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RESUMO

Resumo: Os polimorfismos genéticos da Tiopurina Metiltransferase (TPMT)
representam um dos principais exemplos da importancia da farmacogenética na
individualizagdo da terapia medicamentosa. A TPMT catalisa a S-metilacdo das
drogas tiopurinas, como 6-Mercaptopurina (6-MP) e azatioprina, usadas para o
tratamento de leucemias agudas, doengas auto-imunes, doenca inflamatodria
intestinal e na prevencédo da rejeicdo de orgaos transplantados. Embora sejam
efetivas, as tiopurinas apresentam um indice terapéutico relativamente estreito e sao
capazes de causar toxicidade droga-induzida com risco de morte, especialmente
mielossupressao. Objetivos: Avaliar a prevaléncia dos principais polimorfismos do
gene TPMT na populagao de Joinville/SC. Sujeitos e métodos: A prevaléncia das
variantes alélicas TPMT*2 (238G>C), TPMT*3A (460G>A e 719A>G), TPMT*3B
(460G>A) e TPMT*3C (719A>G) foi investigada em populagdo composta de 197
doadores de sangue utilizando-se enzimas de restricdo (PCR-RFLP) e PCR alelo-
especifico. Resultados: Variantes do gene TPMT foram detectadas em 12 sujeitos
(6,1%), todos dispondo perfil heterozigoto (TPMT*1/*2 em dois sujeitos (1,01%),
TPMT*1/*3A em seis (3,04%), TPMT*1/*3B em dois (1,01%), TPMT*1/*3C em um
(0.5%) e TPMT*3A/*3C em um (0.5%)). O gendtipo selvagem (TPMT*1/*1) foi
encontrado em 93,9% dos individuos estudados. Conclusfes: Gendtipos nao-
TPMT*1, relacionados a maior susceptibilidade a mielossupressdo, foram
identificados em 6,1% da amostra populacional estudada. A identificagdo prévia
destes poderia contribuir para a prevencdo da ocorréncia de complicagcdes

associadas ao uso de tiopurinas.



ABSTRACT

Background: Genetic polymorphisms of Thiopurine S-methyltransferase (TPMT)
represent the importance of pharmacogenetics regarding individualized drug therapy.
TPMT catalyses the S-methylation of thiopurine drugs such as 6-mercaptopurine (6-
MP) and azathioprine, used to treat childhood leukemia, autoimmune diseases,
inflammatory bowel disease and organ transplant recipients. Despite their
effectiveness, thiopurines have a narrow therapeutic index and may cause life-
threatening drug-induced toxicity such as myelosuppression. Aim: To assess the
prevalence of TMPT gene polymorphism in the population of Joinville/SC. Subjects
and Methods: The frequency of four allelic variants of the TPMT gene, TPMT *2
(238G>C), TPMT *3A (460G>A and 719A>G), TPMT*3B (460G>A) and TPMT *3C
(719A>G) were analyzed in 197 blood donors of Joinville/SC, using restriction
fragment length polymorphism (RFLP) and allele-specific PCR-based assays.
Results: TPMT gene heterozygous variants were detected in 12 subjects (6,1%).
TPMT*1/*2 in two subjects (1,01%), TPMT*1/ *3A in six (3,04%), TPMT*1/*3B in two
(1,01%), TPMT*1/*3C in one (0,5%) and TPMT*3A/*3C in one (0,5%). The normal
allele (wild-type) was found in 93,9% of the individuals studied. Conclusion: The
prevalence of non-TPMT*1 polymorphisms in 6,1% in the population sample
analyzed in the present study suggests the potential role of this test in the prevention

of myelosuppression by thiopurine drugs.
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1 INTRODUCAO

As drogas tiopurinas, representadas atualmente pela tioguanina (TG),
azatioprina (AZA) e 6-mercaptopurina (6-MP), sdo amplamente utilizadas para tratar
pacientes com varias doencas, como: leucemias linfoblasticas agudas (LENNARD et
al, 1990), hepatite auto-imune, miastenia gravis, artrite reumatodide, doengas
inflamatdrias intestinais, pacientes com 6érgédos transplantados, entre outras

(COULTHARD & HOGARTH, 2005).

Entretanto, existe uma grande variabilidade entre a eficacia e a toxicidade
dessas drogas. Essa grande variabilidade tem sido associada, em alguns pacientes,

a presencga de um polimorfismo no gene da tiopurina metiltransferase (TPMT).

A tiopurina metiltransferase € uma das enzimas responsaveis pelo
metabolismo da mercaptopurina (6-MP) e azatioprina. Weinshilboum & Sladek
(1980) demonstraram a existéncia de um polimorfismo genético de carater
autossbmico co-dominante para a TPMT em humanos. O metabolismo da 6-MP é
intensamente afetado por esses polimorfismos, os quais podem provocar uma ampla
variagdo entre a eficacia e a toxicidade dessas drogas, muitas vezes

impossibilitando o seu uso e levando a uma resposta imprevisivel.

O principal efeito colateral em pacientes portadores destes polimorfismos é
uma mielossupressao grave, a qual, embora seja revertida com a suspensdo da
droga, pode acarretar problemas muito graves, levando ao surgimento de processos
infecciosos ou de sangramentos espontédneos com risco iminente de morte

(KRYNETSKI et al, 1999; McLEQOD et al, 2000).
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A presenca destes polimorfismos ajuda a explicar porque a mesma dose
desta medicagao pode nao exercer qualquer efeito terapéutico em alguns pacientes,
enquanto outros apresentam remissdo completa do quadro clinico ou entdo efeitos

colaterais graves (OTTERNESS, 1997).

Trata-se este de um importante exemplo sobre a relevancia da
farmacogenética, a qual busca analisar as influéncias genéticas sobre as respostas

aos medicamentos.

Trés polimorfismos mais frequentemente encontrados no gene TPMT,
denominados como TPMT*2, *3A e *3C, tem sido relacionados na literatura mundial
como provaveis causas da imprevisibilidade de resultados acima relatadas
(SALAVAGGIONE et al, 2005; WANG, L & WEINSHILBOUM, 2006).

Enquanto sucessivas publicagdes em diferentes paises tém demonstrado
uma razoavel variabilidade da incidéncia destes polimorfismos, raros estudos tém

sido realizados no Brasil a este respeito.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL
- Avaliar a prevaléncia dos principais polimorfismos do gene da tiopurina

metiltransferase (TPMT) na populagao de Joinville.

2.2 ESPECIFICOS
- Identificar na populacdo da cidade de Joinville a prevaléncia das quatro
principais variantes alélicas do gene TPMT, descritas respectivamente como:
TPMT*2 (238G>C), TPMT*3A (460G>A e 719A>G), TPMT*3B (460G>A) e
TPMT*3C (719A>G).
- Comparar esta prevaléncia com aquela referida na literatura para outras

amostras populacionais.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 TIOPURINAS

As tiopurinas sdo substancias utilizadas ha mais de 45 anos na composi¢ao
de medicamentos empregados para o tratamento de diversas doengas. Dentre
estes, destacam-se a 6-mercaptopurina (6-MP) e a 6-tioguanina (6-TG), indicadas
para o tratamento de leucemia aguda, e a azatioprina, amplamente utilizada como
droga imunossupressora para tratamento de doengas inflamatérias intestinais,
condigdes auto-imunes e seguimento de transplantes (COULTHARD & HOGARTH,
2005).

Essas drogas foram originalmente sintetizadas por Gertrude Elion e George
Hutchins, através da substituicdo do oxigénio por enxofre no carbono 6 da guanina
(para produzir 6-TG) ou hipoxantina (para produzir 6-MP) (Figura 1) (COULTHARD &

HOGARTH, 2005 apud ELION, 1967).
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Figura 1 - Estrutura das drogas tiopurinas

(extraido de COULTHARD & HOGARTH, 2005)
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As tiopurinas sao drogas antimetabdlicas, relacionando-se com componentes
proprios das células. Elas interferem na disponibilidade de precursores dos
nucleotideos de purinas por competirem com eles na sintese do DNA ou RNA. Os
seus efeitos citotdxicos sdo mais intensos na fase S do ciclo celular, ou seja, séo
ciclo-especifico (COULTHARD & HOGARTH, 2005).

Sua principal agao farmacoldgica deve-se a incorporagdo do metabdlito ativo
— 0 nucleotideo da 6-tioguanina (6-TGN) — ao DNA das células. O 6-TGN possui
estrutura analoga as bases puricas, adenina e hipoxantina (COULTHARD &
HOGARTH, 2005).

A 6-MP é analoga do nucleosideo natural hipoxantina. Adicionalmente a
tioguanina (6-TG), foram as primeiras moléculas andlogas da purina que se
mostraram eficazes como antineoplasicas. A azatioprina, uma molécula
imunossupressora, exerce seu efeito in vivo apds a conversao para 6-MP, sendo
entdo o metabdlito ativo da azatioprina também substrato para a enzima TPMT
(COULTHARD & HOGARTH, 2005).

As tiopurinas sao administradas por via oral na forma de pro-farmaco e
podem exercer seu efeito citotdxico por multiplos caminhos. Elas requerem ativacao
pela hipoxantina-guanina fosforibosil transferase (HGPRT) para exercer seu efeito
citotdxico. A via da HGPRT é responsavel pela formagao dos derivados nucleotideos
de tioguanina que sao incorporados ao DNA e ao RNA bloqueando a replicagao
celular (SAHASRANAMAN, 2008).

A 6-MP e a 6-TG sao eliminadas através da biotransformagao em metabdlitos
inativos. A 6-MP é catalisada pela Xantina Oxidase (XO) para acido tiurico, sendo
este o primeiro metabdlito identificado no plasma e na urina apés sua administracao.

QOutro caminho para biotransformacdo é a S-metilacdo da 6-MP para 6-
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metilmercaptopurina (6-MMP) pela tiopurina metiltransferase (TPMT). A tiopurina
metiltransferase inativa as tiopurinas através da metilacdo do grupo sulfidrila na
posicao 6 usando S-adenosil-L-metionina como doador de metila. Devido a auséncia
de xantino oxidase a nivel hematopoiético, a TPMT representa o principal caminho
de inativagao das tiopurinas nas células hematopoiéticas. Pacientes com deficiéncia
adquirida da TPMT acumulam quantidades excessivas do ativo 6-TGN nas células
sanguineas quando tratados com doses convencionais da medicagao
(SAHASRANAMAN, 2008). A existéncia de um polimorfismo no gene TPMT é
responsavel pela grande diferengca entre individuos observada na atividade
enzimatica da TPMT.

A metabolizagdo da 6-MP para tioguanosina monofosfato (TGMP) é menos
direta que para 6-TG, envolvendo duas enzimas adicionais — inosina monofosfato
desidrogenase (IMPDH) e guanina monofosfato sintetase (GMP sintetase). Essa
diferenca é potencialmente importante porque o caminho intermediario da AZA/6-
MP, tioinosina monofosfato (TIMP), pode agir como um substrato para TPMT,
levando a produgdo de S-metil-tioinosina 5’-monofosfato (6-Me-Thio-IMP). 6-Me-
Thio-IMP é um forte inibidor da sintese de novo das purinas (PNDS). A inibicdo da
PNDS permite a obtengcdo da imunossupressao e bloqueio da proliferagao de varios
tipos de linfécitos. Desta forma, a significante inibigdo do PNDS pela TIMP pode ser
obtida in vivo depois da administracao oral das tiopurinas e pode contribuir para
efeito citotoxico da azatioprina e 6-MP (SAHASRANAMAN, 2008).

Como mostrado na figura 2, ambos 6-MP e azatioprina sao convertido para
metabdlitos ativos, 6-TG nucleotideos (6-TGN), que sao incorporados aos acidos
nucléicos celulares, resultando na inibicdo do nucleotideo e sintese protéica, e

inibicado da proliferacdo de linfécitos. Estudos tém mostrado que o mecanismo de
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acao da azatioprina e 6-MP pode incluir aumento da apoptose (ou morte celular
programada) dos linfocitos T ativados (SAHASRANAMAN, 2008).

Tanto 6-MP como 6-TG sdo submetidos a intenso metabolismo antes de
exercerem citotoxicidade apds a incorporagcdao ao DNA, como nucleotideos da
tiguanina (6-TGN), ou no caso da 6-MP pela inibigdo da sintese de novo das purinas
(PNDS). Os nucleotideos da tioguanina sdo entdo incorporados como bases

nitrogenadas no DNA (COULTHARD & HOGARTH, 2005).

(Inativo)
G- MMP 6- Me-Thio-IMP el PDMNS

TPM‘I’t tTPMT
HGPRT IMPDH

Azatioprina meslp- §-MP =) TP s—f TXMP ﬂ TGMP
vo |

6-Acido Titrico 6-TGN

(Inativo) ‘

Incorporagéo ao
DNA

Figura 2 - Mecanismo de acado das drogas tiopurinas

6-MP — 6-Mercaptopurina; TPMT - tiopurina metiltransferase; 6-MMP- 6-metilmercaptopurina; XO-
xantino oxidase; HGPRT -hipoxantina-guanina fosforibosil transferase; TIMP - tioinosina 5'-
monofosfato; 6-Me-Thio-IMP — S-metil-tioinosina 5-monofosfato; PDNS - sintese de novo purinas;
IMPDH - inosina monofosfato desidrogenase; TXMP — tioxantina monofosfato; GMPS — guanosina
monofosfato sintetase; TGMP — tioguanosina monofosfato; 6-TGN — nucleotideos da tioguanina.
(adaptado de COULTHARD & HOGARTH, 2005)

A incorporacao dos metabdlitos ativos da 6-MP ao DNA e RNA é considerada
o principal mecanismo de agao das drogas tiopurinas. Os 6-TGN sao incorporados
ao DNA pareando-se incorretamente com a timina (Figura 3) Os 6-TGN incorporados

ao DNA no lugar da guanina sao reconhecidos pelo sistema de reparo das células
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em divisdo, levando a morte celular. Defeitos na via de reparo da célula sao
associados com resisténcia a 6-TGN. Além da incorporag¢ao dos nucleotideos da 6-
TGN ao DNA sintetizado, um importante mecanismo de ag¢ao da 6-MP ¢é a inibigao
da sintese de novo das purinas (PNDS) realizada pelo metabdlito 6-Me-Thio-IMP

(COULTHARD & HOGARTH, 2005).
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Figura 3 - Estrutura das tiopurinas

(A) Estrutura quimica da hipoxantina e da 6-MP
(B) Pareamento normal: citosina-guanina

(C)Pareamento anormal: timina-tioguanina

A presengca de um atomo de enxofre no lugar do oxigenio na tioguanina,
impede a formagdao de uma ponte de hidrogénio normal e leva ao pareamento
anormal com a timina. Este pareamento anormal, € reconhecido pelo sistema de
reparo da célula, ndo sendo no entanto capaz de corrigi-lo, induzindo a morte celular

(Figura 3) (SILVA, 2008).
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3.2 TIOPURINA METILTRANSFERASE

A tiopurina metiltransferase (TPMT) é uma das enzimas responsaveis pelo
metabolismo das drogas tiopurinicas. E uma enzima citosélica que
preferencialmente catalisa a S-metilagdo (inativacdo) das drogas tiopurinas, como

mercaptopurina, azatioprina e tioguanina (YATES, 1997).

Diferengas individuais na resposta terapéutica dessas drogas e a presencga de
efeitos colaterais estdo relacionadas a variagcdes na atividade enzimatica da enzima
tiopurina metiltransferase (TPMT).

Quanto maior a atividade da TPMT, menor a formagao de 6-TGN com a
consequente reducdo do risco de toxicidade e aumento do risco de ineficacia.
Quanto menor a atividade da TPMT, maior a formacgcao de 6-TGN, resultando em
maior eficacia, porém com risco aumentado de toxicidade (REIS, 2006).

Diversos estudos demonstraram que pacientes com atividade
excepcionalmente baixa da TPMT tém grande risco de desenvolverem toxicidade
hematoldgica, ou seja, pancitopenia grave e por vezes até fatal, devido ao acumulo
de metabdlitos citotdxicos apds tratamento com doses habituais de tiopurinas,
enquanto pacientes com niveis maiores de atividades nao apresentaram essa
intercorréncia (KRYNETSKI et al, 1999; McLEOD et al. 2000; YATES, 1997,
OTTERNESS, 1997).

A relevéancia clinica da atividade enzimatica da TPMT tem sido estudada
extensivamente desde as primeiras investigagbes por Weinshilboum em 1980, o
qual foi o primeiro a demonstrar a distribuicdo trimodal da atividade da tiopurina
metiltransferase em células vermelhas. No estudo, com 298 pacientes, 88,6% dos

individuos apresentaram atividade enzimatica alta, cerca de 11% apresentaram
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atividade intermediaria e 0,3% dos individuos nao apresentaram atividade detectavel
(COULTHARD & HOGARTH, 2005).

Esta distribuicao é determinada por heranga autossémica co-dominante de
alelos codificando para alta (tipo selvagem, S) ou baixa (tipo mutante, M) atividade

enzimatica (Figura 4) (REIS, 2006).

SIS
%
=]
o
o
o
=S
M/M
L

Atividade TPMT

Figura 4 - Distribuicdo populacional da atividade da TPMT.

Individuos que apresentam o gendtipo homozigoto selvagem (S/S) possuem atividade enziméatica alta
em hemacias de sangue periférico. Individuos que apresentam gendtipo heterozigoto (S/M), em que
um dos alelos mutantes esta presente, apresentam atividade enzimatica intermediaria. Individuos que
apresentam dois alelos mutantes (M/M) apresentam atividade enzimatica baixa ou indetectavel. S,
alelo selvagem. M, alelo mutante. (REIS, 2006)

Uma meta-analise publicada recentemente (HIGGS, 2010) avaliou o risco de
mielossupressdo em pacientes com atividade intermediaria da TPMT, e constatou
que o odds-ratio de pacientes com atividade intermediaria em desenvolver
leucopenia foi de 4,19 (95%IC: 3,20-5.48), sugerindo que individuos com

intermediaria ou auséncia da enzima tém risco aumentado de desenvolver
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mielossupressao droga-induzida quando comparado com individuos com atividade

normal.

O principal efeito adverso da 6-MP é a mielotoxicidade, que se desenvolve
gradualmente. Por isso, pode nao haver trombocitopenia, granulocitopenia ou
anemia durante varias semanas apos o inicio do tratamento de manutencéo.
Quando as alteragdes hematologicas aparecem, a interrupgdo do tratamento esta
usualmente associada a uma rapida recuperagdo medular. Efeitos gastrointestinais,
como anorexia, nauseas e vomitos s&o pouco frequentes em criangas (LENNARD,
1990). Pode ocorrer hepatotoxicidade com aumento dos niveis de transaminases e
ictericia colestatica. Este quadro também costuma ser revertido com a suspensao da
droga.

Diversos estudos demonstraram que a hepatotoxicidade parece estar
relacionada com o acumulo de metabdlitos metilados como a MMP. Esses achados
foram observados com maior freqiéncia em pacientes com alta atividade da TPMT
(RELLING et al. 1999)

Em uma coorte de pacientes em terapia de manutengdo de leucemia
linfoblastica aguda (LLA) apresentando manifestagdes clinicas compativeis com
toxicidade por tiopurinas, foi observada correlagdo inversa entre a atividade da
TPMT e os niveis intra-eritrocitarios de 6-TGN. Os pacientes que apresentaram dois
alelos mutantes (baixa atividade) foram os que necessitaram maiores redugdes das
doses administradas de tiopurinas. Entre os pacientes heterozigotos, 35%
necessitaram redugcédo da dose. Dos pacientes homozigotos selvagens apenas 7%
necessitaram redugdes (LENNARD, 1990).

No que se referem a eficacia, pacientes com pelo menos um alelo mutante

(atividade intermediaria) apresentaram melhores respostas a terapia com tiopurinas
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e freqiéncia mais alta de remissdo na manutencdo em relacdo aos pacientes
homozigotos selvagens (RELLING, 1999).

Criangas com auséncia de atividade enzimatica da TPMT acumulam niveis
elevados de 6-TGN nos eritrocitos durante a terapia com mercaptopurina e
apresentam severa mielossupressdo. De modo contrario, com niveis elevados de
atividade da TPMT, menor quantidade de 6-MP esta disponivel para a formacao do
metabdlito citotoxico 6-TGN. Criancas com baixas concentracdes de 6-TGN com
doses padrao de 6-MP estdo em risco aumentado de recaida. (LENNARD, 1990)

Atividade da TPMT medida ao diagndstico mostra uma relagédo inversa da
duracao das citopenias apds a retirada de 6-MP durante a quimioterapia. No
tratamento das Leucemias Linfoblasticas Agudas no Reino Unido, 6-MP induzindo
citotoxicidade é usado como um indice de resposta ao tratamento (LENNARD,
1997).

Uma importante conclusao, segundo trabalho de Coulthard (2002), foi que em
células com nivel elevado de atividade enzimatica da TPMT, 6-MP parece exercer
um efeito citotdoxico, com pouca incorporacdo da TGN ao DNA, com risco de
mutagénese reduzido pela incorporagcao da TGN. Isto pode ajudar a explicar que
malignidades secundarias ndo estejam associadas com uso cronico de 6-MP ou
azatioprina. Em células com baixa atividade enzimatica, entretanto, niveis de TGN
incorporados ao DNA sdo muito maiores para um dado nivel de citotoxicidade.
Esses resultados podem explicar uma recente observagdo que malignidades
secundarias sdo aumentadas em pacientes com redugdo niveis de atividade de
TPMT. A possivel associagdo entre tratamento com tiopurinas e mutagénese ainda

necessita de mais estudos para corroborar com esses achados clinicos.
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3.3 POLIMORFISMOS DA TIOPURINA METILTRANSFERASE

Niveis de atividade da TPMT sé&o controlados por um polimorfismo genético
que € um importante fator responsavel por diferencas individuais de toxicidade e

eficacia terapéutica (OTTERNESS, 1997).

A existéncia desse polimorfismo no gene TPMT gera variantes alélicas cujo
fendtipo mostra uma capacidade diminuida na S-metilagdo da azatioprina/ 6-MP,
determinando um aumento dos metabdlitos ativos (6-TGN), que levam a uma maior
atividade farmacoldgica, mas também um maior risco de efeitos adversos

(ALVAREZ, 2009).

Pacientes homozigotos para estes alelos, que resultam em baixa atividade
enzimatica, apresentam niveis elevados de 6-TGN quando tratados com doses
padrao de tiopurinas, estando em risco aumentado de apresentar grave
mielossupressao. Para evitar toxicidade, esses pacientes deveriam receber 1/10 a
1/15 da dose padrao das tiopurinas e mesmo assim deveriam ser monitorizados

cuidadosamente (WEINSHILBOUM, 2006).

Relling (2011) publicou um guideline baseado em revisdo da literatura
sugerindo recomendacgdes de dosagens das tiopurinas de acordo com o genotipo
para o gene TPMT. Pacientes com gendtipo homozigoto selvagem, podem receber
doses padrdo tiopurinas (6-MP (75mg/m?/dia ou 1,5mg/kg/dia) e azatioprina (2-
3mg/kg/dia)). Pacientes com gendtipo heterozigoto devem comecar com doses
reduzidas (30-70%) da dose-padrao. Os pacientes com gendétipo homozigoto
mutante devem receber 10% da dose padréo, ou no caso da azatioprina, deve ser

considerada inclusive a sua suspensao.
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Estudos populacionais e familiares demonstraram um polimorfismo genético
de carater autossémico co-dominante para a TPMT em humanos (WEINSHILBOUM
& SLADEK, 1980). As bases moleculares para este polimorfismo genético foram
bem estabelecidas com a identificagdo do gene TPMT no cromossomo 6p22.3.
KRYNETSKI e colaboradores (1997) sequenciaram o gene e obtiveram um tamanho
de 25Kb, com 10 exons e 9 introns. A proteina tem uma massa molecular de 28KDa
e compreende 245 aminoacidos. Ha ainda um pseudo-gene TPMT localizado no

cromossomo 18 no genoma humano.

O alelo selvagem (wild type) foi designado como TPMT*1 e os individuos com
alta atividade enzimatica sdo homozigotos para este alelo (SZUMLANSKI et al.,

1996).

Mais de 20 polimorfismos genéticos (tabela 1) da TPMT foram associados a
niveis diminuidos da atividade enzimatica e/ou toxicidade induzida pelas drogas
tiopurinas (SALAVAGGIONE et al., 2005). Os alelos mutantes mais prevalentes séao
TPMT*2, *3A e *3C (figura 5), compreendendo 80% a 95% dos alelos mutantes
encontrados em caucasianos, asiaticos, afro-americanos e africanos. O TPMT*3A é
0 mais prevalente dos trés alelos entre os caucasianos (TAl et al., 1996;

OTTERNESS et al., 1997; YATES et al., 1997).

Pacientes heterozigotos para os alelos TPMT*2, *3A, *3C apresentam
atividade enzimatica intermediaria e os individuos homozigotos apresentam
deficiéncia da TPMT. (KRYNETSKI et al., 1995; YATES et al., 1997; COULTHARD

et al., 2000).
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Figura 5 - Variantes alélicas predominantes do locus TPMT

(Coulthard, 1998)

As variagbes observadas na atividade da TPMT s&o conhecidas por ser

resultado de polimorfismo de um unico nucleotideo (SNP’s).

Em um estudo realizado por Tai et al em 1997, com 283 amostras clinicas, 26
alelos foram identificados. TPMT *3A foi identificado em 55% das variantes, TPMT

*3C (16%) e TPMT *3B (6,5%). TPMT*2A apresentou frequéncia menor que 3%.
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Em outro estudo realizado por Yates em 1997, com 282 pessoas brancas,

também demonstrou o TPMT *3A como o alelo mais prevalente (82%), com TPMT *2

e TPMT *3C com frequéncia menor que 5%.

Tabela 1 - Principais variantes alélicas do gene TPMT.

Alelo TPMT Mutacgdes envolvidas Aminoacidos substituidos

*2 G238C Ala80Pro

*3B G460A Ala154Tre
*3D G460A Ala154Tre
A719G Tir240Cis
G292T Glu98Stop

*5 T146C Leu49Ser

*7 T681G His227GIn

*9 A356C Lis119Tri

*11 G395A Cis132Tir

*13 A83T Glu28Val
*15 Perda dos Perda dos
nucleotideos 419- aminoacidos de 140 a
494 (exon 7) 165

*17 C142G GIn42Glu

*19 A365C Lis122Tri

*21 C205G Leu69val

(adaptado de SALAVAGGIONE et al., 2005)
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O primeiro SNP a ser descrito foi o TPMT*2, resultando em uma transversao
G238C, ou seja, levando a mudanga de um unico nucleotideo, G para C, na posi¢gao
238 do gene, tendo como consequéncia a substituicdo de uma alanina por uma

prolina no cédon 80 (Ala80Pro) (KRYNETSKI, 1995; TAI, 1996).

A variante alélica TPMT *3A possui dois SNPs que ocorrem simultaneamente,
resultando em alteragdes na seqiéncia de aminoacidos codificados. Esse gendtipo
envolvem as mutagdes pontuais no exon 7 no nucleotideo de posigao 460 (G > A),
levando a substituicdo de alanina por treonina no cédon 154 (Ala154Thr),
juntamente com uma mutagao pontual no exon 10 no nucleotideo de posicédo 719
(A>G), levando a substituicdo de tirosina por cistina no cdédon 240 (Tyr240Cys)

(SZUMLANSKI, 1996; TAI, 1996).

O alelo TPMT*3B inclui somente a mutagdo no cédon 154 enquanto o
polimorfismo TPMT*3C inclui somente uma mutagéo no cédon 240 (SZUMLANSKI,

1996).

A identificacdo dos demais alelos foi obtida através do sequenciamento do
gene TPMT em individuos com atividade enzimatica baixa ou intermediaria, ou que
apresentavam alteragcdes laboratoriais secundarias, como mielotoxicidade
acentuada, nos quais nao havia sido identificado nenhum dos alelos mutantes ja

descritos.

Pacientes com presenca dos alelos TPMT*3A e *3B apresentam uma
diminuicao da atividade enzimatica e, quando, sdo homozigotos para esses alelos,
podem sofrer mielossupressdo quando tratados com doses padrdo das tiopurinas,
pois, desta forma, exercem uma acéo de overdose da medicagdo (LENNARD et al,

1990).
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Os polimorfismos TPMT*2 e *3C nao resultam em dramaticas diminuicdes nos
niveis das proteinas, como os anteriores, mas também estdo associados com

diminui¢cdes nos seus niveis (TAl et al, 1997).

Com bases nas populacdes estudadas, TPMT *3A e *3C sao as variantes
alélicas predominantes, com TPMT *2 contribuindo em menor extensao. Esses trés
alelos compéem mais de 95% dos casos de deficiéncia hereditaria da TPMT em

sujeitos caucasianos (Mc LEOD et al, 2000).

Uma limitagdo comum de todos os métodos de genotipagem € sua inabilidade
de determinar diretamente os haplétipos. Especificamente, porque a variante alélica
clinicamente mais relevante em caucasianos, TPMT *3A, tem dois SNPs
funcionalmente significantes separados por 8310 pb. E importante diferenciar o
genotipo relativamente comum *1/*3A (aproximadamente 10% das amostras em
caucasianos) — que é associado com atividade intermediaria — do raro gendtipo
*3B/*3C que é associado com muito baixa atividade e severa toxicidade as drogas.
Embora a situagdo anterior seja muito rara, as consequéncias do seu tratamento
com doses padrao de tiopurinas podem ser devastadoras. Neste caso, o exemplo
serve para colocar em foco a limitagcdo de todos os métodos de genotipagem que

sdo utilizados atualmente (WEINSHILBOUM, 2006).

Para avaliar este problema, métodos moleculares de haplotipagem estao
sendo desenvolvidos para ser usados para distinguir entre os genétipos *1/*3A e

*3B/*3C (Mc LEOD, 2000 apud WEINSHILBOUM, 2006).

Sendo mais de 95% das variantes alélicas representadas pelos polimorfismos
*2, *3A, *3B e *3C, raros polimorfismos nao serdo detectados pela genotipagem que

€ direcionada a estas variantes conhecidas.
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O diagnostico molecular € uma estratégia importante para detectar,
prospectivamente, as deficiéncias de TPMT e minimizar os riscos de toxicidade.
Utilizando-se as tecnologias disponiveis, as analises genotipicas podem predizer
com sucesso 0 nivel da atividade da TPMT em mais de 95% dos pacientes
(COULTHARD et al., 2000; YATES et al, 1997; SCHAEFFELER et al., 2001;

SCHAEFFELER et al., 2004).

3.4 CORRELACAO ENTRE GENOTIPO E FENOTIPO

]JA atividade da TPMT é medida tipicamente em eritrocitos. Niveis de atividade
da enzima TPMT no figado de humanos, rins e linfécitos normais tém sido
correlacionados com a atividade em eritrocitos (KRYNETSKI, 1995 apud

SZUMLANSKY et al, 1992).

Nos caucasianos, a concordancia geral genotipo-fendtipo gira em torno de 92-
100%. Enquanto a correlagdo € muito alta nos selvagens homozigotos e nos
mutantes homozigoticos (93-100%), € considerada muito baixa nos heterozigéticos,
em torno de 53-100%, indicando que outros fatores que nao somente gendtipos da

TPMT podem influenciar na atividade da enzima (KUZELICKI, 2009).

Existem limitagdes importantes no que diz respeito a fenotipagem da TPMT. A
determinacado da atividade enzimatica pode ndo ser confiavel em individuos que
receberam transfusdo de hemacias dentro de 2 a 3 meses antes da avaliagao.
(YATES et al., 1997)

Atividade da TPMT pode ser influenciada por um namero de drogas, quando

co-administradas com as tiopurinas. Por exemplo, aspirina nas doses terapéuticas
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pode levar a inibicdo da TPMT. Também as drogas sulfassalazina e olzalazina, sao

potentes inibidores da TPMT, resultando em interagcdes medicamentosas.

Outro fator € a S-adenosilmetionina (SAM), que estabiliza a estrutura protéica
da TPMT no seu sitio ativo, aumentando sua atividade. Metabdlitos enddgenos
(folatos, metionina, ATP) e enzimas participantes da biossintese da SAM podem

influenciar na atividade da enzima indiretamente (KUZELICKI, 2009).

Fatores como o estagio da doenga, uso de medicamentos e fatores
ambientais podem ser moduladores da atividade da TPMT, podendo contribuir para
uma classificagao equivocada do fendtipo. Observou-se que a administragcao de
tiopurinas, por si mesma, poderia alterar a atividade da TPMT nos eritrocitos,
‘induzindo” um aumento médio de 30% na atividade enzimatica (McLEOD, 1995;
LENNARD et al., 1990). Essa atividade apresentaria diminuigdo proporcional apds a
interrupcao da quimioterapia. Desta forma, falhas na adesao também poderiam ser
causa de “diminuigdo” da atividade enzimatica durante o tratamento (McLEOD,

1995).

3.5 PREVALENCIAS NO MUNDO

Varios estudos comprovam que TPMT*2, TPMT*3A e TPMT*3C sao os mais
prevalentes (80-95%) dos alelos polimérficos que causam significante redugéo da
atividade enzimatica. TPMT*3B é muito mais raro (Tabela 2), e a maioria das outras

variantes tem sido esporadicamente detectadas (EFRATI, 2009).
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Em caucasianos, TPMT*3A é o mais comum alelo de baixa atividade,
enquanto TPMT*3C é o mais comum na populagdo africana e asiatica (EFRATI,

2009).

Tabela 2- Distribuicdo da freqiéncia de alelos TPMT (%) em véarias populacdes
(EFRATI, 2009)

Population *2 *34 *3B *3C No. of subjects Haplotype frequency
Sardinians 1.74 0.58 0.39 0.77 259 348
Brazilian 22 1.5 0.2 1 204 49
Swedish 0.06 37 0.13 0.44 800 4.33
Polish 0.4 2.7 0 0.14 358 3.24
Slovenian 0 4.1 0.3 0.5 194 49
Argentine 0.7 3.1 0 0 147 3.8
French 0.7 3 0 0.4 304 4.1
Italian 0.49 3.88 0 0.97 103 5.34
Colombian 0.36 3.57 0 0 140 393
British 0.5 4.5 0 0.25 199 5.25
German 0.2 4.4 0 0.4 1214 5
Portuguese 1.1 2.4 0 0.7 310 42
American Caucasian 0.2 32 0 0.2 282 36
African American 04 0.8 0 24 248 3.6
Egyptian 0 0.3 0 1.3 200 1.6
Mozambican 0 0.2 0 3.8 250 4
Ghanaian 0 0 0 7.6 217 7.6
Chinese 0 0 0 1.33 225 1.33
West Asia 0 1 0 0 99 1
Uygur Chinese 0 0.3 0 1.6 160 1.9
Taiwanese 0 0 0 0.6 249 0.6
Japanese 0 0 0 0.8 192 0.8
Jews 0 0.73 0 0 531 0.73
Moslems 0 0.79 0 1.05 194 1.83
Druze 0 3.19 0 0.75 156 3.94

3.6 PREVALENCIAS NO BRASIL

Existem poucos estudos realizados no Brasil até o presente momento. Na
literatura consultada, foram encontrados quatro estudos.
Pesquisadores de Minas Gerais determinaram a frequéncia de seis variantes

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

No trabalho de REIS (2003), realizado no Rio de Janeiro, no Instituto Nacional
do Cancer (INCA), o polimorfismo da TPMT foi estudado em 306 brasileiros
saudaveis, que foram classificados de acordo com o auto-relato étnico em
descendentes de europeus (n=81), descendentes de africanos (n=18) ou
miscigenados (n=204).

Foi avaliada a atividade da enzima em todos os pacientes: 275 individuos
(89,9%) tiveram atividade da enzima elevada, 30 (9,8%) atividade intermediaria e 1
individuo (0,3%) teve atividade baixa.

Nesse mesmo estudo, foram estudados os trés polimorfismos mais
prevalentes (TPMT*2, TPMT*3A e *3C) comparando 31 individuos com atividade
enzimatica baixa e intermediaria com 45 individuos com atividade enzimatica
elevada. Nenhuma mutagao foi encontrada no grupo com alta atividade enzimatica.
No grupo com baixa atividade enzimatica duas mutag¢des foram encontradas. Os
alelos TPMT*2, TPMT*3A e *3C foram detectados em 87,1% dos individuos com
baixa ou intermediaria atividade.

A frequéncia dos alelos mutantes TPMT*2, TPMT*3A e TPMT*3C nao difere
entre individuos classificados como euro-descendentes em 0,76%, 2,03% e 2,54%,
respectivamente e de 0,60%, 1,81% e 1,81% nos que declararam ser miscigenados.
Nao foram encontradas mutacdes nos que declararam ser afro-descendentes.

SILVA (2007) estimou a frequéncia das trés principais variantes alélicas do

gene TPMT *2, *3A e *3C em uma populagdo de criangas e adolescentes com
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Leucemia Linfoblastica Aguda tratados no Hospital das Clinicas — UFMG e
encontrou a frequéncia de alelos mutantes TPMT*3A (3.9%), *3C (0.9%), *2 (0.4%),
e *3B (0%).

FRAGA (2009) descreveu a distribuicdo das frequéncias genotipicas e
alélicas dos polimorfismos TPMT G238C, TPMT G460A e TPMT A719G e MTHFR
C677T e MTHFR A1298C em uma amostra composta por doadores de sangue da
populacdo do Rio de Janeiro. Trés polimorfismos do gene TPMT foram
determinados em 200 individuos e as freqiéncias observadas para os alelos foram:
TPMT*1 (96%), TPMT*2 (0%), TPMT*3A (1,75%), TPMT*3B (0,5%) e TPMT*3C
(1,75%).

Na tabela 3 podemos ver uma comparacao entre os quatro estudos brasileiros

publicados ate o presente momento.

Tabela 3 - Comparacao entre os estudos brasileiros

Alelos Boson (2003) Reis (2003) Silva (2007) Fraga (2009)
TPMT*2 2,2% 0,82% 0,4% 0%
TPMT*3A 1,5% 1,63% 3,9% 1,75%
TPMT*3B 0,2% NR 0% 0,5%
TPMT*3C 1% 2,12% 0,9% 1,75%

NR — nao realizado
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPOS DE ESTUDO
Trata-se de uma pesquisa descritivo-analitica, de corte transversal, nao

controlada.

4.2 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Univille (Oficio
136/2009).

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas descritivas e o calculo do tamanho amostral foi

empregado o programa OpenEpi v.2.3.1.

4.4 PROVENIENCIAS DOS SUJEITOS E AMOSTRAS

A populagédo estudada consistiu de 197 doadores de sangue voluntarios,
recrutados no Hemocentro Regional de Joinville (HEMOSC), mediante autorizagao
da médica responsavel pelo Hemocentro de Joinville.

A amostra foi definida com base em uma populacao de Joinville de 497.331

habitantes (estimada pelo Censo IBGE 2009), com frequéncia estimada do fator em
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estudo de 5%, limite de Confianca de 5% e efeito do desenho de 1. Os 197 casos

foram suficientes para garantir um intervalo de confianga acima de 99%

Os sujeitos foram recrutados de forma aleatoria, sendo incluidos no estudo os
doadores que se apresentavam ao banco de sangue, em um periodo de 4 horas a

cada sete dias, no periodo de fevereiro a abril de 2010.

De cada sujeito foram utilizados aproximadamente 5ml do residual do volume
de sangue periférico utilizado na rotina das investigagdes hematologicas, ou seja,
nao houve necessidade de uma coleta especifica de sangue para o presente estudo,
evitando-se risco e desconforto adicionais ao doador. As amostras somente foram
utilizadas mediante explicitacdo dos objetivos e autorizacdo dos sujeitos via
assinatura em Termo de Consentimento Livre e Esclarecido especifico (Apéndice A).
As amostras foram recebidas em tubos com EDTA como anticoagulante e
armazenadas a -20°c até o seu processamento.

Os participantes responderam a um questionario contendo questdes quanto a
parametros como idade, sexo e cor de pele (através de autodeclaragdo, em acordo
com os critérios do IBGE) e outros dados demograficos. (Apéndice B)

Os critérios de exclusao foram doadores da mesma familia e a negativa em
permitir o uso para o estudo de sua amostra de sangue.

Apos a coleta do sangue no Hemocentro Regional de Joinville, o material foi
encaminhado ao Laboratério de Biologia Molecular da UNIVILLE (Saude I). As
amostras foram recebidas em tubos contendo EDTA como anticoagulante e

congeladas a -20°c até o processamento.
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4.5 ANALISES MOLECULARES

As técnicas moleculares foram realizadas no Laboratério de Biologia
Molecular (Saude |) da UNIVILLE.

Foi utilizado o DNA gendmico obtido das amostras previamente obtidas com
os participantes do estudo. Os gendétipos da TPMT foram determinados mediante

metodologias de PCR conforme Yates (1997) e Alvarez (2009).

4.5.1 Extracao e purificacdo do DNA Genémico Humano

Os procedimentos de extragdo e purificagdo do DNA gendmico foram
aplicados as amostras de sangue periférico, coletadas e armazenadas a -20°C,
empregando o kit Qiamp DNA Blood Mini Kit® (Qiagen, Hilden, Alemanha),

procedendo-se de acordo com as instru¢des do fabricante. (ANEXO 1).

4.5.2 Deteccéo das Mutagdes no Gene TPMT Empregando a Reacédo em Cadeia
da Polimerase (PCR)

A técnica de PCR foi utilizada para avaliar a frequéncia das quatro variantes
alélicas do gene TPMT: *2(238G>C), *3A(460G>A e 719A>G), *3B(460G>A) e
*3C(719A>QG).

A definicdo dos primers utilizados para a determinagédo dos polimorfismos foi
baseado em Yates (1997), mas durante sua execugdo constatou-se um erro no
artigo relacionado ao primers P719, sendo entéo utilizados os primers definidos por

Alvarez (2009).
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4.5.2.1 DETECCAO DE G460A

O polimorfismo G460A foi investigado via utilizagcdo da ferramenta de analise
RFLP ("Restriction Fragment Length Polymorhism"), segundo Yates e colaboradores
(1997). Os primers utilizados foram: P460F (5-ATAACAGAGTGGGGAGGCTGC-3')
e P460R (5'-CTAGAACCCAGAAAAAGTATAG-3'), amplificando um segmento de
365pb do exon 7 do gene TPMT.

As reacdoes de amplificagdo foram realizadas em volume de 50 L,
empregando-se 50-100ng DNA gendmico, 1U Platinum Tag DNA Polimerase
(Invitrogen, Carlsbad, EUA), 200uM dNTPs (LGC Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil),
1,5mM MgCl, (Invitrogen) e 10pmol de cada um dos primers (Integrated DNA
Technologies, Eugene, EUA). As termociclagens foram realizadas conforme descrito
por Yates et al. (1997), em aparelho LGC XP Cycler (Bioer, Tokio, Japao),
consistindo de uma fase inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos
envolvendo 1 minuto a 94°C (desnaturagdo), 2 minutos a 55°C (pareamento) e 1
minuto a 72°C (extensao). Ao término, realizou-se a extensao final dos amplicons a
72°C por 7 minutos.

Apds confirmacéo via eletroforese em gel de agarose a 1%, os amplicons
obtidos pela técnica de PCR, foram submetidos a digestdo enzimatica com a
endonuclease Mwol (New England Biolabs, Inc., Beverly, USA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para cada reacao realizada foi utilizado 1U da enzima e

5uL do amplicon. O material foi incubado a 37° C por 1 hora.
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Para os casos homozigotos selvagens, a enzima cliva em um unico sitio de
DNA, gerando dois fragmentos, um de 267pb e outro de 98pb. A presenca da
substituicdo de G460A elimina o sitio de corte, logo o material amplificado néo é

clivado (Alvarez, 2009) (figura 6).

S/S S/M M/ M

365 bp
267 bp

98 bp

Figura 6 - Representagcdo esquematica do polimorfismo G460A

(S/S — Homozigoto Selvagem; S/M — Heterozigoto Mutante; M/M — Homozigoto Mutante)

4.5.2.2 DETECCAO DE A719G

O polimorfismo A179G também foi investigado por RFLP, segundo Yates e
colaboradores (1997). Em decorréncia de inumeros resultados insatisfatérios,
constatou-se que o iniciador senso descrito por Yates e colaboradores estava escrito
como anti-sense, um primer Forward errbneo. Apds checagem via bioinformatica,
optou-se por utilizar o primer Forward do trabalho de Alvarez (2009).

Os primers utilizados foram: P719F (5-
AATCCCTGATGTCATTCTTCATAGTATTT-3’) e P719R (5'-
CAGGCTTTAGCATAATTTTCAATTCCTC-3'), amplificando um segmento de 236pb
do exon 10 do gene TPMT.

As reacbes de amplificagdo foram realizadas em volume de 50 L,

empregando-se 50-100ng DNA gendmico, 1U Platinum Tag DNA Polimerase
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(Invitrogen, Carlsbad, EUA), 200pM dNTPs (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil),
1,5mM MgCl, (Invitrogen) e 10pmol de cada um dos primers (Integrated DNA
Technologies, Eugene, EUA). As termociclagens foram realizadas conforme descrito
por Yates et al. (1997), em aparelho LGC XP Cycler (Bioer, Tokio, Japao),
consistindo de uma fase inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos
envolvendo 1 minuto a 94°C (desnaturagdo), 2 minutos a 55°C (pareamento) e 1
minuto a 72°C (extensao). Ao término, realizou-se a extensao final dos amplicons a
72°C por 7 minutos.

Apds confirmacéo via eletroforese em gel de agarose a 1%, os amplicons
obtidos pela técnica de PCR foram submetidos a digestdo enzimatica com a
endonuclease Accl (New England Biolabs, Inc. Beverly, MA, USA), conforme
instrucdes dos fabricantes.. Para cada reacgao realizada foi utilizado 1U da enzima e
5uL do amplicon. O material foi incubado a 60° C por 1 hora. A mutagdo A179G
introduz um sitio de restrigao para a endonuclease Accl e, portanto, a versdo mutada
sera detectada pela observacdo de dois fragmentos (86 e 150pb), enquanto a

variante selvagem permanecera intacta (236pb)(figura 7) (Alvarez, 2009).

S/S S/M M/M

236bp
150 bp
g86bp

Figura 7- Representacdo esquematica do polimorfismo A719G

(S/S — Homozigoto Selvagem; S/M — Heterozigoto Mutante; M/M — Homozigoto Mutante)
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4.5.2.3 DETECCAO DE G238C

Para a investigacdo da transversao G238C foi realizado um PCR alelo
especifico, onde foram empregadas duas reagdes de amplificagdo, cada qual
visando a detec¢cdo de uma das variantes. Os primers utilizados foram P2W (5'-
GTATGATTTTAT GCAGGTTTG-3'), P2C(5'- TAAATAGGAACCATCGGACAC-3") e
P2M (5'- GTATGATTTTATGCAGGTTTC-3'). As formas selvagens e mutantes foram
detectadas com a utilizacdo das combinagdes de primers P2W + P2C e P2M + P2C,
respectivamente (figura 8), amplificando um segmento de 256 pares de bases (pb)

do exon 5 do gene TPMT (Yates et al., 1997).

256bp

Figura 8- Representacdo esquematica do polimorfismo G238C

(S — Selvagem (combinagéo primers P2W + P2C); M — Mutante ( combinagao primers P2M + P2C) )

As reacbes de amplificacdo foram realizadas em volume de 50 L,
empregando-se 50-100ng DNA genbémico, 1U Platinum Tagq DNA Polimerase
(Invitrogen, Carlsbad, EUA), 200pM dNTPs (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil),
1,5mM MgCl, (Invitrogen) e 10pmol de cada um dos primers (Integrated DNA

Technologies, Eugene, EUA). As termociclagens foram realizadas conforme descrito
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por Yates et al. (1997), em aparelho LGC XP Cycler (Bioer, Tokio, Japao),
consistindo de uma fase inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos
envolvendo 1 minuto a 94°C (desnaturagdo), 2 minutos a 64°C (pareamento) e 1
minuto a 72°C (extensao). Ao término, realizou-se a extensao final dos amplicons a
72°C por 7 minutos.

As amostras que apresentaram resultados compativeis a presenca do
polimorfismo foram encaminhadas para sequenciamento em laboratoério/instituicao

colaboradora.

4 5.3 Eletroforese

Para a confirmagdo dos resultados, uma fragdo (10uL) de cada PCR e o
volume completo (20uL) das digestbes enzimaticas foram submetidos a eletroforese
em gel 1,5% agarose contendo 0,5ug/mL de brometo de etideo. A visualizagéo se
deu via exposicdo a luz ultravioleta, seguido de fotodigitalizagdo (MiniBis, DNR
Bioimage Systems, Jerusalém, Israel) e comparagdo com padrdo comercial (Gene
Ruler™ 100bp Ladder Fermentas, Burlington, Canadd) e respectivos perfis

eletroforéticos esperados.
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5 DISCUSSAO E RESULTADOS

Conforme as normas do Programa de Pdés Graduagdo em Mestrado em
Saude e Meio Ambiente da UNIVILLE, este capitulo sera apresentado na forma de
artigo cientifico que foi encaminhado para publicagdo em periédico cientifico —

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia (anexo 2).
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PODEMOS PREVENIR A TOXICIDADE NA ADMINISTRACAO DE TIOPURINAS?

Analise da prevaléncia dos polimorfismos da TMPT em Joinville/SC

Gabriela Roncone Gastal', Paulo Henrique Condeixa de Franca?, Leslie Ecker Ferreira?,
Caroline Furtado Noble®, Simone Moreira*, Mauro Souza Leite Pinho?

Universidade da Regido de Joinville (UNIVILLE) - Programa de Pds-Graduacdo em Saude e Meio Ambiente -
Laboratério de Biologia Molecular

Médica Hematologista
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Palavras chaves: TPMT, polimorfismos genéticos, Tiopurina Metiltransferase
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Background: Genetic polymorphisms of Thiopurine S-methyltransferase (TPMT) represent the
importance of pharmacogenetics regarding individualized drug therapy. TPMT catalyses the S-
methylation of thiopurine drugs such as 6-mercaptopurine (6-MP) and azathioprine, used to treat
childhood leukemia, autoimmune diseases, inflammatory bowel disease and organ transplant
recipients. Despite their effectiveness, thiopurines have a narrow therapeutic index and may cause
life-threatening drug-induced toxicity such as myelosuppression. Aim: To assess the prevalence of
TMPT gene polymorphism in the population of Joinville/SC. Subjects and Methods: The frequency of
four allelic variants of the TPMT gene, TPMT *2 (238G>C), TPMT *3A (460G>A and 719A>G),
TPMT*3B (460G>A) and TPMT *3C (719A>G) were analyzed in 197 blood donors of Joinville/SC,
using restriction fragment length polymorphism (RFLP) and allele-specific PCR-based assays.
Results: TPMT gene heterozygous variants were detected in 12 subjects (6,1%). TPMT*1/*2 in two
subjects (1,01%), TPMT*1/ *3A in six (3,04%), TPMT*1/*3B in two (1,01%), TPMT*1/*3C in one (0,5%)
and TPMT*3A/*3C in one (0,5%). The normal allele (wild-type) was found in 93,9% of the individuals
studied. Conclusion: The prevalence of non-TPMT*1 polymorphisms in 6,1% in the population
sample analyzed in the present study suggests the potential role of this test in the prevention of
myelosuppression by thiopurine drugs.

Resumo: Os polimorfismos genéticos da Tiopurina Metiltransferase (TPMT) representam um dos
principais exemplos da importdncia da farmacogenética na individualizagcdo da terapia
medicamentosa. A TPMT catalisa a S-metilagdo das drogas tiopurinas, como 6-Mercaptopurina (6-
MP) e azatioprina, usadas para o tratamento de leucemias agudas, doengas auto-imunes, doenca
inflamatdria intestinal e na prevengéo da rejeigdo de 6rgaos transplantados. Embora sejam efetivas,
as tiopurinas apresentam um indice terapéutico relativamente estreito e sdo capazes de causar
toxicidade droga-induzida com risco de morte, especialmente mielossupresséo. Objetivos: Avaliar a
prevaléncia dos principais polimorfismos do gene TPMT na populagdo de Joinville/SC. Sujeitos e
meétodos: A prevaléncia das variantes alélicas TPMT*2 (238G>C), TPMT*3A (460G>A e 719A>G),
TPMT*3B (460G>A) e TPMT*3C (719A>G) foi investigada em populagao composta de 197 doadores
de sangue utilizando-se enzimas de restricdo (PCR-RFLP) e PCR alelo-especifico. Resultados:
Variantes do gene TPMT foram detectadas em 12 sujeitos (6,1%), todos dispondo perfil heterozigoto
(TPMT*1/*2 em dois sujeitos (1,01%), TPMT*1/*3A em seis (3,04%), TPMT*1/*3B em dois (1,01%),
TPMT*1/*3C em um (0.5%) e TPMT*3A/*3C em um (0.5%)). O gendtipo selvagem (TPMT*1/*1) foi
encontrado em 93,9% dos individuos estudados. Conclus8es: Genétipos ndo-TPMT*1, relacionados
a maior susceptibilidade a mielossupresséao, foram identificados em 6,1% da amostra populacional
estudada. A identificagdo prévia destes poderia contribuir para a prevengdo da ocorréncia de
complicagdes associadas ao uso de tiopurinas.

Endereco para correspondéncia:

Universidade da Regiao de Joinville — UNIVILLE
Cx. Postal 246, 89201-972 Joinville, SC, Brasil.
+55-47-34619197;

E-mail: gabigastal22@gmail.com
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As drogas tiopurinas, como 6-Mercaptopurina (6-MP), 6-Tioguanina (6-TG) e
azatioprina, sédo utilizadas com grande frequéncia para o tratamento de leucemias
agudas, doencas inflamatorias intestinais, condigdes auto-imunes e seguimento de
transplantes.“2 Entretanto, apresentam o inconveniente de provocar, em
determinados pacientes, toxicidades hematoldgicas severas e potencialmente fatais,
mesmo quando empregadas em doses padrdo. Varios autores demonstraram que
este componente de imprevisibilidade terapéutica esta relacionado a fungdo de uma
das enzimas responsaveis pelo metabolismo das tiopurinas, denominada como
tiopurina metiltransferase (TPMT). **

Niveis séricos e de atividade enzimatica da TPMT s&o controlados por um
polimorfismo genético, sendo este considerado o principal fator responsavel por
diferencas individuais quanto a toxicidade e eficacia terapéutica.* Estudos
populacionais e familiares tém demonstrado que individuos com baixa atividade
enzimatica apresentam grande risco para mielossupressao severa e potencialmente
fatal quando tratados com doses padrdo de 6-mercaptopurina ou azatioprina. >*

Existem mais de 20 variantes alélicas publicadas para o gene TPMT. O alelo
TPMT*1 corresponde ao alelo mais frequente (também descrito como selvagem),
estando relacionado a uma alta atividade enzimatica. Outros quatro alelos sao
frequentemente encontrados, sendo denominados como TPMT*2, TPMT*3A,
TPMT*3B e TPMT*3C, correspondendo a acima de 95% dos casos confirmados
relacionados a diminuicdo da atividade enzimatica.>® A variante alélica TPMT*2
corresponde a mudanga de um unico nucleotideo (SNP) na posi¢céo 238 (G>C) do
gene.”® A variante alélica TPMT*3A é composta por dois SNPs que ocorrem
simultaneamente, resultando em alteracbes nos nucleotideos nas posi¢cdes 460

(G>A) e 719 (A>G).2° Estes dois SNPs também podem ocorrer isoladamente,
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resultando em outros dois alelos. O alelo TPMT*3B inclui somente a alteragcao na
posicao 460 (G>A), enquanto o alelo TPMT*3C refere-se exclusivamente a alteragao
na posicdo 719 (A>G).°

Diversos estudos tém sido realizados em varios paises e regides buscando
determinar a prevaléncia populacional destes alelos, de forma a permitir uma melhor
compreensao dos riscos da administragdo dos medicamentos contendo drogas
tiopurinas. O objetivo do presente trabalho foi identificar a prevaléncia dos principais

alelos do gene TPMT (*2, *3A, *3B e *3C) na populagao de Joinville/SC.

Material e Métodos

Material: As amostras de sangue (aproximadamente 5 ml) de 197 doadores
do Hemocentro Regional de Joinville foram obtidas entre fevereiro e abril de 2010,
mediante consentimento livre e informado. Todos os individuos participantes
residiam em Joinville/SC. A amostra foi definida com base em uma populacdo
correspondente a 497.331 habitantes (estimada pelo Censo IBGE 2000), com
frequéncia estimada do fator em estudo de 5%, limite de confianca de 5% e efeito do
desenho de 1. Os 197 casos foram suficientes para garantir um intervalo de
confianca acima de 99%. Dados referentes a idade, sexo e cor da pele (auto-relato)
foram coletados de todos os participantes do estudo. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade da Regido de Joinville - Univille
(Oficio 136/2009).

Métodos: As amostras de sangue foram recebidas em tubos contendo EDTA
como anticoagulante, sendo congeladas a -20°C até seu processamento, o qual

incluiu as seguintes etapas:
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a. Extracéo e purificacdo do DNA genémico humano: O kit "Qiamp Blood DNA Mini
Kit" (Qiagen, Hilden, Alemanha) foi utilizado para esta finalidade, procedendo-se de

acordo com as instrugdes do fabricante.

b. Identificacdo dos polimorfismos: A detecgédo dos polimorfismos G460A, A719G e

G238C foi realizada conforme as especificidades descritas a seguir:

- Polimorfismo G460A - Os primers utilizados na Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) foram descritos por Yates et al. (1997) (P460F: 5'-
ATAACAGAGTGGGGAGGCTGC-3' e P460R: 5-CTAGAACCCAGAAAAAGTATAG-
3'), sendo destinados a amplificagdo de um segmento de 365pb do exon 7 do gene
TPMT. As reacbes foram realizadas em volume de 50uL, empregando-se 50-100ng
DNA gendmico, 1U Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, EUA),
200uM dNTPs (LGC Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil), 1,5mM MgCl, (Invitrogen) e
10pmol de cada primer (Integrated DNA Technologies, Eugene, EUA). A
termociclagem foi realizada conforme descrito por Yates et al. (1997), em aparelho
LGC XP Cycler (Bioer, Tokio, Japao), consistindo de uma fase inicial a 94°C por 3
minutos, seguida de 40 ciclos envolvendo 1 minuto a 94°C (desnaturacéo), 2
minutos a 55°C (pareamento) e 1 minuto a 72°C (extens&o). Ao término, realizou-se
a extensao final dos amplicons a 72°C por 7 minutos.

Apds confirmacgéao via eletroforese em gel de agarose a 1%, os amplicons
gerados foram digeridos durante uma hora, a 37°C, com 1U da endonuclease Mwol
(New England Biolabs, Inc., Beverly, USA), de acordo com as instru¢bes do
fabricante. Para o tipo selvagem, a enzima cliva o amplicon em um unico sitio,
gerando dois fragmentos, sendo o maior de 267pb e o0 menor de 98pb. A presenca
da substituicdo G460A elimina o sitio de reconhecimento, logo o segmento

amplificado nao é clivado.
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- Polimorfismo A719G - Excetuando os primers, a termociclagem e os insumos
necessarios a PCR correspondem aqueles destacados no item acima. Os primers
utiizados foram descritos por Alvarez et al. (2009) (P719F:. 5-
AATCCCTGATGTCATTCTTCATAGTATTT-3' e P719R: 5'-
CAGGCTTTAGCATAATTTTCAATTCCTC-3'), visando a amplificagdo de um
segmento de 236pb do exon 10 do gene TPMT.

Os amplicons obtidos foram submetidos a digestao durante uma hora, a 60°C,
com 1U da endonuclease Accl (New England Biolabs), conforme instrugdes do
fabricante. A mutagdo A179G introduz um sitio de reconhecimento para a enzima
Accl e, portanto, o tipo mutante é detectado pela observagao de dois fragmentos (86

e 150pb), enquanto o tipo selvagem permanece intacto (236pb).10

- Polimorfismo G238C - A investigagdo da transversdo G238C foi realizada
utilizando-se primers alelo especificos. Para cada sujeito foram realizadas,
concomitantemente, duas PCRs, cada qual visando a detec¢dao de uma das
variantes. Os tipos selvagem e mutante foram detectados através das combinag¢des
de primers P2W  (5-GTATGATTTTATGCAGGTTTG-3) + P2C (5-
TAAATAGGAACCATCGGACAC-3') e P2M (5'-GTATGATTTTATGCAGGTTTC-3') +
P2C, respectivamente.®

As reacbes foram executadas de forma similar ao descrito nos itens
anteriores, observando-se a termociclagem definida por Yates et al. (1997):
desnaturacgao inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos envolvendo 1 minuto
a 94°C (desnaturacédo), 2 minutos a 64°C (pareamento) e 1 minuto a 72°C

(extensdo). A extensao final dos amplicons foi realizada a 72°C durante 7 minutos. O
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segmento, quando amplificado, contém 256pb e localiza-se no exon 5 do gene

TPMT."°

c. Eletroforese : Para a confirmagao dos resultados, uma fragdo (10uL) de cada PCR
e o volume completo (20uL) das digestdes enzimaticas foram submetidos a
eletroforese em gel 1,5% agarose contendo 0,5ug/mL de brometo de etideo. A
visualizagdo se deu via exposi¢do a luz ultravioleta, seguido de fotodigitalizagcéo
(MiniBis, DNR Bioimage Systems, Jerusalém, Israel) e comparagdo com padrao
comercial (Gene Ruler™ 100bp Ladder Fermentas, Burlington, Canada) e

respectivos perfis eletroforéticos esperados.

d. Andlise estatistica: Para as analises estatisticas descritivas e o calculo do

tamanho amostral foi empregado o programa OpenEpi v.2.3.1.

Resultados
A populagao estudada foi composta de 67 individuos do sexo feminino (34%)
e 130 (66%) do sexo masculino, com média de idade de 32 anos (19-62; DP 10,69).
Treze variantes alélicas ndao-TPMT*1 foram identificadas em 12 sujeitos

(6,1%), sendo oito homens e quatro mulheres, todas com padrao heterozigoto.

- Identificagao do polimorfismo G460A
A figura 1A contém uma fragdo dos resultados referentes a amplificagao de
um segmento do gene TPMT empregando-se os primers P460F e P460R. A figura

1B apresenta o resultado da digestao dos amplicons com a endonuclease Mwol. As
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colunas 14 e 15 correspondem a perfil eletroforético caracteristico de sujeitos

heterozigotos quanto ao polimorfismo G460A.

M1 2 3 4 56 7 8 9 1 1112

1A

365pb

M 13 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
1B
365pb

267pb
98pb

Figura 1 — Resultado representativo da PCR (1A) e da digestao enzimatica (1B) visando a investigagéo
do polimorfismo G460A no gene TPMT. M - Marcador de tamanho molecular (Gene Ruler™ 100bp Ladder);

Colunas 1 a 10 e 13 a 25 - Amostras; 11- Controle positivo; 12 - Controle negativo

- Identificagao do polimorfismo A719G

A figura 2A exemplifica os resultados obtidos referentes a amplificacédo de um
segmento do gene TPMT empregando-se os primers P719F e P719R. A figura 2B
apresenta o resultado da digestdo dos amplicons com a endonuclease Accl. As
colunas 20, 22 e 23 correspondem a perfil eletroforético caracteristico de sujeitos

heterozigotos quanto ao polimorfismo A719G.
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213

M 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
2B

236pb
150pb
86pb

Figura 2 — Resultado representativo da PCR (2A) e da digestdo enzimatica (2B) visando a investigagao
do polimorfismo A719G no gene TPMT. M - Marcador de tamanho molecular (Gene Ruler™ 100bp Ladder);

Colunas 1 a 11 e 14 a 23 - Amostras; 12 e 24- Controles positivo; 13 e 25 - Controles negativo

- Identificagdo do polimorfismos G238C

A figura 3 contém uma parcela dos resultados obtidos referentes a
amplificagdo de um segmento do gene TPMT empregando-se os primers alelo
especificos P2W e P2M associados ao P2C. As colunas impares correspondem a
investigacao do tipo selvagem e as colunas pares do tipo mutante. As colunas 8 e 9
correspondem a perfil eletroforético caracteristico de individuo heterozigoto quanto

ao polimorfismo G238C.

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112

256pb
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Figura 3 — Resultado representativo da PCR visando a investigagdo do polimorfismo G238C no gene

12 - Controle negativo

TPMT: cada individuo é representado por um par de reagdes. Colunas 1 a 10 - Amostras; 11- Controle positivo;

Na tabela 1 sdo expostas as distribui¢gdes e as freqliéncias dos alelos do gene

TPMT na populagao de Joinville.

Tabela 1 - Alelos do gene TPMT encontrados na populagéo de Joinville

ALELO NUMERO DE ALELOS FREQUENCIA % (IC)
TPMT*1 381 96,7 (94,56-98,15)
TPMT*2 02 0,5 (0,084-1,66)
TPMT*3A 07 1,77 (0,78-3,48)
TPMT*3B 02 0,5 (0,084-1,66)
TPMT*3C 02 0,5 (0,084-1,66)
TOTAL 394 100

A tabela 2 contém a distribuicdo dos gendtipos observados na populagao de

Joinville.

Tabela 2 - Gendtipos do gene TPMT encontrados na populagao de Joinville

FREQUENCIA % (IC)

GENOTIPO n

TPMT*1/*1 185 93,9 (89,87-96,66)

TPMT*1/+2 02 1,01 (0,17-3,31)
TPMT*1/*3A 06 3,04 (1,24-6,22)
TPMT*1/*3B 02 1,01 (0,17-3,31)
TPMT*1/*3C 01 0,50 (0,025-2,47)
TPMT*3A/*3C 01 0,50 (0,025-2,47)

TOTAL 197 100
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Discusséo

As drogas tiopurinas, utilizadas para tratar varias doengas, sdo drogas
antimetabdlicas, relacionando-se com componentes préprios das células. Interferem
na disponibilidade de precursores dos nucleotideos de purinas por competirem com
estes na sintese dos acidos nucléicos. Sua principal agao farmacolégica deve-se a
incorporagao do metabdlito ativo — o nucleotideo da 6-tioguanina (6-TGN) — ao DNA
das células.?"’

A TPMT é uma enzima citosdlica que preferencialmente catalisa a S-
metilacdo (inativagdo) das drogas tiopurinas.>”"" Os niveis de atividade da TPMT
sdo controlados por um polimorfismo genético, ou seja, algumas variantes alélicas
se caracterizam pela capacidade diminuida quanto a S-metilacido das tiopurinas,
determinando um aumento do metabdlito ativo (6-TGN), e consequentemente, maior
atividade farmacoldgica, aliado a um maior risco de efeitos adversos.” Pacientes
apresentando deficiéncia da TPMT, ao receber doses padrao dessas medicacgoes,
podem apresentar severa toxicidade se as mesmas nao forem ajustadas. Para evitar
a toxicidade associada, os pacientes com baixa atividade enzimatica devem receber
1/10 a 1/15 da dose padrao das tiopurinas e, ainda assim, devem ser monitorizados
cuidadosamente.’

Embora a deficiéncia da TPMT também possa ser mensurada por sua
atividade em eritrécitos, a determinacdo da atividade enzimatica pode nao ser
confiavel em individuos que receberam transfusdo de hemacias dentro de dois a trés
meses antes da avaliacdo ou que estdo em uso de outras medicagdes, como
sulfassalazina e olsalazina.>'> Como a determinagdo do gendtipo ndo se altera, a
identificacdo genotipica assume relevancia clinica, ndo sofrendo influéncia dos

fatores citados.
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Weinshilboum & Sladek, em 1980, demonstraram uma distribui¢ao trimodal da
atividade da TPMT em células vermelhas. Nesse estudo, com 298 pacientes, 88,6%
dos individuos apresentaram atividade enzimatica alta, cerca de 11% apresentaram
atividade intermediaria e 0,3% dos individuos ndo apresentaram atividade
detectavel.”

Uma meta-anadlise publicada recentemente avaliou o risco de
mielossupressdo e constatou que o odds-ratio associado ao desenvolvimento de
leucopenia em pacientes com atividade intermediaria da TPMT foi de 4,19,
sugerindo que estes individuos tém risco aumentado de desenvolver
mielossupressao droga-induzida quando comparado com aqueles com atividade
normal. ™
No presente estudo, a prevaléncia totalizada dos gendtipos heterozigotos na
populacdo da cidade de Joinville foi de 6,1%. O gendtipo TPMT*1/*3A apresentou
maior prevaléncia (3,04%), seguido dos gendtipos TPMT*1/*2 (1,01%), TPMT*1/*3B
(1,01%), TPMT*1/*3C (0,5%) e TPMT*3A/*3C (0,5%).

Nesse estudo, foi identificado um individuo com gendtipo heterozigoto
composto (TPMT*3A/*3C). De acordo com dados encontrados na literatura, esse
tipo de gendtipo tem comportamento semelhante ao individuo homozigoto mutante,
com risco de desenvolver grave mielossupressdo apos uso de drogas tiopurinas.
Esse individuo deve ser monitorizado cuidadosamente, devendo usar doses bem
reduzidas das drogas tiopurinas (10-15% dose) ou até mesmo evitar o uso dessas
drogas. '

A variante alélica TPMT*3A também foi a mais prevalente no estudo de Silva
(2007), que estimou a frequéncia das trés principais variantes alélicas do gene

TPMT*2, TPMT *3A e TPMT *3C em uma populacdo de criangas e adolescentes
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com Leucemia Linfoblastica Aguda tratados no Hospital das Clinicas da UFMG
(Tabela 4)." No entanto, outros trés estudos realizados no Brasil obtiveram
resultados divergentes, sendo os alelos TPMT*2 e TPMT *3C os mais frequentes.
181920 As diferencas apontadas na tabela 4 podem estar relacionadas a

miscigenacao racial que caracteriza a populagao brasileira.

Tabela 4 — Comparagao das prevaléncias dos alelos ndo-TPMT*1 do gene

TPMT observadas nos estudos realizados no Brasil

Autor Localidade Prevaléncia (%)
TPMT*2  TPMT*3A  TPMT*3B  TPMT*3C TOTAL
Boson (2003)  Minas Gerais 2,2 15 0,2 1 49
Reis (2003) Rio de Janeiro 0,82 1,63 0 2,12 4,57
Silva (2007) Minas Gerais 0,4 3,9 0 0,9 5,2
Fraga (2009) Rio de Janeiro 0 1,75 0,5 1,75 4
Este estudo Joinville/ SC 0,5 1,77 0,5 0,5 3,27

O estudo do polimorfismo do gene TPMT na populagédo de Joinville permitiu
um maior conhecimento do perfil genético da populagédo local. A detecgdo das
deficiéncias da TPMT através da genotipagem permitira adequar e individualizar a
dose das tiopurinas, minimizando os riscos de toxicidade e mantendo a eficacia do
tratamento. Considerando que pacientes portadores de variantes alélicas associadas
a atividade reduzida da TPMT podem apresentar efeitos colaterais graves, muitas
vezes fatais, quando em vigéncia de uso de drogas tiopurinas, o presente estudo
podera auxiliar na orientacdo quanto a adocdo de protocolos de tratamento que
considerem a prevaléncia local das variantes alélicas e possivelmente, a introdugao
do teste genético antes do inicio da terapia, contribuindo para uma melhor
abordagem diagnostica e terapéutica, com provaveis repercussdes na sobrevida e

na qualidade de vida dos pacientes.
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Assim sendo, conclui-se que a identificagdo de uma prevaléncia global dos

alelos ndo-TPMT*1, associados a maior susceptibilidade a mielossupressao pelo

uso de tiopurinas, equivalente a 6,1% da amostra populacional estudada, demonstra

a relevancia da analise genotipica realizada.
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6 CONCLUSOES

- A prevaléncia dos principais polimorfismos do gene da tiopurina

metiltransferase (TPMT) na amostra estudada foi de 6,1%.

- Em relagdo aos quatro estudos publicados em populagdes brasileiras,
observamos resultados coincidentes com apenas um destes, sendo esta
diferengca possivelmente relacionada as variagdbes da miscigenagao racial
existente nas diversas regides do Brasil, sugerindo a necessidade de replicagao

de estudos semelhantes em outras areas geograficas.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

As medicacbes “azatioprina” e “mercaptopurina” sao utilizadas para tratar
diversas doengas, como alguns tipos de cancer, como as leucemias, e varias outras
doencgas. Entretanto, essas medicagdes nem sempre tem o resultado esperado nas
pessoas, podendo inclusive piorar a sua saude. Essas diferengas (melhora ou piora
da doenga apos utilizagdo do medicamento) foram correlacionadas com as formas
alteradas de uma molécula (chamada Tiopurina metiltransferase, ou TPMT) que
participa do metabolismo dessas medicagdes. As pessoas que apresentam uma
TPMT alterada e usam essas medicacbes podem apresentar complicagoes,
precisando interromper o uso.

Vocé esta sendo convidada (a) a participar de uma pesquisa que sera
realizada na UNIVILLE- Universidade da Regiao de Joinville — sobre “Prevaléncia
do polimorfismo do gene da Tiopurina Metiltransferase (TPMT) na Populagcéo
de Joinville”, mediante conhecimento da sua proposta, riscos e beneficios. Este
estudo objetiva verificar a possivel existéncia de pequenas diferengas (chamadas
“polimorfismos”) na composicao do material genético (DNA) dessa enzima.

Portanto, sera necessaria sua autorizagao para:

a) Utilizar a amostra de sangue ja coletado pelo HEMOSC (para a
realizacédo dos exames necessarios pelo mesmo) e que o restante
da amostra seja utilizado para o estudo genético desta enzima. Fui
esclarecido de que nao sera coletado sangue apenas para
realizagcao de pesquisa, que nao sera coletada maior quantidade de
sangue do que a necessaria para o exame de rotina.

b) Os riscos e a ocorréncia de dor, inchago ou infeccdo no local da
coleta sdo considerados minimos, e sao os inerentes da doacao de
sangue, n&o oferecendo risco adicional . A amostra sera
encaminhada ao Laboratoério de Pesquisa em Saude | da UNIVILLE

onde sera arquivada e analisada.

Na pesquisa atual somente serdo investigadas os polimorfismos da tiopurina

metiltransferase. Adicionalmente, pedimos sua autorizagao para armazenamento de
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seus dados e amostra de DNA por cinco anos, para a investigagao de outras regides
do seu genoma (conjunto de informacgdes genéticas individuais) no futuro. De
qualquer forma, nenhuma outra pesquisa sera realizada sem que vocé seja
contatado, informado e dé seu consentimento por escrito. Além disso, este material
somente sera utilizado se o novo projeto for aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa e pela CONEP (Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa), quando for o

caso.

Todos os resultados, dados pessoais e demais informacdes coletadas seréo
rigorosamente mantidos em sigilo e todos os participantes serdo mantidos sob
anonimato em quaisquer divulgacdes desta pesquisa. E garantido seu direito de ser
informado quanto ao resultado do exame, se assim desejar. Em caso de quaisquer
duvidas relativas a pesquisa, vocé podera contatar os responsaveis (vide nomes e
formas de contato ao final deste documento) antes, durante ou apds a conclusao da

sua participacao.

Nao havera compensacao (pagamento) financeira pela sua participagdo ou
ressarcimento de despesas, uma vez que a coleta de sangue sera realizada durante
uma visita de acompanhamento médico rotineiro. Nenhum procedimento da

pesquisa trara custos a vocé ou ao sistema de saude.

A participacdo em qualquer pesquisa € voluntaria. Vocé nao sera
prejudicadoi), de forma alguma, ao longo do seu acompanhamento médico
periddico normal caso decida pela nao participagdo ou desisténcia a qualquer
momento. Vocé também tem o direito de pedir que seus dados genéticos ou sua

amostra sejam destruidos a qualquer momento.
Atencdo: em caso de duvidas, escreva para o Comité de Etica em Pesquisa da

UNIVILLE. Endereco: Campus Universitario Bom Retiro, Caixa Postal 246, CEP:
89201-971, Joinville SC.

Eu, (nome do

paciente), apos ter lido (ou terem lido para mim) e compreendido este termo, tenho
consciéncia de que ndo havera remuneracdo de qualquer natureza e que poderei

retirar meu consentimento a qualquer momento. Autorizo o armazenamento de
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minha amostra de DNA para pesquisas futuras, desde que seja informado sobre os
objetivos, riscos e beneficios destas novas pesquisas. Uma cépia deste documento
sera entregue a mim e outra permanecera arquivada com 0s responsaveis pela
pesquisa. Uma vez que meus questionamentos foram satisfeitos, autorizo livremente
minha participacdo na pesquisa “Prevaléncia do polimorfismo do gene da

tiopurina Metiltransferase (TPMT) na populagéo de Joinville”.

Assinatura do Participante
Data: / /

Responsaveis pela pesquisa:
Gabriela Roncone Gastal
Instituigdo: Universidade da Regido de Joinville - UNIVILLE
Fones: (47) 34619197, (47) 88688878

a) E-mail: gabigastal@hotmail.com



APENDICE B — REGISTRO DOS DADOS

NI:

Nome:

Endereco:

Telefone:

Idade:
Sexo: ( ) F () M
Cor/Raga: () Branco
() Negro
( ) Pardo
() Amarelo
() Indigena

Deseja saber o resultado do seu teste genético? (

)S

(
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Anexo 1. Protocolo de Extracdo de DNA usando o kit QIAmp Qiagen

Second Edition Movember 2007

QIAamp® DNA Mini and
Blood Mini Handbook

For DNA purification from
whale blood
plasma
E|rum
buffy coat
lwmphocwtes
dried blood spals [QlAamp DNA Mini Kit only)
bedy Auids
cultured calls
hwU‘J-&

fissue (QAamp DNA Mini Kit only)

dle & Assay Technologies

73



74

Anexo 2. Carta de envio de artigo para revista cientifica

REVISTA BRASILEIRA

DE HEMATOLOGIA

E HEMOTERAPIA

Iimo(a) Sr.(a)
Prof(a), Dr{a) GABRIELA RONCONE GASTAL

Referente ao cddigo de fluxo: 1338
Categoria: Artigo Original

Infarmamos que recebemos o manuscrito PODEMOS PREVENIR A TOXICIDADE NA ADMINISTRACAOQ DE TIOPURINAS?

Andlise da prevaléncia dos polimorfismos da TMPT em Joinville/SC

serd enviado para apreciacdo dos revisores para possivel publicacdo/participacdo na(o) Revista Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia. Por favor, para qualquer comunicacdo futura sobre o referido manuscrito cite o nimero de referéncia apresentado
acima.

Obrigado por submeter seu trabalho a(o]) Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia

Dados de Acesso
Usuario: gabigastal
Senha: gabi22

Atenciosamente,

Dr. Milton Artur Ruiz
Editor

Av. Nossa Sra. de Copacabana, 1. 059 sala 1.201 - Copacabana
Rio de Janeiro - - Brazil

CEP 22060 001

Tel 21) 2521-6905

email: braz||b|00d_]ourna| yahoo.com.br

««« Favor ndo responder esta mensagem pois ela foi gerada automaticamente pelo SGP »»:

REVISTA BRASILEIRA

DE HEMATOLOGIA

E HEMOTERAPIA

Iimo(a) Sr.(a)
Prof(a), Dr(a) GABRIELA ROMCONE GASTAL

Referente ao cddigo de fluxo: 1338
Categoria: Artigo Original

Informamos que recebemos A CORRECAO do manuscrito PODEMOS PREVENIR A TOXICIDADE MA ADMINISTRACAOQ DE TIOPURINAS? . O
trabalho serd reanalisado para possivel publicacdo na Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. Por favor, para qualquer
comunicacdo sobre o referido manuscrito, cite o nimero do cddigo de fluxo apresentado acima.

Obrigado por submeter seu trabalho na Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia.

Atenciosamente,

Dr. Milton Artur Ruiz
Editor

Av. Nossa Sra. de Copacabana, 1. 059 sala 1.201 - Copacabana
Rio de Janeiro - - Brazil

CEP 22060-001

Tel/Fax: (21) 2521-6905

email: brazilbloodjournal@yahoo.com.br

««« Favor ndo responder esta mensagem pois ela foi gerada automaticamente pelo SGP »»»



