOSTEROM et al., 2018; GONG et al., 2021; VIANA-FILHO et al.,
2021). O entendimento dessas variantes, as quais estariam envolvidas a uma
maior exposicdo ao farmaco e, consequentemente, aumentariam seus
eventos adversos, faz parte de uma estratégia para tentar reduzir a toxicidade
de uma forma personalizada baseada na resposta individual a terapia
medicamentosa (LUETKE et al., 2014; LIU et al., 2017; GUTIERREZ-CAMINO
et al., 2018).
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A farmacogenética comprova que o0s SNP (single nucleotide
polymorphism), mutacdes pontuais que podem ocorrer no DNA, podem ser
responsaveis pela resposta terapéutica individual, graus de toxicidade a um
farmaco, inclusive impactando na sobrevida de individuos pertencentes a uma
determinada populacéo (PEIPEI et al., 2012). Dessa forma, € fundamental a
compreensao dos polimorfismos de genes envolvidos nos processos
farmacocinéticos e farmacodinamicos, como o transporte do farmaco, enzimas
de metabolizacdo e na selecdo das proteinas alvo onde o farmaco vai atuar,
bem como em outros genes envolvidos na resposta terapéutica (DEENEN,
CATS, BEIINEN, E SCHELLENS, 2011).

Estudos recentes sugerem uma associacao do polimorfismo rs1801133
no gene MTHFR e MB, tal mutacéo resulta em uma reducao de até 65% da
sua atividade (LWIN et al. 2006; YAN et al., 2021). A saber, a prevaléncia
desta variante pode se apoximar de 40% da populacéo, a depender do gruo
étnico. (FRANCO et al., 1998). Além dela, existem inumeras enzimas
metabolizadoras de farmacos, e o seu profundo conhecimento, prinicipalmente
na area oncolégica se torna essencial, visando reduzir os eventos e
melhorando a eficicia do tratamento quimioterapico pediatrico.

Nesse sentido, a farmacogenética vem a contribuir com o entendimento
da variabilidade da expresséo génica individual pode estar relacionada a maior
suscetibilidade a doencas, como o desenvolvimento da MB (ELZAGALLAAI;
CARLETON; RIEDER, 2021). No entanto, a literatura ainda é escassa quando
analisara-se a influéncia das variantes genéticas e a MB, principalmente se
observados pacientes pediatricos, com leucemia ou linfoma, em diferentes

protocolos quimioterapicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo da literatura abrangera os assuntos estudados nesta tese.
Para maior compreensao e organizacao, a revisdo da literatura foi dividida
nos seguintes topicos: cancer infantil; LLA, linfoma, tratamento

guimioterapico; mucosite bucal e farmacogenética.

2.1 CANCER PEDIATRICO

O céancer infantil é raro, correspondendo a 2-3% dos canceres. No geral,
criancas nos primeiros 15 anos de vida tém um risco cumulativo de ser
diagnosticado com cancer de 1 em 412 para meninos e 1 em 472 para meninas,
com maior incidéncia ocorrendo em menores de 5 anos (PUBLIC HEALTH
ENGLAND (PHE), 2018). No Brasil, o numero de casos novos de cancer
infantojuvenis esperados, para cada ano do triénio 2020-2022, sera de 4.310
casos novos no sexo masculino e de 4.150 para o sexo feminino. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 137,87 casos novos por milhdo no sexo
masculino e de 139,04 por milh&o para o sexo feminino (INCA, 2020).

No Brasil, o cancer é a doenca que mais mata criancas e adolescentes e
€ a segunda causa de 0Obito neste grupo etario, sendo superada somente pelos
acidentes e mortes violentas, o que significa que nenhuma outra doenca resulta
em tantos ébitos infantis quanto o cancer. Entre 2009 e 2013, o cancer motivou
cerca de 12% dos 6bitos na faixa de 1 a 14 anos, e 8% de 1 a 19 anos. Houve
2.724 mortes por cancer infantojuvenil no Brasil em 2014 (INCA, 2020).

Nas criancas, as células neoplasicas tém origem de células embrionarias
primitivas que crescem e se multiplicam rapidamente sendo os tipos mais
comuns leucemias, seguidos de tumores do sistema nervoso central, linfomas,
tumores solidos abdominais (Tumor de Wilms e neuroblastoma), osteossarcoma
e rabdomiossarcoma (RUHLE et al., 2018).
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2.2 LEUCEMIA

A leucemia é um tipo de cancer derivado das células formadoras de
sangue da medula 6ssea, mais comumente aquelas relacionadas as células
brancas do sangue (NICE, 2016). A classificacao das leucemias é feita através
das caracteristicas histolégicas e genéticas da linhagem celular da qual é
derivada, como dos linfocitos em LLA, e dos decorrentes de células mieloides
precursoras das células vermelhas, plaquetas e outros glébulos brancos definida
como LMA (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019a).

A leucemia € o cancer mais diagnosticado em criancas, sendo
responsavel por 1/3 dos diagnésticos na infancia. Em relagéo aos fatores de
risco, sabe-se que ha uma interacdo complexa entre fatores genéticos,
ambientais e imunoldgicos que ainda ndo estdo completamente entendidos
(PHE, 2018). Os tipos mais comuns de leucemia infantil sdo a LLA e a LMA, além
da LMC que é a menos prevalente (HOFFBRAND, MOSS, 2015; WARD et al.,
2019). A LLA corresponde a aproximadamente trés quartos de todos 0s casos
de leucemias em criangas, com frequéncia cinco vezes maior que a LMA na
populacao pediatrica (BELSON et al., 2007). Aproximadamente 6000 casos de
LLA sao diagnosticados nos EUA anualmente, sendo este o cancer mais comum
entre as criangas e a causa mais frequente de morte por cancer antes dos 20
anos de idade (STEPHEN, HUNGER, MULLIGHAN, 2015).

Do ponto de vista etiologico, a LLA resulta de alteracdes genéticas que
podem ocorrer num linfoblasto, e que sdo posteriormente transmitidas a
linhagem celular seguinte. A LLA é caracterizada pela expansdo clonal das
células leucémicas na medula 6ssea, linfonodos, timo e baco (MROZEK et al,
2009). Cerca de 85% dos casos de LLA séo de linhagem de células B, enquanto
0s 15% restantes séo de linhagem de células T (ZHAO et al., 2013).

Os sintomas iniciais das leucemias séo de dificil diagnostico, uma vez
gue podem mimetizar doencas menos graves da infancia. Na maior parte das
vezes 0s sintomas iniciais sdo decorrentes da hematopoiese alterada, com
consequente anemia, trombocitopenia e granulocitopenia. A anemia pode se
manifestar com fadiga, fraqueza, palidez, mal-estar, dispneia aos esforcos,
taquicardia e dor toracica aos esforcos. A trombocitopenia pode causar

sangramento de mucosas, hematomas que ocorrem com facilidade,
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petéquias/purpura, epistaxe, gengivas com sangramento e sangramento
menstrual intenso. Hematuria e sangramento gastrintestinal ndo sdo comuns. Os
pacientes podem apresentar hemorragia espontanea, incluindo hematomas
intracranianos ou intra-abdominais. Granulocitopenia ou neutropenia pode levar
a alto risco de infecgbes, incluindo aquelas de etiologia bacteriana, fungica e
viral. Além disso, os pacientes podem apresentar febre e infec¢cdo grave e/ou
recorrente. Infiltracdo de Orgdos por células leucémicas pode resultar em
aumento do figado, bago e linfonodos. A infiltrag&o periosteal e da medula 6ssea
pode causar dores 6sseas e nas articulacdes, em especial nas criangas com
LLA. A penetracdo no sistema nervoso central e a infiltracdo meningea sao
comuns e podem resultar em paralisia de nervos cranianos, cefaleia, sintomas
visuais ou auditivos, estado mental alterado e ataque isquémico
transitério/acidente vascular encefdlico (ELGARTEN, APLENC, 2020;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019b)

Um dos protocolos de maior notoriedade internacional para tratamento
de LLA é o desenvolvido pelo grupo alemédo Berlim-Frankfurt-Munique (BFM).
Esse protocolo utiliza a estratificacdo dos pacientes conforme grupos de risco
para ocorréncia de recidiva, associando diferentes quimioterapicos (CTX,
daunorrubicina, vincristina, etoposide, DOXO, ara-c, ifosfamida, MTX,
vimblastina, idarrubicina). Os pacientes com maior risco séo tratados com QT
mais citotoxica. A principal forma de tratamento da LLA envolve quimioterapicos
com esquemas divididos em 4 fases gerais da QT: indu¢do da remissao,
consolidacdo pds-remissdo, manutencdo e intensificacdo temporarias e
manutengdo. Desde que este regime foi introduzido, foram observadas
melhorias notaveis na sobrevivéncia, com taxas de sobrevivéncia sem eventos
de 5 anos de até 85% e taxas de sobrevivéncia geral de até 90% (HUNGER,
MULLIGHAN, 2015).

2.3 LINFOMA

Os linfomas podem ser classificados como linfoma de Hodgkin (LH) e
linfoma ndo-Hodgkin (LNH). Os LNHs da infancia incluem linfoma de células B
maduras de alto grau, linfoma de Burkitt (LB), linfoma difuso de grandes células
B (LDGCB), linfoma mediastinal primario de grandes células B (LMPGCB),
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linfoma anapléasico de grandes células (ALCL) e linfoma linfoblastico (LL) (IYER,
2013).

A incidéncia dos LNH aumenta com a idade (SANDLUND et al., 1996). Os
LNH sdo incomuns em criancas abaixo de cinco anos de idade e a incidéncia
aumenta com a idade, com alguns estudos relatando um pico de incidéncia dos
quatro aos 11 anos de idade (WEIDMANN et al., 1999). Em uma casuistica no
nordeste do Brasil a média de idade ao diagndstico foi de 6,1 anos (PEDROSA
et al., 2007). Quanto ao género, ha uma prevaléncia do género masculino, com
uma proporgao de 3:1, exceto nos lactentes menores de um ano de idade. Na
LLA ambos os géneros sao igualmente afetados. Entretanto, na LLA de célula T,
uma doenca agora conhecida como relacionada com os LNH, observa-se um
predominio nos meninos (WEIDMANN et al., 1999).

Em criancas, as manifestacdes clinicas dos LNH sdo muito diferentes das
do adulto. A manifestacdo dominante vai depender da localizacéo e extenséo do
tumor. A maioria dos LNH tem localizacdo extranodal: massa abdominal,
mediastinal ou na regido da cabeca e do pesco¢co (MURPHY et al., 1989). Os
sinais e sintomas variam conforme a localiza¢do na qual o tumor se desenvolve.
Nos casos em que o tumor se desenvolve em linfonodos do pescoco, axilas e
virilha, formam-se inguas, as quais geralmente séo indolores. Em situa¢cfes de
doenca na regiao do térax, a presenca de tosse é percebida, assim como falta
de ar e dor abdominal. Ao se desenvolver na pelve ou no abdémen, os sintomas
manifestados envolvem desconforto e distensdo abdominal. Além destes, os
pacientes podem apresentar febre, cansaco, fadiga, suor noturno, perda de peso
sem causa aparente e coceira generalizada (KELLY, 2015).

Com o advento da terapia direcionada, a sobrevivéncia de até 5 anos ap6s
o diagnéstico de linfoma ou de leucemia dos pacientes pediatricos, nos seus
primeiros 15 anos de vida, melhorou para 70-80% e aproximadamente 90% dos
casos, respectivamente. Dessa forma, o diagndstico precoce contendo tanto a
completa imunohistoquimica como o perfil molecular do tumor s&o de extrema
importancia para o tratamento. O manejo inicial dos sintomas se concentra no
tratamento de quaisquer complicacdes causadas pela malignidade do tumor e
na estabilizacdo da crianga antes de iniciar a terapia especifica (BRAYLEY et al.,
2019; GATTA et al., 2005).

Os protocolos terapéuticos desenvolvidos pelo grupo americano de
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oncologia pediatrica (Children’s Oncology Group) norteiam o tratamento dos
linfomas infantis. (Children's Oncology Group, 2021). Esse protocolo utiliza das
drogas MTX, CTX, DOXO, ara-c (citarabina), etoposide, vincristina, ifosfamida,
carboplatina e dacarbazina De um modo geral, o progndéstico para criangcas com
LNH é excelente, embora existam alguns subtipos de maior risco. A este
respeito, LMPGCB esta geralmente associado a um resultado pior do que LB ou
LDGCB em estagio comparavel. A sobrevida livre de eventos a longo prazo para
criangas com ALCL é de aproximadamente 70% (SANDLUND, 2015). A alta
eficAcia do tratamento € alcancada com QT de alta dose. O refinamento e a
reducdo da RT foram implementados com base nos resultados de estudos de
grupos colaborativos, de modo que a radiacéo foi completamente eliminada para
alguns pacientes (MAUZ-KORHOLZ et al., 2015).

2.4 TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO

A QT é o principal elemento do tratamento para o cancer infantil. Este
tratamento tem como mecanismo fundamental a inibicAo ndo-seletiva da
proliferacéo celular, isto porque a maior parte dos alvos moleculares sobre os
quais 0s quimioterapicos atuam estdo também presentes em células nao-
tumorais, de forma que esses agentes apresentam baixa ou nenhuma
seletividade (RUHLE et al., 2018).

Os farmacos utilizados na QT para o paciente oncopediatrico exibem, de
modo geral, estreitas janelas terapéuticas e, portanto, as diferencas entre as
doses que produzem o efeito antitumoral e as que causam toxicidade sdo
bastante pequenas. Por este motivo, a QT tem sido associada a uma série de
efeitos adversos que podem levar a modificagdo ou interrupcéo do tratamento
quimioterapico resultando na reducéo da qualidade de vida e/ou da sobrevida do
paciente. Estes efeitos adversos incluem vémito, diarreia, toxicidade hepética e
renal, alopecia, dermatites, MB e mielossupresséo. Por vezes, grave toxicidade
€ observada ap0s o uso de doses necessarias para a obtencdo dos efeitos
terapéuticos. O aprimoramento da QT esta relacionado ao aumento da distancia
entre as curvas ‘dose x resposta’ e ‘dose x toxicidade’. Além da toxicidade, outra
complicagdo que ocorre frente ao tratamento quimioterapico convencional é a

resisténcia as drogas, que ocorre mesmo com 0 uso da poliquimioterapia, que
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tem por objetivo atingir diferentes alvos moleculares e vias intracelulares
justamente para reduzir a probabilidade de isso ocorrer (LIU et al., 2017; RUHLE
et al., 2018). Dentre os diversos quimioterapicos comercialmente disponiveis, 0
MTX, CTX e DOXO séao de relevancia no presente estudo, uma vez que sao
amplamente utilizados no tratamento de doencas malignas da infancia e
desencadeiam efeitos adversos bastante importantes dentre os quais destaca-
se a MB (CINASEURO et al., 2017; LIU et al., 2017).

O MTX é um agente antimetabolito, analogo do folato, sendo uma
estratégia de QT intravenosa em altas doses (HD-MTX) para o tratamento de
LLA (ASSELIN et al., 2011; CHANG et al., 2017). A farmacocinética do MTX
apresenta uma ampla variabilidade interindividual. No entanto, € altamente
divulgado que tanto a eficacia quanto a toxicidade estdo diretamente
relacionadas a exposicao ao farmaco (SCHMIEGELOW, 2009). Por isso, é
fundamental que sejam mantidas as concentracdes plasmaticas de MTX dentro
da faixa citotoxica para células leucémicas, mas abaixo daquelas associadas a
toxicidade. Alteragbes na eliminagdo desse farmaco se traduzem em altas
concentracbes plasmaticas em tempos prolongados, o que pode agravar o
desenvolvimento de efeitos adversos como danos funcionais e estruturais ao
trato gastrointestinal (MEDELLIN et al., 2020; OOSTEROM et al., 2018).

A CTX é uma das drogas anticancer mais antigas e se caracteriza como
um agente alquilante. Além dos efeitos antimitéticos e anti-replicativos, a CTX
tem propriedades imunossupressoras e imunomoduladoras. A acdo da CTX
ocorre independentemente do ciclo celular, embora as células de proliferacédo
rapida sejam mais sensiveis a sua acao. Os efeitos colaterais mais importantes
sao leucopenia e trombocitopenia, anemia, toxicidade da bexiga e do coracéo,
sendo todos esses efeitos adversos altamente dose-dependentes (AHLMANN,
HEMPEL, 2016; CANDEIAS, GAIPL, 2016).

A DOXO é uma antraciclina derivada de bactérias pertencentes ao
género Streptomyces, sendo considerada um agente eficaz comumente utilizado
para tratar diversos tipos de canceres (KHASRAW, BELL, 2012). O mecanismo
de acdo deste farmaco nas células tumorais se da a partir da inibicdo da
topoisomerase ll, intercalagédo de DNA e geracao de radicais livres (DENARD et
al., 2012 ). Ainda que a DOXO seja eficaz em destruir as células cancerosas, ela

também exerce efeitos citotdxicos em células normais em varios 0Orgaos,
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incluindo o coragéo, o cérebro e os rins, sendo que a cardiotoxicidade mostrou
ser o principal efeito adverso em pacientes com cancer tratados com este
medicamento (CHEN, Al, 2016; LONGHI et al., 2007 ).

2.5 MUCOSITE BUCAL

A MB é um efeito adverso importante, e se caracteriza como uma reacao
inflamatoria aguda em resposta a numerosos agentes quimioterapicos e
radioterapia em cabeca e 0 pescogco e que causa um impacto negativo na
qualidade de vida dos pacientes. Clinicamente, a MB se apresenta como eritema
e ulceracdes em varios graus de intensidade podendo afetar o estado nutricional
do paciente, ser extremamente dolorosa, requererendo o uso de analgésico e
aumentando o risco de infec¢des. Além disso, as evidéncias cientificas mostram
que a MB pode levar a redugcédo na intensidade da dose de QT, atrasar o
tratamento, aumentar do uso de recursos adicionais, de consultas,
hospitalizacdes, hospitalizacdes prolongadas e afetar a qualidade de vida
(KAUARK-FONTES et al., 2021; MARTINS et al., 2020; RODRIGUES-OLIVEIRA
et al., 2021).

A MB pode ser classificada considerando o estado fisico e nutricional do
paciente, assim como o aspecto clinico da boca (PARULEKAR et al., 1998). De
acordo com esta classificagédo, a MB varia do grau 0 ao grau 4. O 0 (zero)
significa auséncia de anormalidade detectada, ja quando ha presenca de eritema
sem tratamento necessario caracteriza a pontuacgao 1, na pontuacao 2 ha quadro
sintomatico doloroso sem necessidade de analgésicos, ja comprometendo a
alimentacdo, no caso de pontuacdo 3, ha presenca de ulceracdo dolorosa
exigindo o uso analgésicos e impossibilitando a alimentacéo, finalmente no grau
4 ocorre a presenca de necrose com necessidade de nutricdo parenteral (WHO,
1979) (Figura 1). Outra forma de classificacdo é pelo National Cancer Institute
(NCI), que considera grau 0 auséncia de MB, grau 1 quando h& presenca de
Ulceras sem sintomatologia dolorosa ou dor leve associada a eritema, grau 2 na
presenca de eritema doloroso, edema ou Ulceras mas mantendo a alimentacéo
por via oral, grau 3 na presenca de eritema doloroso, edema ou Ulceras e
indicacao de nutricdo parenteral, grau 4 o individuo apresenta ulceracao grave
com necessidade de nutricdo parenteral ou entubacéo profilatica e, por fim, grau

5 em caso de morte associada a toxicidade (SONIS et al., 1999) (Tabela 1)
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Figura 1. Aspecto clinico da MB de acordo com a classificagcdo da OMS.

Fonte: acervo dos autores

Tabela 1- Avaliagdo de mucosite bucal de acordo com sua severidade utilizando

como base as escalasda OMS e NCI.

Grau de
. OMS NCI
mucosite
0 Sem alteracbes Sem alteracdes
Ulceras
1 Eritema, lesbes assintomaticas,
assintomaticas eritema, leve dor na
auséncia de lesdes
. ; Eritema doloroso,
Eritema, Ulceras, pode .,
2 ) L edema ou Ulceras,
ingerir sélido . ~ .
alimentacédo possivel
. , , Eritema doloroso,
Eritema, Ulceras, s6 .
3 edema ou ulceras que

pode ingerir liquidos requerem hidratagéo
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Ulceragédo grave ou
Ulceras confluentes,  com necessidade de
4 alimentacdo nao é suporte nutricional
possivel parenteral ou enteral
ou intubacéo profilatica

Morte relacionada a
toxicidade

Fonte: da autora

Em relacdo aos mecanismos a qual a MB se desenvolve apds a
exposi¢cdo a quimioterapicos ainda ndo esta muito clara na literatura. O que
temos bem elucidado na literatura, desde os estudos de Sonis e colaboradores
(1998 e 2004) sdo as fases na qual a MB evolui: 12 fase - iniciacdo; 22 fase -
resposta inicial ao dano primario; 32 fase - amplificacédo da sinalizacéo; 42 fase -

ulceracgéo; 52 fase- cicatrizagao/cura (Figura 2).

Na fase de iniciacdo, 0 agente agressor gera um estresse oxidativo ao
DNA das células com a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, iniciando
uma cascata de eventos biolégicos e imunolédgicos que leva a apoptose celular
e danos ao tecido conjuntivo. Na sequencia, a ativacao de fatores de transcricédo
(NF-kB) e de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-18 e IL-6), sinalizam o
processo de apoptose e impedem o mecanismo de crescimento e diferenciacéo
celular, por fim, resultando na morte de células epiteliais. Progredindo pra fase
3, ocorre a ativacdo de fatores de transcricAo que orientam e modulam a
resposta ao dano (BOCKEL et al., 2018; SONIS, 2004).

A produgdo de citocinas pro-inflamatérias ocorre nessa fase vindo a
causar agressOes adicionais ao dano iniciado pela radiagdo ou agente
quimioterapico (SONIS, 2004; LOGAN, et al., 2007). Em um ponto de vista
clinico, chega-se na fase mais significativa, a fase ulcerativa, ou fase 4, é onde
ocorre a perda da integridade da mucosa, levando a sintomatologia dolorosas e
passiveis de colonizacdo bacteriana. Por fim, a fase de cicatrizacdo, oufase 5
ocorre apos cerca de 2 a 3 semanas ap0s 0 agente agressor, e na maioria dos
casos ocorre de forma espontdanea (SONIS, 2004; KWON, 2016).
Especificamente nos casos de MB induzida por quimioterapicos, o processo de

reparo usualmente ocorre entre 0 14° e 21° dia ap0s o inicio do tratamento.
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Apesar de avangos nas Ultimas décadas, mais estudos precisam ser realizados

afim de esclarecer esses mecanismos (SONIS, 2004; SONIS; VILLA, 2018;
BOCKEL et al., 2018).

Figura 2. Esquema ilustrativa das 5 fases da patobiologia da mucosite bucal.

Fonte: SONIS (2009)

A mucosa labial, jugal, lingua, assoalho de boca e palato mole sdo mais

afetados pela MB do que os tecidos queratinizados, como o palato duro. Os



agentes quimioterpicos parecem ser 0s principais fatores para o
desenvolvimento de MB em pacientes pediatricos, sendo as altas doses de MTX
fortemente relacionadas ao desfecho (CURRA et al., 2021; RIBEIRO et al., 2019;
VALER et al., 2020). Outros fatores de risco para o desenvolvimento da MB
relatados sdo parametros hematologicos, hepéticos e renais, doenca de base,
microbiota oral, perfil genético e biomarcadores (de FARIAS GABRIEL et al.,
2021).

A incidéncia e gravidade da MB em pacientes oncolégicos adultos sdo
bem conhecidos e dependem do tipo de protocolo usado em relacéo a agentes
especificos e esquemas de dosagem, no entanto, poucos estudos em oncologia
pediatrica foram conduzidos (CHENG et al., 2011; SHOUVAL et al., 2019). De
acordo com a revisdo sisteméatica realizada por Gabriel et al (2021), a MB
apresenta uma incidéncia varidvel em paciente oncopediétricos, variando de 20
a 80% em paciente submetidos a QT. Curra et al (2021) avaliaram a incidéncia
e os fatores de risco para MB em pacientes com cancer infantii em QT e
demonstraram que alguns protocolos de QT foram associados a uma maior
incidéncia de graus severos de MB. Além disso, demonstraram que outras
toxicidades como hematoldgicas, hepaticas e renais ocorreram em associagao
com a gravidade da MB. Neste estudo os autores avaliaram 112 pacientes
oncolégicos pediatricos e um total de 829 ciclos de QT e observaram uma
incidéncia geral de MB de 63,57% sendo que deste, 8,44% apresentaram graus
severos de MB (graus 3 e 4). Em estudos semelhantes, a incidéncia de MB variou
de 18 a 80% e de 14 a 18,6% para graus severos (ALLEN et al., 2018). Essas
variacdes na incidéncia de MB podem ocorrer devido as diferencas em cada
estudo em relagcdo metodologia, tipos de tumor, combinagdes de QT, tipo de
profilaxia usada e histérico genético. Outro fator que pode afetar essa incidéncia
€ gue muitos estudos nao ofereceram nenhum protocolo preventivo para MB.

Fatores associados com desenvolvimento de MB tem sido descritos na
literatura, incluindo tipo de drogas quimioterapicas, doses dos agentes
quimioterapicos, idade, estado nutricional e polimorfismos genéticos que
codificam enzimas responsaveis pelo metabolismo, transporte, e excrecédo de
drogas quimioterapicas. Criangas com malignidades hematologicas apresentam
MB com mais frequéncia do que aqueles com tumores solidos (de FARIAS
GABRIEL et al., 2021).
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Os sintomas associados a MB em criancas e adolescentes submetidos a
QT incluem disfagia, dislalia, maior uso de analgésicos além do aumento dos
niveis de estresse psicoldgico nesses pacientes (CHENG et al., 2012; CIDON,
2018; MAZHARI et al., 2018). Além disso, a MB pode aumentar a mortalidade
em até 40% em casos graves (MILLER et al., 2012). Apesar de diversos estudos
avaliarem o manejo do paciente pediatrico com MB, as evidéncias ainda néo séo
concretas, o guideline proposto pela Associacdo Multinacional de Cuidados de
Suporte em Céncer e da Sociedade Internacional de Oncologia Oral
(MASCC/ISOO) (MIRANDA-SILVA et al., 2021) publicou orienta¢des sobre o uso
de fotobiomodulacéo, reforcando os cuidados bucais combinados com diversos
agentes, assim como sugerindo a crioterapia e o uso de morfina 0,2% tépica em
casos especificos. Dessa forma, a prevencado, avaliacdo e tratamento destas
complica¢cBes no tratamento do paciente pediatrico com cancer e seu impacto na
qualidade de vida se faz necessaria.

A manifestacdo dos diferentes efeitos adversos, dentre eles a MB, assim
como, a resposta frente ao tratamento varia entre os individuos submetidos ao
mesmo protocolo quimioterdpico. Tanto os efeitos adversos como a resposta a
terapia podem ser moduladas pelo estado de saude do individuo, influéncias
ambientais e caracteristicas genéticas. Tem sido demonstrado que variacdes
genéticas alteram a suscetibilidade de grupos de pessoas a Varios
medicamentos (BASILE et al., 2019; LIU et al., 2017).

2.6 FARMACOGENETICA

A farmacogenética estuda como a variabilidade da expressdo génica
individual pode estar relacionada a maior suscetibilidade a doengas, bem como
influenciar na resposta ao tratamento farmacolégico em nivel celular, ou seja,
busca a causa genética para variacbes na resposta individual. Ja a
farmacogendbmica é a analise gendmica desses determinantes genéticos,
embora usualmente o0s dois termos sejam utilizados como sindGnimos
(ELZAGALLAAI; CARLETON; RIEDER, 2021). Utilizar a farmacogenética como
movimento para a medicina individualizada ou personalizada vem crescendo. As
variacdes em um gene podem afetar a farmacocinética ou a farmacodinamica de

um medicamento, 0 que, por sua vez, afeta os resultados clinicos. A
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farmacocinética é o processo pelo qual uma droga é absorvida, distribuida,
metabolizada e excretada pelo corpo; farmacodinamica é o efeito de uma droga
no corpo. Esses fatores podem determinar potencialmente a eficacia ou
toxicidade de um medicamento; por exemplo, uma variante genética pode levar
ao aumento das concentragcbes plasméticas do medicamento, o que, por sua
vez, se traduz em aumento da eficacia do medicamento ou efeitos adversos
(FENG; XIE, 2016; WANG, 2010).

Em farmacogenética, variantes genéticas e mutagdes sdo conceitos
importantes que devem ser destacados. Costuma-se definir variante genética
como uma variante da sequéncia de DNA presente em mais de 1% da populacéo
geral; se uma variante estiver em menos de 1% da populacéo, ela é considerada
uma mutagdo. No entanto, com o aumento no numero de genes nas bases de
dados, sabe-se que esta distingdo ndo é assim tado linear e ambas séo
consideradas variantes genéticas (MALSAGOVA et al., 2020; WAKE et al.,
2019). As variantes genéticas mais estudadas e que ocorrem mais
frequentemente sdo chamadas de single nucleotide polymorphisms (SNP) e
consiste na substituicdo de uma Unica base nitrogenada (ZHOU, 2020). Estudos
sobre farmacogenética em oncologia tém focado na andlise de variantes de
sequéncia em genes envolvidos no metabolismo dos quimioterapicos mais
utilizados na pratica clinica e que estao relacionados a maior nimero e gravidade
de efeitos adversos (MARTINS, et al.,, 2013). A presenca de altera¢cdes na
sequéncia de regides promotoras pode ocasionar alteracdes na transcricdo do
gene-alvo e até mesmo modificar a sequéncia da proteina e sua funcéo
biolégica. Diferentes variantes em genes que regulam os processos de
metabolismo e transporte de farmacos estéo sendo relatados como marcadores
para predizer a eficacia de tratamento e os efeitos adversos (GUTIERREZ-
CAMINO et al., 2018; LIU et al., 2017).

Em relagdo a varios agentes citotoxicos utilizados na terapia
antineoplasica, foi evidenciado que variantes em genes que codificam enzimas
envolvidas em seu metabolismo estdo associadas a superexposi¢cao sanguinea
ao farmaco, levando a maior risco de toxicidade. A genotipagem desses genes
antes do tratamento € uma estratégia valiosa para prevenir efeitos colaterais e
predizer a resposta individual a terapia medicamentosa (BOUVET et al., 2020).

Diversas variantes em genes que regulam o0s processos de metabolismo e
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transporte de farmacos estéo sendo relatados como marcadores para predizer a
eficacia de tratamento (TOHKIN, 2010). Os genes da familia CYP (citocromo
P450) e ABC (ATP binding-cassete) apresentam variantes que influenciam na
resposta terapéutica e toxicidade do tratamento quimiotergpico. O gene CYP2C9
codifica enzimas hepaticas consideradas metabolizadoras de primeira fase de
quimioterapicos como o MTX, CTX e DOXO. Variantes desse gene alteram a
expressdo e atividade dessas enzimas e consequentemente a toxicidade das
drogas (GERVASINI, VAGACE, 2012; TULSYAN, et al., 2014). O gene ABCC2
codifica enzimas relacionadas ao transporte e eliminacdo de quimioterapicos.
Variantes deste gene tém sido associadas a menor sobrevida em pacientes
submetidos a QT e aumento da toxicidade (CARONIA et al., 2011; LIU, et al.,
2014).

O MTX é um quimioterapico que atua por meio da inibicdo competitiva de
enzimas que utilizam folato (isoladamente ou em combinacdo com outros
agentes antineoplasicos; em baixas ou altas doses). E eficaz no tratamento de
varios tipos de cancer, como leucemia, linfoma, osteossarcoma, bem como
doencas autoimunes, como artrite reumatoide. Apresenta uma ampla
variabilidade interindividual em sua biodisponibilidade, resultando nédo apenas
em ajustes continuos de dose, mas também na frequente descontinuacdo do
tratamento por toxicidade. Os eventos adversos comuns incluem efeitos
colaterais gastrointestinais, MB, elevacdo das enzimas hepéticas,
neurotoxicidade, toxicidade hematologica ou até morte (FENG; XIE, 2016;
GERVASINI; MOTA-ZAMORANO, 2019). Variantes do gene MTHFR que
codifica a enzima metilenotetrahidrofolato redutase estdo associadas a
alteracfes nos niveis plasmaticos de MTX e a eficacia e toxicidade. Entre estes,
foram identificadas duas variantes, c.677C> T (Ala222Val) rs1801133 e
c.1298A> C (Glud429Ala) rs1801131 que reduzem a atividade enzimatica de
MTHFR. O risco de desenvolver toxicidade relacionada ao MTX, especialmente
hepatica, toxicidade gastrointestinal, leucopenia, neurotoxicidade, foi
significativamente associado a c.677C> T (GERVASINI; MOTA-ZAMORANO,
2019; LAMBRECHT et al., 2017). Além disso, diversos estudos demonstraram
que variantes genéticas em SLCO1B1 estdo associadas a depuragdo do MTX
(CSORDAS et al., 2014; LIU, S. G. et al., 2017; LOPEZ-LOPEZ et al., 2011;
RADTKE et al., 2013; RAMSEY et al., 2013; TREVINO et al., 2009; ZHANG et
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al., 2014). Vérias proteinas de membrana, membros da familia ABC, estédo
envolvidas no transporte do MTX para fora das células, sendo de particular
interesse seu estudo na LLA na infancia, dentre elas estdo: ABCB1, ABCC1,
ABCC2, ABCC3, ABCC4 e ABCG2 (GERVASINI; MOTA-ZAMORANO, 2019).

A DOXO é um agente antitumoral da familia das antraciclinas utilizado em
mais da metade dos protocolos de tratamento do cancer infantil. Seu uso esta
associado a cardiotoxicidade manifestada como disfuncdo cardiaca
assintomatica e insuficiéncia cardiaca congestiva e os genes frequentemente
relacionados a esse desfecho sdo: RARG, SLC28A3, SLC22A17, SLC22A7,
UGT1A6, ABCC1, ABCC2, ABCC5, ABCB1, ABCB4 e CBR (AMINKENG et al.,
2015; ELZAGALLAAI; CARLETON; RIEDER, 2021; VON HOFF et al., 1979).

A CTX é um agente antineoplasico e imunossupressor do grupo dos
Agentes Alquilantes do tipo Mostarda Nitrogenada. E comumente usada no
tratamento de linfomas; leucemia; neuroblastoma; retinoblastoma; e tumores
sb6lidos da infancia, como osteossarcoma, sarcoma de Ewing,
rabdomiossarcoma e meduloblastoma e requer ativacdo através de enzimas
CYP para atuar como agente alquilante. A desintoxicacdo de metabdlitos
reativos da CTX € realizada através de oxidacdo de aldeido desidrogenases
(ALDHs) ou por conjugacdo mediada pela glutationa S-transferase (GST).
Portanto, variantes genéticas de CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4,
CYP3A5, GSTAl, GSTP1, ALDH1Al1 e ALDH3Al podem interferir na
farmacocinética da CTX (ELZAGALLAAI; CARLETON; RIEDER, 2021; ROY et
al., 1999).

Em relacdo a MB, estudos preliminares sugerem associacao da variante
C3435T (rs1045642) no gene MDR-1 com o desenvolvimento de MB (BEKTAS-
KAYHAN et al., 2012). A alteracdo G80A no gene SLC19A1 (rs1051266), que
codifica o transportador RFC1, esta associada as concentracfes plasmaticas de
MTX, presenca de MB e recidiva em pacientes pediatricos com LLA
(SUTHANDIRAM et al., 2014). Existem evidéncias de que a variante C677T
(rs1801133) no gene que codifica a enzima MTHFR esta associado a presenca
de concentragfes plasmaticas toxicas de MTX, aumentando a probabilidade de
o paciente desenvolver efeitos adversos durante o tratamento oncolégico (MEI
et al., 2015). Da mesma forma, um estudo identificou trés alteragbes em genes

que codificam microRNAs (miR-4268, miR4751 e miR-3117) e as associou a
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uma maior prevaléncia de MB, diarreia e vomito em criancas na fase de inducéo
da terapia para LLA (GUTIERREZ-CAMINO et al.,, 2018). No entanto, a
publicacdo de Li e colaboradores (2017) demonstrou que existe um maior risco
de efeitos colaterais durante a terapia com HD-MTX em criangas em tratamento
para LLA portadoras da alteracdo C677T no gene MTHFR. A literatura também
traz que um alelo polimérfico do MTHFR foi associado a MB em 81,3% dos casos
de pacientes pediatricos com LLA (TANTAWY et al., 2010). O gene ABCB1 esta
relacionado ao transporte de drogas citotoxicas. No entanto, as evidéncias
encontradas demonstram que o mesmo gene desempenha apenas um pequeno
papel no transporte da CTX (ZHANG et al., 2005). A presenca da alteracéo
Arg399GIn na sequéncia do gene XRCC1 parece estar associada a um aumento
do risco de desenvolvimento de MB grave, enquanto variante Arg194Trp neste
mesmo gene mostrou um efeito protetor para o aparecimento desta condi¢cdo
(OZDEMIR et al., 2012). Por fim, também foi encontrada evidéncia que sugere a
associacao de variantes na sequéncia do gene ABCC4 e uma maior incidéncia
de MB (DEN HOED et al., 2015).

Dessa forma, apdés a revisdo da literatura, pode-se perceber que as
evidéncias sdo ainda bastante vagas na identificacdo de variantes genéticas que
possam estar associados ao desenvolvimento de MB em pacientes pediatricos
com diagnostico de leucemia ou linfoma, justificando o desenvolvimento do

presente estudo.
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3. OBJETIVO GERAL

Investigar a relagé&o entre variantes nos genes ABCA3, ABCB1,
ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC6, ABCG2, CCND1, CYP2AS6,
CYP2A7, CYP3A5, GSTALl, GSTM1 GSTP1, HSP90AAl, MTHFR,
NR3C1, SLC19A1 and SLCOG6A1 relacionados ao metabolismo e
transporte dos antineoplasicos MTX, CTX e DOXO com a auséncia
(grau 0) ou presenca (graus 1, 2, 3 e 4) de MB nos pacientes pediatricos

com leucemia linfondide aguda e linfoma submetidos a QT.



3. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados desta tese serdo apresentados em forma de artigo
cientifico  que sera submetido para o periédico Supportive Care in

Cancer. Impact Factor 3.077.
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CONSIDERACOES FINAIS

Como é de conhecimento, a QT veio a aumentar a sobrevida de
pacientes pediatricos em tratamento de leucemia e linfoma. No entanto, diversos
efeitos adversos sdo associados, dentre eles a MB, uma condicdo bastante
debilitante, diretamente relacionada ao farmaco utilizado no tratamento
antineoplasico. Além da sintomatologia dolorosa, a MB compromete a qualidade
de vida, causando hospitalizagdes prolongadas, aumentando custos e afetando
negativamente o prognoéstico do paciente. Dessa forma, medidas que venham a
tentar reduzir os eventos adversos merecem e precisam ser mais profundamente
estudados.

Assim, a farmacogenética € um ramo bastante promissor neste sentido,
pois tem capacidade de fornecer informacdes sobre a resposta personalizada
aos farmacos, tanto em relacdo a seguranca quanto a eficacia. Mais estudos
devem ser realizados afim de identificar as principais variantes géncias
associadas a MB, e os testes genéticos devem ser o quanto antes
implementados no planejamento terapéutico oncoldgico pediatrico.

O presente trabalho trouxe uma grande analise genética, com estudo de
61 variantes génicas na prevaléncia de MB, em 64 pacientes pediatricos com
leucemia e linfoma. Nossos resultados principais trouxeram a relacdo de
variantes genéticas dos genes ABCC2, ABCC4 e GSTM1 na presenca de M
genes da familia ABCC6, HSP90AAL, SLC19A1 em ciclos com predominancia
do CTX e variantes genéticas dos genes ABCC1, MTHFR e CYP2A7 em ciclos
com predominancia da DOXO. Mais estudos sdo necessarios para investigar

essas associacdes com grupos maiores de pacientes.
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Numero do Parecer: 4862871

Apresentagio do Projeto:

O cdncer & a principal causa de morte entre criangas & adolescentes em todo o mundo. Dentre os tipos mais
comuns de canceres infantis estdo as leucemias, linfomas & o osteossarcoma. Embora possa exibir severos
efeitos adversos imediatos e tardios, a quimioterapia ainda € um dos principais tratamentos para essas
neoplasias e atua tanto em células tumorais como nas células normais. De modo geral, esses farmacos
exibem estreitas janelas terapéuticas e, portante, as diferengas entre as doses que produzem um efeito
terapéutico & que causam toxicidade s3o limitrofes. Além disso, a resposta frente ao trataments vara entre
os individues submetidos ao mesmo protocolo quimioterapico e a manifestagio dos diferentes efeitos
adversos pode ser modulada pelo estado de salde do individuo, influéncias ambientais e por caracteristicas
genéticas. A farmacogenética estuda como a variabilidade genética individual pode estar relacionada &
maior suscetibilidade a doengas, bem como influenciar na resposta ao tratamento farmacolagico. Assim
sendo, sabemos que o conhecimento de genes e suas variantes s3o essenciais para predizermos se estas
drogas acarretardo toxicidade para determinado paciente. Desse modo, visando o manejo mais eficaz e

seguro de drogas quimioterapicas, o presente estudo
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tem como cbjetive investigar a relagdo entre variantes genéticas associadas 3 farmacocinética &
farmacodinamica dos antineoplasicos metotrexato (MTX), doxorrubicina e ciclofosfamida na eficicia & no
desenvaolvimente de reagio adversa em pacientes pedidtricos com Ostecssarcoma, Leucemia Linfoide
Aguda (LLA}, Leucemia Mieloide Aguda (LMA) e Linfoma. Trata-se de um estudo observacional
retrospeciive com a coleta de dados de prontuario e analise molecular de amostras ja coletadas em estudo
prévio de B2 pacientes cncolagicos pediatricos atendidos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre de 2015 a
2018. Serio coletadas informagdes sobre eventos de toxicidade hematoldgica, hepatica, renal,
gastrointestinal - com enfogque na mucesite oral (MO) - e cardiaca frente aos protecolos gquimicterapicos
envalvendo MTX, Doxorrubicina e Ciclofosfamida de acordo com os Critérics de Terminclogia Comuns para
Eventos Adversos (CTCAE) versdo 5.0 do Maticnal Cancer Institute (MCI} e a MO sera classificada de
acordo com of critérios da Organizagdo Mundial da Sadde (OMS). As variantes genéticas identificadas em
estudo prévio através de Sequenciamento de Mova E‘-eraq.ﬁn (NGS5 com equipamento lon Torrent Personal
Genome Machine (PGM) serdo investigadas quanto a sua relagdo ou ndo com eventos de toxicidade.

Analises complementares serdao realizadas por PCR em tempe real e sequenciamento de Sanger.

Objetive da Pesqguisa:

Objetive Primario:

Investigar a relagdo entre variantes genéticas associados & farmacocinética & farmacodindmica dos
antineoplasicos MTX, doxorrubicina e ciclofosfamida na eficacia e no desenvolvimento de reagﬁu adversa
em pacientes pediatricos com Osteossarcoma, LLA, Leucemia Misloide Aguda (LMA) e Linfoma.

Objetivo Secundarios:

« Avaliar a relagio entre variantes genéticas e a toxicidade hematolégica em pacientes pediatricos com
Ostepssarcoma, LLA, LMA e Linfoma frente ao tratamento antinecplasice utilizando protocolos com MTX,
doxorrubicina e ciclofosfamida.

= Avaliar a FE|.EI§5E| entre variantes geneticas e a toxicidade hepatica em pacientes pediatricos com
Osteossarcoma, LLA, LMA e Linfoma frente ao tratamento antinecplasico utilizando protocolos com MTX,
doxarrubicina e ciclofosfamida.

« Avaliar a relagdo entre variantes genéticas e a3 toxicidade renal em pacientes pedidtricos com
Ostepssarcoma, LLA, LMA e Linfoma frente ao tratamento antinecplasice utilizando protocolos com MTX,

doxorrubicina e ciclofosfamida.
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- Awvaliar a relagdo entre variantes genéticas e desordens gastrointestinais (com enfoque principal no
desfecho de M) em pacientes pediatricos com Ostecssarcoma, LLA, LMA e Linfoma frente ao fratamento
antineoplasico utilizando protocolos com MTX, doxorrubicina e ciclofosfamida.

« Avaliar a relagdo entre variantes genéticas e desordens cardiacas em pacientes pediatricos com
Ostepssarcoma, LLA, LMA e Linfoma frente ao tratamento antineoplasico ufilizando protocolos com
doxorrubicina.

« Avaliar a relag3o entre variantes genéticas e oz desfechos de eficacia clinica (remizsio, remizss3o
completa, sobrevida & obito) em pacientes pedistricos com Osteassarcoma, LLA, LMA e Linfoma frente ao

trataments antineoplasico utilizando protocolos com MTX, doxorrubicina e ciclofosfamida.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Risgos:

O's possiveis riscos ou desconfortos decommentes da participagdo na pesquisa sdo relatives aos dados, ou
seja, invasdo de privacidade & divulgagdo de dados confidenciais. Com o objetive de minimizar esses riscos,
as seguintes medidas serdo tomadas: buscando a protegdo dos dados. os pesquisadores envolvidos se
comprometem a manter as informacdes em sigile através da assinatura de termos de confidencialidade
descritos no inicio da segio 3.7 do projeto completo & serd realizada codificagdo das informacdes.
Beneficios:

A participacido na pesquiza podera contribuir para o aumento do conhecimento sobre o assunte estudado e,
se aplicdvel, poderd beneficiar futuros pacientes. Além disso, todos os paricipantes receberdo um laudo de

farmacogenetica que podera ser utilizado no futuro para guiar cutros tratamentos.

Comentirios & Consideragtes sobre a Pesquisa:
Projeto utilizara banco de dados anonimizado do projeto anterior 20140581 (CAAE 409212156800005327 ).
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Wer conclusdes ou pendéncias e lista de inadequages.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Az pendéncias emitidas para o projeto no parecer M.® 4 768.353 foram respondidas pelos pesguisadores,

conforme carta de respostas adicionada em 10/07/2021. N3o apresenta novas pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Lembramaos que a presente aprovacdo (projeto versdo e demais documentos gque atendem as solicitagdes
do CEP) refere-se apenas aos aspectos &ticos & metodologicos do projeto.

s pesquisadores devem atentar ao cumprimento dos seguintes items:

a) Este projeto esta aprovado para revis3o de registros de 82 participantes no Centro HCPA, de acondo com
as informagdes do projeto. Qualguer alteragde deste nimero devera ser comunicada ao CEF e ao Servigo
de Gestio em Pesquisa para autorizagies e atualizagdes cabiveis.

b) O projeto estad cadastrado no sistema AGHUse Pesquisa (20210140} para fins de avaliagio logistica &
financeira & somente podera ser iniciado apds aprovagio final do Grupo de Pesguisa e Fos-Graduagio.
=} Qualguer alteragdo nestes documenios devera ser encaminhada para avaliagdo do CEP.

d) Deverdo ser adicionados relatorios semesfrais e um relatorio final do projeto no cadastro do mesmo, no

Sistema AGHUse Pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguineo Fostagem Autor Situagio
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 10/07/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1288309 pdf 21:13:28
TCLE f Termos de Anexoll_solicitacac_dispensa_TCLE_we|l 10/07/2021 |Stefanie Thieme Aceito
Assentimentos [ rsac_2. pdf 20:4%:17  |Perotio
Justificativa de
Auzéncia
Outros Carta_resposta_ CEPHCPA pdf 10/07/12021 |Stéfanie Thieme Aceito

20:44:11 Perotto
Projete Detalhade ! | Projeto_completo_versao_2 pdf 10/07/2021 |Stefanie Thieme Aceito
Brochura 20:38:54  |Perotto
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ANEXO I
APROVACAO DA
COMPESQ

O projeto de pesquisa em andlise € coordenado pela Profa
Manoela Domingues Martins e conta com a participacdo de
pesquisadores da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e do Instituto do Cancer
Infantil. O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (Porto Alegre, RS), conforme parecer anexado pela
pesquisadora responsavel. Em revisdo de literatura, os
pesquisadores discutem aspectos relacionados ao cancer
infantil, com énfase nos efeitos adversos imediatos e tardios dos
farmacos quimioterapicos. Salientou-se que a resposta frente ao
tratamento varia entre os individuos submetidos ao mesmo
protocolo quimioterapico e a manifestacédo dosdiferentes efeitos
adversos pode ser modulada pelo estado de saude do individuo,
influéncias ambientais e por caracteristicas genéticas. Abordou-
se entdo a importancia da area da farmacogenética, que estuda
como a variabilidade genética individual pode estar relacionada
a maior suscetibilidade a doencas, bem como influenciar na
resposta ao tratamento farmacolégico. Desse modo, visando o
manejo mais eficaz e seguro de drogas quimioterapicas, o
presente estudo tem como objetivo investigar a relagdo entre
variantes genéticas associadas a farmacocinética e
farmacodindmica dos antineoplasicos metotrexato (MTX),
doxorrubicina e ciclofosfamida na eficacia e no desenvolvimento
de reagdo adversa em pacientes pediatricos com
Osteossarcoma, Leucemia Linfoide Aguda (LLA), Leucemia
Mieloide Aguda (LMA) e Linfoma. Trata-se de um estudo
observacional retrospectivo com a coleta de dados e analise
molecular de amostras ja realizadas em estudo préviode 82
pacientes oncoldgicos pediatricos atendidos no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre de 2015 a 2018. Serdo coletadas
informacdes sobre eventos de toxicidade hematoldgica,
hepatica, renal, gastrointestinal, cardiaca e sobrevida frente aos
protocolos quimioterapicos envolvendo MTX, Doxorrubicina e
Ciclofosfamida de acordo com os Critérios de Terminologia
Comuns para Eventos Adversos (CTCAE) versao 5.0 do National
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Cancer Institute (NCI) e a MB sera classificada de acordo com
os critérios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). As
variantes genéticas identificadas em estudo prévio através de
Sequenciamento de Nova Geracédo (NGS) com equipamento lon
Torrent Personal Genome Machine (PGM) serdo investigadas
guanto a sua relacéo ou ndo com eventos de toxicidade. Analises
complementares seréo realizadas por PCR em tempo real e
sequenciamento de Sanger. As estratégias de analise dedados
foram apresentadas. O projeto encontra-se em condi¢cdes de
aprovacao quanto ao mérito por essa COMPESQ, que emite
ciéncia quanto a sua realizagdo. Conforme mencionado
anteriormente, o projeto foi aprovado pelo CEP-HCPA sob o
namero CAAE 46986321.3.0000.5327 e numero de parecer
4.862.871.
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