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RESUMO

O céancer de pulméo é o segundo tipo de cancer mais comum no Brasil. O tratamento mais
aplicado nestes pacientes € baseado nos derivados de platina, associados a outros
guimioterapicos, mas apesar da alta efetividade terapéutica, estes derivados apresentam alta
toxidade, que variam entre os individuos. Esta variacdo pode ser explicada pela genética do
individuo e estudos que buscam novos biomarcadores preditores de toxicidade sao essenciais
para uma melhora na eficacia terapéutica. Portanto, este trabalho tem por objetivos verificar
a relacdo de polimorfismo nos genes GSTM1 e GSTT1 com as principais toxicidades
induzidas por derivados de platina e avaliar novos possiveis biomarcadores de toxicidades
em pacientes com cancer de pulméo. Para atingir estes objetivos. Foram obtidos dados
demogréficos e clinicos dos prontuarios de 19 pacientes, além de coleta de sangue para
analise dos polimorfismos génicos. Os polimorfismos foram determinados por PCR multiplex
e os resultados foram tabelados em planilha de Excel para andlise e confec¢do dos dados.
Observou-se que a maiorias pacientes sdo fumantes, ndo consomem grandes quantidades
de Aalcool, apresentam sobrepeso e hipertensdo arterial sistémica como principal
comorbidade. Apresentam em sua maioria toxicidade hematoldgica associada a anemia. Os
genadtipos mais frequentes encontrados neste estudo foram o Presente para o polimorfismo
GSTT1 e Ausente para o polimorfismo GSTM1. Pode-se inferir que o genétipo Presente para
o polimorfismo GSTT1 e Deletado para o polimorfismo GSTML1, apresentaram maior grau de
mielotoxicidade. Conclui-se que os polimorfismos nos genes GSTM1 e GSTT1 podem ser

biomarcadores promissores na previsdo de toxicidade ao tratamento com carboplatina.

Palavras-chave: Cancer de Pulmao, polimorfismos génicos, Glutationa-S-transferase.
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ABSTRACT

Lung cancer is the second most common type of cancer in Brazil. The most applied treatment
in these patients is based on platinum, associated with other chemotherapeutic agents, but
despite the high therapeutic effectiveness, these derivatives have high toxicity, which vary
between individuals. This variation can be explained by individual's genetics and studies
looking for new biomarkers that predict toxicity are essential for an improvement in therapeutic
efficacy. Therefore, this work aims to verify the polymorphism relationship in the GSTM1 and
GSTT1 genes with main toxicities induced by platinum derivatives and to evaluate new
possible biomarkers of toxicities in patients with lung cancer. To achieve these goals.
Demographic and clinical data were obtained from the medical records of 19 patients, in
addition to blood collection for analysis of gene polymorphisms. Polymorphisms were
determined by multiplex PCR and the results were tabulated in an Excel spreadsheet for
analysis and data preparation. It was observed that most patients are smokers, do not
consume large amounts of alcohol, are overweight and have arterial hypertension as the main
comorbidity. They mostly present hematological toxicity associated with anemia. The most
frequent genotypes found in this study were the Present for the GSTT1 polymorphism and
Deleted for the GSTM1 polymorphism. It can be inferred that the Present genotype for the
GSTT1 polymorphism and Deleted for the GSTM1 polymorphism, showed a higher degree of
myelotoxicity. It is concluded that the polymorphisms in the GSTM1 and GSTT1 genes can be

promising biomarkers in predicting toxicity to treatment with carboplatin.
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Universidade Presbiteriana Mackenzie

1. INTRODUCAO

O cancer de pulmio é uma das doencas cronicas mais temidas no mundo (SORIA et
al., 2009). Tal doenca atinge milhdes de pessoas do planeta inteiro, independentemente de
classe social, cultural ou religiosa, sendo que o impacto do diagnostico da enfermidade é — na
maioria dos casos — angustiante tanto para o doente, como para seus familiares e
amigos. Foram cerca de 1,8 milhdes de casos novos e 1,5 milhdes de 6bitos no ano 2012.
Para 2020, é estimado mais de 2,2 e 1,9 milhdes de casos novos e 6bitos, respectivamente
(GLOBOCAN, 2017). No Brasil, as estimativas de incidéncia para o ano de 2016 foram
17,49/100.000 para homens e 10,54/100.000 para mulheres (INCA, 2017).

Os primeiros registros sobre o cancer na histéria sdo encontrados em documentos da
literatura hindu, no antigo Egito, e na civilizacao persa, onde se comentava sobre a pratica de
mastectomia e a existéncia de tratamentos a base de ervas medicinais. Por diversos anos a
enfermidade foi considerada a “encarnagdo do mal absoluto” (SONTAG, 2007), sendo
associado a um desfecho fatal devido a falta de tratamento exitoso, sendo que, apés o
diagndstico, ndo se poderia fazer muito pelos doentes. (LANG, 2014). Atualmente ele continua
sendo considerado altamente mortal, mas ja existem muitas op¢fes de tratamento, uma delas,
considerado o mais eficaz € o tratamento com quimioterapicos a base de platina, porém eles
apresentam uma alta taxa de toxidade e por conta disso, torna-se importante caracterizar e
avaliar o impacto destas complicacdes, observando parametros clinicos e laboratoriais que
possam estar relacionadas tanto a estas complicacbes como, eventualmente, a resposta

direta ao tratamento.

2. REFERENCIAL TEORICO

Atualmente, o cancer de pulmdo é a principal causa de morbidade e mortalidade
relacionada ao cancer no mundo. E classificado em dois grupos principais de acordo com o
tipo histoldgico, sendo eles o carcinoma de néo pequenas células e o de pequenas células. O
primeiro grupo engloba todos os tipos histolégicos (carcinoma epidermoide, adenocarcinoma
e carcinoma de grandes células) exceto o de pequenas células, que constitui o segundo grupo.
Aproximadamente 70% dos casos de cancer de pulméo sado os carcinomas de nao pequenas
células (HENSING, et al.,2014).

O fumo é considerado o mais importante fator de risco modificavel para o
desenvolvimento do cancer de pulmao, responsavel por 75% a 80% dos casos em homense
50% dos casos nas mulheres (JEMAL, et al., 2011). Dentre os fatores de risco nao
modificaveis podem ser citados: idade maior ou igual a 50 anos, histérico familiar, género

(mulheres fumantes apresentam maior risco), etnia (pretos apresentam maior risco quando
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comparados com brancos) e fatores socioeconémicos (inversamente proporcional ao risco)
(SATEIA et al., 2017).

Apesar dos fatores de risco para o desenvolvimento da neoplasia de pulméo serem bem
conhecidos, atualmente, cerca de 75% dos pacientes com cancer de pulmdo apresentam
doenca localmente avancada ou metastatica no momento do diagnéstico, porque néo existe
nenhum método eficaz para o diagnéstico precoce (SATEIA et al., 2017).

As modalidades terapéuticas para o tratamento dos pacientes com cancer de pulmao,
dependem inicialmente da definicAo do tipo de tumor e de seu estadiamento, mas os
medicamentos mais efetivos no tratamento destes tumores sdo os derivados de platina
(carboplatina, cisplatina), associados a outros quimioterapicos
(paclitaxel, gencitabina, docetaxel, etoposideo), os quais encontram-se disponiveis como
quimioterapia de primeira escolha no Sistema Unico de Salde (SUS) (GARCIA-CAMPELO,
et al., 2015).

Os complexos derivados de platina como agentes citotéxicos foram identificados pela
primeira vez em meados dos anos 60 por Barnett Rosenberg e colaboradores (ROSENBERG
et al., 1965; ROSENBERG et al., 1969). A primeira molécula a ser descoberta foi a cisplatina,
cis-diamina-dicloroplatina (Il), mostrando-se eficaz no tratamento de cénceres de testiculo,
canceres ginecologicos (principalmente o de ovario), gastrointestinais, geniturinarios, de
pulmao, e o cancer de cabeca e pescoc¢o (REED, 2005).

A carboplatina, assim como a cisplatina, se liga covalentemente ao DNA, formando
complexos platina-DNA, que induzem a célula a apoptose, porém, ao contrario da cisplatina,
a carboplatina € mais estavel no plasma. Devido as diferencas farmacocinéticas,
a carboplatina é menos tdxica e frequentemente € utilizada em pacientes que nao toleram a
cisplatina, seja pelos seus efeitos toxicos ou pela intensa hidratacdo necesséaria para sua
infus@o (ANDO, et al., 2014).

Conforme descrito, os derivados de platina sdo quimioterapicos de alto potencial
antineoplasico com farmacocinética favoravel, mas apesar de serem considerados as op¢oes
terapéuticas mais efetivas, os derivados de platina apresentam uma alta toxidade,

manifestadas por nefrotoxidade, toxidades gastrointestinais, hepatoxidade e mielotoxidade.

2.1. Nefrotoxidade

A nefrotoxicidade é estimada em 20 a 30% dos pacientes tratados com cisplatina, que
desenvolvem severa disfuncdo renal, mesmo apos hidratagéo salina e diurese no momento
da infus&o. Isso pode ser explicado pelo fato de que a excre¢édo dos derivados de platina
ocorre predominantemente por filtracdo glomerular e, em menor extensdo, por secrecao

tubular. O rim é capaz de acumular o quimioterpico em maior quantidade que outros 6rgaos



Universidade Presbiteriana Mackenzie

e a concentracao do farmaco nas células epiteliais do tubulo proximal pode chegar a ser cinco
vezes maior do que na corrente sanguinea (KUHLMANN et al., 1997; KRONING et al., 2000;
ARANY e SAFIRSTEIN, 2003). A insuficiéncia renal costuma se iniciar alguns dias apés a
administracdo de cisplatina, evidenciada pelo aumento da creatinina e ureia sérica, e reducao
da taxa de filtracdo glomerular. A recuperacao da fungéo renal normalmente ocorreem 2 a 4
semanas, mas pode haver nefrotoxicidade progressiva e permanente, mesmo com as
medidas preventivas (PERES et al., 2013).

2.2. Toxidade gastrointestinal

A toxicidade gastrointestinal relacionada, principalmente a cisplatina, envolve nauseas,
vomitos e, em menor freqiiéncia, diarréia. Esses eventos, embora menos agressivos que 0S
observados na toxicidade renal, sdo dificeis de controlar e geram falha no tratamento e
reducdo na qualidade de vida do paciente (BALLATORI e ROILA, 2003; BLOECHL-DAUM et
al., 2006; BALLATORI et al., 2007; COHEN et al., 2007). O trato gastrintestinal é afetado pelo
estresse oxidativo gerado pelo farmaco e, por danos causados as células cromafins entéricas
do intestino delgado, capazes de produzir serotonina (5-HT), que por sua vez, ativam 0s
receptores de 5-HT no bulbo, estimulando a zona de gatilho quimiorreceptora e o centro de
controle do vémito, provocando assim os reflexos de vomito caracteristicos (HESKETH et al.,
2003; HESKETH, 2008).

2.3. Hepatoxidade

A hepatotoxicidade pode ser observada apds administracédo de altas doses de derivados
de platina, ou de baixas doses repetidas, provavelmente por acimulo no figado (CVITKOVIC,
1998; FENOGLIO et al., 2005). Alguns estudos sugerem que o estresse oxidativo gerado pela
cisplatina tem um importante papel neste processo (CVITKOVIC, 1998; MORIEL, 2017).
Martins et al. (2008) demonstraram que a cisplatina aumenta as enzimas hepaticas
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), altera o metabolismo
energético no figado, causa enrijecimento da membrana hepatica, peroxidacao lipidica, dano
oxidativo a cardiolipina e de proteinas com grupos sulfidrila, além de inducdo de morte celular

hepatica por apoptose, via mitocondria.

2.4. Mielotoxidade

BN

A leucopenia pode estar relacionada a redugdo de neutrofilos e/ou linfécitos e

a mielossupresséao € observada em 25 a 30% dos pacientes tratados com carboplatina. Em



XV Jornada de Iniciagdo Cientifica e IX Mostra de Inicia¢do Tecnoldgica - 2019

um estudo desenvolvido por Bar-Sela et al. (2003), metade dos pacientes tratados
com carboplatina desenvolveram severa mielotoxicidade, com predominio de neutropenia e
trombocitopenia. A anemia induzida pelos derivados de platina ocorre por aplasia, hemdlise e
deficiéncia de eritropoietina secundaria a nefrotoxicidade. A deplecdo de glutationa e o
estresse oxidativo induzidos pelo quimioterapico levam
a mielossupressédo e hematotoxicidade (KHYNRIAM e PRASAD, 2001; DLOTT et al., 2004;
OLAS etal., 2004; GAO et al., 2006; VANDENDRIES e DREWS, 2006; SON et al., 2011; GAO
et al., 2013).

2.5. Polimorfismos nos genes das GSTs

Os genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 codificam as enzimas GSTs M1 (GSTM1), T1
(GSTT1) e P1 (GSTP1), respectivamente. Estas enzimas sao também de extrema importancia
na detoxificacdo de fase IlI, envolvidas na conjugacdo de substratos toxicos a célula,
catalisando a conjugacdo do peptideo glutationa (GSH) a estes compostos, tornando-os
hidrofilicos e mais facilmente excretados pela urina (MOYER et al., 2010).

Diante deste mecanismo de acdo, pode-se supor que polimorfismos nestes genes
influenciam a detoxificacdo de xenobioticos, dentre eles 0s quimioterapicos baseados em
platina, alterando a resposta terapéutica e toxicidade ao tratamento. Carron et al. (2017)
avaliaram a influéncia de diversos polimorfismos na toxicidade a cisplatina em pacientes com
cancer de cabeca e pescoco e observaram que dentre outros polimorfismos, o polimorfismo
GSTPL1 lle/lle estava associado ao maior risco de vémito severo a moderado, porém existem
ainda dados controversos em relacédo ao papel dos polimorfismos das GSTs em pacientes

com cancer de pulméao tratados com quimioterapia baseada em platina.

2.6. Jusitificativa

Acredita-se que este estudo contribuir4 para o melhor entendimento das toxicidades
causadas pelos medicamentos baseados em platina, e consequentemente uma melhora do
tratamento antineoplasico. As toxicidades geradas sdo extremamente impactantes na vida
dos pacientes, uma vez que muitos deles acabam diminuindo a dose do guimioterapico, ou
até mesmo mudando de protocolo de tratamento devido a essas reagdes. A diminui¢do de
dose e mudanca de protocolo faz com que os pacientes tenham que receber tratamentos
muitas vezes menos eficazes.

A necessidade da pesquisa de novos biomarcadores se da pelo fato de que os
marcadores tradicionais sdo geralmente pouco sensiveis. Essa falta de sensibilidade e

especificidade pode gerar resultados falsos positivos ou falsos negativos, levando a uma
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deteccéo tardia da lesdo renal ou levando a conclusdes falsas (HERRERA-PEREZ et al.,
2016).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Verificar a relagdo de polimorfismo nos genes GSTM1 e GSTT1 com as principais
toxicidades induzidas por derivados de platina e avaliar novos possiveis biomarcadores de

toxicidades em pacientes com cancer de pulméo.

3.2 Objetivos Especificos

Caracterizar os pacientes quanto a idade, sexo, peso, altura, cor da pele, presenca de
traqueostomia para respiracdo e sonda para alimentacdo, indice de Karnofsky (KPS)
(Karnofsky e Burchenal, 1946), escolaridade, situacéo de trabalho, renda familiar, estado civil,
tabagismol/etilismo; e dados referentes ao tumor, como localizacdo e graduacéo
histopatoldgica (obtidos do laudo da biopsia), estadiamento e estadiolocalizagdo do tumor,
graduacao histopatoldgica, estadiamento, estadio e presenca de comorbidades.

Caracterizar os pacientes quanto a nefrotoxicidade, as toxicidades gastrointestinais,
hepaticas e a mielotoxicidade a platina;

Determinar a ocorréncia de polimorfismos nos genes GSTM1 e GSTTL1.

4. METODOLOGIA

4.1. Caracterizacao dos pacientes
Foram recrutados 20 pacientes atendidos no ambulatério de pneumologia do Hospital
de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Destes, um paciente foi
descartado para este estudo por impossibilidade de genotipagem dos polimorfismos GSTM1
e GSTT1.

No dia do caso novo e nas consultas subsequentes, foram obtidos dos prontuérios, da
discussao de caso realizada pela equipe médica e da entrevista com o paciente, dados para
caracterizacdo dos sujeitos.

O TCLE foi obtido pelos préprios pesquisadores envolvidos apés a leitura plena do
documento pelos pacientes e seus acompanhantes.

Foram coletados:
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- dados demogréficos: identificacdo, dados para contato, idade, sexo, peso, altura, cor da
pele, presenca de tragueostomia para respiracdo e sonda para alimentagdo, KPS,
tabagismol/etilismo;

- dados referentes ao tumor: localizacdo e graduacgéo histopatolégica (obtidos do laudo da
bi6psia), estadiamento e estadio - o estadiamento (TNM) € feito através de tomografia
computadorizada de pescoco e torax e o estadio € determinado com base no TNM.

A coleta de amostras biolégicas foi solicitada a enfermeira presente no ambulatorio.

4.2. Avaliagéo das toxicidades

Foram investigadas a nefrotoxicidade, a hepatotoxicidade, as toxicidades
gastrointestinais e a mielotoxicidade, induzidas pela carboplatina.

A nefrotoxicidade, a hepatotoxicidade e a mielotoxicidade foram avaliadas através de
coletas de sangue que todos 0s pacientes realizaram antes e 15 dias apds a quimioterapia
com carboplatina. Os valores basais foram comparados com os valores encontrados apos a
aplicacdo de carboplatina e também foram classificadas em relacdo a gravidade de acordo
com 0s Critérios Comuns de Toxicidade (CTCAE - versao 4)
(US Department of Health and Human Services, 2010).

Em relacdo as toxicidades gastrointestinais, foram investigadas a nausea, vomito e
diarreia por meio de ligacéo telefénica ou entrevista pessoalmente no dia 1 (primeiras 24 horas
apos a quimioterapia) e nos dias 2 ao 5 (de 24 a 120 horas apds a quimioterapia) de cada
ciclo do tratamento, e foram classificadas em relacdo a gravidade de acordo com Critérios
Comuns de Toxicidade (CTCAE - versao 4) (US Department of Health and Human Services,
2010).

Os parametros analisados de hepatotoxicidade foram: AST, ALT, GGT, ALP e
bilirrubinas. Os parametros analisados para nefrotoxicidade foram: creatinina sérica,
estimativa do clearance de creatinina (Férmula de Cockroft-Gault), ureia, acido urico, sédio,
magnésio, calcio, fosforo e potassio. E aqueles analisados para mielotoxicidade foram:

hemoglobina, leucécitos, neutrdfilos, linfocitos e plaquetas.

4.3. Andlise dos polimorfismos

Foram coletados 4 mL de sangue, em tubos contendo EDTA como anticoagulante,
gue foram utilizados para genotipagem. O isolamento do DNA foi realizado por procedimentos
padronizados (Wizard® genomic DNA purification Kit, Promega). Apés a ultima etapa de

hidratacdo do DNA, as amostras forma armazenadas em geladeira para quantificacao.
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A gquantificacdo do DNA foi avaliada através do equipamento QuantiFluor® (TM) dsDNA
System, Promega. E as amostras de DNA foram entdo armazenadas em freezer a
temperatura de -20°C até a determinagéo dos polimorfismos.

Fragmentos dos éxons 4 e 5 do gene GSTM1 e fragmentos do éxon 4 e do intron 4 do
gene GSTT1 foram amplificados por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
multiplex. Fragmento do gene da beta globina, incluindo o éxon 3 e os introns 2 e 3, foi
amplificado na mesma reacéo e serviu como controle da amostra de DNA. A PCR multiplex
foi realizada em mistura de 25 pL de tampé&o GoTag® G2 Hot Start Master Mixes (Promega),
1 pL de cada iniciador (100 pmol) e 50 ng de DNA, em um volume final de 50 pL.

A reacdo foi conduzida inicialmente, por um ciclo de 94°C por 5 minutos, para inativacao
de proteases que podem interferir na reacao enzimatica e ativacdo da Taqg polimerase do
Master Mix, posteriormente, por 32 ciclos de amplificacdo em termociclador (Eppendorf,
Hamburg, Alemanha). Cada ciclo foi realizado sob as condi¢des: 94°C por 1 minuto; 62°C por
1 minuto e 72°C por 1 minuto. Ao término dos 32 ciclos, o produto foi mantido a 72°C por 7
minutos, completando um dnico ciclo. A seguir, as amostras foram mantidas sob refrigeracéo
a 4°C.

Fragmentos de 273 pares de bases (pb), 480 pb e 630 pb foram obtidos com a
amplificacdo das regides especificas dos genes GSTM1l, GSTT1 e beta-globina,
respectivamente. A presenca ou a delecdo homozigética dos genes GSTM1 e GSTT1 foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose a 2,0%. Os gendtipos sé foram avaliados
guando foi identificado o fragmento correspondente a amplificacdo do gene da beta-globina.

Controles positivo e negativo foram utilizados em todas as reacées.

4.4, Analise dos resultados
As informagdes foram documentadas inicialmente em formularios padronizados e em
seguida armazenados em planilha do Excel® periodicamente. Foram realizadas analises
descritivas com apresentacdo de frequéncias absolutas/percentuais para as variaveis
categoricas e medidas de posicdo (média) e dispersdo (desvio-padrdo) para as variaveis

numeéricas.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1.  Caracterizacdo dos pacientes
Os dados demograficos dos 19 pacientes incluidos no estudo estédo representados na
tabela 1 e os dados clinicos na tabela 2.

Tabela 1. Dados demograficos dos pacientes.

Dados demograficos Todos
Pacientes
n=19
Idade (média * desvio padrdo, anos) 63,7+ 5,0
Sexo (n, %)
Masculino 4(21,0)
Feminino 15 (79,0)
Cor da pele
Branco 18 (94,7)
N&o Branco 1(5,3)
Renda familiar (média  desvio padrdo, SM/pessoa) 2,5+1,2
Situagdo de trabalho (n, %)
Empregado 3 (15,8)
Aposentado 8(50,0)
Afastado pela doenga 4(21,0)
Desempregado 4(21,0)
Afastado por outra condigdo 0(0,00)
Anos de estudo (média t desvio padrao, anos) 6,314,8
Escolaridade (n, %)
Nunca estudou 2 (10,5)
Fundamental incompleto 10 (52,6)
Fundamental completo 1(5,3)
Meédio incompleto 2 (10,5)
Médio completo 3 (15,8)
Superior incompleto 0(0,00)
Superior completo 1(5,3)
Estado civil (n, %)
Solteiro 4(21,0)
Casado 8(42,1)
Divorciado 6(31,6)
Viavo 1(5,3)

Legenda: n=numero absoluto de paciente; SM = saldrio minimo;
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Tabela 2. Dados clinicos dos pacientes.

Dados clinicos Todos
Pacientes
n=19
Tabagismo (n, %)
N3o tabagista 8(42,1)
Tabagista discreto 1(5,3)
Tabagista moderado 2 (10,5)
Tabagista acentuado 8(42,1)
Etilismo (n, %)
Abstémio 13 (68,4)
Etilista discreto 2 (10,5)
Etilista moderado 1(5,3)
Etilista acentuado 2(10,5)
Etilista mais que acentuado 1(5,3)
IMC (média t desvio padrdo, Kg/m?) 27,9+8,0
KPS (n, %)
100 14 (73,7)
90 5(33,3)
Tipo Histolégico (n, %)
CEC 5(41,7)
Adenocarcinoma 7 (58,3)
Comorbidades (n, %)
Sem comorbidades 6 (31,6)
Hipertensao arterial sistémica 10 (52,6)
Diabetes melito 6 (31,6)
Outras* 3 (15,8)

n=numero absoluto de paciente; KPS = Karnofsky Performance Status.
*=hipercolesterolemia, DPOC.

A maioria dos patrticipantes do estudo eram fumantes (57,9%) e dentre estes, 72,7%
foram classificados como tabagistas acentuados. Em relacdo ao etilismo, a maioria (68,4%)
era abstémio. O indice de massa corporea teve uma média de 27,9 + 8,0 Kg/m?, classificados
na média como sobrepeso. A maior parte dos pacientes apresentaram KPS de 100 (73,7%) e

apresentavam hipertensao arterial sistémica como principal comorbidade associada.

5.2.  ReagOes Adversas e Graus de Toxicidade

5.2.1. Reagbes Adversas Hematologicas
Todos os pacientes incluidos no estudo realizaram coletas de sangue para avaliagéo de
reacOes adversas hematologicas antes e apds o primeiro ciclo de quimioterapia. Os valores
de hemoglobina, leucdcitos, neutrdfilos, linfocitos e plaquetas basais, bem como nos 15 e 20

dias apds o primeiro ciclo de quimioterapia estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Valores de hemoglobina, leucécitos, neutrdfilos, linfécitos e plaquetas basais,
15 e 20 dias apds o primeiro ciclo de quimioterapia com carboplatina (média + desvio
padrdo) (n = 19).

Parametros Basal Apoés 1°ciclo- D15  Ap6s 1°ciclo - D20
Hemoglobina (g/L) 126+1,3 12,3+0,9 12,3+£2,3
Leucdcitos (x10%/mm?3) 8,4+26 53+1,8 7,027
Neutroéfilo (x103/mm3) 56+2,0 30+£15 44+£24
Linfécito (x10%/mm3) 2,4+0,6 22+12 2,3+0,9
Plagueta (x10%/mm?3) 329,6 + 83,4 275,0 £ 86,0 270,8 +87,1

Legenda: D15: 15° dia a partir da primeira quimioterapia; D20: 20° dia a partir da primeira quimioterapia.

As alteracdes hematoldgicas apresentadas pelos pacientes também foram avaliadas e
classificadas em relacdo a gravidade de 0 a 4, de acordo com os Critérios Comuns de
Toxicidade (CTCAE - versao 4), conforme descrito na Tabela 4. A tabela mostra o maior grau
de toxicidade apds a quimioterapia, considerando o 15° e 20° dia apds o primeiro ciclo de

carboplatina.

Tabela 4. Graus de reacdes adversas hematoldgicas apés primeiro ciclo de quimioterapia com

carboplatina (frequéncia absoluta e frequéncia relativa) (n = 19).

Graus de toxicidade - Primeiro ciclo
Nimero absoluto (Porcentagem)

Grau 0 Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
Anemia 8 (42,1) 11 (57,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Leucopenia 15 (79,0) 2 (10,5) 2 (10,5) 0 (0,0 0 (0,0
Neutropenia 15 (78,9) 3 (15,8) 1(5,3) 1(8,3) 0 (0,0
Linfopenia 17 (89,5) 1(5,3) 1(5,3) 0 (0,0) 0 (0,0)
Plaquetopenia 17 (89,5) 2 (10,5) 0 (0,0 0 (0,0 0 (0,0

Analisando-se as tabelas 3 e 4, é possivel verificar uma reducéo para quase todos 0s
parametros hematolégicos apds o primeiro ciclo de tratamento com carboplatina, com

predominio de grau 1 para anemia e grau 0 para 0os demais parametros hematolégicos.

5.2.2. Reag0Oes adversas gastrointestinais
Os graus de toxicidade de nausea, vomito e diarreia foram avaliados nos cinco primeiros
dias (D1 ao D5) subsequentes a quimioterapia com carboplatina. Os graus de toxicidade e

suas respectivas frequéncias estao descritos na Tabela 5.
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Tabela 5. Graus de toxicidade gastrointestinal em frequéncia absoluta e em porcentagem (n = 19).

Graus de toxicidade - Primeiro ciclo
Numero absoluto (Porcentagem)

Grau 0 Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
Nausea 14 (73,7) 4 (21,0) 0 (0,0) 1(5,3) 0 (0,0)
Vomito 17 (89,5) 1(5,3) 0 (0,0) 1(5,3) 0 (0,0
Diarreia 17 (89,5) 2 (10,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

Observando a Tabela 5, é possivel verificar uma frequéncia muito baixa de reacdo
adversa vomito e diarreia. Apresentaram nausea aproximadamente 25 % dos pacientes, mas,

em sua grande maioria, de grau leve.

5.2.3. Reag0bes adversas renais
As alteracbes renais ocasionadas pelo primeiro ciclo de carboplatina foram
acompanhadas antes, 15 e 20 dias apés a quimioterapia, por meio dos parametros descritos
na Tabela 6. Além disso, as reacdes foram classificadas em graus de toxicidade, com excecao
da ureia que ndo possui classificacdo determinada pelo CTCAE, conforme demonstrado na
Tabela 7.

Tabela 6. Valores de creatinina sérica, clearance de creatinina, ureia, acido drico, sodio,
potassio, magnésio, fésforo inorganico e calcio antes, 15 e 20 dias apds primeiro ciclo de
quimioterapia com carboplatina (média + desvio padréo) (n = 19).

Parédmetros Basal Apoés 1°ciclo - D15  Apds 1°ciclo - D20
Creatinina (mg/dL) 0,73+0,23 0,65+0,17 0,72+0,13
Clearance de Creatinina (mL/min) 100,64 + 34,36 112,45 + 19,85 99,05 + 22,96
Ureia (mg/dL) 31,58 + 14,09 34,26 + 14,37 29,58 + 14,29
Acido drico (mg/dL) 4,06 + 0,63 4,07 £ 0,95 3,93+0,95
Sédio (mEg/L) 137,42 + 3,69 135,89 + 4,00 136,11 + 3,18
Potéassio (mEg/L) 4,46 +£ 0,32 4,23+0,62 401+0,44
Magnésio (mEg/L) 1,56 + 0,27 1,43 +0,29 1,52 + 0,26
Fosfato inorganico (mg/dL) 3,79+0,50 3,48 £ 0,46 3,84 +0,51
Calcio (mg/dL) 9,46 + 0,46 9,24 +0,32 9,03+0,34

Legenda: D15: 15° dia a partir da primeira quimioterapia; D20: 20° dia a partir da primeira quimioterapia.
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Tabela 7. Grau de reacéo adversa renal obtido a partir de diferentes parametros ap6s o primeiro ciclo de
guimioterapia com carboplatina (n = 19).

Graus de toxicidade - Primeiro ciclo

Parametros Numero absoluto (Porcentagem)
Grau 0 Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
Aumento da creatinina
sérica 17 (89,5) 2 (10,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Reducéo do clearance
de creatinina 12 (63,2) 7 (36,8) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Hiperuricemia 18 (94,7) 1(5,3) -* 0 (0,0) 0 (0,0
Hiponatremia 12 (63,2) 7 (36,8) -* 0 (0,0) 0 (0,0
Hipocalemia 18 (94,7) 1(5,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Hipomagnesemia 15 (78,9) 3 (15,8) 1(5,3) 0 (0,0) 0 (0,0
Hipofosfatemia 19 (100,0) -* 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0
Hipocalcemia 15 (78,9) 4(21,1) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

*N&o ha grau segundo CTCAE

Nota-se que ndo houveram alteracdes evidentes na média dos parametros laboratoriais
realizados nos dias 15 e 20 apés o primeiro ciclo de carboplatina. Em relacdo aos graus de
toxicidade, a maioria dos pacientes apresentaram grau zero de toxicidade em todos os
parametros avaliados, porém, com tendéncia a um aumento de toxicidade de grau 1 para a

reducao do clearance de creatinina e hiponatremia.

5.2.4. Reac0les adversas hepdticas
As reacfes adversas hepéticas foram acompanhadas antes, 15 e 20 dias apds o 1° ciclo
de quimioterapia com carboplatina pela verificacdo dos parametros descritos na Tabela 8. As
alteracBes na funcéo hepatica destes pacientes também foram avaliadas quanto a gravidade
e classificadas de grau 0 a 4, conforme descrito na Tabela 9, exceto para 0s parametros
gamaglutamiltransferase (GGT) e proteinas totais que ndo possuem classificacdo
determinada pelo CTCAE.

Tabela 8. Valores de albumina (ALB), bilirrubina total (BT), gama glutamiltransferase (GGT),
proteinas totais, fosfatase alcalina (FALC), alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) antes, 15 e 20 dias apOs o primeiro ciclo de quimioterapia com

carboplatina (média + desvio padréo) (n = 19).

Parédmetros Basal Apo6s 1°ciclo - D15  Apds 1°ciclo - D20
Albumina (g/dL) 3,8+04 3,7+0,4 3,8+0,5
Bilirrubina total (mg/dL) 0,4+0,1 0,3+0,1 0,3+0,1
Gama glutamiltransferase (U/L) 73,1+68,0 63,6 £55,9 62,4 +61,7
Proteinas totais (g/dL) 6,6 +0,6 6,3+0,8 6,4+0,6
Fosfatase alcalina (U/L) 120,7 £ 65,2 107,9+51,1 107,5 + 60,4
Alanina aminotransferase (U/L) 18,6 + 12,1 21,2+12,7 19,2+ 14,6
Aspartato aminotransferase (U/L) 16,9+5,5 16,8 +5,7 16,4+4,7

Legenda: D15: 15° dia a partir da primeira quimioterapia; D20: 20° dia a partir da primeira quimioterapia.
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Tabela 9. Graus de toxicidade hepatica em frequéncia absoluta e em

porcentagem (n = 19).

Graus de toxicidade - 1° ciclo
Numero absoluto (Porcentagem)

Parametros
Grau 0 Grau 1 Grau 2
Hipoalbuminemia 12 (63,2) 7 (36,8) 0 (0,0)
Aumento da BT 19 (100,0) 0 (0,0 0 (0,0
Aumento da FALC 14 (76,7) 5 (26,3) 0 (0,0)
Aumento da ALT 17 (89,5) 2 (10,5) 0 (0,0
Aumento da AST 19 (100,0) 0 (0,0 0 (0,0

Legenda: AST = Aspartato aminotransferase; ALT = Alanina aminotransferase FALC = Fosfatase

alcalina; BT = Bilirrubina total.

A respeito das reacfes adversas hepaticas, alguns parametros hepaticos apresentaram
grau 1 de toxicidade (hipoalbuminemia, aumento de fosfatase alcalina e de alanina
aminotransferase), com predominio de grau O de toxicidade para todos os parametros
analisados (aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina,

bilirrubina total e albumina).

5.2.5. Deteccao de polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1
Os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 foram detectados pela técnica de PCR
multiplex, utilizando-se como controle positivo da reacdo a amplificacdo do gene da beta-
globina. Todos os 19 pacientes tiveram amplificadas as regiées do gene da beta-globina, e,
portanto, o gendtipo para os genes GSTM1 e GSTT1 puderam ser obtidos em todos os

pacientes (figura 1).
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Figura 1. Gel de agarose a 2,0% contendo os fragmentos

amplificados por PRC multiplex de 20 pacientes.

Legenda: L50= marcador de peso molecular de 50 pares de base (pb). Os
ndmeros indicados em cima de cada coluna se referem as identificagGes
laboratoriais dos pacientes estudados. O paciente n° 10 foi desconsiderado

neste estudo por impossibilidade de genotipagem. B=branco.

Para 1 dos 20 pacientes originalmente recrutados no estudo nao foi possivel realizar a
determinacdo de seus polimorfismos pois ndo houve amplificacdo de seu DNA mediante a
técnica de PCR. Este paciente ndo foi considerado neste estudo e seus dados nao foram
considerados nas andlises apresentadas anteriormente.

Apoés andlise do gel, os 19 pacientes foram genotipados para os polimorfismos das
GSTML1 e GSTT1 em Presentes e Deletados, referindo-se a presenca (genotipo selvagem) ou
auséncia (polimorfismo génico) do gene, respectivamente. Estes dados estdo representados

na tabela 10.

Tabela 10. Gendtipos dos polimorfismos GSTT1 e GSTM1 (n = 19).

Polimorfismos das GSTT1 e GSTM1
Numero absoluto (Porcentagem)
Presente Deletado

GSTT1 17 (89,5) 2 (10,5)

GSTM1 7 (36,8) 12 (63,2)
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Dos 19 pacientes considerados neste estudo, a maioria (89,5%) apresentou o genétipo
presente para o polimorfismo GSTT1 e a maioria (63,2%) apresentou o0 genétipo deletado
para o polimorfismo GSTML1.

O numero de pacientes ainda é muito pequeno para poder fazer qualquer analise
estatistica que seja representativa neste estudo. Porém, foi realizada a seguinte comparacao
inicial: Como a maior toxicidade a carboplatina encontrada neste estudo foi a hematolégica
associada a anemia (tabela 4, onde 57,9% dos pacientes apresentaram grau 1 de toxicidade),
comparamos os polimorfismos estudados frente a este grau de toxicidade (tabela 11).

Tabela 11. Associagéo dos polimorfismos GSTT1 e GSTM1 e grau de

toxicidade hematolégica — anemia (n = 19).

Pacientes com grau 1 de toxicidade hematolégica - ANEMIA

Polimorfismos >
NUmero absoluto (Porcentagem)

GSTT1 Pre (n = 17) Del (n = 2)
11 (64,7) 0(0,0)

GSTM1 Pré (n=7) Del (n = 12)
3(42,9) 8 (66,7)

Este dado demonstra que pacientes com 0s genotipos presente para o polimorfismo
GSTT1 e deletado para o polimorfismo GSTM1, apresentam maior grau de anemia,
comparados com 0s pacientes com os genoétipos deletado para o polimorfismo GSTTL1 e

presente para o polimorfismo GSTML1.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os pacientes inseridos neste estudo sdo, em sua maioria, fumantes, ndo consomem
grandes quantidades de alcool, apresentam sobrepeso, bom estado geral, observado pelo
indice de Karnofsky e hipertensao arterial sistémica como principal comorbidade.

Apresentam em sua maioria toxicidade hematoldgica associada a anemia e nao
apresentam alteragdes maiores de nefrotoxicidade e toxicidade gastrointestinal.

Os gendtipos mais frequentes encontrados neste estudo foram o Presente para o
polimorfismo GSTT1 e Ausente para o polimorfismo GSTM1.

Apesar do baixo niumero de pacientes, pode-se inferir que o genétipo Presente para o
polimorfismo GSTT1 e Deletado para o polimorfismo GSTM1, apresentam maior grau de
anemia, comparados com 0s pacientes com o genoétipo Deletado para o polimorfismo GSTT1

e Presente para o polimorfismo GSTML1.
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