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_Resumo

A presenca de determinadas variantes em genes responsaveis pela
codificacao de proteinas com funcdo de transportadores ou receto-
res envolvidos em vias de metabolizacao de xenobidticos, pode con-
dicionar a resposta individual a determinados fdrmacos, comprome-
tendo a resposta terapéutica e o progndstico clinico. Desta forma, a
farmacogenética é, nos tempos atuais, uma ferramenta essencial na
medicina personalizada, uma vez que estudos genéticos permitem ao
clinico prever a probabilidade de eficdcia e de toxicidade de determi-
nados farmacos, podendo assim individualizar o tratamento e melho-
rar a sequranca dos doentes. A titulo de exemplo, podemos referir as
variantes associadas ao gene FMO3 (Trimetilaminuria) que condicio-
nardo a eficdcia do tratamento com Sulindac, variantes no gene (BS
(HomocistinUria cldssica) que influenciardo a resposta dos doentes a
terapia com Piridoxina (vitamina B6) bem como as variantes no gene
DPYD (deficiéncia em dihidropirimidina desidrogenase) que origina-
rao diferentes manifestacoes fenotipicas em individuos tratados com
fluoropirimidinas (5-Fluorouracil, Capecitabina e Tegafur). O objetivo
deste trabalho é alertar para a necessidade do estudo genético de
individuos em tratamento com farmacos que sofram metabolizacao
hepédtica. Pretende-se avaliar a importancia de variantes jé identifica-
das no gene DPYD, bem como de outras potencialmente relevantes,
enquanto marcadores preditivos de toxicidade associada as fluoro-
pirimidinas. Este estudo também contribuird para alargar o espectro
mutacional associado ao gene DPYD, para além das variantes inclu-
fdas nos kits comerciais do gene, que podem também influenciar a
terapéutica/toxicidade com fluoropirimidinas.

_Abstract

The presence of certain variants in genes responsible for encoding
transporters or receptors involved in xenobiotic metabolism pathways
can influence an individual's response to certain drugs, compromi-
sing therapeutic efficacy and clinical prognosis. Therefore, pharma-
cogenetics is currently an essential tool in personalized medicine, as
genetic studies allow clinicians to predict the likelihood of efficacy
and toxicity of specific drugs, enabling individualized treatment and
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improving patient safety. As an example, we can mention variants
associated with the FMO3 gene (Trimethylaminuria) that affect the
effectiveness of Sulindac treatment, variants in the CBS gene (Clas-
sical homocystinuria) that influence patients' response to Pyridoxine
(vitamin B6) therapy, as well as variants in the DPYD gene (dihydro-
pyrimidine dehydrogenase deficiency) that result in different phe-
notypic manifestations in individuals treated with fluoropyrimidines
(5-Fluorouracil, Capecitabine, and Tegafur). The aim of this study is to
highlight the need for genetic testing of individuals undergoing treat-
ment with drugs that undergo hepatic metabolism. Additionally, we
intend to evaluate the importance of already identified variants in
the DPYD gene, as well as other potentially relevant ones, as predic-
tive markers for fluoropyrimidine-associated toxicity. Furthermore, we
also aim to contribute to expanding the mutational spectrum associa-
ted with the DPYD gene, beyond the variants included in commercial
gene kits, which could also influence the therapy/toxicity of fluoro-
pyrimidines.

_Introducao

A farmacogenética define-se como sendo a area da
genética que estuda as variacoes genéticas presentes
em cada individuo e o efeito dessa variabilidade na
resposta a tratamentos farmacolégicos (1). Associada
3 esta drea, emerge a medicina personalizada visto
que ambos os conceitos tém como principal finalidade
orientar decisdes clinicas na prevencdo, diagndstico
e tratamento de doencas com base no perfil genético
de um individuo (2). Apesar de viérios fatores pode-
rem interferir no metabolismo dos fadrmacos, alguns
autores defendem que 20 a 95% das alteracoes inter-
individuais na resposta a fadrmacos sdo justificadas
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por fatores genéticos. Assim, a anadlise de variantes
num determinado gene, responsdvel pela codificacao
de uma protefna envolvida na metabolizacdo de um
farmaco, terd grande utilidade, uma vez que auxiliard
o clfnico a otimizar a eficdcia e sequranca desse far-
maco e, consequentemente, da terapia medicamen-
tosa adotada (3.4). Atualmente, varios polimorfismos
genéticos (Single Nucleotide Polymorphisms-SNPs),
associados a doencas hereditarias do metabolismo, sao
utilizados como biomarcadores de suscetibilidade de
resposta a farmacos. Exemplos disso sdo 0s polimorfis-
mos jd estudados no gene que codifica a enzima hepd-
tica flavina mono-oxigenase 3 (FMO3), associados ao
fenotipo da trimetilamintria (TMAuU, OMIM: 602079), no
gene que codifica a enzima cistationina beta-sintase
(CBS), associado a homocistinuria cldssica (HCU, OMIM:
236200) e no gene que codifica a enzima dihidropiri-
midina desidrogenase (DYPD), associado a deficiéncia
da dihidropirimidina desidrogenase (OMIM: 274270).

No caso do gene FMO3, verificou-se que doentes com
os polimorfismos responsaveis pela doenca hereditaria
autossomica recessiva TMAuU em homozigotia, nomea-
damente 0s SNPs c.472G>A (p.Glu158Lys) e €.923A>G
(p.Glu308Gly), ndo desenvolviam pdlipos, o principal
efeito toxico do Sulindac, farmaco anti-inflamatdrio nao
esteroide, indicado no tratamento de doentes com poli-
pose adenomatosa familiar (PAF) (5-8). Estes polimor-
fismos, ao diminuirem a atividade catalitica da enzima
FMO3, tém assim um efeito protetor no tratamento da
PAF, pela reducao dos efeitos secunddrios toxicos do
farmaco e servem de biomarcadores relativamente a
resposta terapéutica ao mesmo. Os doentes diagnos-
ticados com homocistinuria cldssica sao normalmente
classificados com base na resposta do individuo ao
tratamento com a piridoxina, vulgarmente conhecida
como vitamina B6. Algumas variantes presentes em
homozigotia, nomeadamente a ¢.833T>C (p.lle278Thr),
conferem ao doente uma resposta a vitamina B6 tor-
nando possivel atingir niveis normais de homocisteina
total com doses reduzidas, levando a um tipo leve de
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deficiencia de BS (9). Contrariamente, demonstrou-
-se que a variante ¢.572CGT (p.Thr191Met), quando
presente em homozigotia na populacao portuguesa,
espanhola e sul-americana, causa uma forma grave da
doenca que nao responde & piridoxina (10.11). outro
exemplo sao as variantes no gene DPYD, que codifica a
enzima dihidropirimidina desidrogenase (DPD), respon-
saveis pela deficiéncia de DPD, caracterizada como uma
doenca autossémica recessiva do metabolismo das piri-
midinas. No entanto, estdo descritos varios SNPs neste
gene que originam uma atividade enzimatica redu-
zida, e que, em individuos tratados com fluoropirimi-
dinas (5-Fluorouracil, Capecitabina e Tegafur), levam a
que estes deixem de ter a capacidade de metabolizar
adequadamente estes fdrmacos, originando uma toxici-
dade grave pela acumulacdo de compostos citotoxicos
no sangue.

Desta forma, a farmacogenética é, nos tempos atuais,
uma ferramenta essencial na medicina personalizada,
nomeadamente para o diagndstico e tratamento de
diversos cancros. Os estudos genéticos permitem ao
clinico prever a probabilidade de eficdcia e de toxici-
dade de determinados farmacos, podendo assim indi-
vidualizar o tratamento e melhorar a sequranca dos
doentes.

_Objetivos

Este trabalho tem como objetivos alertar para a neces-
sidade do estudo genético de individuos cujos farma-
cos utilizados na terapéutica sejam de metabolizacao
hepdtica e avaliar a importancia de variantes ja identi-
ficadas no gene DPYD, bem como de outras que pode-
rao ter impacto enquanto marcadores preditivos de
toxicidade as fluoropirimidinas. Pretende-se também
contribuir para alargar o espectro mutacional asso-
Ciado ao gene DPYD, para além das variantes incluidas
nos kits comerciais do gene DPYD, que poderao tam-
bém condicionar a terapéutica/toxicidade com fluoro-

pirimidinas.
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Metabolismo das fluoropirimidinas

O 5-fluorouracil (5-FU), é uma fluoropirimidina que
¢ convertida intracelularmente para que haja forma-
cdo de metabolitos citotdoxicos com efeitos antitumo-
rais. O seu principal composto ativo ¢ o monofosfa-
to de fluorodeoxiuridina (FAUMP), que é responsavel
pela inibicdo da enzima timidilato sintetase (TS) e,
consequentemente, inibicdo do processo de sintese
e reparacao do DNA (12,13) No entanto, grande par-
te do 5-FU é degradado pela via catabdlica na qual

a enzima DPD é responsavel pelo primeiro passo e é

um fator limitante nesta via (14716)_ A reduzida ativi-
dade desta enzima aumenta o risco de toxicidade as
fluoropirimidinas uma vez que leva a acumulacdo de
compostos com atividade citotéxica no sangue (17,18)
(figura 1).

A enzima DPD é expressa principalmente nos hepatoci-
tos e linfocitos (1921). 0 gene DPYD, localizado no cro-
mossoma 1p21.3, possui 23 exdes e codifica uma pro-
teina de 1025 aminoacidos, a enzima DPD. (22). Este
gene ¢é altamente polimorfico e, até a data, foram re-
portadas mais de 7600 variantes genéticas (23). Algu-

Figura 1: [1 Representacdo esquematica do metabolismo das fluoropirimidinas.
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No figado, os fdrmacos 5-FU, Capecitabina e o Tegafur sao convertidos no composto 5-FU. 1 a 5% do 5-FU presente na célula
é convertido em trés metabolitos essenciais para a acdo do farmaco. FAUMP inibe a enzima TS, que exerce um papel de ele-
vada importancia na sintese e reparacao do DNA pela conversao de dUMP em dTMP. O FAUTP e o FUTP sdo incorporados no
DNA e no RNA, respetivamente, resultando ambos em alteracoes graves no DNA e consequente morte celular. 80% do 5-FU
administrado ¢ inativado pela enzima DPD sendo o restante excretado através da urina.

DPD - Dihidropirimidina desidrogenase; DHFU - Dihidrofluorouracilo; DPYS - Dihidropirimidinase; FUPA - Acido a-fluoroureidopropionico;
FBAL - a-fluor- alanina; 5'dFCR - 5'-desoxi-5-fluorocitidina; 5'dFUR - 5'-desoxi-5-fluorouridina; FUDR - Fluorodeoxiuridina; FAUMP - Monofos-
fato de fluorodeoxiuridina; TS - enzima timidilato sintetase; dUMP - monofosfato de desoxiuridina; dTMP - monofosfato de desoxitimidina;
FAUDP - Difosfato de fluorodeoxiuridina; FAUTP - Trifosfato de fluorodeoxiuridina; FUMP - Monofosfato de fluorouridina; FUDP - Difosfato de
fluorouridina; FUTP - Trifosfato de fluorouridina.
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mas destas variantes provocam alteracoes na ativida-
de enzimatica da DPD e, consequentemente, influen-
ciardo a resposta metabdlica do doente as fluoropiri-
midinas. Varios estudos tém vindo a associar variantes
genéticas com efeitos de deficiéncia/toxicidade grave
e preocupantes do ponto de vista clinico. Logo, tendo
em conta o numero significativo de doentes a quem
sao prescritos os farmacos abordados anteriormente,
em termos de prognéstico e sequranca, a avaliacao de
SNPs é crucial.

Polimorfismos no gene DPYD: impacto na farmaco-
terapia das fluoropirimidinas

As fluoropirimidinas, nomeadamente o 5-FU, Capeci-
tabina e o Tegafur, sao fdrmacos mundialmente uti-
lizados na quimioterapia de cancros sélidos. Estima-
-se que 10% a 30% dos doentes desenvolvam toxici-
dade a estes farmacos, podendo ser evidente através
de variados sintomas hematoldégicos, gastrointestinais
e dermatoldgicos. O tratamento com fluoropirimidinas
é fatal para cerca de 0,5% a 1% destes doentes (24
“26)  Fatores genéticos, principalmente a presenca de
certos SNPs no gene DPYD, que codifica a enzima DPD,
podem alterar a atividade enzimatica do metabolismo
destes medicamentos. Assim, a manifestacao fenoti-
pica da resposta farmacoldgica dos doentes depende-
rd do défice parcial ou total desta enzima. Reacoes ad-
versas a fadrmacos é um dos principais problemas no
tratamento de tumores malignos por quimioterapia e,
normalmente, implica reducao de doses ou mesmo in-
terrupcao do tratamento, o que pode prejudicar a sua
eficdcia e o progndstico da doenca. Deste modo, esta-
belecer relacdes entre o gendtipo e o fendtipo, poderd
ser uma ferramenta de grande importancia pois torna
possivel adequar o tratamento a cada doente em par-

ticular, garantindo a sua seguranca.

Em 2020, o Comité de Avaliacdo do Risco em Farmaco-
vigilancia (PRAC) adotou a recomendacdo da testagem
genética preventiva para a deficiéncia de DPD tendo
por base as sequintes mutacdes raras no gene DPYD:

7///’; - »{/ "‘\
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C.1905+1G>A (IVS14+1G>A), ¢.1679T>G (p.lle560Ser),
C.2846A>T (p.Asp949Val) e c.1236G>A/c.1129-5923C>G
(HapB3) (27). Estas estdo descritas como estando as-
sociadas a um risco acrescido de toxicidade aquando
da toma das fluoropirimidinas. Nesse mesmo ano, a
Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) e o Infarmed
(Autoridade Nacional Portuguesa de Medicamentos e
Produtos de Saude) sequiram a mesma recomendacao,
levando a que surgissem novas normas de seguranca
no uso dos farmacos 5-FU, Capecitabina e Tegafur (28).

Os SNPs anteriormente referidos [c.1905+1G>A
(IVS14+1G>A), ¢.1679T>G  (p.lle560Ser), c.2846A>T
(p.Asp949val) e c.1236G>A/ ¢.1129-5923C>G (HapB3) ]
sao, até a data, os polimorfismos mais bem estuda-
dos, estando descritos como sendo “variantes funcio-
nalmente relevantes” (tabela 1). Na populacdo cauca-
siana, os gendtipos heterozigdticos destas variantes
apresentam frequéncias de 1%, de 0,07-0,1%, de 1,1%
e de 2,6-6,3%, respetivamente (27). Deste modo, in-
dividuos que sejam portadores destas variantes tém
maior probabilidade de desenvolver reacdes adver-
sas graves, 3 5-FU (cerca de 1,6 a 4,4 vezes mais au-
mentada) e tém 25% mais probabilidade de que es-
sas reacdes conduzam mesmo 3 mortalidade (29,30),
Porém, Amstutz et al. (24) defendem que apenas 20%
dos casos de toxicidade grave apo6s a toma de 5-FU
estard relacionada com estas variantes. Quando o0s
polimorfismos ¢.1905+1G>A (IVS14+1G>A) e c.1679T>G
(p.lle560Ser) estdao presentes em homozigotia, 0s in-
dividuos geralmente apresentam uma atividade enzi-
matica da DPD nula, enquanto nos individuos hetero-
zigbticos a atividade da enzima estd reduzida a cerca
de 50%, razdo pela qual deve ser evitada a prescricao
de fluoropirimidinas (31.32). Assim, neste caso, doen-
tes que possuam estes SNPs ndo sao capazes de me-
tabolizar o 5-FU e, portanto, estdo mais expostos ao
5-FU e aos seus compostos citotoxicos. Por sua vez,
as variantes c.2846A>T (p.Asp949Val) e c1236G>A/
€.1129-5923C>G (HapB3), levam a uma reducao mode-
rada da enzima DPD (tabela 1). Das variantes que sao
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Tabela 1: [ Caracterizacao de SNPs no gene DPYD, respetivos efeitos na atividade da DPD e fenétipo do doente.
Frequéncia Valor de Estado el @ -
SNP rs CDNA Proteina do alelo de  atividade funcional 'AvdeA € e”OF'szo Referencias
risco do alelo do alelo SVgenEe SRE0GIET
rs3918290 C.1905+1G>A IVS14+1G>A 0,007 0,0 Nulo 1A Toxicidade geral (31,32,38-41)
1555886062 €1679T>G p.lle560Ser 3x107° 0,0 Nulo 1A Toxicidade geral (29,31,38,42-44)
1s67376798 C.2846A>T p.Asp949Val 0,003 0,5 Diminuido 1A Toxicidade geral (32,42,45)
1s75017182 €.1129-5923C>G Variante intrénica 0,013 0,5 Diminuido 1A Toxicidade geral (29,33,46,47)
Toxicidade
156038477 C.1236G>A p.Glu412Glu 0,014 0,5 Diminuido 3 gastrointestinal (29)
e hematoldgica
Neutropenia,
rs115232898 C.557A>G p.Tyr186Cys 0,002 0,5 Diminuido 1A mucosite e (32,35,48-51)
alopecia
1572549303 c.1898del p.Pro633fs = 0,0 Nulo 1A - (37)
rs1801268 C€.2983G>T p.Val995Phe - 0,0 Nulo 1A - (32)
Leucopenia,
1578060119 c1156G>T p.Glu3g6Ter 8X107° 0,0 Nulo 1A trombocitopenia (32,52)
e mucosite
1s2297595 C.496A>G p.Met166Val 0,085 1,0 Normal 3 Toxicidade geral (43,53-56)
rs1801265 c.85T>C p.Cys28Arg 0,228 1,0 Normal 3 Diarreia (31,43,50,56-59)
rs1801159 C.1627A>G p.lle543Vval 0,198 1,0 Normal 3 Diarreia (31,43,59,60)
rs1801158 C.1601G>A p.Ser534Asn 0,015 1,0 Normal 3 Toxicidade geral (29,31,43,61)
rs17376848 c.1896T>C p.Phe632Phe 0,051 1,0 Normal 3 Toxicidade geral (54,62)
rs1801160 C.2194G>A p.val732lle 0,048 1,0 Normal 3 Toxicidade geral (31,32,43,47,55,63,64)

SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms; DPD - dihidropirimidina desidrogenase.

atualmente utilizadas como preditores relevantes de
toxicidade, relacionada com a administracao de fluo-
ropirimidinas, a variante intrénica c.1129-5923CG é a
variante deletéria menos grave. Este SNP foi inicial-
mente identificado num haplétipo, o haplétipo B3 (Ha-
pB3), e, posteriormente, foi descrito que estd num for-
te desequilibrio de ligacdo com a variante sinénima
€1236G>A (p.Glu412Glu) (33),

Tendo em conta as recomendacdes do Infarmed e a
crescente necessidade de identificar doentes com ris-
co aumentado de desenvolver toxicidade durante o
tratamento quimioterdpico com fluoropirimidinas, fo-

31

ram desenvolvidos kits laboratoriais para analise far-
macogenética qualitativa com base na detecdo de po-
limorfismos informativos no gene DPYD. No entanto,
estes kits s6 incluem a andlise das variantes referidas
anteriormente [(c.1905+1G>A, c.1679T>G (p.lle5605er),
C.2846A>T (p.Asp949Val) e c.1236G>A/c.1129-5923C>G
(HapB3)].

Presentemente, os SNPs acima referidos tém um nivel
de evidéncia e de utilidade clinica bem estabelecido.
Para além destes SNPs, associados a reducdo de ativi-
dade da DPD e a toxicidade por 5-FU, 3 PharmGKB clas-
sifica o nivel destas associacoes com anotacdes clini-
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cas de nivel 1AT para outros SNPs: ¢.557A>G (p.Tyr186-
Cys), c.1898del (p.Pro633fs), ¢.2983G>T (p.Val995Phe) e
c1156G>T (p.Glu386Ter). Deste Ultimo conjunto de poli-
morfismos, todos os alelos mutantes estdo designa-
dos como sendo ndo funcionais (tabela 1). A variante
C.557A>G (p.Tyr186Cys) é considerada uma variante de
risco aumentado para a toxicidade ao 5-FU, pela (/i-
nical Pharmacogenetics Implementation Consortium
(CPIC) (35), sendo neste caso, mais prevalente na po-
pulacdo africana. O mesmo acontece para a delecao
€.1898del, uma vez que esta foi detetada em 46% dos
doentes que desenvolveram toxicidade grave as fluo-
ropirimidinas, mesmo com reducao inicial de dose (36).
Em alguns paises, nomeadamente no Brasil, para
além das variantes ja referidas [c.1905+1G>A, ¢.1679-
T>Gp.lle560Ser), c.2846A>T (p.Asp949Val) e c.1236-
G>A/c1129-5923C>G (HapB3)], as variantes c.557A>G
e c.1898del j3 se encontram incluidas nos kits comer-
ciais utilizados na rotina clinica para a detecao de po-
limorfismos no gene DPYD. Porém, existem outras
variantes, nao incluidas nos kits comerciais, que le-
vam igualmente ao desenvolvimento de toxicidade
grave as fluoropirimidinas. S3o exemplo as varian-
tes €.2983G>T (p.Val995Phe) e c.1156G>T (p.Glu386-
Ter) que levam a inativacdo da proteina DPD e, con-
sequentemente, da atividade desta enzima (32,37).

Para além das variantes ja mencionadas, outros SNPs
no gene DPYD apresentam uma grande frequéncia alé-
lica, nomeadamente, 0 C.496A>G (p.Met166Val), c.85-
T>C (p.Cys28Arq), c1627A>G (p.lle543Val), c.1601G>A
(p.Ser534Asn), ¢.1896T>C (p.Phe632Phe), €.2194G>A
(p.val732lle), com frequéncias de 0,085, 0,228, 0,198,
0,015, 0,051 e 0,048, respetivamente. A PharmGKB

classifica o estado funcional dos alelos como normal,
para estas SNPs, com anotacoes clinicas de nivel de
evidéncia 32. No entanto, ambas as bases de dados:
Human Gene Mutation Database (HGMD) e Ensembl
classificam estas variantes como sendo patogénicas
associadas ao défice de DPD. Além disso, alguns auto-
res acreditam que estas variantes poderao ter efeito
toxico ou protetor, mas ter-se-3 de desenvolver mais
estudos funcionais para avaliar 0s seus impactos nos
doentes tratados com 5-FU.

Ajuste terapéutico: diretrizes de seguranca

0 consorcio internacional CPIC e o Dutch Pharmacoge-
netics Working Group (DPWG) desenvolveram diretri-
zes para ajudar a classificar o significado funcional das
variantes do gene DPYD e seus potenciais efeitos na
dosagem das fluoropirimidinas. Ambos utilizam uma
escala de 0 a 2, sendo 0 - sem atividade enzimatica
e 2 - funcao normal da DPD, para prever a pontuacao
de atividade (PA) da DPD. Esta pontuacdo ¢ a3 soma
das atividades das duas isoformas da proteina expres-
sas em ambos os alelos. As recomendacdes das doses
a prescrever de acordo com o gendtipo e fenotipo do
individuo estdo indicadas na tabela 2.

Recentemente, varios estudos tém sido feitos de modo
a demonstrar o custo-beneficio dos estudos molecu-
lares do gene DPYD dos doentes que vao iniciar o tra-
tamento com 5-FU e o custo dos tratamentos hospi-
talares daqueles que apresentam sintomas de into-
xicacdo medicamentosa a dose padrao do 5-FU. Na
Irlanda, Murphy et al. concluiram que o rastreio dos
polimorfismos no gene DPYD na rotina clinica revelou
ser economicamente mais rentdvel, sendo, por isso, de

1 As anotacoes clinicas de nivel 1A descrevem combinacdes de variantes-farmacos para as quais ha orientacoes de prescricdo especificas disponiveis em
diretrizes clinicas ou em rotulos de medicamentos com orientacdo de prescricao especifica de variantes, aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA). As anotacoes clinicas de nivel 1A também devem ser apoiadas por, pelo menos, uma publicacao cientifica. O nivel 1A é o nivel mais alto de

anotacoes clinicas (34).

2 As anotacoes clinicas de nivel 3 descrevem combinacoes de variantes-farmacos com baixo nivel de evidéncia a suportar as associacoes estabelecidas.
Essas associacoes podem ser baseadas num unico estudo ou em estudos que falharam em replicar determinada associacdo. A anotacao também pode
ser baseada em evidéncias preliminares, como por exemplo, um relatério médico, estudo nao significativo ou evidéncia de um ensaio in vitro, molecular

ou funcional. O nivel 3 é considerado um baixo nivel de anotacoes clinicas (34).
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Tabela 2:
e recomendacdo terapéutica.

Fenotipo Genotipo

Metabolizador
normal

Doente sem variantes associadas a disfuncao
reduzida ou completa da DPD.

Doente com uma variante associada a
funcao normal da DPD e outra associada a
funcionalidade reduzida da enzima.

Metabolizador
intermediario

Doente com duas variantes associadas a
funcionalidade reduzida da DPD ou com uma
variante associada a funcdo normal e outra
associada a ndo funcao da enzima.

Metabolizador
intermedidrio

Doente com uma variante associada a uma
funcionalidade reduzida da DPD e uma variante
associada a nao funcao da enzima.

Metabolizador
pobre

Doente com duas variantes associadas com
atividade de DPD totalmente disfuncional.

Metabolizador
pobre

SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms; DPD - dihidropirimidina desidrogenase.

todo o interesse a caracterizacdo genética prévia de
cada doente que inicie a quimioterapia com fluoropiri
midinas (65).

Em Portugal

A introducdo da tecnologia de sequenciacao de nova
geracao (Next Generation Sequencing — NGS) para
0 diagnostico de rotina na Unidade de Rastreio Neo-
natal, Metabolismo e Genética do Departamento de
Genética Humana do Instituto Nacional de Satde Dou-
tor Ricardo Jorge, no Porto, permitiu a realizacao de
estudos do gene DPYD, Uteis no rastreio destes SNPs,
dando com rapidez uma resposta utilizada na terapéu-
tica dos doentes tratados com 5-FU. 43 doentes foram
caracterizados para o gene DPYD, dos quais 26% apre-
sentaram um risco acrescido de toxicidade as fluoro-
pirimidinas pela presenca de duas ou mais variantes
descritas como polimorfismos associados ao défice
de DPD (Human Gene Mutation Database-HGMD e
Ensembl). Os resultados do estudo molecular dos doen-
tes analisados estao representados na figura 2.

////& " oy . “‘ X

Atribuicdo do fendtipo com base no gendtipo dos doentes, respetivo risco de toxicidade

PA da Risco de toxicidade Recomendacoes de dose das
DPD 3o 5-FU fluoropirimidinas
Ndo é necessario o ajuste de
2 Baixo doses para medicamentos que s3o
metabolizados pela DPD.
15 Alto £ aconselhada a reducao de 25% a 50%
! da dose padrdo das fluoropirimidinas.
£ aconselhada a reducao de 50% da
1 Alto dose padrao das fluoropirimidinas.
£ aconselhada a reducdo de 50% da
0,5 Alto dose padrao de fluoropirimidinas ou o
uso de uma alternativa terapéutica.
£ aconselhado o uso de uma alternativa
0 Alto
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terapéutica a fluoropirimidina.

Neste estudo, foram identificadas 3 novas variantes, des-
conhecendo-se, no entanto, o seu impacto na ativi-
dade catalitica da enzima. Poderd ser interessante reali-
zar estudos enzimaticos de modo a perceber o impacto
destas mutacdes na atividade enzimatica da DPD e, con-
sequentemente, no fendtipo dos doentes e na previ-
sao da eficdcia terapéutica. As mutacdes c.1524+16CA,
€127 _134del (p.Arg43™), ¢.257C>T (p.Pro86lLeu) e
C.2846A>T (p.Asp949Val), todas descritas com frequén-
cias alélicas inferiores a 0,01, e 0 SNP ¢.2300-39G>A,
com frequéncia alélica de 0,09, encontram-se associa-
das ao défice de DPD (HGMD e Ensemb/) (66-68) Deste
modo, 3 presenca destas variantes em homozigotia
ou heterozigotia composta, com outra variante asso-
ciada ao défice parcial ou total da atividade enzima-
tica da DPD, tornard o doente suscetivel a toxicidade
das fluoropirimidinas devendo, por esta razao, o cli-
nico necessitar de ajustar a dose do farmaco.

Nos 43 doentes estudados, as variantes c.1627A>G
(p.lle543val), ¢.85T>C (p.Cys28Arq) C.496A>G
(p.Met166Val) foram as mais prevalentes, estando

e
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Figura 2: [1 Representacdo esquematica das 14 variantes identificadas nos 43 doentes
estudados para a deficiéncia da DPD no gene DPYD.
—(11 29-5023C>G ) 1896T>C (Phe632Phe)
(12366>A (Glu41261u))| ~(1905+1G>A)
257C>T (Pro86leu)  768T>G (Ile256Met) 1524+16C>A 1906-2445C  230039G>A  (2846A>T (Asp949val) * )
85T=C (Cys29Arg) 496A>G (Met166Val) 1601G>A (Ser534Asn)  2194G=A (Val732lle) 3061G>C (Val1021Leu)

127_134del (Arg43+) 623G>T (Arg208Leu)

1627A>G (lle543Val)

(1679T>6 (IIe56USerl}

As trés novas variantes encontradas neste estudo estao destacadas a cor laranja, enquanto que as variantes mais frequentemente identificadas

nestes doentes estdo destacadas a cor azul.

As variantes ¢.1905+1G>A, c.1679T>G (p.lle560Ser), c.2846A>T (p.Asp949Val) e c.1236G>A/c.1129-5923(>G (HapB3), detetadas pelos kits labora-
toriais para andlise farmacogenética qualitativa, também estdo representadas na figura, delimitadas por cilindros.

“ Apenas uma destas variantes, c.2846A>T (p.Asp949Val), foi identificada neste conjunto de doentes.

presentes em 28%, 23% e 14% dos doentes, respeti-
vamente, 0 que vai de encontro aos resultados espe-
rados uma vez que estes SNPs sdo 0S que apresen-
tam valores mais elevados da frequéncia alélica no
gene DPYD (tabela 1). Varios casos clinicos reportam
estes polimorfismos genéticos como estando associa-
dos a reacdes adversas graves ao 5-FU. No entanto,
na comunidade cientifica hd divergéncia de opinides
e falta de evidéncias conclusivas sobre as consequén-
cias metabolicas para o individuo (31,43,50,53-60),
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_Discussao

Diversos estudos populacionais demonstraram que cerca
de 3% a 5% da populacao apresenta niveis reduzidos
de atividade enzimdtica da DPD, pela existéncia de
SNPs ou mutacoes no gene DPYD, apresentando assim
um fator de risco acrescido para desenvolver toxicidade
aquando da toma de um farmaco com 5-FU (69,70),
A causa mais conhecida de intolerancia as fluoropirimidi-
nas é a deficiéncia de DPD, que pode resultar de polimor-
fismos deletérios no gene que a codifica. Deste modo,
¢ fundamental o estudo prévio do gene DPYD para que
o clinico possa adequar o tratamento, com o objetivo de
aumentar o0 seu sucesso e a seguranca do doente.

As variantes ¢.1905+1G>A (IVS14+1G>A), c.1679T>G
(p.lle560Ser), c.2846A>T (p.Asp949Val) e c.1236G>A/
€.1129-5923C>G (HapB3) sao as mais comummente
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associadas ao fendtipo de deficiéncia de DPD pela
severidade das reacdes adversas que causam no tra-
tamento com 5-FU, razao pela qual, atualmente, estao
disponiveis kits para a detecdo precoce destes SNPs no
gene DPYD na pratica clinica. No entanto, como refe-
rido ao longo deste trabalho, encontram-se descritas
na literatura outros SNPs e variantes capazes de afe-
tar o sucesso do tratamento, uma vez que estao asso-
ciados a efeitos toxicos causados pela administracao
de fluoropirimidinas, devendo também ser utilizados
como marcadores preditivos de toxicidade. Do nosso
ponto de vista, de acordo com a revisao bibliografica
e mesmo com os dados preliminares que ja dispomos,
¢ nosso entender que para além das variantes mais
conhecidas, hd outras com um impacto igualmente
prejudicial na atividade catalitica da enzima DPD, inclu-
sive com frequéncias alélicas superiores na populacao
portuguesa, fator que se deveria ter em conta na esco-
Iha do tratamento.

Uma vez que 0s kits comerciais ndo asseguram a
auséncia de efeitos téxicos face ao tratamento com
fluoropirimidinas pelo pequeno nimero de polimorfis-
mos detetados, esta desvantagem seria ultrapassada
pelo estudo completo do gene DPYD, evitando gastos
no internamento dos doentes que venham a desen-
volver toxicidade grave durante a toma da medica-
cao. Por outro lado, a genotipagem completa do gene
DPYD por NGS permite sequenciar rapidamente este
gene e compreender os fendtipos observados durante
a toma do 5-FU ou dos seus pro-farmacos, e estabe-
lecer correlacdes gendtipo-fendtipo essenciais na pra-
tica clinica.

_Conclusao

Para doentes cujo tratamento oncoldgico seja a qui-
mioterapia a base de fluoropirimidinas, a funcionali-
dade catalitica da enzima DPD deve ser determinada
antes do infcio da terapia de modo a identificar doen-
tes com maior probabilidade de desenvolverem toxi-
cidade grave ou fatal.

////& " oy . “‘ X
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0 estudo molecular do gene DPYD é uma técnica pro-
missora para a individualizacao do tratamento dos
doentes, nomeadamente no ajuste de doses do 5-FU,
uma vez que ja ha diretrizes de seqguranca disponiveis
para muitas das variantes que afetam a DPD (16,36),

Por outro lado, o estudo do espectro da populacao
portuguesa para o gene DPYD permitird avaliar se as
variantes presentemente disponiveis em kits comer-
Ciais sdo suficientes para uma prescricao terapéutica
sequra.
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