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INTRODUCAO

O 5-fluorouracil (5-FU), um dos farmacos mais utilizados
na quimioterapia do cancer (DIASIO & HARRIS, 1989), é um
antimetabdlito que interfere na duplicacdo e transcricdo do
DNA. Embora o mecanismo de acio desse firmaco ainda nao
ter sido completamente elucidado é provéavel que seja pela
ligacdo do fluorodeoxiribonucleotideo monofosfatado
(FAUMP), um metabdlito da droga a timilidato sintetase,
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inativando-a, portanto, impedindo a sintese das timinas e
consequentemente a sintese do DNA.

Um segundo mecanismo é a incorporagao de outro
metabdlito da droga, o Furd, ao RNA mensageiro no momento de
sua transcricao, no lugar da uracila, formando, assim, um falso
RNA. A biotransformacio do 5-FU em B-alanina fluorinatada
resulta em sua excrecao do organismo. Cerca de 70-80% desta
biotransformacao é realizada pela diidropirimidina desidrogenase
(Dpd) a R-alanina fluorinatada (WOODCOCK et al, 1980).



A Dpd é a primeira enzima dos trés passos da via
metabdlica das bases pirimidinas, sua auséncia inviabiliza a
metabolizacao das timinas e uracilas. A completa deficiéncia
de atividade da Dpd também estd associada a toxicidade ao 5-
FU. Tuchman e colaboradores (1985) foram os primeiros a
descreveram um paciente com grave toxicidade ao 5-FU
associada a desordem no metabolismo das pirimidinas.

A incidéncia de parcial ou completa deficiéncia da Dpd
tem sido estudada por vdrios autores (LU & ZHANG, 1993;
RIDGE et al, 1998a; ETIENNE et al, 1994). A base molecular
da timinauraciliria foi determinada ao se estudar o fenétipo e
o gendtipo da familia de um paciente que nao mostrou
atividade da Dpd. Neste estudo os RNAm de fibroblastos do
paciente e de 4 membros da familia foram submetidos a RT-
PCR usando iniciadores de reacdao gerados a partir da
seqtiéncia do cDNA do DPYD humano, no paciente, o RNAm
do gene DPYD tinha 165 nucleotideos a menos, resultante da
perda de um exon.

Os pais se mostraram heterozigotos para esta delecao e
um irmao sé possuia transcrito normal (MEINSMA et al, 1995).
A substituicio de G’!A no sitio doador de splicing levou a
delecdo completa do exon 14 (165 pb) do gene DPYD
(IVS14+1G-A), em familias nao relacionadas e que possuiam
pacientes de cancer com deficiéncia de Dpd e que haviam
apresentado grave toxicidade ao tratamento com 5-FU (WEl et
al, 1996).

Inmeras mutagoes ja foram descritas para este gene desde
seu sequenciamento. Grupos étnicos diferentes apresentam
prevaléncias diferenciadas destas mutagoes (VAN KUILENBURG
et al, 1999) que causam danos diferenciados na atividade da
enzima e somente a [VS14+1G-A estd confirmada como base
molecular para toxicidade ao 5-FU (RIDGE et al, 1998b;
VREKEN et al, 1997).

Acredita-se que o maior sitio para o metabolismo do 5-
FU seja o figado (HO, 1986). No entanto, o risco de um
procedimento invasivo para medir a atividade da Dpd nao é
justificado. Alguns estudos ja demonstraram que as células
monunucleadas do sangue podem ser usadas como um
marcador da atividade da Dpd hepdtica (LU et al, 1993;
CHAZAL et al, 1996), mas, estudos para determinar a atividade
da Dpd sao trabalhosos e muito caros nao sendo recomendado
para aplicacdo em larga escala (MILANO et al, 1999).

Este ensaio teve como objetivo determinar a freqtiéncia
alélica da mutacao IVS14+1G-A em individuos sdos e em
pacientes portadores de cancer, a fim de mostrar que esta
mutagao pode ser um mecanismo comum de deficiéncia da
Dpd e da toxicidade exacerbada em pacientes de cancer
tratados com 5-FU utilizando uma técnica simples e de baixo
custo.

Casuistica e métodos
Pacientes

Em um estudo de cohorte realizado, no periodo de
janeiro a junho de 2001, investigou-se a presenca de
polimorfismo genético para enzima Dpd em 70 pacientes
previamente diagnosticados como portadores de neoplasias
(58 portadores de cancer de mama e 12 portadores de cancer
gastrintestinal) assistidos pelo servico ambulatorial do Hospital
do Cancer da Universidade Federal de Uberlandia.

Todos os individuos ndo eram relacionados entre si e
residiam nas regides do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba,
em Minas Gerais, Brasil. A aprovacao ética deste estudo foi
obtida pelo comité de ética local da Universidade Federal de
Uberlandia e as amostras foram coletadas mediante

consentimento informado de todos individuos (Anexo 1),
independente do estdgio da doenca e tempo de tratamento.

Grupo controle

Participaram do grupo controle 70 individuos nao
portadores de cancer, cujas amostras sanguineas foram obtidas
de maneira randémica no ato da coleta de sangue para exames
laboratoriais de rotina em um laboratério de anlises clinicas

da cidade.

Isolamento do DNA de sangue periférico

O DNA foi obtido, a partir de células mononucleadas de
sangue periférico pelo método de extracao de DNA descrito
por Sambrook (1989) com modificacdes (Anexo II). O DNA
extraido foi diluido em dgua ultrapura e sua qualidade avaliada
por eletroforese em gel de agarose 0.8%, corado com brometo
de etidio. Os DNA foram armazenados a -80°C.

Genotipagem do polimorfismo

O fragmento genémico de 409 pb contendo o exon 14
foi amplificado por meio da PCR. Os primers utilizados
“flanqueam” a regido intronica que contém a sequéncia
consenso AG e GT doadora de splicing foram o DPDGF
5'TGCAAATATGTGAGGAGGGACCS3” e DPDGR
5’CAGCAAAGCAACTGGCAGA-TTC3’. A reacao de
amplificacdo do fragmento ocorreu em um volume final de
50 ul contendo Tampao da Tagq DNA polimerase 10X (200
mM Tis-HCl (pH 8.3) e 500 mM KCl), 1,5 mM MgCl,, 10 pmol
de cada inciador de reacio, 200 UM de cada dioxinucleotideo
trifosfato, 1,5 unidades de Taq polimerase (Invitrogen) e 500
ng de DNA gendmico como molde. Depois da desnaturagao
inicial a 95°C por 5 minutos a amplificacao ocorreu em 30
ciclos de 94°C para desnaturagao por 40 segundos, 62°C por
40 segundos para anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto
para extensao. Os produtos foram submetidos a 72°C por 10
minutos para extensdo final. O produto da PCR foi separado
em gel de agarose a 1,2% e corado com brometo de etidio.

O polimorfismo da Dpd foi identificado por LIS-SSCP
(MARUYA et al, 1996) adicionando-se 2 microlitros da
amplificacdo a 10ul de solucdo LIS (10% of sacarose, 0.01%
de azul de bromofenol e 0.01% of xileno cianol FF), esta mistura
foi incubada a 97°C por 10 min e imediatamente resfriada e
aplicada em um gel de poliacrilamida (numa razao de 49 de
acrilamida: 1 de bisacrilamida) a 8% com 300V por 7 horas a
4°C, usando tampao TBE 1X (45mM Tris-borato/ T mM EDTA).

Os padroes eletroforéticos SSCP no gel foram detectados
ap6s coloragao com prata (Anexo Ill). Para determinar o padrao
de cada alelo, as amostras foram submetidas a restricao
enzimdtica em 20 pl reacdo contendo tampao NE 1X (10mM
Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM ditiotreitol pH70), 1 pl produto
amplificado pela PCR e 3U da endonuclease HpyCH4
(Biolabs), um isoesquisomero da Mael (A-CGT). A mistura foi
incubada a 37°C por 2 horas. A endonuclease HpyCH4
reconhece o sitio A-CGT e promove a restricao do fragmento
gerando um de 238 pb e outro de 131 pb. A troca de G-A leva
a perda deste sitio de restricdo. Os fragmentos de DNA foram
separados por eletroforese em gel de agarose 2%.

Resultados

Andlise LIS-SSCP para mutagdes no exon 14. O produto
resultante da amplificacdo da regido gendmica contendo o
exon 14 foi desnaturado em tampdo de LIS e imediatamente
aplicado em gel de poliacrilamida. As fitas foram separadas
pela desnaturacdo e durante a corrida assumiram 03 padroes
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distintos conforme as diferentes conformacoes geradas de
acordo com sua composicao de nucleotideos.

Fitas de igual composicao migram na mesma velocidade
ocupando a mesma posicao no gel, ji fitas com outras
composicoes assumem conformacdes diferentes, portanto,
migram de maneiras distintas, assumindo posicbes também
distintas no gel (Figura 1). O padrao desenvolvido pela grande
maioria dos individuos analisados (137), era do tipo
homozigoto para o alelo G na posicao IVS14, confirmado
pela RFLP

O segundo padrao apareceu em 2 individuos, que se
mostraram heterozigotos para o alelo IVS14+1G-A na RFLP
Um terceiro padrao (Figura 1B, coluna 3) foi desenvolvido
apenas em 01 individuo no grupo controle, porém, na RFLP
se mostrou do tipo IVS14GG o que sugere se tratar de outra
mutacao no mesmo fragmento. Nenhum alelo IVS14+1A foi
encontrado entre os individuos ndo portadores de tumores.

: 1 2 3 4 50 1 2 3 4
bl Tam e &
. “"_ e -
L .-,-._4,..‘
(ensy

(A) (B)

Figura 1. Andlise por PCR-LISS-SSCP do grupo de alelos do gene DPYD. (A) colunas de
1-4 amostras homozigotas para o alelo IVS14G, coluna 5 amostra heterozigota para o
alelo IVS14A. (B) colunas 1,2, e 4 amostrashomozigotas para o alelo IVS14G, coluna
5 amostra com nova mutagao.

Andlise RFLP da mutacdo IVS14+1G-A. O fragmento
de 409 pb amplificado resultante da PCR contendo
IVS14+1G-A tem um Gnico sitio de restricio para enzima
HpyCH4 IV (A-CGCT) o qual produz dois fragmentos, um de
278 pb e outro de 131 pb no alelo do tipo selvagem. Este sitio
é eliminado quando a substituicdo G para A no sitio doador
de splicing ocorre (Figura 2). A RFLP foi empregada com a
finalidade de determinar a correspondéncia entre os padroes
de corrida no LIS-SSCP com os gendtipos para IVS14+1G-A.
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Figura 2. Andlises RFLP para grupo de alelos do gene DPYD, coluna M contém marcador
de 100-pb (GIBCO BRL), colunas de 1-4 amostras homozigotas selvagens, coluna 5
amostra heterozigota mutante para mutagao IVS14+1G-A.

Ap6s andlise dos 70 pacientes, 2 (2,8%) deles se
mostraram heterozigotos para a mutagao IVS14+1G-A sendo
os demais homozigotos selvagens. Entre os individuos sadios
nao foi encontrado nenhum alelo para a mutacio IVS14+1G-
A. As duas pacientes heterozigéticas para a mutagdo
IVS14+1G-A eram portadoras de neoplasia mamdria, nenhum
alelo mutante foi encontrado entre os portadores de cancer
do trato gastrintestinal.
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Figura 3. Freqtiéncia do alelo IVS14+1G-A na populagao (controle+pacientes) e
entre pacientes portadores de cancer (mama + gatrintestinal).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A mutagao de ponto G-A na seqiiéncia conservada do
sitio doador de splicing foi indicada como a mais comum
(52%) entre os pacientes com completa deficiéncia de Dpd
(VAN KUILENBURG et al, 1999). Triagens para presenca da
substituicao G-A no sitio doador de splicing revelou diferencas
étnicas (Tabela 1).

Tabela 1. Diferencas étnicas na
prevaléncia do alelo IVS14+1G-A.

Populagao Frequéncia | No ge alelos autores
alelolVS14A
Alemaes 1,8% 2.714 Van Kuilenburg (2000)
Finlandeses 2,2% 90 Wei (1996)
Tailandeses 2,7% 72 Wei (1996)
Ingleses Nenhum alelo 60 Wei (1996)
Japoneses Nenhum alelo 70 Wei (1996)
Afro-americanos | Nenhum alelo 40 Wei (1996)
Brasileiros 0,7% 280 Este estudo

‘Analisando separadamente a freqiiéncia alélica entre
pacientes e individuos sadios, nota-se que ela foi diferente
entre os dois grupos, porém, esta diferenca nao se mostrou
significativa (p>0.05), mas, num ensaio realizado por Lu e
colaboradores (1998) quando foram analisadas as atividades
enzimdticas da Dpd entre pacientes com cancer e a popula-
cdo normal, encontrou-se que entre os pacientes a atividade
da Dpd foi menor que a encontrada entre os individuos sadi-
os, encontrou ainda que entre os pacientes com cancer de
mama atividade da Dpd era menor que em pacientes com
cancer de colorretal.

Curiosamente, no presente estudo a prevaléncia do
alelo IVS14A, que implica em menor atividade da Dpd, foi
maior nos pacientes com cancer de mama do que em pacien-
tes com cancer do trato grastrintestinal, embora este dado seja
de baixo valor significativo, devido ao pequeno ndmero de
individuos contidos na amostragem. Existe correlacdo entre os
gendtipos da IVS14+1G-A e a atividade da Dpd no organis-
mo, o homozigoto selvagem apresenta maior atividade que
homozigoto mutante e o heterozigoto apresenta atividade in-
termedidria (WEl et al, 1996).

Num ensaio onde foi avaliada a atividade enzimética
da Dpd, Lu e colaboradores (1998) encontraram que entre os
pacientes a atividade foi menor que entre os individuos sadios.
Nesse mesmo estudo Lu e colaboradores encontraram nos
pacientes com cancer de mama menor atividade da Dpd do
que em pacientes com cancer de colorretal.

Nao estdo claras as razées para as diferencas genotipi-
cas e fenotipicas entre os individuos sadios e doentes, muitos



fatores intrinsecos e extrinsecos ao individuo podem colabo-
rar com a variabilidade da atividade enzimdtica num organis-
mo. Por isso, estudos futuros em que se avalie a acao do gené-
tipo e esta atividade nestes trés grupos de individuos poderia
ser (til para elucidar esta lacuna.

A maior parte dos estudos de prevaléncia da IVS14+1G-
A foram realizados, através da técnica de Restricao Enzimdtica
(RFLP), utilizando a enzima de restricio Maell, que é muito
cara, o que inviabiliza uma triagem entre todos os pacientes
com cancer para esta mutagao antes de iniciar o tratamento,
neste estudo duas alternativas mais econémicas foram desen-
volvidas com o intuito de minimizar os custos.

A primeira delas foi a substituicdo da endonuclease
Maell pela HpyCH4 IV, que é seu isoesquisdbmero cujo custo é
75% inferior ao da Maell. Outra alternativa que se mostrou
econdmica foi o uso da técnica LIS-SSCP que se mostrou efi-
ciente para detectar esta mutacao a um custo ainda menor
que o obtido com a substituicao da endonuclease Maell pela
HpyCH4 IV na RFLP

Usando esta metodologia de genotipagem para muta-
cdo G-A, foi demonstrado que existe uma frequéncia relativa-
mente alta do alelo mutante 0,7% na populagao brasileira.
Qual seria, entdo, a importancia desta mutagao na vida das
pessoas? Considerando outros distdrbios metabdlitos como a
fenilcetontria, que ocorre em um a cada 20.000 individuos e
é, hoje, uma preocupacio de satide piblica no Brasil ou ain-
da mais, se considerar a morbidade decorrente da completa
deficiéncia desta enzima em pacientes em tratamento com 5-
FU e o corrente uso desta droga nos tratamentos de neoplasi-
as, parece que uma triagem genética para esta mutacao dos
pacientes antes do tratamento com 5-FU pode ser Gtil na pre-
vencao de grave e as vezes letal toxicidade relacionada ao 5-
FU (VAN KULENBRUG et al, 2001) em pacientes heterozigotos
e homozigotos para a mutacao IVS14+1G-A.
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