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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.530.448

Apresentacéo do Projeto:

“O carcinoma de pulmao é a principal causa de morbidade e mortalidade relacionada ao cancer no mundo.
Para 2020, sdo estimados mais de 2,2 e 1,9 milhées de casos novos e 0Obitos, respectivamente. No Brasil,
em 2016, 28.220 casos novos foram verificados. Apesar dos fatores de risco para o desenvolvimento da
neoplasia de pulmédo serem bem conhecidos, cerca de 75% dos pacientes apresentam doenca localmente
avancada ou metastatica no momento do diagndstico, pois ndo existe um método eficaz para o diagnostico
precoce. Os derivados da platina, associados a outros quimioterapicos, sédo 0s principais agentes
terapéuticos utilizados, porém a resposta ao tratamento bem como suas rea¢fes adversas diferem entre os
individuos, o que pode ser explicado pela variabilidade genética no metabolismo dos derivados de platina.
Desta forma, o objetivo deste estudo é avaliar se os polimorfismos em genes especificos podem estar
relacionados com a toxicidade induzida pela quimioterapia baseada em platina. Para isso, sera desenvolvido
um estudo analitico, experimental, clinico, de braco Unico, prospectivo, quantitativo, cuja amostragem sera
ndo probabilistica do tipo consecutiva. Seréo incluidos pacientes com cancer de pulméo de pequenas
células e ndo pequenas células que iniciarem tratamento com quimioterapia baseada em platina e avaliadas
a nefrotoxicidade, as toxicidades gastrointestinais, a hepatotoxicidade, a mielotoxicidade e os polimorfismos
nos genes da CYP2E1, ABCB1, ABCC2,
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OTC2 e MATEL. Também serdo avaliadas a resposta ao tratamento e as sobrevidas global e livre de
doenca. Serdo utilizados os testes Chi-quadrado, exato de Fisher, Mann-Whitney, ANOVA para medidas
repetidas e o equilibrio de Hardy-Weinberg, considerando significativo o p<0.05".

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar se polimorfismos nos genes da CYP2E1, da ABCB1 e da ABCC2, OTC2 e MATEL1 estao
relacionados com a toxicidade associada a quimioterapia baseada em platina para tratamento do cancer de
pulmé&o.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os ricos e/ou desconfortos associados aos procedimentos da pesquisa sdo dor e/ou a possibilidade
equimoses no local da coleta do sangue (puncéo venosa), desconforto associado a coleta de urina e
entrevista. Foram identificados ainda, riscos associados a confidencialidade (sigilo da identidade do
participante). Os pesquisadores informam o compromisso de preservar a identidade dos participantes.
Nao ha beneficios diretos aos participantes da pesquisa.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa apresentada como trabalho de doutorado do pds-graduando Pedro Eduardo
Nascimento Silva Vasconcelos, com orientacdo da Profa. Dra. Patricia Muriel (pesquisadora responsavel).
Nesta pesquisa, pretende-se avaliar se polimorfismos nos genes da CYP2E1, da ABCB1 e da ABCC2,
OTC2 e MATEL estao relacionados com a toxicidade associada a quimioterapia baseada em platina para
tratamento do cancer de pulméao. Para isso, serdo incluidos pacientes (n=100, individuos entre 18 e 80
anos) com cancer de pulméo de pequenas células e ndo pequenas células que iniciarem tratamento com
quimioterapia baseada em platina, atendidos no Servico de Oncopneumologia da Unicamp (critérios de
inclusédo e exclusdo indicados no projeto). Os participantes da pesquisa serdo submetidos a coleta de
sangue por punc¢do de veia do braco (amostragem de 4ml antes e cinco dias apds a quimioterapia) e coleta
de urina. Havera uso de fontes secundarias (prontuarios dos pacientes). Serdo avaliados microRNAs
circulantes e polimorfismos nos genes relacionados ao transporte e metabolismo de quimioterapicos, além
de parametros associados a toxicidade.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:
1. Folha de rosto assinada pela pesquisadora responsavel, Patricia Muriel e por Anténio Gongalves de
Oliveira Filho, Coordenador de Assisténcia do Hospital de Clinicas da Unicamp, instituicdo
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indicada como proponente.

2. Termo de consentimento Livre Esclarecido.

3. Formulario da Plataforma Brasil com as informacgdes basicas sobre o projeto.

4. Projeto completo.

5. Declaragéo confirmando o vinculo dos pesquisadores com a instituicdo proponente.
6. Regulamento de biorrepositério

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
1. N&o ha pendéncias ou inadequacdes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuacdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds analise das
razbes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
guanto a descontinuacao, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da

pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e

sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacao
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il
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Rrari

apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma,

junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apés a data deste

parecer de aprovagdo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolucéo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados

solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e

responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 06/02/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1038962.pdf 13:44:16
Declaracéo de Biorrepositorio_Pedro.pdf 06/02/2018 |PEDRO EDUARDO | Aceito
Manuseio Material 13:43:30 |NASCIMENTO
Biologico / SILVA
Biorepositorio / VASCONCELOS
Biobanco
TCLE / Termos de | TCLE_Pedro.pdf 06/02/2018 |PEDRO EDUARDO | Aceito
Assentimento / 13:43:11 |NASCIMENTO
Justificativa de SILVA
Auséncia VASCONCELQOS
Projeto Detalhado / |Projeto_Pedro.pdf 06/02/2018 |PEDRO EDUARDO Aceito
Brochura 13:42:59 |[NASCIMENTO
Investigador SILVA
Cronograma Cronograma_Pedro.pdf 06/02/2018 |PEDRO EDUARDO | Aceito

13:42:34 |NASCIMENTO
SILVA
Outros vinculopatricia.pdf 08/01/2018 | Patricia Moriel Aceito
11:23:32
Folha de Rosto folhaderostopedro.pdf 08/01/2018 | Patricia Moriel Aceito
11:22:41
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Plataforma MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Saude - Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP
M PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Projeto de Pesquisa:

Avaliacéo de microRNAs circulantes e polimorfismos nos genes relacionados ao transporte e metabolismo de quimioterapicos baseados em platina
como possiveis biomarcadores de toxicidades em pacientes com cancer de pulméo

Informagdes Preliminares

Responsavel Principal

CPF/Documento: 183.220.668-80 Nome: Patricia Moriel
Telefone: 1937220626 E-mail: morielpa@fcm.unicamp.br
Instituicdo Proponente
CNPJ: Nome da Instituicéo: Hospital de Clinicas da UNICAMP
E um estudo internacional? N&o

B Assistentes

CPF/Documento Nome
375.337.168-84 PEDRO EDUARDO NASCIMENTO SILVA VASCONCELOS
B Equipe de Pesquisa

CPF/Documento Nome
375.337.168-84 PEDRO EDUARDO NASCIMENTO SILVA VASCONCELOS

Area de Estudo

Grandes Areas do Conhecimento (CNPq)
® Grande Area 4. Ciéncias da Sadde
Propésito Principal do Estudo (OMS)
® Clinico
Titulo Puablico da Pesquisa:

Avaliacéo de microRNAs circulantes e polimorfismos nos genes relacionados ao transporte e metabolismo de
quimioterapicos baseados em platina como possiveis biomarcadores de toxicidades em pacientes com cancer de

pulméo
Contato Publico
CPF/Documento Nome Telefone E-mail
375.337.168-84 PEDRO EDUARDO NASCIMENTO SILVA 19983649815 pedro.nsvasconcelos89@gmail.com
VASCONCELOS
Contato Cientifico: Patricia Moriel

Data de Submisséo do Projeto: 06/02/2018 Nome do Arquivo: PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1038962.pdf Verséo do Projeto: 1
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Desenho de Estudo / Apoio Financeiro

Desenho do Estudo:  Observacional

Condicdes de saude ou problemas

Condigao de saude ou Problema

Cancer de pulméo

Cancer

Descritores Gerais para as Condi¢cfes de Salde

CID1-10:Classificagao Internacional de Doencas

Caodigo CID Descri¢do CID

C34 Neoplasia maligna dos bronquios e dos pulmoes

DeCS:Descritores em Ciéncia da Saude

Caédigo DECS Descricdo DECS

D008175 Neoplasias Pulmonares

Descritores Especificos para as Condi¢cfes de Saude

CID1-10:Classificagao Internacional de Doencas

Caodigo CID Descri¢do CID
C34 Neoplasia maligna dos bronquios e dos pulmoes
DeCS:Descritores em Ciéncia da Saude
Caddigo DECS Descricdo DECS
D002289 Carcinoma Pulmonar de Células ndo Pequenas
D018288 Carcinoma de Células Pequenas
Desenho:

Estudo analitico, experimental, clinico, de braco Unico, prospectivo, quantitativo, cuja amostragem sera ndo probabilistica do tipo consecutiva.

Apoio Financeiro

CNPJ Nome E-mail

Telefone

Tipo

Financiamento
Préprio

60.967.551/0001-50 |Universidade Presbiteriana Mackenzie copg@mackenzie.br

11-21148144

Institucional Principal

Palavra Chave

Palavra-chave

Cancer de pulméao

Quimioterapicos baseados em platina

Polimorfismos

Toxicidade

microRNAs

Data de Submisséo do Projeto: 06/02/2018 Nome do Arquivo: PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1038962.pdf

Verséo do Projeto: 1
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Detalhamento do Estudo

Resumo:

O carcinoma de pulméo é a principal causa de morbidade e mortalidade relacionada ao cancer no mundo. Para 2020, sao estimados mais de 2,2 e
1,9 milhdes de casos novos e 6bitos, respectivamente. No Brasil, em 2016, 28.220 casos novos foram verificados. Apesar dos fatores de risco para
o desenvolvimento da neoplasia de pulm&o serem bem conhecidos, cerca de 75% dos pacientes apresentam doenca localmente avangada ou
metastatica no momento do diagndstico, pois ndo existe um método eficaz para o diagnostico precoce. Os derivados da platina, associados a outros
guimioterapicos, séo os principais agentes terapéuticos utilizados, porém a resposta ao tratamento bem como suas reagdes adversas diferem entre
os individuos, o que pode ser explicado pela variabilidade genética no metabolismo dos derivados de platina. Desta forma, o objetivo deste estudo é
avaliar se os polimorfismos em genes especificos podem estar relacionados com a toxicidade induzida pela quimioterapia baseada em platina. Para
isso, sera desenvolvido um estudo analitico, experimental, clinico, de brago Unico, prospectivo, quantitativo, cuja amostragem sera nao probabilistica
do tipo consecutiva. Serdo incluidos pacientes com cancer de pulméo de pequenas células e ndo pequenas células que iniciarem tratamento com
quimioterapia baseada em platina e avaliadas a nefrotoxicidade, as toxicidades gastrointestinais, a hepatotoxicidade, a mielotoxicidade e os
polimorfismos nos genes da CYP2E1, ABCB1, ABCC2, OTC2 e MATEL. Também serdo avaliadas a resposta ao tratamento e as sobrevidas global e
livre de doenga. Serdo utilizados os testes Chi-quadrado, exato de Fisher, Mann-Whitney, ANOVA para medidas repetidas e o equilibrio de Hardy-
Weinberg, considerando significativo o p<0.05.

Introdugéo:

1. O cancer de pulmdoAtualmente, o carcinoma de pulméo é a principal causa de morbidade e mortalidade relacionada ao cancer no mundo, com
cerca de 1,8 milhGes de casos novos e 1,5 milhdes de ébitos no ano 2012. Para 2020, é estimado mais de 2,2 e 1,9 milhdes de casos novos e
6bitos, respectivamente (Globocan, 2017). No Brasil, as estimativas de incidéncia para o ano de 2016 foram 17,49/100.000 para homens e
10,54/100.000 para mulheres (Inca, 2017). O cancer de pulméao é classificado em dois grupos principais de acordo com o tipo histolégico. O
carcinoma de ndo pequenas células engloba todos os tipos histolégicos (carcinoma epidermoide, adenocarcinoma e carcinoma de grandes células),
exceto 0 carcinoma de pequenas células que constitui 0 segundo grupo. Aproximadamente 70% dos casos de cancer de pulméo séo os carcinomas
de ndo pequenas células (Hensing, et al., 2014). O fumo é considerado o mais importante fator de risco modificavel para o desenvolvimento do
cancer de pulmao, responsavel por 75% a 80% dos casos em homens e 50% dos casos nas mulheres (Jemal, et al., 2011). Dentre os fatores de
risco ndo modificaveis podem ser citados: idade maior ou igual a 50 anos, histérico familiar, género (mulheres fumantes apresentam maior risco),
etnia (pretos apresentam maior risco quando comparados com brancos) e fatores socioecondmicos (inversamente proporcional ao risco) (Sateia et
al., 2017).Apesar dos fatores de risco para o desenvolvimento da neoplasia de pulméo serem bem conhecidos, atualmente, cerca de 75% dos
pacientes com cancer de pulméo apresentam doenga localmente avangada ou metastatica no momento do diagndstico, porque néo existe nenhum
método eficaz para o diagnéstico precoce (Sateia et al., 2017). As modalidades terapéuticas para o tratamento dos pacientes com cancer de pulmao
dependem inicialmente da definicdo do tipo de tumor e de seu estadiamento (Garcia-Campelo, et al., 2015).Para os pacientes com cancer de
pulmao de pequenas células, o tratamento cirdrgico nao é recomendado, pelo seu comportamento biolégico de propenséao precoce a originar
metéastases a distancia. Neste caso, indica-se a associa¢édo de radioterapia e quimioterapia, para pacientes com doenga localizada (quimioterapia
prévia) e isoladamente para pacientes com doenga avangada ou metastatica (quimioterapia paliativa) (Brasil, 2014). O esquema terapéutico
guimioterapico padrao envolve a associagdo de derivado da platina (cisplatina ou carboplatina) e o etoposido. Outros esquemas que produzem
resultados similares e toxicidade variavel incluem: ciclofosfamida, doxorrubicina e vincristina (CAV); ciclofosfamida, doxorrubicina e etoposido;
ciclofosfamida, etoposido e vincristina; cisplatina e topotecano; cisplatina e irinotecano; ifosfamida, cisplatina e etoposido; carboplatina e paclitaxel;
carboplatina e gemcitabina (Brasil, 2014).Em pacientes com cancer de pulméo de nédo pequenas células, o tratamento cirlrgico € indicado nos casos
de doenga localizada ao diagndstico e a radioterapia € indicada em qualquer estagio tumoral, com finalidade curativa ou paliativa e em uso
associado ou combinado com a cirurgia ou a quimioterapia (Brasil, 2014).Nos casos diagnosticados em estagios avan¢ados ou metastaticos, a
quimioterapia pode ser classificada como adjuvante ou paliativa e a associagéo de cisplatina com o etoposido é o esquema terapéutico padréo,
porém, muitos outros esquemas terapéuticos podem ser utilizados, como carboplatina, mitomicina C, vimblastina, vinorelbina, gemcitabina,
docetaxel, paclitaxel, pemetrexede, erlotinibe, gefitinibe, bevacizumabe e cetuximabe, em monoterapia ou em associagdes, por até trés linhas de
tratamento (Brasil, 2014).2. Quimioterapicos a base de platinaOs complexos de coordenagédo da platina como agentes citotoxicos foram identificados
pela primeira vez em meados dos anos 60 por Barnett Rosenberg e colaboradores (Rosenberg et al., 1965; Rosenberg et al., 1969). A primeira
molécula a ser descoberta foi a cisplatina, cis-diamina-dicloroplatina (), mostrando-se eficaz no tratamento de canceres de testiculo, canceres
ginecoldgicos (principalmente o de ovario), gastrointestinais, geniturinarios, de pulméo, e o cancer de cabeca e pescoco (Reed, 2005). Apds
administracdo endovenosa, 90% da cisplatina forma ligagGes covalentes com as proteinas plasmaticas, como a albumina, transferrina e
gamaglobulina (Rang et al., 2007), assim, é distribuida para os tecidos, principalmente rins, figado e prostata (Smith e Taylor, 1974; Hill et al., 1975;
Stewart et al., 1982), com um volume de distribuicdo de 11 a 12 L/m2 (Thompson Micromedex; 2015).A cisplatina pode entrar na célula tanto por
difusdo passiva ou por transporte ativo através de alguns transportadores especificos, como por exemplo, carreadores de cobre. Quando a molécula
entra na célula, apés a dissociagdo do o ion cloreto (Cl-), forma-se um complexo reativo que reage com a agua e, entdo, interage com o DNA
formando ligagdes covalentes, preferencialmente na posi¢cdo N7 da guanina e adenina. Depois, ocorre uma reagdo com dois diferentes sitios do
DNA produzindo ligagdes intracadeias (>90%) ou intercadeias (<5%), formando complexos DNA-platina que sdo capazes de inibir a sintese de DNA
e a sua transcrigéo, e consequentemente, induzir apoptose nas células tumorais. Também ocorre ligagcdo as proteinas nucleares e citoplasmaticas
que também resulta em um efeito citotoxico (Ahmad, 2010; Hill et al., 1975). Portanto, a acéo citotdxica da cisplatina € analoga a dos agentes
alquilantes.A carboplatina, assim como a cisplatina, se liga covalentemente ao DNA, formando complexos platina-DNA, que induzem a célula a
apoptose, porém, ao contrario da cisplatina, a carboplatina € mais estavel no plasma. Durante as primeiras 4 horas apds infuséo, cerca de 90% da
carboplatina se mantém néo ligada a proteinas plasmaticas. Apresenta decaimento plasmatico bifasico, com a primeira meia-vida de
aproximadamente 1 a 2 horas e a segunda meia-vida poés distribuicdo plasmatica de 2,5 horas até quase 6 horas. A carboplatina é eliminada
principalmente pela urina, na qual cerca de 30% da droga é secretada inalterada (Thompson Micromedex; 2015).Devido as diferengas
farmacocinéticas, a carboplatina € menos téxica e frequentemente é utilizada em pacientes que néo toleram a cisplatina, seja pelos seus efeitos
téxicos ou pela intensa hidratagéo necessaria para sua infusdo (Ando, et al., 2014) A metabolizagao tanto da cisplatina quanto da carboplatina
ocorre através da formagé&o de conjugados entre a glutationa e cisplatina pela enzima glutationa-S-transferase (GST), fazendo com que ela seja
inativada e eliminada das células. Sua inativagao também é consequéncia da ligagdo com proteinas chamadas metalotioneinas (MTs), cujas
elevadas concentracgdes e sua transfeccéo celular podem conferir resisténcia a cisplatina (Surowiak et al., 2004; Toyoda et al., 2000). As proteinas
de transporte do cobre ATP7A e ATP7B (Nakayama et al., 2001; Samimi et al., 2004; Blair et al., 2009) e membros da familia ABCC (Schrenk et al.,
2001; Liedert et al., 2003) também atuam no efluxo celular da cisplatina e da carboplatina.Conforme descrito, os derivados de platina séo
quimioterapicos de alto potencial antineoplasico com farmacocinética favoravel. Entretanto, seu uso é limitado principalmente devido a dois fatores: a
resisténcia adquirida ao medicamento e, em maior parte, as toxicidades importantes, como a nefrotoxicidade, ototoxicidade, mielotoxicidade e
toxicidades gastrointestinais e hepaticas (Kim et al., 2016). a. NefrotoxicidadeEstima-se que 20 a 30% dos pacientes tratados com cisplatina
desenvolvem severa disfungdo renal, mesmo apés hidratacéo salina e diurese no momento da infusdo. Usualmente os agentes citotéxicos possuem
reduzida toxicidade para células ndo proliferativas, no entanto, a cisplatina possui a capacidade de danificar seletivamente as células quiescentes do
tubulo proximal,

Data de Submisséo do Projeto: 06/02/2018 Nome do Arquivo: PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1038962.pdf Verséo do Projeto: 1
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causando necrose tubular aguda (Wang e Lai, 1994; Yao et al., 2007). A Carboplatina € menos nefrotéxica quando comparada com a cisplatina,
porém, alguns estudos mostram que aproximadamente 10% dos pacientes apresentam elevacéo de creatinina sérica (Liu et al., 2014).A
nefrotoxicidade pode ser explicada pelo fato de que a excregéo dos derivados de platina ocorre predominantemente por filtragdo glomerular e, em
menor extensao, por secregao tubular. O rim é capaz de acumular o quimioterapico em maior quantidade que outros 6rgaos e a concentragédo do
farmaco nas células epiteliais do tubulo proximal pode chegar a ser cinco vezes maior do que na corrente sanguinea (Kuhimann et al., 1997; Kréning
et al., 2000; Arany e Safirstein, 2003). Os derivados de platina podem entrar na célula renal por difusdo passiva e transporte ativo. O transportador
envolvido no transporte ativo € o Organic Cation Transporter 2 (OCT2), principal OCT do rim; OCT1 é a isoforma presente no figado. Além disso,
sabe-se que cisplatina ndo é transportada por OCT1 e que outros compostos de platina (carboplatina e oxaliplatina) ndo interagem com OCT2
(Ciarimboli et al., 2005). Essas evidéncias explicam o motivo da cisplatina ser a quimioterapia a base de platina mais nefrotdxica e o porqué da sua
principal reacdo adversa ser a renal.A insuficiéncia renal costuma se iniciar alguns dias apds a administracéo de cisplatina, evidenciada pelo
aumento da creatinina e ureia sérica, e reducéo da taxa de filtragdo glomerular. A recuperacéo da fungéo renal normalmente ocorre em 2 a 4
semanas, mas pode haver nefrotoxicidade progressiva e permanente, mesmo com as medidas preventivas (Peres et al., 2013). A indugao da
nefrotoxicidade pelos derivados de platina pode ser explicada por trés mecanismos: apoptose/necrose, inflamacéo e estresse oxidativo (Yao et al.,
2007; Miller et al., 2007). O farmaco se acumula na mitocondria das células renais, dificultando a bioenergética mitocondrial, aumentando a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), inibindo a absorcéo de célcio no interior da mitocdndria e liberando fatores pré-apoptéticos que
por fim resulta na morte das células do tabulo renal (Peres e da cunha, 2013; Verma et al., 2015). b. MielotoxicidadeA leucopenia pode estar
relacionada a reducéo de neutrdfilos e/ou linfécitos e a mielossupressao é observada em 25 a 30% dos pacientes tratados com cisplatina. Em um
estudo desenvolvido por Bar-Sela et al. (2003), metade dos pacientes tratados com carboplatina desenvolveram severa mielotoxicidade, com
predominio de neutropenia e trombocitopenia.A anemia induzida pelos derivados de platina ocorre por aplasia, hemdlise e deficiéncia de
eritropoietina secundaria a nefrotoxicidade. A deplecgéo de glutationa e o estresse oxidativo induzidos pelo guimioterapico levam a mielossupresséo e
hematotoxicidade (Khynriam e Prasad, 2001; Dlott et al., 2004; OLAS et al., 2004; Gao et al., 2006; Vandendries e Drews, 2006; Son et al., 2011;
Gao et al., 2013).c. Toxicidade gastrointestinalA toxicidade gastrointestinal relacionada, principalmente a cisplatina, envolve nauseas, vomitos e, em
menor frequéncia, diarréia. Esses eventos, embora menos agressivos que os observados na toxicidade renal, séo dificeis de controlar e geram falha
no tratamento e reduc¢do na qualidade de vida do paciente (Ballatori e Roila, 2003; Bloechl-Daum et al., 2006; Ballatori et al., 2007; Cohen et al.,
2007).0 trato gastrintestinal é afetado pelo estresse oxidativo gerado pelo farmaco e, além disso, as células cromafins entéricas do intestino
delgado, capazes de produzir serotonina (5-HT) sdo danificadas. A serotonina € capaz de ativar os receptores de 5-HT no bulbo, estimulando a zona
de gatilho quimiorreceptora e o centro de controle do vomito, provocando assim os reflexos de vomito caracteristicos (Hesketh et al., 2003; Hesketh,
2008).d. HepatotoxicidadeA hepatotoxicidade pode ser observada ap6s administragdo de altas doses de derivados de platina, ou de baixas doses
repetidas, provavelmente por acimulo no figado (Cvitkovic, 1998; Fenoglio et al., 2005). Alguns estudos sugerem que o estresse oxidativo gerado
pela cisplatina tem um importante papel neste processo (Cvitkovic, 1998; Moriel, 2017). Martins et al. (2008) demonstraram que a cisplatina aumenta
as enzimas hepaticas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), altera o metabolismo energético no figado, causa
enrijecimento da membrana hepatica, peroxidagao lipidica, dano oxidativo a cardiolipina e de proteinas com grupos sulfidrila, além de indugao de
morte celular hepatica por apoptose, via mitocondria.Porém, é de conhecimento comum na clinica médica que, pacientes com as mesmas
caracteristicas clinicas e metabdlicas, podem apresentar toxicidades variadas. Entdo é possivel que as variagées dos eventos adversos
apresentados por pacientes com cancer de pulmao durante tratamento baseado em platina, sejam determinadas por variagées em atividades das
proteinas envolvidas em seu metabolismo, pois sao codificadas por genes polimérficos (Dhawan et al., 2013). Uma vez que os efeitos dos derivados
de platina sé@o proporcionais ao humero de complexos Pt-DNA formados e que a concentracéo do agente disponivel para se ligar ao DNA é limitada
por diversos mecanismos de eliminacédo dos quimioterapicos, os polimorfismos génicos podem contribuir para a resposta terapéutica ao farmaco,
bem como aos seus eventos adversos e cinética de excre¢éo. Entretanto, seus papéis no tratamento de pacientes com cancer de pulmao sdo ainda
controversos e/ou desconhecidos.3. MicroRNAs como biomarcadores das toxicidades induzidas pro platinaA literatura € escassa no que diz respeito
a estudos que relacionam possiveis miRNAs com as toxicidades induzidas pela platina. A Unica toxicidade ja relacionada com a expresséao de alguns
miRNAs é a nefrotoxicidade e os estudos foram realizados apenas in vitro ou em in vivo (modelos animais) (KANKI et al., 2014; PAVKOVIC et al.,
2014; PELLEGRINI et al., 2014; BHATT et al., 2010; JOO et al., 2013; HAN-YU, et al., 2012; QIN et al., 2016; WOLENSKI et al., 2017). De acordo
com pesquisa na literatura, apenas um Unico estudo investigou esta relagdo com a cisplatina administrada em humanos. Neste estudo, foi verificado
gque o miR-21, -200c e -423 se apresentavam aumentados apos a administracéo de cisplatina em pacientes com mesotelioma, porém nao foi
verificada uma relagdo da expressao destes miRNAs com a toxicidade renal (PAVKOVIC et al., 2016). Entre os biomarcadores para leséo renal
estudados nos ultimos anos, os MiRNAs sdo considerados uns dos mais promissores, uma vez que sao altamente conservados entre as diferentes
espécies e altamente estaveis nos fluidos biolégicos. Dois estudos independentes foram realizados para identificar miRNAs expressos na urina de
ratos que podem ser utilizados como biomarcadores de toxicidade renal induzida pela cisplatina (KANKI et al., 2014; PAVKOVIC et al., 2014). Eles
avaliaram a urina excretada em diferentes tempos, e ambos concluiram que o pico de expressdo de miRNAs ocorre no quinto dia apés a
administracéo de cisplatina, apesar de no terceiro dia ja ser possivel quantificar uma parte deles, enquanto que o maior dano renal foi visto nos dias
7 e 8 depois da administracéo do quimioterapico. Ap6s quantificagdo e normalizacédo dos diversos miRNAs expressos, Pavkovic et al. (2014)
chegaram a 18 miRNAs como possiveis bons marcadores de nefrotoxicidade, enquanto que Kanki et al. (2014) chegaram em 25 miRNAs a serem
investigados. Pavkovic et al. (2014) também concluiram que os miRNAs miR-15, -16, -20a, -192, -193 e -210 sé&o os possiveis melhores
biomarcadores de nefrotoxicidade induzida pela cisplatina, uma vez que esses miRNAs se mostraram estatisticamente alterados na urina de ratos 3
e 5 dias apés infusdo de diferentes doses de cisplatina (1 e 3 mg/kg), enquanto que os biomarcadores tradicionais se mostraram alterados no dia 8
apos a administragdo de cisplatina. Outro trabalho com o objetivo de relacionar a nefrotoxicidade induzida pela cisplatina, identificou mudancgas
significativas nas concentragGes de 6 miRNAs urinarios e em 12 plasmaticos apés a administracédo do antineoplasico em ratos (Wolenski et al.,
2017). Neste, as amostras foram coletadas e analisadas 24 e 72 horas ap6s a administracdo de cisplatina. Wolesnki e colaboradores (2017)
concluiram que o miR-378a pode ser considerado um bom biomarcardor urinario de nefrotoxicidade, uma vez que esse miRNA foi 0 mais elevado na
urina e também se mostrou elevado no estudo de Kanki e colaboradores (2014). Estudos realizados em cultura de células renais e tecidos renais
retirados de ratos também verificaram a relagdo da expresséo de outros miRNAs com uma maior nefrotoxicidade induzida pela cisplatina, como o
miR-449 (QIN et al., 2016), -181a (HAN-YU, et al., 2012) e miR-375 (HAO et al., 2017). Além disso, em outros estudos, foi verificada um possivel
papel protetor de miRNAs na leséo renal induzida pela cisplatina, como o miR-34a (BHATT et al., 2010), -155 (PELLEGRINI et al., 2014) e -125b
(JOO et al., 2013). A regulacao da expressdo de miRNAs pode constituir uma importante estratégia de prevencao e/ou tratamento de lesdes renais
agudas induzidas ndo somente pela cisplatina, mas também por outros medicamentos nefrotéxicos. 4. Polimorfismos relacionados a toxicidadea.
Polimorfismos no gene da CYP2E1A CYP2EL1 é bem conhecida por seu papel no metabolismo hepatico do etanol no sistema de oxidagao
microssomal do etanol, mas é também responsavel pelo metabolismo de um amplo espectro de substratos, incluindo moléculas endégenas como
cetonas e acidos graxos e drogas de baixo peso molecular, poluentes e componentes da dieta. Além disso, CYP2E1 é expressa em altas
concentragfes no figado e expressa e induzida em muitos tecidos extra-hepaticos como cérebro, rins, mucosa nasal, pele, coragéo, pulmdes,
ovarios, testiculos, misculos esqueléticos e ossos marrons (Hartman et al., 2017). Dentro das células, a CYP2EL1 ativa localiza-se no reticulo
endoplasmatico (erCYP2E1) e na mitocondria (mtCYP2EL). Sendo que a reagao de oxidagdo para metabolismo de substratos pela CYP2EL1 utiliza
elétrons do NADPH e oxigénio molecular para introduzir um atomo de oxigénio ao substrato, resultando em um metabolito mais soltvel e facilmente
excretado (Choi
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et al., 2002; Hartman et al., 2017).0 principal mecanismo proposto pelos estudos que avaliaram a nefrotoxicidade induzida pela cisplatina e a enzima
CYP2EL1 é representado pela interagao cisplatina-CYP2EL1, resultando na geragdo de H202 e destruicdo da proteina heme, com liberagdo de heme
e ferro. O ferro liberado participa da geracdo de OH e outros oxidantes patogénicos, resultando em lesdes. O aumento do ferro foi associado com a
diminuicéo do conteddo da CYP2EL1, reforcando a hipétese de interacéo direta da enzima com a cisplatina.Um estudo realizado por Lu e Cederbaum
(2006) mostrou que as células tratadas com cisplatina que super expressam a enzima CYP2E1 produzem um aumento significativo no estresse
oxidativo em comparagao a células que ndo expressam esta enzima, causando danos no figado. Liu e Baliga (2003) também verificaram que a
CYP2EL é responsavel por contribuir para a insuficiéncia renal aguda induzida pela cisplatina, uma vez que os camundongos gue ndo expressavam
a CYP2E1 mantiveram uma funcéo renal preservada em comparagao com aqueles com expressao enzimatica normal. Evidéncias adicionais foram
encontradas pelos mesmos autores (Liu et al., 2002), onde o uso de um inibidor da enzima CYP450 preveniu danos celulares causados pela
cisplatina. Curiosamente, esses estudos também propdem um possivel mecanismo pelo qual cisplatina e CYP2E1 promover danos renais e
hepaticos.Liu et al. (2002) sugerem que o uso de cisplatina gera EROs, além dos EROs derivados do grupo heme da CYP450. Portanto, o aumento
da producéo de espécies como H202, O2- e O contribuiria, consequentemente, para o dano tecidual, apoptose, insuficiéncia renal aguda e
insuficiéncia hepatica.As enzimas da familia CYP450 séo altamente susceptiveis a variabilidade genética e polimorfismos, tendo um significante
impacto clinico (Scripture et al., 2005). Alguns alelos polimérficos codificam proteinas com atividades cataliticas diferentes ou alteram a expressédo
génica. Mais de 10 regibes para SNPs (do inglés: single nucleotide polymorphisms) foram identificadas ao longo do gene da CYP2EL1 (Ingelman-
Sundberg et al., 2001), como o polimorfismo CYP2E1*5B na regiéo 5’ flanqueadora do gene, associado a um aumento de até 10 vezes na
transcrigdo do gene da CYP2EL1 (Hayashi et al., 1991; Watanabe et al., 1994; Nomura et al., 2003); e o polimorfismo CYP2E1*6, associado a um
aumento da atividade catalitica da enzima (Uematsu et al., 1991). Devido a essa relacédo entre a enzima com a nefrotoxicidade induzida pela
cisplatina, nés acreditamos que um polimorfismo que altera a expresséo do gene da CYP2EL pode alterar as toxicidades apresentadas pelo
paciente em tratamento com a cisplatina. Um estudo realizado por Khrunin et al. (2010) ndo encontrou nenhuma relagéo entre quatro polimorfismos
avaliados no gene da CYP2E1 com toxicidades induzidas pela cisplatina em pacientes com cancer de ovario em tratamento com 100 mg/m2 de
cisplatina e 600 mg/m2 de cislofosfamida. No entanto, € necessario a realizagdo de mais estudos investigando essa relagdo com diferentes
polimorfimos e diferentes regimes de tratamento.b. Polimorfismos no gene da ABCB1 e ABCC2Proteinas de transporte dependentes de ATP séo
chamadas ATPases e compdem uma grande superfamilia incluindo F, A e V-ATPases, ATPases do tipo P e transportadores ABC (ATP binding
cassette). Existem 49 genes para as proteinas ABC e que podem ser divididos em sete “subfamilias”. Estas subfamilias sdo denominadas por letras
(de A - G), sendo escritas dessa forma: ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF, ABCG (Vasiliou et al., 2009). Dentre os transportadores mais
conhecidos da superfamilia ABC, a Glicoproteina — P, codificada pelo gene ABCB1 (ou MDR1 multidrug resistance protein 1 — (receptor de
resisténcia a multiplos farmacos 1), é expressa no intestino, rins, figado, glandulas adrenais, colon, placenta, pancreas, linfocitos e barreira
hematoencefélica (Sharom, 2008). Esta familia possui 11 genes e é exclusiva dos mamiferos. Esta localizada no cromossomo 7¢g21.1 e possui 28
exons (Bodor et al., 2005). O ABCBL1 limita a absorgéo de xenobidticos do limen intestinal, protege os tecidos sensiveis (por exemplo, o cérebro, o
feto e os testiculos) de xenobidticos e esta envolvido na secrecéo biliar e renal de seus substratos. Nos ultimos anos, foi descrito um grande numero
de polimorfismos do gene ABCB1 e os mais estudados sao: 1236C> T (rs1128503, p.G412G), 2677G> T/ A (rs2032582, p.A893S / T) e 3435C>T
(rs1045642, p.11145l) (WOLKING et al., 2015). Estes polimorfismos e haplétipos de ABCB1 tém sido associados & alteragdes na disposicdo do
farmaco e resposta a farmacos, incluindo eventos adversos com varios substratos da ABCB1 (Wolking et al., 2015). A ABCC2 (MRP2 — multidrug
resistance protein 2 ou proteina de resisténcia a multiplos farmacos 2) é expressa no figado, rim e intestino, e tem um papel primério na excrecédo
biliar de anions orgéanicos e quimioterapicos. Esta localizada no cromossomo 10924 e possui 26 exons (Vasiliou et al., 2009). Os medicamentos sdo
conjugados com a GSH intracelularmente e entéo excretados das células. ABCC2 esti também envolvido na excre¢é@o de anions organicos
derivados do metabolismo de xenobidticos (fase | e 1l) e de medicamentos anidnicos ndo conjugados, como a cisplatina (Suzuki e Sugiyama, 1999 e
2002). Por outro lado, ABCC2 é expressa em muitos tecidos tumorais, e a sua superexpresséo pode levar a resisténcia a multiplos farmacos (Han et
al., 2011). Entre muitos Polimorfismos (SNPs) identificados até o momento, rs717620 (C-24T, o promotor), rs2273697 (G1249A, exon 10) e
rs3740066 (C3972T, exon 28) sdo mais frequentes (Suzuki e Sugiyama, 2002, SAl et al., 2008). Tsiji e colaboradores (2016) estudaram a relagéo
dos polimorfismos do ABCB1 com a resisténcia ao tratamento a antieméticos em pacientes com cancer em tratamento com cisplatina e observaram
que o polimorfismo ABCB1 3435C>T foi um preditor de falha no tratamento. Qian e colaboradores (2016) ndo observaram a relagdo entre os
polimorfismos de ABCB1 e ABCC2 e a toxicidade, porém existiu relagdo entre do ABCC2 e a resposta ao tratamento. Han e colaboradores (2011)
demonstraram que o ABCC2 (C3972T) esta associado a toxicidade em pacientes com cancer de pulméo com tratamento com cisplatina. S&o poucos
estudos encontrados na literatura e ha necessidade de outros estudos para esclarecer se existe a relagéo dos polimorfismos destes transportadores
com a toxicidade induzida pelo tratamento com cisplatina.c.Polimorfismos no gene da OTC2Nas células renais, o transportador Organic Cation
Transporter (OTC) é encontrado na isoforma 2 (OTC2), enquanto a isoforma 1 é encontrada no figado, sendo incapaz de transportar cisplatina
(Ciarimboli et al., 2005). O transportador OCT2, codificado pelo gene da familia de transportadores de soluto 22, membro 2, portanto chamado
SLC22A2, é um transportador principalmente expresso no dominio basolateral das células tubulares renais. OCT2 desempenha, portanto, papel
importante na absorgdo renal de compostos catidnicos, sendo capaz de desempenhar papel no aumento da absorgao de cisplatina, sensibilidade ao
farmaco e toxicidade (Rabik e Dolan, 2007; Filipski et al, 2008; Wang et al, 2014; Qian et al, 2016).d. Polimorfismos no gene da MATE1O
transportador MATE1 (Multidrug and toxin extrusion 1) codificado pelo gene da familia de transportadores de soluto 47, membro 1, portanto
SLC47AL. E um transportador expresso principalmente nas membranas luminais do ducto urinario renal, sendo identificado como um exportador de
cations organicos acoplado a H+. MATEL é conhecido atualmente como mediador da etapa final de secregao tubular de cisplatina (Otsuka et al.,
2005; Terada et al., 2006; Tanihara et al., 2007).Associados, estes dois transportadores promovem a excrec¢é@o da platina por via urinaria, visto que
estudos anteriores demonstram que a platina é levada as células renais do tlbulo proximal principalmente via transportador OCT2 e secretada no
limen via MATEL. Portanto ambas as proteinas séo associadas a excregdo e consequentemente, a disposi¢do dos derivados de platina (Chen et al.,
2009).

Hipotese:

Acredita-se que este estudo contribuira para o melhor entendimento das toxicidades causadas pelos medicamentos baseados em platina, e
consequentemente uma melhora do tratamento antineoplasico. As toxicidades geradas séo extremamente impactantes na vida dos pacientes, uma
vez que muitos deles acabam diminuindo a dose do quimioterapico, ou até mesmo mudando de protocolo de tratamento devido a essas reagdes. A
diminuicdo de dose e mudanca de protocolo faz com que os pacientes tenham que receber tratamentos muitas vezes menos eficazes. A
necessidade da pesquisa de novos biomarcadores se da pelo fato de que os marcadores tradicionais séo geralmente pouco sensiveis. Essa falta de
sensibilidade e especificidade pode gerar resultados falsos positivos ou falsos negativos, levando a uma deteccao tardia da leséo renal ou levando a
conclusdes falsas (HERRERA-PEREZ et al., 2016). Como exemplo desta necessidade, podemos citar os biomarcadores mais utilizados para avaliar
a nefrotoxicidade induzida pela cisplatina, que séo a creatinina sérica e a ureia, porém eles podem ser influenciados por varios processos
fisiolégicos, como sintese e degradagdo de proteinas (GAUTIER et al., 2010) e desidratagdo (MENDELSSOHN et al., 1999), portanto a identificagao
de biomarcadores mais sensiveis e especificos contribuird para uma deteccéo prévia da reacéo ao quimioterapico, permitindo o melhor controle da
mesma na pratica clinica, e consequentemente, melhorando o tratamento. Neste contexto, as hipéteses a serem investigadas séo: Individuos com
polimorfismos nos genes da CYP2E1 terdo maior predisposi¢ao para desenvolver toxicidades induzidas por platinas; Polimorfismos nos genes da
ABCBL1 e ABCC2, uma vez que alteram o efluxo celular, estaréo relacionados ao aumento da toxicidade induzida pelo quimioterapico; Os
polimorfismos nos genes da CYP2E1, da ABCB1 e da ABCC2, OTC2 e MATEL1 estar&o relacionados com a resposta
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ao tratamento e na sobrevida dos pacientes.

Objetivo Primario:

Verificar a relacdo dos polimorfismos nos genes da CYP2E1, da ABCB1 e da ABCC2, OTC2 e MATE1 com as principais toxicidades induzidas por
platina em pacientes com cancer de pulmao.

Objetivo Secundario:

1. Caracterizar os pacientes quanto a idade, sexo, peso, altura, cor da pele, presenca de traqueostomia para respiragdo e sonda para alimentagao,
indice de Karnofsky (KPS) (Karnofsky e Burchenal, 1946), escolaridade, situacéo de trabalho, renda familiar, estado civil, tabagismol/etilismo; e
dados referentes ao tumor, como localizacéo e graduagéo histopatolégica (obtidos do laudo da biépsia), estadiamento e estadiolocalizagdo do tumor,
graduacao histopatolégica, estadiamento, estadio e presenca de comorbidades;2. Caracterizar os pacientes quanto a nefrotoxicidade, as toxicidades
gastrointestinais, hepéticas e a mielotoxicidade a platina;3. Determinar a ocorréncia de polimorfismos nos genes CYP2E1 (rs3813867, rs3813865,
rs8192772), ABCB1 (rs1045642, rs1128503 e rs2032582), ABCC2 (rs717620, rs2273697 e rs3740066), OTC2 (rs316003, rs316019) e MATE1
(rs2289669);4. Avaliar a resposta ao tratamento, a sobrevida global e a sobrevida livre de doenc¢a dos pacientes;5. Verificar associacédo entre os
polimorfismos nos genes das proteinas CYP2E1, ABCB1, ABCC2, OTC2 e MATE1 com toxicidade, sobrevida global e sobrevida livre de doencga.

Metodologia Proposta:

1. Caracterizagao dos pacientesSerado coletados: - dados demogréficos - dados referentes ao tumor - amostras biologicas (enfermeira)a. Nimero
estimado de visitasEstima-se que cada paciente tera 3 visitas2. Avaliag8o das toxicidadesSerao investigadas a nefrotoxicidade, a hepatotoxicidade,
as toxicidades gastrointestinais e a mielotoxicidade, induzidas pela cisplatina através de coletas de sangue que todos 0s pacientes realizardo antes e
5 dias ap6s a quimioterapia com cisplatina ou carboplatina. Os valores basais serdo comparados com os valores encontrados ap6s a quimioterapia.
Em relagdo as toxicidades gastrointestinais, serdo investigadas a nausea, vomito e diarreia por meio de entrevista pessoalmente no dia 1 e nos dias
2 ao 5. Os parametros analisados de hepatotoxicidade serdo: AST, ALT, GGT, ALP e bilirrubinas.Para nefrotoxicidade serdo: creatinina sérica,
estimativa do clearance de creatinina (Formula de Cockroft-Gault), ureia, acido Urico, sédio, magnésio, calcio, fésforo e potassio. E aqueles
analisados para mielotoxicidade serdo: hemoglobina, leucécitos, neutrdéfilos, linfocitos e plaquetas.3. Separagdo das amostras para as analises de
miRNAs e estresse oxidativoPara isolamento das amostras para andlise dos miRNAs serdo coletados sangue antes do inicio do tratamento e 5 dias
apos de plasma. Sera coletado dois tubos de sangue de 4 mL contento EDTA, centrifugado a 2.500 rpm, 4°C durante 10 minutos. O plasma sera
retirado e armazenado em freezer -80°C. A urina sera coletada em frasco coletor de urina de 80 mL, centrifugada a 3.000 g, 4°C por 10 minutos e o
sobrenadante serd armazenado em freezer -80°C.4. Avaliagcdo de miRNAs como biomarcadoresa. a. Isolamento de miRNAs expressos nas
amostras de plasmaO RNA plasmatico total da sera isolado a partir de 200 pL de plasma armazenados conforme especificado acima, e sera
utilizando o kit miRNeasy Serum/Plasma, seguindo o seu protocolo.b. Anélise por Array dos miRNAs diferentemente expressos em pacientes com e
sem toxicidade ap6s tratamento com platinaSeis amostras miRNAs extraidos de plasma de pacientes que néo apresentarem e seis amostras de
plasma de pacientes que apresentarem nefrotoxicidade. Serdo identificados quais séo os principais miRNAs relacionados com a toxicidade induzida
pela platina, excluindo aqueles que ja foram comprovadamente alterados em pacientes com cancer de pulméo.c. Validacéo dos diferentes miRNAs
selecionadosApos identificacédo dos principais miRNAs, serédo providenciados primers especificos para identificacdo por PCR em tempo real para
validacéo destes miRNAs nas amostras de plasma e urina dos pacientes. A normalizagdo global seréa realizada a partir de miRNA sintético (cel-miR-
39 de C. elegans).d. Analise bioinformatica de miRNAs alvos e de vias de sinalizagao potencialmente moduladas pela expresséo dos miRNAs
selecionadosPara identificacdo de possiveis mRNAs alvos e de vias de sinalizagdo moduladas pelos miRNAs sera utilizado o software IPA (Ingenuity
Pathway Analysis, Ingenuity Systems).5. Andlise de polimorfismoSeré&o coletados 4 mL de sangue, em tubos contendo EDTA como anticoagulante,
gue serdo utilizados para genotipagem. O isolamento do DNA sera realizado por procedimentos padronizados (Wizard® genomic DNA purification
Kit, Promega). Ap6s a Ultima etapa de hidratagdo do DNA, as amostras serdo armazenadas em geladeira para quantificagdo e determinacgao de
pureza.a. Determinag&o dos polimorfismos nos genesA pesquisa de polimorfismos sera realizada pelo sistema de genotipagem TagMan®
Genotyping Assays. Ser&o analisados polimorfismos nos genes CYP2E1, ABCB1, ABCC2, OTC2 e MATEL. A reacdo de PCR real-time sera
realizada utilizando uma placa de 96 pocos, para o aparelho 7500 fast Real-Time PCR Systems. Para maiores detalhes consultar o projeto completo
(em anexo).

Critério de Inclusao:

Serdo incluidos no estudo pacientes com as seguintes caracteristicas: * Individuos com idades entre 18 a 80 anos;* Com diagndstico histolégico de
Carcinoma brdnquico (Carcinoma de ndo pequenas células ou Carcinoma de pequenas células) atendidos no Servico de Oncopneumologia da
UNICAMP;+ Com indicacéo de tratamento com quimioterapia baseada em platina (cisplatina ou carboplatina), independente do estadio TNM (82
edicdo) e de acordo com os protocolos do servigo;* Expectativa de sobrevida superior a 3 meses;* KPS acima de 60;» Doenca mensuravel pelos
critérios RECIST 1.1; « Clearance de creatinina calculado > 55 ml/min usando a férmula de Cockcroft-Gault (COCKCROFT e GAULT, 1976);»
Bilirrubina total menor ou igual a duas vezes o limite inferior da faixa normal na instituicdo e AST menor ou igual a duas vezes o limite superior
normal, exceto na presenca de metastases hepaticas; Individuos sem qualquer neoplasia prévia ou individuos com neoplasias curadas (estiverem
vivos sem recorréncia da doenga durante pelo menos 5 anos da data do diagnéstico patolégico);s Individuos néo férteis ou individuos férteis que
usam um anticoncepcional aceitavel durante o todo o periodo do tratamento e trés meses apds o término do tratamento. As mulheres com potencial
de engravidar devem ter documentado um teste de -HCG sérico negativo. Os individuos devem ser alertados do risco da gravidez ou de ser pai;®
Termo de consentimento esclarecido escrito e assinado antes de ingressar no estudo.

Critério de Exclusao:

Serdo excluidos os pacientes: com doenca psiquiatrica severa limitando a capacidade de compreenséo e aceitagao em participar com a doagdo do
material e/ou dificuldade de responder aos questionamentos da pesquisa; que ndo apresentarem aspectos clinicos que permitam a comunicagéo
verbal entre paciente e pesquisadora, e também ndo possuirem cuidadores/acompanhantes que possam fornecer os detalhes e dados pertinentes a
pesquisa; que se recusarem em participar do estudo e ndo assinaram o TCLE.

Riscos:

Neste estudo, o risco para os participantes esta relacionado a coleta de sangue, pois se trata de um procedimento invasivo (pode provocar dor,
desconforto e hematoma no local da pungéo). Para reduzir estes riscos, coleta sera sempre realizada por enfermeira qualificada. Caso qualquer um
destes problemas ocorra, o participante sera atendido e acompanhado até a resolu¢do do problema pelos médicos do HC/UNICAMP.

Beneficios:
O paciente néo tera beneficios diretos relacionados aos resultados da pesquisa.
Metodologia de Anélise de Dados:

As informag6es serdo documentadas inicialmente em formularios padronizados e em seguida armazenados em planilha do Excel® periodicamente.
Sera realizada a analise descritiva com apresentagdo de frequéncias absolutas/percentuais para as variaveis categoéricas e medidas de posigado
(média, mediana) e dispersao (desvio-padréo, range) para as variaveis numéricas. A andlise estatistica sera feita utilizando o Statistics Program for
Social Science for Windows (SPSS® 16.0, SPSS Inc, Chicago, IL, EUA) e o Statistics Analysis System for Windows (SAS® 9.2, SAS Institute Inc,
Cary, NC, EUA). Para comparagao de variaveis categéricas entre os grupos de
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pacientes com e sem nefrotoxicidade sera usado o teste Chi-quadrado e o teste exato de Fisher. Para comparacéo de varidveis numéricas entre
grupos de pacientes com e sem nefrotoxicidade sera usado o teste de Mann-Whitney. Sera utilizada a analise de variancia para medidas repetidas
(ANOVA for repeated measures), seguida do teste de perfil de contrastes, para analisar a evolugéo entre as avaliag@es (diferentes tempos dentro de
um mesmo grupo). A correlacdo de Spearman sera utilizada para avaliar a correlagcdo entre os possiveis polimorfismos e as toxicidades induzidas
pela cisplatina. Seré realizado o equilibrio de Hardy-Weinberg. Diferentes gendétipos para cada polimorfismo serdo usados para formar grupos. A SG
e SLD serdo estimadas pelo método Kaplan-Meier. O nivel de significancia adotado em todas as andlises sera de 5% (p<0,05).

Desfecho Primario:

Observando-se evidéncias da correlagdo entre os eventos adversos, a efetividade da quimioterapia e os polimorfismos, sera avaliada,
posteriormente, a possibilidade da realiza¢&o de estudos de polimorfismos genéticos nos pacientes, antes do inicio da quimioterapia. Com isso, sera
possivel realizar o ajuste de dose prévio ao inicio do tratamento ou, eventualmente, solicitar a troca de protocolo clinico devido ao aumento do risco
de eventos adversos ou de possivel falha terapéutica.

Tamanho da Amostra no Brasil: 100

Paises de Recrutamento

Pais de Origem do Estudo Pais N° de participantes da pesquisa

Sim BRASIL 100

Outras Informacbes

Havera uso de fontes secundarias de dados (prontuéarios, dados demograéficos, etc)?

Sim

Detalhamento:

Para a caracterizagdo dos pacientes serdo obtidos dados demograficos como: identificacéo, dados para contato, idade, sexo, peso, altura, cor da
pele, presenca de traqueostomia para respiragéo e sonda para alimentacéo e tabagismo/etilismo, além de dados referentes ao tumor como:
localizagdo e graduacéo histopatoldgica (obtidos do laudo da bi6psia), estadiamento e estadio.Esses dados serdo obtidos através da analise dos
prontuarios e/ou em entrevistas com os pacientes.Vale ressaltar que serao verificados apenas o0s pacientes que aceitarem participar da pesquisa e
assinarem o TCLE.

Informe o nimero de individuos abordados pessoalmente, recrutados, ou que sofrerdo algum tipo de intervengéo neste centro de
pesquisa:

100

Grupos em que serdo divididos os participantes da pesquisa neste centro

ID Grupo N° de Individuos Intervencoes a serem realizadas

Cancer de pulm&o com uso de carbo ou 100 Entrevistas pessoais e coleta de amostras (sangue e urina)
cisplatina

O Estudo é Multicéntrico no Brasil?
N&o

Prop6e dispensa do TCLE?
N&o

Haveré retengé@o de amostras para armazenamento em banco?
Sim
Justificativa:

O material sera mantido em Biorrepositorio por 10 anos ap6s o término do doutorado para a publicagéo de artigos cientificos relacionados ao tema
da tese mediante aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa e, apos este periodo, sera descartado de acordo com a Resolugao N°358, de 29 de
abril de 2005 e com a RDC N°306, de 7 de dezembro de 2004.

Cronograma de Execugao

Identificacdo da Etapa Inicio (DD/MM/AAAA) Término (DD/MM/AAAA)
Redacéo de artigos cientificos 06/07/2020 17/12/2021
Incluséo de pacientes 05/03/2018 28/06/2019
Avaliacéo da resposta ao tratamento 05/03/2018 26/06/2020
Andlise de miRNAs 05/03/2018 26/06/2020
Estagio no exterior 06/07/2020 18/12/2020
Redacéo e defesa da tese de doutorado 06/07/2020 17/12/2021
Estresse oxidativo plasmatico 05/03/2018 26/06/2020
Avaliacéo de sobrevida 05/03/2018 26/06/2020
Avaliacéo das toxicidades 05/03/2018 26/06/2020
Andlise dos dados 06/07/2020 17/12/2021
Andlise de polimorfismos 05/03/2018 26/06/2020
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Coleta de amostras 05/03/2018 20/12/2019

Padronizacéo dos métodos 05/03/2018 21/12/2018
Orgamento Financeiro
Identificacdo de Orcamento Tipo Valor em Reais (R$)
Reagentes e materiais de coleta para o projeto de  |Custeio R$ 10.000,00
pesquisa
R$ 10.000,00
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