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Esclarecimento aos Avaliadores

Polimorfismos nas enzimas hepaticas responsaveis pela metabolizacdo do mesilato de
imatinibe, nominalmente CYP3A4 e CYP3AS, foram analisados pelo presente grupo de
pesquisa em uma dissertacdo de mestrado nomeada “Estudo Farmacogenoémico da Resposta
ao Tratamento com Mesilato de Imatinibe em Pacientes com Leucemia Mieloide Cronica”
(Renata Leite dos Santos, 2015). Seus resultados ainda ndo publicados foram incluidos no
artigo cientifico a ser apresentado neste trabalho, a fim de torna-lo mais abrangente, ja que o
funcionamento dessas enzimas também pode ser uma chave importante para a resolugdo desse
cenario.

Por ndo terem sido objeto de estudo da presente dissertacdo, a parte inicial ndo
contempla essas enzimas e seus polimorfismos. Sendo assim, a apresentacdo dos mesmos fica

limitada apenas ao artigo cientifico.



Resumo

Introducio: A leucemia mieloide cronica (LMC) € uma doenga mieloproliferativa que tem
como causa primaria a presenca do cromossomo filadélfia (Ph). O mesilato de imatinibe (MI)
foi a primeira terapia alvo da doenca, representando um avanco na pratica clinica. Entretanto,
alguns pacientes apresentam resisténcia ou intolerancia a este farmaco. Polimorfismos de
nucleotideo tnico (SNPs) em genes codificantes de proteinas transportadoras de farmacos,
como aquelas codificadas pelos genes da familia ATP-Binding Cassette ABCBI (rs3213619,
rs11228503, rs2032582, rs1045642), ABCG2 (1s2231142) e ABCC4 (rs9561765), podem
influenciar a biodisponibilidade do farmaco e, consequentemente, a resposta ao tratamento.
Objetivos: Avaliar a associacdo de polimorfismos em genes de proteinas transportadoras do
MI com marcadores de resposta ao tratamento com este farmaco em pacientes com LMC.
Material e Métodos: Em amostras de DNA de sangue periférico de 182 pacientes com LMC
e tratados com MI em dois centros de referéncia do Rio Grande do Sul, foi investigado o
impacto de seis SNPs em trés genes da familia ABC sobre os niveis do MI no plasma e no
cabelo e com parametros de resposta citogenética e molecular ao tratamento. A genotipagem
dos SNPs foi realizada pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real. Resultados: Nao
foram encontradas associacdes significativas entre os polimorfismos analisados e os
desfechos propostos. Conclusdo: A farmacogenética pode vir a ser uma abordagem para a
otimizacdo da terapia com MI na LMC, porém muitos fatores ainda precisam ser esclarecidos

para que ela possa ser introduzida na préatica clinica.

Palavras-chave: Leucemia Mieloide Crdnica, Mesilato de Imatinibe, Farmacogenética,

Transportadores ABC



Abstract

Introduction: Chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative disease caused by
the presence of the Philadelphia chromosome (Ph). Imatinib mesylate (IM) was the first
targeted therapy for CML, representing a breakthrough in clinical practice. However, some
patients present resistance or intolerance to IM. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in
the genes responsible for coding drug transporter proteins, such as the ATP-Binding Cassette
family ABCBI (rs3213619, rs11228503, rs2032582, rs1045642), ABCG2 (rs2231142) e
ABCC4 (rs9561765), can influence the bioavailability of the drug and thus treatment
response. Objective: To assess the association of polymorphisms in transporter protein genes
with markers of response to treatment with IM in patients with CML. Material and
Methods: Peripheral blood DNA samples from 182 patients with CML and treated with MI
were collected in two reference centers of Rio Grande do Sul. We investigated the impact of
six SNPs in three genes of the ABC family. Genotyping was performed by real time
polymerase chain reaction (qPCR). Results: There were no significant associations for the
polymorphisms analyzed and the suggested outcomes. Conclusion: Pharmacogenetics may
prove to be an approach to optimize therapy with IM in CML, but many factors need to be

clarified so it can be used in clinical practice.

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia, Mesylate Imatinib, Pharmacogenetic, ABC

transporter
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1 Introducao

1.1 Neoplasias Mieloproliferativas e a Leucemia Mieloide Cronica

As neoplasias da hematopoese sdo proliferacdes clonais, originadas de células que
sofreram mutacdes na sequéncia de bases do DNA, rearranjos cromossoOmicos com expressao
inadequada de oncogenes e/ou inibicdo de mecanismos de controle proliferativo. Na maioria
das vezes, a etiologia do evento de alteragdo critica do genoma permanece desconhecida,
podendo ser apenas um acidente randémico. Essas neoplasias podem ser classificadas de
acordo com critérios morfoldgicos, imunohistoquimicos € moleculares em leucemias agudas,
neoplasmas mieloproliferativos, neoplasmas mielodispléasicos, sindromes mielodisplasicas,
neoplasmas de precursores linfoides, neoplasias linfoides de células maduras (células B, T ou
NK) e gamopatias monoclonais (FADERL et al., 1999; ZERBINI et al., 2008; FAILACE et
al.,2011).

As células neoplasicas amadurecem de forma incompleta, mostrando-se inapropriadas
as funcodes fisiologicas, e desenvolvem desvios funcionais deletérios ao microambiente, a
proliferag¢do das células normais remanescentes € a imunologia do organismo como um todo.
Muitas dessas células t€ém sobrevida superior a normal, outras tém vantagens proliferativas e,
paradoxalmente, ha as que mostram um exagero apoptotico. Entretanto, em conjunto, essas
proliferagdes resultam em um acumulo de células neoplasicas que invadem a medula 6ssea,
substituindo total ou parcialmente a mielopoese normal (FADERL et al., 1999; FAILACE et
al.,2011; CHEREDA e MELO, 2015).

A leucemia mieloide crénica (LMC) ¢ uma neoplasia mieloproliferativa leucémica
onde hda um numero excessivo de leucdcitos circulantes, geralmente neutréfilos e seus
precursores, porém ocasionalmente eosinofilos ou basofilos (SAWYERS, 1999; LACKIE,
2010; COMERT et al., 2013). Representa mundialmente de 15 a 20% dos novos casos de
leucemias em adultos (COMERT et al., 2013; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015),
sendo mais comum em pacientes de meia-idade e idosos, porém todas as faixas etarias podem
ser afetadas, inclusive criancas, apesar de representarem menos de 10% dos casos
(BORTOLHEIRO e CHIATONE, 2008; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015). Os
sintomas tipicos sdo fadiga, anorexia, perda de peso, sensacdo de peso no abddomen,

sangramento, purpura, esplenomegalia, leucocitose, anemia e trombocitose. Entretanto, cerca
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de 40% dos pacientes sdo assintomaticos, sendo o diagnostico realizado em exames de rotina,
como a anamnese ¢ o hemograma (FADERL et al., 1999; SAWYERS, 1999; INCA, 2003;
D'ANTONIO, 2005).

Os homens apresentam uma incidéncia maior da doenga, com uma propor¢ao de 1,3-
1,5 para 1 mulher. Ja a idade ao diagnostico varia conforme o continente. Por exemplo, na
Africa e na América Latina, os pacientes sdo quase 15 anos mais jovens quando comparados
com a Australia (mediana de 55 anos ao diagnostico), Europa e Estados Unidos (QUINTAS-
CARDAMA e CORTES, 2006; MENDIZABAL et al., 2013). Até¢ o momento, o unico fator
de risco conhecido para LMC ¢ a exposi¢do a altas doses de radiacdo ionizante (CORSO et

al., 1995; CHEREDA e MELO, 2015; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).

1.1.1 O Cromossomo Filadélfia

A LMC ¢ caracterizada por uma translocagdo reciproca entre parte do gene bcr (do
inglés, breakpoint cluster region) da regidao ql1 do cromossomo 22 e parte do gene ab/ (do
inglés, Abelson leukemia virus) do cromossomo 9, localizado na regido q34, formando o
cromossomo filadélfia (Ph) (LACKIE, 2010; FERDINAND ef al., 2012; YEUNG e
HUGHES, 2012; COMERT et al., 2013), sendo a primeira alteracdo cromossdmica associada
a um tipo especifico de neoplasia (NOWELL e HUNGERFORD, 1960). A formagdo desse
oncogene quimérico codifica uma proteina tirosina quinase de 210-kDa desregulada, dando
origem a uma ativacdo aberrante de vias de sinalizac¢do celular. Ainda, ela é correlacionada a
mudancgas na dependéncia de fatores de crescimento, na apoptose, na proliferacdo e adesdo
celular, afetando ainda o reparo do DNA (DALEY ef al, 1990; SAWYERS, 1999;
FERDINAND et al., 2012; CHEREDA e MELO, 2015). Portanto, configura a causa da
transformagdo maligna na LMC ao direcionar sua patogénese e alterar quase todos os
processos celulares (COMERT et al., 2013; CHEREDA e MELO, 2015).

O cromossomo Ph estd presente em 95% dos pacientes, sendo que os outros 5%
apresentam translocagdes variadas e complexas, envolvendo outros cromossomos
(HOCHHAUS et al., 2000; SCHOCH et al., 2002; BACCARANI et al., 2009). Também se
verifica a existéncia de pacientes com LMC cromossomo Ph negativo, classificados como
LMC atipica, apresentando, contudo, translocacdes variantes complexas que resultam nesta

mesma alteracdo (ATHENS, 1998). Pacientes com LMC Ph+ apresentam evolugdo clinica
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melhor, sobrevida maior e progndstico mais favoravel quando comparados a pacientes LMC

Ph- (MONTENEGRO et al., 2008).

1.1.2 Evolugao e Prognostico da LMC

A LMC possui um curso clinico de trés estagios evolutivos (Tabela 1). Sem
intervengdo terapéutica, a LMC progride de uma fase cronica (FC) para uma crise blastica
(CB), geralmente apos 3 a 5 anos, com frequéncia via uma fase acelerada. Cerca de 85% dos
casos sdo diagnosticados na FC (CHEREDA e MELO, 2015).

A CB quase que invariavelmente leva o paciente ao Obito através de infecgdes,
trombose ou anemia, como consequéncia da faléncia da medula 6ssea devido a falta de

diferenciagdo celular e uma infiltragdo massiva de blastos (CHEREDA e MELO, 2015).

Tabela 1. Estagios evolutivos da LMC, adaptado de BACCARANI et al., 2009

Fase da Doenca Definicao

Fase Cronica (FC) Geralmente assintomatica;
Leucocitose com desvio a esquerda, com
predominio de neutrofilos;

Auséncia de critérios para FA e CB

Fase Acelerada (FA) Podem aparecer sintomas como febre,
anorexia, com consequente perda de peso;
Presenga de 15 a 30% de blastos no sangue
periférico e/ou na medula 6ssea;
Basofilia acima de 20% no sangue periférico;
Trombocitopenia (<100 x 10°/L);

Evolucdo clonal

Crise Blastica (CB) Comportamento clinico de uma leucemia
aguda;
Mais de 30% de blastos no sangue periférico
e/ou na medula dssea;
Proliferagdo de blastos fora da medula 6ssea

e baco.
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O prognostico da LMC estéa diretamente ligado a qudo bem e quio rapido o paciente
respondera ao tratamento escolhido. Alguns fatores de mau prognoéstico sdo (BACCARANI et
al.,2013; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015):

I.  Diagnostico em FA ou CB;
II.  Presenca de esplenomegalia;
III.  Idade avangada,;

IV.  Alteragdes cromossomicas adicionais ao Ph+;

1.1.3 A Terapéutica da LMC e o Mesilato de Imatinibe

Até o final da década de 90, a terapéutica para a LMC estava limitada a quimioterapia
convencional com agentes como a hidroxiureia (HU), ao tratamento com interferon-o (IFN-
a), combinado ou ndo a citarabina (Ara-C), e ao transplante alogénico de células precursoras
hematopoiéticas. Todas essas opg¢des, apesar de acarretarem uma melhora na sobrevida e na
qualidade de vida dos pacientes, apresentam restrigdes com respeito a eficacia e tolerabilidade
(MOREIRA e BOECHAT, 2009; MOSHFEGHI et al., 2013). No auge do tratamento com
IFN-a a mediana de sobrevida dobrou de 3 para 6 anos (KANTARIJIAN et al., 2012;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).

O tratamento com inibidor de tirosina quinase (TKI) mesilato de imatinibe (MI ou
STI571), aprovado em 2001 pelo Food and Drug Administration (FDA) com o nome
comercial Gleevec® (Novartis), foi a primeira terapia-alvo licenciada para doentes na FC da
LMC, resistentes, refratarios ou intolerantes ao IFN-o (TALPAZ, 2002; MOREIRA e
BOECHAT, 2009). O MI ¢ uma pequena molécula que inibe o ponto de quebra da regido
Abelson da proteina tirosinoquinase, seja in vitro, em nivel celular ou in vivo. Como
resultado, o composto inibe seletivamente a proliferagdo e induz a apoptose em linhagens
celulares Ber-Abl positivas bem como em células leucémicas novas de pacientes com LMC
Ph+ (SAUDE, 2008). Esse mecanismo de agio é capaz de reduzir a frequéncia de progressio
para CB e eliminar os sintomas da FC.

O uso de MI obteve melhores resultados na resposta e sobrevivéncia quando
comparado com as terapias anteriores (Ara-C e IFN-a), chegando a 93% em 8 anos (WHITE
et al., 2007; KANTARIJIAN et al., 2009; FERDINAND et al., 2012; YEUNG e HUGHES,
2012). Ainda assim, a resisténcia ao MI ¢é observada em aproximadamente 25 a 35% dos

casos, podendo culminar em uma troca de tratamento. Atualmente, o MI é o farmaco de
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primeira linha para pacientes com diagnodstico de LMC e ja existem TKIs de gera¢des mais
novas para manejar casos que apresentem perda de resposta ou até mesmo uma baixa

tolerabilidade (EADIE et al., 2014; CHEREDA e MELO, 2015; POLILLO et al., 2015).

1.1.4 O Monitoramento da LMC

O acompanhamento da LMC se dé através de guidelines estabelecidos pela European
Leukemia Net (ELN), uma rede interdisciplinar de pesquisadores dedicada ao
desenvolvimento da exceléncia na terapia de leucemias e suas curas. Os critérios sdo
definidos a partir de qudo bem e em que espago de tempo o farmaco € capaz de controlar a
doenca e, através de ensaios clinicos, os pontos de corte sdo definidos. Quanto ao controle da
doenca, a resposta do paciente pode ser monitorada em trés grandes niveis (BACCARANI et

al.,2009; BACCARANI et al., 2013):

1. Hematolégico, onde se espera um hemograma com plaquetas abaixo de 450 x 10°/L,
diferencial sem granuldcitos imaturos € com menos de 5% de basofilos, além de
bagco ndo palpavel, classificado entdo como “resposta hematoldgica completa”.
Esse hemograma deve ser realizado a cada duas semanas até essa resposta ser
atingida e confirmada, e depois a cada trés meses ou conforme a necessidade;

II. Citogenético, onde, através de um caridtipo a partir de células da medula éssea do
paciente, sdo analisadas as metdfases Ph+ em relagdo ao numero de metafases
normais, ¢ pelo menos 20 metafases devem ser contabilizadas para viabilizar o
resultado. O esperado € zerar o percentual de células Ph+, estado definido como
“Resposta Citogenética Completa” (RCC). Essa analise deve ser realizada a cada
seis meses até a resposta ser atingida e confirmada, e depois uma vez por ano;

II. Molecular, onde os transcritos BCR-ABLI de sangue periférico sdo amplificados
através de Quantitative Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction” (qQRT-
PCR). Quando sdo encontrados 0,1% ou menos de transcritos, o paciente encontra-
se no estado definido como “Resposta Molecular Maior” (RMM ou RM*?) — pois
representa a reducdo de 3 logs na escala logaritmica). J4 quando nenhum transcrito
¢ detectado, o paciente encontra-se num estagio de “Leucemia Molecularmente
Nao-Detectavel” (anteriormente chamada de “Resposta Molecular Completa™). O

exame ¢ realizado a cada trés meses, ¢ ¢ importante avaliar a capacidade do
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laboratdrio escolhido em atingir a sensibilidade necessaria para a detec¢do dos
transcritos de BCR-ABLI ¢ em medir os numeros absolutos de copias do gene

controle.

A partir desses parametros, ¢ necessario acompanhar o paciente de forma que ele
atinja essas respostas no periodo adequado, de forma a obter o melhor prognoéstico possivel.

Um resumo da versdo de 2013 pode ser visualizado na Tabela 2.

Tabela 2. Defini¢des de respostas ao MI em pacientes com LMC avaliadas aos trés, seis, doze
e dezoito meses de tratamento, segundo o FEuropean Leukemia Net, adaptado de

BACCARANI et al., 2013

cromossomo 7)

Resposta Otima Sinais de Alerta Falha no tratamento
3 meses BCR-ABL1 <10% BCR-ABLI>10%  Sem resposta
e/ou Ph+ <35% e/ou36-95% Ph+  hematolédgica e/ou Ph+ >
35%
6 meses BCR-ABLI <1% 1-10% BCR-ABL1  BCR-ABLI > 10% e/ou
e/ou Ph+=0 e/oul—-35%Ph+ 36 —-95% Ph+
12 meses BCR-ABL1<0,1% 0,1-1% BCR-ABLI BCR-ABLI > 1% e/ou
Ph+>0
Em diante BCR-ABL1<0,1% Aberracdes Perda de resposta
cromossdmicas hematologica;
com Ph- (ex: Perda de resposta
delecdo do citogenética;

Perda confirmada de
RMM;
Aberragdes

cromossOmicas com Ph+

Ph: Cromossomo filadélfia; RMM: Resposta molecular maior

1.2 A Farmacocinética do Mesilato de Imatinibe

Apos sua absor¢do, o metabolismo do MI ¢ realizado pelo figado, através das enzimas
do citocromo P-450 em suas isoformas 3A4 e 3AS5, ambas de natureza polimorfica, € com

potencial de serem inibidas ou induzidas por outras substancias (COHEN et al., 2002). Elas
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sd0 as principais responsaveis por converter o MI em seu metabdlito ativo, o CGP 74588. Em
concentragdes compativeis com a pratica clinica, o MI se liga a proteinas plasmaticas, como a
albumina e a a-glicoproteina (PENG et al., 2004). Sua excre¢do ocorre principalmente nas
fezes, e de uma forma menor por via urinaria (EECHOUTE et al., 2011). A Figura 1

esquematiza de maneira simples a acdo farmacocinética e farmacodindmica do MI.
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Figura 1. Simplificagdo esquematica da acdo farmacocinética e farmacodindmica do MI na

LMC. Adaptado de: PHARMGKB

Estudos realizados nos tultimos anos sugerem a relevancia clinica da manutencdo da
concentracdo plasmatica do MI dentro de um intervalo terapéutico. Observou-se que um
baixo indice de resposta, ou um menor intervalo de tempo para progressdo, poderiam ocorrer
caso a concentragdo plasmatica do farmaco ficasse abaixo de 1.000 ng/mL, aproximadamente
(DEMETRI et al., 2009; SINGH et al., 2009; TAKAHASHI, WAKITA, et al., 2010).
Concentragdes estaveis acima desse valor sdo relativamente faceis de se conseguir com o
tratamento padrao (400mg/dia). Entretanto, em um grupo menor de pacientes, ndo é possivel

atingir essa concentracdo com essa dose (EECHOUTE et al.,, 2011). Possiveis causas
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responsaveis por essa variacdo podem vir a ter importancia clinica e, portanto, devem ser
investigadas (DULUCQ e KRAJINOVIC, 2010; RUMJANEK et al., 2013; POLILLO et al.,
2015).

Outras matrizes bioldgicas estdo sendo estudadas para melhor avaliar a concentragao
plasmatica de MI nos pacientes com LMC, como o sangue capilar seco em papel filtro e o
cabelo, ambas metodologias validadas pelo presente grupo de pesquisa (ANTUNES et al.,
2015; CAPRON et al., 2016). Essa poderia ser uma estratégia 1til para esse monitoramento,
pois ambas possuem a vantagem de serem mais faceis e baratas de coletar e transportar do que
o plasma, tornando essa informagdo mais acessivel para a clinica. Em especial no cabelo,
ainda existe a vantagem de ser um marcador que reflete uma maior janela de exposi¢cdo ao
farmaco; enquanto o plasma representa os ultimos dias de exposi¢do (NETTLES et al., 2006),
o cabelo possui uma janela de semanas a meses (BEUMER ez al., 2001); tornando-o um
marcador mais util para questionar aderéncia ao tratamento.

A resisténcia aos farmacos constitui um desafio no tratamento do cancer. Para supera-
la ¢ essencial compreender os mecanismos (genéticos e ambientais) por tras desse fenomeno,
obtendo estratégias para prolongar a eficicia da terapia com MI. Dentre os fatores que podem
ser relevantes nas diferencas observadas na farmacocinética do tratamento com MI, podemos
destacar a variabilidade de expressdo e diferencas na atividade das proteinas transportadoras
de farmacos (DULUCQ e KRAJINOVIC, 2010; EECHOUTE et al., 2011; POLILLO ef al.,
2015).

1.2.1 Proteinas de Efluxo da Superfamilia ABC e a Influéncia da Farmacogenética na Terapia

com MI

Em humanos, os transportadores ABC (do inglés, “ATP-binding cassette”) sdao uma
grande familia de complexos proteicos dependentes de ATP. Estdo localizados na membrana
celular e sdo classificados em sete sub-familias de acordo com as similaridades em suas
sequéncias genéticas (WEEN et al., 2015). Seus representantes incluidos neste estudo estio
resumidos na Tabela 3. Sdo expressos na maioria das barreiras celulares, contribuindo para a
homeostasia do organismo através da regulacdo do movimento de metabolitos enddgenos e do
controle da permeabilidade de farmacos e toxinas, sendo também um mecanismo de defesa da
célula (BRUHN e CASCORBI, 2014; CHEN et al, 2015; NIGAM, 2015). Esses

transportadores utilizam a hidrolise do ATP e subsequente fosforilagdo do transportador como



19

uma fonte de energia, possibilitando um transporte ativo de substratos através da membrana
celular (EECHOUTE et al., 2011; NIGAM, 2015).

No cenario do cancer, esses transportadores estdo expressos em grandes quantidades,
dando para a célula tumoral uma capacidade refor¢ada de efluxo contra quimioterapicos, e
outros agentes citotoxicos — tanto enddgenos como exdgenos (DULUCQ e KRAJINOVIC,
2010; CHEN et al., 2015). Mecanismos como esse t€ém sido sugeridos como fortes
implicagdes tanto de resisténcia primaria como secundaria ao tratamento, prejudicando sua
eficaicia (EADIE et al., 2014). Na LMC, as diferengas no nivel de atividade desses
transportadores entre leucdcitos normais € os que expressam o BCR-ABLI ainda ndo sdo
claras, porém ¢ possivel que sejam diferentes. Ainda, a proporcao desses dois tipos celulares
no sangue periférico de cada paciente ¢ distinta (NAMBU et al., 2011).

Em farmacogenética atribui-se uma parte das diferencas interindividuais na eficacia de
terapias medicamentosas a variagdes no genoma dos individuos em tratamento, as quais sao
representadas, em sua maioria, pelos polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs), onde
alteragdes de uma tnica base no DNA poderiam alterar o fendtipo do paciente. A presenca de
SNPs nos genes de transportadores em pacientes com LMC poderia modular os niveis de
metabolitos de importancia fisiopatoldgica, e essas interagdes poderiam ajudar a explicar a
variabilidade na apresentacdo clinica e no progndstico da doenga (NIGAM, 2015; POLILLO
et al., 2015).

Tabela 3. Apresentagdo dos genes estudados no presente trabalho.

Gene Sinonimia® Localizacio Expressio”
Cromossdmica®
ABCBI1 ATP-Binding Cassette, 7q21.12 Figado;
Sub-Family B Rins;
(MDR/TAP), Member 1; Barreira
Multidrug Resistance hematoencefalica;
Protein 1 (MDR1); Linfdcitos;
P-Glycoprotein 1. Células tronco

hematopocéticas.
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ABCG2  ATP-Binding Cassette, 4q22 Figado;
Sub-Family G, Member 2; Intestino delgado;
Breast Cancer Resistance Rins;
Protein (BCRP). Placenta;
Barreira
hematoencefalica;

Tecido mamario;
Células mieloides
imaturas;
Células tronco
leucémicas.
ABCC4 ATP-Binding Cassette, 13932 Figado
Sub-Family C, Member 4;

Multidrug resistance-
associated protein 4
(MRP4);
Multi-Specific Organic

Anion Transporter B.

? Fonte: ENTREZGENE
® Conforme revisado em BRUHN e CASCORBI, 2014; HU et al., 2008; MALIEPAARD et al., 2001; DOHSE et
al., 2010 e COORAY et al., 2002

1.2.1.1 ABCBI

Pela sua relevancia na esfera da resisténcia a quimioterapicos, o ABCBI é um dos
transportadores mais estudados na classe dos mamiferos, desde seu nivel atdmico até sua
influéncia na clinica. Nos primeiros estudos de farmacogenética e farmacocinética ja se
mostrou evidente que a proteina produzida por esse gene, conhecida como MDRI1 (proteina
de resisténcia a multiplas drogas -1) ou PGP (glicoproteina P), estava envolvida na extrusao
do MI para fora das células Ph positivas (NIGAM, 2015; POLILLO et al., 2015).

ANGELINI, SOVERIN], et al. (ANGELINI, SOVERINI, et al., 2013) avaliaram, em
uma amostra de 189 pacientes recém diagnosticados com LMC de maioria caucasiana
(82,5%), a associacdo de SNPs nesse gene e a resposta ao tratamento. Houve uma associacio
negativa entre os pacientes com o genotipo T/T para o polimorfismo ABCBI 3435C>T

(rs1045642) e o alcance de RMC nos pacientes caucasianos. Nesse mesmo estudo ndo foram
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encontradas associagdes entre o SNP ABCBI -129 T>C (rs3213619), embora os autores
relatem como relevante a associagdo entre o genotipo T/T e RMC, porém sem significancia
estatistica (p=0,07).

Em um estudo de caso e controle com 140 pacientes iranianos realizado por
(SALIMIZAND et al., 2015), individuos portadores do gendtipo 3435 T/T apresentaram risco
aumentado do proprio desenvolvimento da LMC quando comparados aos controles, sendo o
alelo T considerado entdo um alelo de risco para a doenga. Outros trabalhos ndo conseguiram
demonstrar associa¢do alguma para esse polimorfismo (SEONG ez al., 2013; SHINOHARA
etal.,2013; AU et al., 2014), destacando que estes estudos foram conduzidos em amostras de
pacientes asiaticos.

Um estudo francés com 90 pacientes realizado por Duluc et al. (DULUCQ et al.,
2008), sobre polimorfismos do gene ABCBI, associou o genotipo T/T do SNP ABCBI 1236
C>T (rs1128503) a uma melhor taxa de RMM. Alguns anos depois, Au ef al. (AU et al.,
2014), em uma amostra de 215 pacientes oriundos da Maldsia, demonstraram uma associa¢ao
entre o gendtipo 1236CC e a resisténcia ao tratamento com MI em pacientes com LMC,
complementando o resultado do estudo anteriormente citado.

Em uma meta-andlise compreendendo a combinagdo de 12 estudos realizada por
Zheng et al. (ZHENG et al., 2015), o alelo G do SNP ABCBI 2677 G>T/A (rs2032582) foi
considerado preditor de uma pior resposta para pacientes com LMC tratados com MI.
Corroborando os resultados expostos anteriormente, essa meta-analise confirmou a associacao
do alelo 3435T com pior resposta ao tratamento. Para pacientes oriundos de regides asidticas,

o genodtipo 1236C/C foi associado com melhor resposta.

1.2.1.2 ABCG2

Também de notdvel importancia para os estudos de resisténcia a xenobioticos, o gene
ABCG?2 foi primeiramente descrito em 1998 como um grande mediador de resisténcia a
doxorrubicina na linhagem celular MCF-7, de cancer de mama humano, sendo entdo nomeado
como “Breast Cancer Resistance Protein (BCRP)” (DOYLE et al, 1998). Em 2004,
Houghton et al. (HOUGHTON et al., 2004) sugeriram pela primeira vez que o MI inibe a
atividade deste transportador, utilizando modelo in vitro. Em um outro estudo pré-clinico,
Burger ¢ Nooter (BURGER ¢ NOOTER, 2004) sugeriram que variagdes em sua atividade

poderiam influenciar nas concentragdes plasmaticas do MI e, logo, a sua eficacia.
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Em um estudo de Takahashi et al. (TAKAHASHI, MIURA, et al., 2010) com 67
pacientes asidticos, o gendtipo C/C do polimorfismo ABCG2 421 C>A (rs2232142) foi
associado com menores concentragdes de MI no plasma ajustadas pela dose. Refor¢ando esse
achado, Au ef al. (AU et al., 2014) e Seong et al. (SEONG et al., 2013), ambos estudos
asiaticos (embora o primeiro da Maldsia e o segundo da Coréia do Sul), associaram este
mesmo gendtipo com resisténcia ao tratamento e menores taxas de resposta molecular,
respectivamente. Esse conjunto de evidéncias sugere que o polimorfismo ABCG2 421 C>A
pode ser um candidato em potencial para o futuro da medicina personalizada, ainda que

apenas nos pacientes asiaticos.

1.2.1.3 ABCC4

Até o momento, poucos estudos foram conduzidos relacionando o tratamento com o
MI e o gene ABC(C4, e todos direcionados para a terapéutica de tumores gastrointestinais
(TGI), outra condicdo que utiliza o mesmo farmaco. Esse transportador ¢ expresso na
membrana basolateral dos hepatocitos, bombeando o MI do figado para a circulagdo
sist€émica. Inclusive, ja foi demonstrado in vifro de que o MI seria um substrato desse
transportador (HU ez al., 2008).

Angelini et al. (ANGELINI, PANTALEO, et al., 2013) ao investigarem um painel de
polimorfismos em um grupo de 54 pacientes caucasianos com um tipo especifico de TGI e
tratados com MI (400mg/dia, assim como na LMC), encontraram uma associacdo entre o
genotipo A/G do SNP ABCC4 3870+3616 G>A (rs9561765) ¢ um menor tempo de
progressdo da doenca. E importante ressaltar que o gendtipo GG ndo foi encontrado na
populagdo desse estudo e os proprios autores reforcam que o tempo para progressido pode ser

influenciado por outros fatores clinicos e genéticos.

Ressaltamos que as diferengas interindividuais de resposta ao tratamento sao
determinadas por um conjunto de fatores que ainda ndo sdo conhecidos ou compreendidos em

sua totalidade. Frente ao exposto, foram definidos os objetivos deste estudo.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a associagdo de polimorfismos em genes de proteinas transportadoras do
mesilato de imatinibe com marcadores de resposta ao tratamento com este fairmaco em

pacientes com leucemia mieloide cronica.

2.2 Objetivos Especificos

* Avaliar a resposta ao tratamento com mesilato de imatinibe dos pacientes através de

dados citogenéticos e moleculares;

® Verificar a existéncia de associagdo entre os polimorfismos ABCBI 3435 C>T
(rs1045642), ABCBI 1236 C>T (rs1128503), ABCBI 2677 G>T/A (rs2032582),
ABCBI -129 T>C (rs3213619), ABCG2 421 C>A (rs2232142), e ABCC4 387043616

G>A (rs9561765) com resposta ao tratamento;

* Investigar a associagdo entre os referidos polimorfismos e os niveis plasmaticos e

capilar de imatinibe.
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Abstract

The treatment of chronic myeloid leukemia (CML) was revolutionized by the
introduction of imatinib mesylate (IM). However, approximately 20% of patients are
non-responsive and interpatient variability in response to IM is still a phenomenon
lacking explanation. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) located in genes
encoding proteins involved in IM pharmacokinetics are potentially involved in the
causes of this variation. In this study, we investigated the association of SNPs in the
genes encoding IM metabolizing enzymes CYP3A44 (rs35599367 and rs2740574) and
CYP3A5 (rs776746) and efflux transporter proteins ABCBI (rs3213619, rs1128503,
rs2032582 and rs1045642), ABCG2 (rs2231142) and ABCC4 (1s9561765) with
response to treatment and with IM plasma trough levels and hair concentrations. The
analyzed sample consisted of 182 CML patients on IM. DNA samples were
genotyped for the nine SNPs using real-time polymerase chain reaction. Hair and
plasma trough IM levels were measured through liquid chromatography coupled to
mass spectrometry methods. Clinical response was defined according to the European
Leukemia Net guidelines. The number of responders to standard IM therapy was 104.
A trend to a higher frequency of CYP344*22 (rs35599367) allele carriers was
observed among responders to IM (12.5 vs. 3.4% of non-responders, P = 0.087),
although no significant differences in plasma levels or hair concentrations between
genotypes were found. Pharmacogenetics may become a valuable approach to
optimize therapy with IM in CML, but many factors still need to be clarified to make

possible its application in clinical practice.

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia, Pharmacogenetics, Imatinib Mesylate,

CYP3A, ABC transporters.
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1 Introduction

Chronic myeloid leukemia (CML) today accounts for 15 to 20% of n
cases of leukemia in adults worldwide [1]. It is a clonal neoplastic disorder o
stem cells caused by expression of the chimeric BCR-ABL (breakpoint ¢
Abelson oncogene) tyrosine kinase oncogene, the product of the translo
chromosomes 9 and 22, also known as Philadelphia chromosome [2].

The tyrosine kinase inhibitor imatinib mesylate (IM) has revolutionize
of CML in the beginning of the 21* century: a rationally designed, pot
inhibitor of the Ber-Abl tyrosine kinase protein [3]. In preclinical studies, 11
specific antileukemic activity both in vitro and in vivo against BCR-ABL
including eradication of leukemia induced by injection of cell lines derived frc
blast-crisis CML [4]. However, regardless of its outstanding efficacy, nearly
are nonresponsive to IM therapy or still present disease progression. In
patients may develop unbearable side effects or acquire drug resistance over ti1

Despite of the primary recommendation of a standard dosage of 40(
day, several studies have identified a relationship between plasma IM level
efficacy. Larson ef al. reported that patients with complete cytogenetic respor
mean IM plasma trough levels of 1,009 + 544 ng/mL, while those who did r
presented mean levels of 812 £ 409 ng/mL [6]. Other studies had confirn
between IM trough plasma levels and therapeutic response, with a w
concentration threshold of 1,002 mg/mL [7-9]. Recently, our group develop
measure IM concentrations in hair [10]. This methodology could be used as a
of cumulative exposure to IM than the evaluation of plasma levels,
concentrations may reflect more reliably the exposure in long-term conditions

Pharmacogenomics studies the effect of the variability in the human
modulation of therapeutic response or side effects of a given drug. Small ge:
such as single nucleotide polymorphisms (SNPs), in both the molecular targe
encoding key proteins for IM pharmacokinetics may be crucial for its effec
toxicity [3]. This drug is mostly metabolized by the hepatic cytochrome P450
mainly CYP3A4 and CYP3AS5 isoforms, which are highly polymorphic. In
also a substrate of ATP-binding cassette (ABC) transporters, such as ABCB
ABCCA4. These are expressed in most epithelial barriers and mediate IM syste

excretion process [12-14].



37

Interpatient variations to IM treatment are still a puzzle to be entirely understood but
they can be crucial for the achievement of a good prognosis. Therefore, the aim of the present
study was to investigate the association between polymorphisms in CYP3A44, CYP3AS,
ABCBI, ABCG2 and ABCC4 genes and IM plasma levels and hair concentrations and

response to treatment in patients with CML.

2 Material and Methods

2.1 Study population

A total of 182 CML patients being treated with IM in two public hospitals from Porto
Alegre, RS, Brazil, were enrolled in this retrospective study after providing written informed

consent. The study protocol was approved by ethics committees of all participant institutions.

2.2 Response criteria

Clinical response was defined according to the European Leukemia Net guidelines
[15]. In brief, a complete cytogenetic response (CCyR) was defined as no Philadelphia-
positive metaphases in 20 or more examined cells of a patients’ bone narrow assessment. A
major molecular response (MMR) was defined as a threefold log reduction in transcripts as
determined by real-time quantitative polymerase chain reaction on the international scale
(BCR-ABL" < 0.1%). The samples used for this evaluation were obtained on the same day as
the samples used for plasma trough levels and hair analyses.

For analysis involving responders and non-responders to IM standard treatment, a
patient was only classified as a responder to standard treatment if his IM intake was
400mg/day and had optimal response according to European Leukemia Net (at 3 months of
treatment: BCR-ABLI < 10% and/or Ph+ < 35%; at 6 months: BCR-ABLI < 1% and/or Ph+ =
0; at 12 months and so on: BCR-ABL1 <0.1%). Every other patient who have not match these
criteria was classified as a non-responder. Patients lacking any data, such as inconclusive

genotypes or withheld information for ELN status, were excluded from this analysis.
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2.3 Genotyping analysis

DNA from peripheral blood samples was extracted by a standard salting-out method.
The following SNPs were analyzed: CYP344*1B (-392 A>G, 1s2740574), CYP3A44*22
(c.522-191 C>T, intron 6, 1s35599367), CYP345*3 (6986 T>C; 1s776746), ABCBI -129 T>C
(rs3213619), ABCB1 1236 C>T (rs1128503), ABCB1 2677 G>T/A (1rs2032582), ABCB1 3435
C>T (rs1045642), ABCG2 421 C>A (1s2232142), and ABCC4 3870+3616 G>A (1s9561765).
Real-time polymerase chain reaction (qPCR) with detection using hydrolysis probes
(TagMan, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was performed for detection of
genotypes. Duplicate samples and negative controls were included to ensure accuracy of the
results. The SNPs were selected through a literature review and those with significant
previous reports of association with outcomes of imatinib therapy in CML patients and/or

potentially functional were chosen.

2.4 Plasma levels and hair concentrations

Peripheral blood sampling for plasma trough levels analyses was carried out by
venipuncture between 22 and 26 hours after the last daily oral intake of IM. The EDTA-
containing tubes were centrifuged and the resulting plasma was stored at -20°C until further
measuring. The samples were prepared and analyzed with ultra-high pressure liquid
chromatography coupled to electrospray ionization tandem mass spectrometry (UHPLC-MS-
MS, Micromass UK, Ltd. Manchester, UK), as previously described [16].

Hair samples were cut as close as possible to the scalp in the occipital region, washed,
weighed, processed and then analyzed by liquid chromatography tandem mass spectrometric

methodology (LC-MSMS, Micromass, UK, Ltd., Manchester, UK) [10].

2.5 Statistical analysis

All genotype frequencies — overall and by ethnicity - were tested for Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) with chi-squared test. Genotype and allele frequencies were compared
among responders and non-responders to standard IM therapy using the chi-squared test.
Haplotype frequencies were estimated using the expectation-maximization algorithm through

the Multiple Locus Haplotype Analysis software, version 2.0 [17].
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Mean IM plasma levels and hair concentrations adjusted for IM dose were compared
between genotypes of each SNP using ANOVA or T-tests for independent variables. Due to
its asymmetric distribution, hair IM concentration was transformed in its natural logarithm for
analyses. For those genotypes with fewer than 20 individuals, individuals bearing the rare
genotype were combined with heterozygotes for statistical analyses.

All statistical tests were two-sided, with statistical significance defined as P-values <
0.05. Statistical analyses were carried out using SPSS statistical package software, version

21.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).

3 Results

This retrospective study of 182 patients comprised 54.9% of men, with mean age of
53.9 years (Table 1). Most patients were diagnosed at chronic phase of the disease (78.6%)
and did not present other cytogenetic abnormalities (60.4%). By the time of the study, the
majority of patients (78.8%) were taking the IM standard treatment dose of 400mg/day.

Eighty-seven percent of patients were self-declared as white, while the remaining 11%
were self-classified as brown or black. This classification through skin color was performed
according to the official demographic censuses of the country [18]. In the latest Brazilian
census, the country’s southernmost state, Rio Grande do Sul, where the present study was
performed, had 83.2% of its 11 million inhabitants self-declared as white. For this reason,
association analyses were performed in the whole sample but we also carried out analyses

limited to whites, our most representative sample set.

3.1 Genotype distribution

Allele frequencies of the nine SNPs analyzed are presented in Table 2. The
CYP3A44*1B and CYP3A45*3 genotype frequencies were not in accordance with those
expected under HWE. No other significant deviations from HWE were observed. In Table 2
we can also observe that allele frequencies for most SNPs are different between ethnic
groups. In general, the frequencies in our sample are closer to those found in the Euro-derived
population.

The four SNPs at ABCBI were found to be in linkage disequilibrium and thus were

analyzed as haplotypes, as well as individually, for all the treatment outcomes. From the 24
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possible haplotypes resulting from the combination among them, 12 were found. The
haplotype -129T 1236C 2677G_3435C was the most frequent, found in 43.1% of
chromosomes. The second most frequent was -129T 1236T 2677T 3435T, with a frequency
of 36.5%. Together these two haplotypes accounted for 79.6% of the total number of
observed haplotypes, and the 10 remaining haplotypes were all found in frequencies lower

than 5% each.

3.2 Plasma trough levels and hair concentrations according to genotypes

Mean dose-adjusted plasma trough levels and hair IM concentrations were compared
between genotypes for all patients and are presented in Table 3. No significant differences
were found in plasma levels and hair IM concentrations between the genotypes for the nine
SNPs investigated in the whole sample (Table 3) and in white patients only (Supplementary
Table 1). No differences in hair IM concentrations and plasma IM levels were verified among
homozygotes and heterozygotes for the two most frequent ABCBI haplotypes also
(Supplementary Tables 2 and 3).

3.3 Response to IM therapy according to genotypes

One-hundred and five patients were classified as responders to standard IM treatment
(400 mg/day). Genotype frequencies for all SNPs were, in general, very similar between
responders and non-responders to standard IM treatment (Table 4). The closest to significance
difference between these groups was observed in CYP344*22 frequencies, with a trend for a
higher frequency of *22 in the responders group (12.5% responders versus 3.4% non-
responders, P = 0.087).

Mean dose-adjusted IM levels in plasma and hair were also compared between
responders and non-responders to therapy. Responders presented higher dose-adjusted plasma
IM levels (3.0 £ 1.4 ng/mL.mg versus 2.3 = 1.3 ng/mL.mg; independent samples T-test P-
value = 0.003). Responders to IM presented also higher dose-adjusted hair IM concentrations

(5.0 + 1.7 pg/mg’® versus 4.1 + 1.4 pg/mg?; independent samples T-test P-value = 0.016).



41

4 Discussion

The focus of personalized medicine is to develop tests that may predict patient
prognosis and direct treatment choice. The finding of pharmacogenetic markers predictive of
response to treatments could bring benefits for patients affected by all kinds of diseases,
especially in CML, where time to response is a vital prognostic factor. However, a high
interpatient variability in the response to IM treatment has been observed. In this scenario,
pharmacokinetic targets, such as genes encoding metabolizing enzymes and transporters, are
very promising biomarkers. In the present study we aimed to investigate the association of
SNPs in genes encoding main metabolizing enzymes (CYP344 and CYP3A5) and
transmembrane efflux transporters (ABCBI, ABCGZ2 and ABCC4) with response to treatment
with IM and with IM plasma and hair levels.

After an oral administration, IM is metabolized in the liver mainly by CYP3A4 and
CYP3AS isoenzymes, and its main metabolite is also active. It was demonstrated that the
concomitant intake of CYP3A inducers causes a significant decrease in the systemic exposure
to IM, whereas the co-administration of inhibitors of liver enzymes increases the exposure
[12]. The CYP344 *1B SNP (rs2740574) causes a change from an A to a G in the promoter
region of the gene and is located in a nifedipine-specific response element. This nucleotide
change has been shown to lead to increased transcription in vitro [19]. However, these results
were not replicated thereafter, and the functionality of this nucleotide change remains
controversial [20]. Indeed, some authors have suggested that some of the effects originally
attributed to CYP344*1B are actually due to the CYP345*1 allele, which is in linkage
disequilibrium with CYP344*1B, as demonstrated by several studies [21-24]. These two
genes are located very close to each other, in chromosome 7q (24). It is known that the 6986
A>G substitution in the CYP3A45 gene (rs776746), which characterizes the *3 allele, results in
an improperly spliced mRNA and a nonfunctional protein truncated at aminoacid 102.
Through this rationale, we expected that individuals carrying the higher expressed
CYP3A44*1B and CYP345*1 alleles to have lower IM levels in blood and to be more prone to
have treatment failure, which was not confirmed by our data.

The CYP3A44*22 allele, more recently described by Wang et al. (2011) [20], was
shown to confer lower CYP344 mRNA levels and enzyme activity in human liver. Following
this rationale, we would expect carriers of allele *22 to display higher IM plasma levels and
to have a better response to the treatment. Even though we have not found differences in IM

plasma levels between genotypes for this SNP, we observed a trend to a higher frequency of
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carriers of *22 allele among responders to IM (12.5 vs. 3.4%, P = 0.087). To this date, we
were not able to find any study trying to correlate this SNP to IM response or CML.
Meanwhile, there are some interesting findings with other drugs such as simvastatin,
tamoxifen and tacrolimus. Elens et al. [25] found that kidney transplant recipients carriers of
the *22 allele needed a 33% smaller dose of tacrolimus to achieve therapeutic concentrations.
Similarly, Kitzmiller ef al. [22] found that carriers of *22 had increased plasma simvastatin
concentrations, independently of the patients' CYP3A45 status, but with differences among
Caucasians and African-americans. Although the *22 allele has a low frequency in the overall
population, this scenario suggests that this variant could be somehow involved in the response
to the treatment with IM in CML patients due to its proven influence on CYP3A44
functionality in vivo [26] and warrant further investigations.

Our analyses in the three transmembrane transporter genes (ABCBI, ABCG2 and
ABCC4) showed no significant associations with the proposed outcomes. However, the
ABCBI gene is highly polymorphic and more than 1,200 SNPs have been identified within
this gene [27]. Four of them have been investigated herein, but only 2677G>T/A results in an
amino acid change (Ala893Ser/Thr). It has been previously demonstrated that homozygote
genotypes for the wild-type alleles for ABCBI haplotype with 1236C>T, 3435C>T and
2677G>T/A polymorphisms markedly affect the secondary structure of ABCBI mRNA and
present higher transporter activity than those carrying at least one mutated allele [27]. The
higher activity haplotype (1236C 3435C 2677C) was hypothesized to cause a reduction in
IM bioavailability, due to a decrease in drug absorption and an increase in its excretion. At the
cellular level, it may result in a lower cytoplasmic accumulation of the drug, reducing its
BCR-ABLI inhibition capability [12]. On the other hand, a meta-analysis performed by
Zheng et al. [28], which included a total of 12 studies, showed that the T-allele of ABCBI
1236C>T was a predictor of a worse response to IM treatment only in Asian individuals. The
same meta-analysis suggested the 2677 T allele to be a predictor of a better response and the
3435 T to predict a worse response in patients from all populations, but these associations
were heterogeneous regarding to treatment and response criteria. This way, the current
knowledge about ABCBI polymorphisms and response to IM remains very controversial and
further clinical and functional studies are necessary to draw conclusive considerations.

Although we were not able to detect associations of the investigated SNPs with
plasma and hair IM levels, we would like to point out that these associations might be masked
by compensatory effects due to gene-gene interactions. That is, some individuals may have

protective alleles for a SNP, but a risk allele in other, with net compensatory effects.
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Evidently, a much larger sample would be necessary to detect such associations. The
complexity of this process and of the human body as a whole should always be kept in mind,
and only when the results starts to align we will possibly be able to develop a full rationale of
this pharmacogenetic puzzle.

There were some limitations to our study that merit discussion. CYP344 and CYP3A45
genotypes were not distributed according to the Hardy-Weinberg expectations, but this
finding was observed in other studies with these variants, probably due to the high difference
in allele frequencies between Euro and Afro-descendants [26-28]. In order to minimize such
differences, we performed analyses separately in white individuals, which is the ethnic group
more represented in our population. Of course, we cannot rule out the presence of Afro-
derived individuals among those phenotypically classified as “white”. Brazil is a well-known
country due its admixed population and this can represent a problem for genetic association
studies. However, one must take into account that the admixture process occurred in different
ways in different geographic regions of the country. For our study, all patients recruited are
from of Rio Grande do Sul, the southernmost state of Brazil, and one study already showed
that individuals from southern Brazil classified phenotypically as euro-derived present an
almost exclusively European ancestry when ancestry-informative markers were used [29].

Undoubtedly, a great part of the discordance among results regarding
pharmacogenetic markers and response to IM therapy may be attributable to population
heterogeneity. Another important reason is the lack of concordance in response criteria
adopted in different studies [12]. Furthermore, although cytogenetic monitoring of CML is
less sensitive than molecular monitoring, the molecular testing process by real-time PCR is
prone to several intra-assay factors that may lead to highly variability in results [30]. This
technical limitation may impair the comparison of molecular endpoints among studies. All of
these questions should be addressed in order to improve the level of consistency among

studies.

4.1 Conclusions

Fully comprehending the role of SNPs in the response to imatinib treatment will
ensure hereafter better therapeutic efficacy, as clinicians will be able to tailor treatments to
suit the genetic constitution of their patients. The existence of second-generation tyrosine
kinase inhibitors (TKIs) with different pharmacokinetic properties makes the finding of

biological predictors of response to IM treatment even more relevant. The possibility of
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previous identification of patients who are more likely to benefit from second- or third-
generation TKIs, such as nilotinib, dasatinib, bosutinib or ponatinib [12], would bring
extensive advantages for patients and for the health systems, reducing the time and resources
spent in the empirical determination of response to treatment. For these reasons, further
studies about the pharmacogenetics of IM in distinct populations are needed, as well as

research regarding the response to other TKIs.
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Table 1. Characteristics of the study population (n=182)

Proportions or means = SD and range

Gender
Male
Female
Ethnicity
White
Black
Brown

Non Declared

Age (years)
Disease duration (years)

Disease stage at diagnosis
Chronic Phase
Accelerated Phase

Blast Crisis

Unknown

Cytogenetics at diagnosis
t(9;22) only

Other

Unknown

IM time intake (years)

IM Dose (mg/day)
100
300
400
500
600
800

Unknown

100 (54.9%)
82 (45.1%)

159 (87.4%)

13 (7.1%)

8 (4.4%)

2 (1.1%)

53.9 +16.7 (7.6 - 98.5)

6.3 £4.4(0.3-24.6)

143 (78.6%)
18 (9.9%)
5(2.7%)

16 (8.8%)

110 (60.4%)

12 (6.6%)

60 (33%)

5.63 +3.41 (0.24 - 13.11)

1 (0.5%)

2 (1.1%)
143 (78.8%)
1 (0.5%)

21 (11.5%)
1 (0.5%)

13 (7.1%)

S.D.: standard deviation
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Table 4. Genotype frequencies for CYP3A44, CYP3A5, ABCBI1, ABCG?2 and Al

among CML patients according to response to standard IM treatment (400mg/«

Gene SNPs rs number, Responders Non-
Genotypes respond
CYP3A4 -392 A>G 1s2740574 n=105 n=>59
(*1B) *1/*1 79 (75.2%) 44 (74.6¢
*1/¥1B+ *1B/*1B 26 (24.8%) 15 (25.4¢
522-191 C>T 1$355399637 n= 104 n=>58
(*22) *1/*1 91 (87.5%) 56 (96.6°
*1/%22 13 (12.5%) 2 (3.4%)
CYP3AS 6986 T>C 18776746 n=104 n=>59
(*3) *3/%3 74 (71.2%) 42 (71.2¢
*1/%3 + *1/*1 30 (28.8%) 17 (28.8¢
ABCB1 -129 T>C rs3213619 n=105 n=>59
C/T 8 (7.6%) 3 (5.1%)
T/T 97 (92.4%) 56 (94.9¢
1236 C>T rs1128503 n=105 n=>59
C/IC 35 (33.3%) 18 (30.5¢
C/T 46 (43.8%) 26 (44.1°
T/T 24 (22.9%) 15 (25.4¢
2677 G>T/A rs2032582 n=103 n=>56
G/G 42 (40.8%) 20 (35.7¢
G/T 42 (40.8%) 26 (46.4¢
T/T 19 (18.4%) 10 (17.9¢
3435 C>T rs1045642 n=105 n=>58
C/IC 29 (27.6%) 19 (32.8¢
C/T 56 (53.3%) 24 (41.4¢
T/T 20 (19%) 15 (25.9¢
ABCG2 421 C>A rs2231142 n=105 n=>59
C/C 85 (81%) 52 (88.1¢
A/C+ A/A 20 (19%) 7 (11.9%




54

ABCC4 3870+3616 G>A

159561765
G/G
A/G+ A/A

n=105
94 (89.5%)
11 (10.5%)

n=>59
54 (91.5%)
5 (8.5%)

0.789"

*Chi-square test; "Fisher’s exact test
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5 Consideracoes Finais

A LMC tornou-se uma doenca manejavel e de tratamento crénico, gr:
do MI. Porém, a resposta ao tratamento depende de diversos fatores que :
totalmente esclarecidos. A fim de compreender melhor estas particularid:
estudar a influéncia da variabilidade genética nesse tratamento, através da
polimorfismos localizados em genes de enzimas transportadoras de fArmacos ¢
com marcadores de resposta ao tratamento.

A farmacogenética pode ser considerada uma abordagem interessante
avaliar com antecedéncia e de uma maneira rapida, a resposta de um pacient
com base na sua constituicdo genética. Contudo, no presente estudo nio for
associacdes entre os SNPs analisados e a concentracdo plasmatica ou desfech
resposta ao tratamento.

Apesar disso, ainda que a medicina personalizada se torne uma reali
farmacogenética, ¢ preciso questionar a sua disponibilidade para os paci
necessario investir na reducdo de custo das tecnologias necessarias para realize

a fim de garantir equidade através da redu¢do do impacto de determ



Anexo 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa porque possui a doenga
chamada Leucemia Mieldide Cronica e faz uso do medicamento chamado Imatinibe. O nome
da pesquisa ¢: Estudo Farmacogenomico da Resposta ao Tratamento com Mesilato de
Imatinibe em Pacientes com Leucemia Mieléide Crénica ¢ tem como objetivo principal
saber como a variagdo no codigo genético de cada pessoa influencia a sua resposta ao
tratamento. Sua participagdo nesta pesquisa consiste em responder um questiondrio com
perguntas sobre sua vida. Além disso, serd coletada uma pequena amostra de seu sangue de
forma a medir a quantidade do medicamento presente e para a identificacdo de suas
caracteristicas genéticas, junto com os exames solicitados pelo seu médico. Essa amostra nao
pode ser utilizada para nenhum outro tipo de manipulagdo genética além da aqui explicada.

O tema escolhido se justifica pela importancia de que o uso correto do medicamento
que o senhor (a) faz uso apresenta maior chance de fazer efeito se tomado corretamente e que,
em algumas pessoas, mesmo tomando o medicamento adequadamente, a quantidade do
medicamento no sangue fica abaixo do ideal. Vocé ndo ira receber nenhum pagamento por
participar desta pesquisa e nem seus médicos receberdo qualquer pagamento por realizar este
trabalho. Mesmo que vocé esteja tomando os medicamentos de forma errada, ndo havera
nenhuma punic¢do / constrangimento a voc€ ou seus familiares e vocé continuara recebendo o
mesmo atendimento prestado pela equipe assistente. Nao haverd nenhum beneficio imediato
para que vocé participe desta pesquisa, entretanto, o resultado desta pesquisa podera auxiliar
as pessoas no futuro.

O trabalho esta sendo realizado pelos médicos Marcelo Capra e Laura Maria Fogliatto,
Profa. Sandrine Wagner e Profa. Vanessa Mattevi. Juntamente com a amostra coletada, serdo
obtidos alguns dados junto ao seu prontudrio médico relativos ao seu tratamento. Sera
também, no dia da coleta de seus exames de rotina no laboratorio, coletada uma pequena
amostra (cerca de 5 mlL), para as andlises genéticas além da dosagem do nivel de
medicamento no seu sangue e verificar se o seu organismo elimina o medicamento muito
rapidamente. Esta pequena quantidade de sangue que sera coletada nao fara falta a vocé e os
riscos da coleta de sangue s@o os mesmos que ocorrem na coleta de rotina (manchas roxas na
pele, dor no momento da picada).

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que autorizo a
minha participacdo neste projeto de pesquisa, pois fui informado de forma clara e detalhada,
livre de qualquer forma de constrangimento e/ou coer¢do, a respeito dos objetivos, da
justificativa e dos procedimentos aos quais serei submetido. Também fui informado dos
riscos, desconfortos e beneficios a minha participacao, todos acima listados.

Fui igualmente informado:

- Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento acerca dos assuntos
relacionados a esta pesquisa.

- De que minha participacdo ¢ voluntaria e terei a liberdade de retirar o meu consentimento, a
qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem que isto traga prejuizo para a minha
vida pessoal e nem para o atendimento prestado a mim.

- Da garantia que ndo serei identificado quando da divulgacdo dos resultados e que as
informacdes serdo utilizadas somente para fins cientificos do presente projeto de pesquisa.

- De que o material biologico que sera coletado sera armazenado, podendo ser utilizado para
posteriores estudos por 10 anos, conforme estabelecido na Resolugdo n° 441 do Conselho
Nacional de Saude;

- Da utilizagdo do material armazenado, que s6 ocorrerd mediante aprovag Paginalde2 o
pelo Comité de Etica em Pesquisa.
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- Sobre o projeto de pesquisa e a forma como sera conduzido e que em caso de duvida ou
novas perguntas poderei entrar em contato com os pesquisadores Sandrine Wagner, Fone:
33038763, Marcelo Capra, Fone 3357-2581 (Servigo de Hematologia - Hospital Conceicao)
ou Laura Fogliatto, Fone: 3359.8317 (Hospital de Clinicas de Porto Alegre).

- Também que, se houverem duvidas quanto a questdes éticas, poderei entrar em contato com
Daniel Demétrio Faustino da Silva, Coordenador-geral do Comité de Etica em Pesquisa do
GHC pelo telefone 3357-2407, com o Comité de Etica da UFCSPA, telefone: 3303-8804, ou
com o Comité de Etica do HCPA, telefone 3359-7640.

Este documento foi revisado em seus aspectos €ticos € metodoldgicos e aprovado pelos
Comités de Etica em Pesquisa do Hospital Nossa Senhora da Conceicdo, do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre.

Porto Alegre, , de de 20 .

Paciente Pesquisador
Data / / Data / /

Concordo em deixar minha amostra armazenada para estudos posteriores

Observacgao: O presente documento, baseado no item IV das Diretrizes e Normas Regulamentadoras para a
Pesquisa em Saude, do Conselho Nacional de Saude (Resolu¢do 196/96), sera assinado em duas vias, de igual
teor, ficando uma via em poder do Paciente ou seu Responsavel Legal e outra com o Pesquisador Responsavel.

Pagina 2 de 2
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Parecer do Comité de Etica em Pesquisa — Plataforma Brasil



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE w
PORTO ALEGRE
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo Farmacogendmico da Besposta an Tratamenio com Mesilaio de Imatnibe em
Pacientes com Leucemia Meeilide Crinica

Pesquisador: Sandrine Compars: Wagner

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 15297913.4.0000 5345

Institulgdo Proponente: Universidade Federal de Giéncas da Salde de Porio Alegre
Patrocinador Princlpal: Financiamento Propno

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 352 566
Data da Aelatoria: 1508/2013

Apresentacio do Projeto:

A leucemia mipidide crbmica (LMC) é uma neoplasia hematosdgica que resulta em um aumento do numerno
de célulaz miekbides devido & producio de uma proteins com atividade tirosina quinase, resultado de um
gene hibrido (BCR-ABL). A LMC consiste em uma paiclogia grave, cujo tratamento fol recentemente
revolucionado pelo medicamento mesilato de imatinvbe (M), a partir dagui denominado matinibe, um
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farmaco inibidor da atwidade trosina guinaze. A adesdo & oitca para O sucesso do tratamento, porém,

variagbes genéticas interindwviduais também estfio relacionadas com diferentes tipos de resposta. Desta
maneira. a identificacao da presenca de fatores gendtcos gue levem a uma baxa resposta efou adesao an
tratamento pode antecipar uma futura perda de resposta. o gue certaments impactania no desfecho destes
pacientes, permitindo ac corpo clinico a adoCio de medidas preventivas. Este projeto tem por obietivo
principal verificar a associagio enfre a presenca de poimori=mos nos ganes de metabolzacio e transporie
do mesiiato de imatinibe e a resposta cilogenétca & molecular a 8383 terapia. Serao invesbigados no
presente estudo pacientes com LMGC em tratamento com imatndbe atendidos no Grupo Hospitalar Conceican
e no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Serdo preenchidos guestionanios a fim de determinar
informagtes sobre caracterizsbcas demogrificas e ingestas concomitante de medicagies. Demais
informagbes serio obtidas dos prontudnos médcoos Para as andalizes laboratonais serd coletada

Enderafo:  Fua Sarmenia Laile 245

Bairrn: CEP: 00050170
UF: AS Munigipie: PORTD ALEGRS
Telafone: (513,303 5304 E-mad: teoiuteens oy b

Pipra 5 ooe @
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE

CIENCIAS DA SAUDE DE W
PORTO ALEGRE

uma amastra de 5 mL de sangue tiotal Az varantes de genes envolvidos na farmacogenitica do imatinibe
serdo determinadas por andlse molecular baseada na reacdn em cadeia da pofmerase em tempo real. Os
resultacos sorE0 submetdos 3= analses mulivaradas apeopnadas & cada deslecho analisado. Espera-se
identificar aguelas varanies gendticas que esiessm assocadas 3 Uma meshor resansta an tratamento com o
Tarmann &m Questan.
Objetivo da Pesquisa:
Obgetvo Geral

Availar a associacio de poimorfeamas &m genes de metabolizacio & ransporte do mesilato de
imatinibs com marcadores da resposts & adesin an ratamenin com este firmaco em pacientes com
leucamia mieidide crinica.

Cormmacas &5n Pree 360 SW5E

Obptvos eSpecitcos

1. Avalkar o nivel ge resposta ap rataments oom mesiatn de matinbe dos pacentes atraves de dados
cliogenéicos 8 molecuiares.

2 Verficar sa M alguma associacho entre polmorfemos am genes de metabolzacio, pertencentes &
familia do ciiocrome P450 (CYP3AL & CYPIAS), & ransporiadores (ABCEY & ABCGY), com resposta an
tratamenio com imatinibe

3. imweshgar &3 assoCacao entre 0= refendos polmorfeamos & 0 NivesS EsmEtens de imatnbe.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

N30 hé nscos emvoiados @ oS beneficios para 0 CoMMBCMmenEn centifio S50 eevanies
Comentirics & Consideragbes sobre a Pesguisa:

A pesgquisadora responsavel chservou o rigor exgido para a elaboragio do projeto de pesquiza ora
proposio.

Conskderagtes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

O TCLE o reformuiacdo de acorto oom a8 conederacies apresantanas por panecer antenor do CEP.

Aecomendacoes:
Aecomenda-se a aprovacao do prowetn de pesmquss

Enderege: i Sarmesds Lege 343
Badro: CEP: 30050770

UF: A= Monicipio: FORTDALEDRE

Telefove: (513500 -5E04 E-mal: ceofFoitsos e by
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
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Comruagic & Yo BE NS

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de inadequaces-
Mdo hd pondéncias.
Situacio do Parecer:

MNecessita Apreciacdo da CONEP:

Consideracoes Finals a critério do CEP:
De acordo com o Parecer do refator.

PORTO ALEGRE. 16 de Agosto de 2013
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Assinador por:
Jos# Geraldo Verne! Taborda
(Coordenador)
Bt o CEP: oooSD-170
o Municiple: FORTO ALEGRE
Teletone: 513303 -5804 E-mal: cepSulcsps sdube
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