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RESUMO

A ciclosporina (CSA) e o tacrolimus (FK) sdo imunossupressores amplamente
utilizados no transplante renal. Esses medicamentos apresentam grande variabilidade
farmacocinética entre os individuos além de possuirem uma estreita faixa terapéutica.
Tais caracteristicas t€ém importante impacto na eficacia do tratamento e na inducao de
toxicidade. A ciclosporina e o tacrolimus sdo metabolizados pela enzima CYP3AS e
servem de substrato para a proteina transportadora P-gp, que sdo considerados os
determinantes farmacocinéticos mais importantes desses medicamentos e, portanto, se
tornaram os principais alvos de interesse farmacogenético. Esse trabalho teve como
objetivo investigar o efeito de polimorfismos em CYP3A5 e ABCB1 na dose requerida e
na “concentracdo no vale” corrigida pela dose (Co/dose) de CSA e FK até o terceiro més
apos o transplante. Pacientes transplantados renais recebendo CSA (n = 150) ou FK (n =
151) foram genotipados para os polimorfismos 6986A>G e 14690G>A de CYP3A5 e
1236C>T, 2677G>T/A e 3435C>T de ABCB1. As doses requeridas assim como a
Co/dose foram comparadas entre os pacientes, de acordo com o status alélico de
CYP3A5 e ABCBL1. No 2° e 3° meses apds o transplante, os individuos homozigotos
mutantes apresentaram maior Cg/dose de CSA que individuos heterozigotos ou
homozigotos selvagens para todos os polimorfismos de ABCB1 estudados e, em relacao
aos haplotipos de ABCB1, foi observado que a Cy/dose de CSA reduz de acordo com o
aumento no numero de copias do haplétipo selvagem. O genotipo de CYP3AS ndo teve
influéncia na Cy/dose de CSA e nenhum polimorfismo, em CYP3A5 ¢ ABCBI, teve
efeito na dose de CSA. Para FK, a analise multivariada mostrou o genétipo de CYP3A5
como a unica varidvel significativa na determinagdo da Co/dose e individuos portadores
do alelo selvagem de CYP3A5 apresentaram valores de Cy/dose menores, em todos os
tempos de acompanhamento. O gendtipo de CYP3A5 também teve um efeito
significativo na dose requerida de FK, ja na primeira semana apds o transplante.
Pacientes homozigotos selvagens receberam doses de 1,5 a 3,0 vezes maiores que
pacientes homozigotos mutantes. Dada a importancia de atingir rapidamente a Cy alvo
apos o transplante, este trabalho sugere que a genotipagem de CYP3AS5 pode contribuir

significativamente para a melhoria da terapia com tacrolimus.

Palavras-chave: Farmacogenética; Imunossupressores; Transplante renal; CYP3AS5;

ABCB1
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ABSTRACT

Cyclosporine (CSA) and tacrolimus (FK) are immunosuppressive drugs widely
used in renal transplantation. They are characterized by a large inter-individual
pharmacokinetics variability and a narrow therapeutic index. Such characteristics have
an important impact in treatment efficacy and toxicity induction. Cyclosporine and
tacrolimus are metabolized by CYP3AS5 and are also substrates for P-glycoprotein. For
this reason, they appear as the most relevant determinants of the metabolism of these
drugs and therefore had become de mainly targets of pharmacogenetics studies. The
objective of this study was to investigate the effect of CYP3A5 and ABCB1
polymorphisms on cyclosporine and tacrolimus dose requirement and dose-adjusted
trough concentration in the early stage after transplantation. Patients receiving
cyclosporine (n = 150) or tacrolimus (n = 151) were genotyped for CYP3AS (6986A>G
and 14690G>A) and ABCB1 (1236C>T, 2677G>T/A, 3435C>T) polymorphisms. Dose
requirement as well as dose-adjusted trough concentrations were compared among
patients according to allelic status for CYP3A5 and ABCB1. After 2 and 3 months of
transplantation, mutant homozygous patients showed higher CSA dose-adjusted trough
concentration than heterozygous and wild type homozygous, for all ABCB1
polymorphisms analyzed. The number of wild type haplotype copies also had a
significant effect at Co/dose for the same period. No association was found between
CSA Cy/dose and CYP3AS5 genotype and between CSA dose requirement and CYP3A5
or ABCB1 genotype. In the case of FK, multivariate analysis revealed CYP3AS5
genotype as the only significant variable in the determination of Cy/dose with CYP3AS5
expressors showing the lowest ratios during the first 3 months. CYP3A5 genotype also
had a highly significant effect at FK dose requirement already at the first week after
transplantation. Dose requirement were 1,5-3,0 fold higher in CYP3A5*1/*1 patients
than in CYP3A5 non-expressors. Given the importance of rapidly achieving target
blood concentrations after transplantation, CYP3A5 genotyping could contribute to a

better immunosuppressive therapy with tacrolimus.

Keywords: pharmacogenetics; immunosuppressants; renal transplant; CYP3A5; ABCB1
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1. INTRODUCAO

1.1. Transplante renal no Brasil

Nas ultimas décadas, o Brasil desenvolveu modelos bem sucedidos de
assisténcia de saude financiados pelo governo federal. Dois bons exemplos sdo o
programa de HIV e o de transplante de 6rgdos nos quais o governo além de regular as
atividades também financia os tratamentos que tém um alto custo e incluem
acompanhamento ao longo de toda vida do paciente. A verba para esses programas vem
do sistema publico de saude e conta com aproximadamente US$35 bilhdes ou US$200
por pessoa (IBGE, 2005). O Ministério da Satde regula a doacdo de 6rgaos em cada
estado e utiliza listas regionais de candidatos para transplante. Apenas 5% dos
transplantes sdo realizados em instituicdes privadas, que também sdo monitoradas pelo
governo (Medina-Pestana e cols., 2002).

Segundo dados do Ministério da Saude, em 2006 foram realizados 2904
transplantes renais no Brasil. Entretanto, estima-se que o nimero de pacientes em
dialise ¢ de aproximadamente 58.000 (Medina-Pestana e cols., 2006). O sistema
nacional de transplante preconiza que a possibilidade de receber um 6rgao transplantado
seja oferecida a todo paciente em dialise e encoraja a inclusdo da maioria de pacientes
em listas de espera, a ndo ser que o paciente apresente alguma contraindicagdo clinica.
Com essa politica, aproximadamente 70% dos pacientes com faléncia renal estdo em
lista de espera, enquanto em outros paises essa fracdo ¢ de apenas 30-50% (USRDS,
2004). O tempo médio de espera para o transplante é de 50-60 meses e, desde 2002 a
selecdo dos pacientes tem sido feita com base na histocompatibilidade. A maioria dos
procedimentos realizados nos centros de transplante do Brasil ainda ¢ de doadores
vivos. Uma das principais razdes para isso ¢ que a criagdo de sistemas bem controlados
e organizados para identificacdo de potenciais doadores mortos s6 ocorreu em 1996. A
partir de entdo, o nimero de transplantes realizados de doadores mortos cresceu de 862

em 1996 para 1.790 em 2004 (Medina-Pestana e cols., 2006).



1.1.1. Hospital do Rim de S&o Paulo

O Hospital do Rim de Sao Paulo foi fundado em 1998 e ¢ o centro brasileiro
de referéncia em transplante renal. Ele conta com dois programas de transplante
distintos, um de doador morto e outro de doador vivo. Neste Ultimo, o paciente ndo ¢
incluido em lista de espera. De acordo com as leis brasileiras o transplante de doador
vivo fica limitado a parentes de primeiro a quarto grau ou esposas, a idade minima ¢ de
21 anos, mas o programa desencoraja a doagdo para doadores menores de 30 anos. O
hospital realizou 3.172 transplantes entre janeiro de 1999 e dezembro de 2004. Durante
esse periodo a incidéncia de rejei¢do aguda foi de 22% e 26% para doadores vivos e
mortos, respectivamente. Para doadores vivos, a sobrevida em 3 anos do paciente
transplantado foi de 96,3% e a sobrevida, também em 3 anos, do 6rgdo transplantado foi
de 87,3%. Para doadores mortos, a sobrevida em 3 anos foi de 86,7% e 71,3% para
paciente e 6rgdo, respectivamente. Uma melhor sele¢do de doadores mortos assim como
o0 uso da terapia de indugdo (que ocorre em menos de 10% dos pacientes) e ajustes no
esquema imunossupressor podem contribuir para redugdo na mortalidade e perda do

6rgdo (Medina-Pestana e cols., 2006).

1.2. Esquema imunossupressor

O transplante de rim ¢ o tratamento de escolha para pacientes com faléncia
renal. Dados recentes tém mostrado um aumento constante na sobrevida do 6rgdo. Esse
aumento ¢ resultado principalmente da descoberta de novos imunossupressores que
previnem a ocorréncia de rejeicdo aguda (Hariharan e cols., 2000). No entanto, a
principal preocupacao ¢ a melhoria a longo prazo da sobrevida do 6rgao, relacionada em
parte a nefrotoxicidade cronica associada ao uso de imunossupressores (Bennett e cols.,
1996).

Diversas classes de medicamentos tém sido usadas com sucesso para suprimir
o sistema imune de receptores de transplantes, entre elas: corticosterdides, inibidores de
calcineurina, agentes antiproliferativos e anticorpos mono e policlonais. Os inibidores

de calcineurina (ciclosporina — CSA e tacrolimus — FK) e o inibidor de mTOR
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(macrocyclic target of rapamycin; sirolimus — SRL) sdo imunossupressores altamente
eficazes utilizados no transplante de o6rgdo solido. Os inibidores de calcineurina
suprimem o sistema imune através da inibi¢do da producdo de interleucina-2 (IL-2)
pelas células T. CSA e FK se ligam a imunofilinas intracelulares e inibem a atividade
fosfatase de calcineurina, que ¢ necessaria para que ocorra a translocacao de fatores de
transcri¢do para o nucleo das células T ativadas, onde se dard a sintese de citocinas. A
reducdo na secrecdo de IL-2 reduz significativamente a fung¢do do sistema imune
(Utecht e cols., 2006). Ja o SRL se liga a proteinas da via mTOR, interrompe a
sinalizacdo por essa via e assim, inibe a proliferacdo e expansdo clonal de células T
dependente de IL-2 (Mourad e cols., 2005).

Além de apresentar pequena biodisponibilidade oral (CSA = 35%, FK =25% e
SRL = 15%) (Mourad e cols., 2005; Yu e cols., 2006), os imunossupressores sao de
dificil uso clinico pois apresentam estreita faixa terapéutica e ampla variabilidade
interindividual (Utecht e cols., 2006). Por esse motivo ¢ necessario que haja um
acompanhamento dos pacientes para manté-los dentro da faixa de tratamento. Segundo
o protocolo adotado no Hospital do Rim, a “concentragdo no vale” (Cy) alvo para CSA
varia de 250 — 300 ng/mL na primeira semana, de 200 — 250 ng/mL no primeiro e
segundo meses, de 100-150 ng/mL no terceiro més e de 75-100 ng/mL apds esse
periodo. Para SRL a C, alvo varia de 8 — 12 ng/mL ou 15 — 20 ng/mL para pacientes
tratados concomitantemente ou ndo com inibidores de calcineurina, respectivamente.
Para FK varia de 12 — 15 ng/mL na primeira semana, de 10 — 12 até o primeiro més, de
8 — 10 ng/mL até o terceiro més e de 5 — 8 ng/mL apds esse periodo. Concentragdes
acima da C, alvo aumentam o risco de infeccdo e de efeitos colaterais adversos -
diabetes mellitus, hipertensdo, hiperlipidemia e nefrotoxicidade (Cohen e cols., 2001).
Concentracdes abaixo da Cy alvo aumentam o risco de rejei¢do aguda e perda do 6rgdo
(Matas e cols., 1996).

Algumas interacdes medicamentosas podem interferir significativamente na
farmacocinética dos imunossupressores. Ja foi demonstrado, por exemplo, que a
reducdo ou interrup¢do de corticosterdide causa uma reducao na depuragao de FK (van
Duijnhoven e cols., 2003) ¢ que pacientes fazendo uso de corticosteréides durante a
terapia de manutengdo apresentam maior risco de desenvolver toxicidade. Essas
observagdes sdo explicadas pelo efeito de indugdo que o uso de corticosterdide tem
sobre as enzimas que metabolizam esses medicamentos (enzimas da familia citocromo

P450 3A, CYP3A) e sobre a bomba de efluxo (glicoproteina-P, P-gp) que usa os

3



mesmos como substrato (Shimada e cols., 2002). Também ja foi descrita uma interagdo
farmacocinética entre os imunossupressores, principalmente CSA e SRL (Podder e
cols., 2001; Bai e cols., 2004; Cattaneo e cols., 2004). Foi observado que a Cy/dose de
SRL ¢ significativamente maior em pacientes tratados concomitantemente com CSA,
mas nao em pacientes tratados com SRL e micofenolato mofetil. Isso pode ser
explicado pela interagdo de CSA com P-gp, que ¢ muito mais forte, e faz com que a
absorgdo intestinal de SRL seja maior (Yoo e cols., 2001).

Além dessas interacdes medicamentosas, a observacdo de que a variagdo
interindividual encontrada ¢ maior que a variagdo intraindividual € consistente com a
no¢ao que caracteristicas genéticas sao importantes determinantes na resposta a esses

medicamentos (Thervet e cols., 2008).

1.3. Farmacogenética

Existe grande heterogeneidade na maneira pela qual os individuos respondem
aos farmacos, em termos de eficacia e desenvolvimento de toxicidade. As causas dessa
variabilidade sd@o muitas, incluindo, por exemplo, a severidade da doenca, interagcdes
entre medicamentos, ¢ doencas associadas. Apesar da importancia dessas varidveis
clinicas na determinagdo dos efeitos de um farmaco, diferengas hereditarias no
metabolismo e disposicdo dos medicamentos e polimorfismos genéticos em alvos
terap€uticos, podem ter influéncia ainda maior na eficicia ou toxicidade do tratamento
(Evans e cols., 1999).

Observacgodes clinicas de diferengas hereditarias no efeito de farmacos foram
descritas inicialmente nos anos 50, exemplificadas pela associagdo entre o surgimento
de neuropatia periférica relacionada ao uso de isoniazida e diferencas interindividuais
na acetilagdo desse medicamento (Hughes e cols., 1954). Poucos anos depois, um
relaxamento muscular prolongado ap6és o uso de succinilcolina foi descrito em
individuos com deficiéncia da atividade plasmatica de acetilcolinesterase (Kalow e
cols., 1956). As bases moleculares dessas observagdes comegaram a ser elucidadas nos
anos 80 com a clonagem e caracterizacdo do gene polimoérfico que codifica a enzima
CYP2D6. A partir dai, outros polimorfismos tiveram seus mecanismos moleculares

descritos e suas importancias clinicas foram mais claramente definidas (Nebert e cols.,
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1997). As observagdes descritas na década de 50 deram impulso para o
desenvolvimento de uma nova area que em 1959 recebeu o nome de farmacogenética.
Esta area trata da influéncia dos fatores genéticos na resposta aos medicamentos e
também recebe o nome de farmacogendmica (www.refargen.org.br). Nao ha limites
definidos entre os dois termos, que sdo usados como sindénimos.

A caracterizagdo de polimorfismos genéticos e seus mecanismos moleculares
proporciona uma base racional para a individualizacdo da terapéutica, ou seja, a
prescricao do medicamento correto, na dose adequada para cada individuo, sendo esta a

maior promessa da farmacogenética (www.refargen.org.br).

1.4. Alvos farmacogenéticos no transplante renal

Os imunossupressores representam uma classe de medicamentos em que a busca
de conhecimentos farmacogenéticos para direcionar a conduta terapéutica ¢ justificavel,
dada a alta variabilidade farmacocinética, a estreita faixa terapéutica, o elevado custo
dos procedimentos clinicos e a importancia para a sobrevida do paciente (Utecht e cols.,
2006). Por esse motivo, nos ultimos anos muitos estudos de farmacogenética de
imunossupressores tém sido realizados. Tendo em vista que a biodisponibilidade e o
metabolismo desses medicamentos sdo controlados principalmente por bombas de
efluxo e enzimas metabolizadoras encontradas no figado e no trato gastro-intestinal, os
estudos realizados focam principalmente na contribui¢do dos polimorfismos em
enzimas metabolizadoras da familia CYP3A e na proteina transportadora P-gp. Esses
parecem ser os principais determinantes na farmacocinética dos imunossupressores em

uso (Yu e cols., 20006).

1.5. Enzimas da subfamilia CYP3A

O complexo do citocromo P450 compreende um grupo de monooxigenases
que contém o grupamento heme e¢ que desempenham um papel fundamental no

metabolismo de primeira fase de compostos enddgenos (como esterdides, acidos graxos
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e prostaglandinas), exdgenos (farmacos e carcindgenos) e substancias quimicas
ambientais (Goodman & Gilman, 2003).

As proteinas CYP sdo classificadas em familias e subfamilias com base na
similaridade de seqliéncia. Em humanos, o grupo CYP3A ¢ o mais expresso no figado e
intestino, representando, respectivamente, aproximadamente 30% e 70% do conteudo
total de CYPs e ¢ responsavel pelo metabolismo de primeira fase de mais de 50% dos
medicamentos em uso clinico, incluindo os imunossupressores (Kuehl e cols., 2001).

A subfamilia CYP3A ¢ constituida de quatro proteinas homologas codificadas
pelos genes CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 e o recentemente descrito CYP3A43 (Gellner e
cols., 2001). Esses genes estdo localizados de forma adjacente na regido cromossémica
7921.3-g22.1 e as proteinas codificadas por eles apresentam grande similaridade de
estrutura e identidade de seqiiéncia (Finta e cols., 2000) (figura 1).

Dentro da subfamilia CYP3A, CYP3A4 e CYP3A5 sdo as enzimas mais
abundantes e importantes, com 85% de homologia na seqiiéncia de aminoacidos e
grande sobreposicdo de substratos (Gorski e cols.,, 1994). CYP3A4 se localiza
principalmente no figado, jejuno, célon e pancreas enquanto CYP3AS ¢ mais presente
no intestino e estomago (Cholerton e cols., 1992). CYP3A7 ¢é expressa durante a vida
fetal quando representa 30-50% do conteudo total de CYPs mas provavelmente ndo tem
nenhuma fung¢do em adultos (Schuetz e cols., 1994). CYP3A43 tem baixa expressdo no
figado e seu papel ainda ndo é bem conhecido (Domanski e cols., 2001).

A grande variabilidade interindividual na expressao de CYP3A, maior que 30
vezes em algumas populagdes, contribui fortemente para a variagdo na
biodisponibilidade oral e na depuragdo dos substratos dessas enzimas (Watkins e cols.,
1995). Essa variagdo ¢ particularmente importante para substratos com janela
terapéutica estreita, como € o caso dos imunossupressores, ¢ pode resultar em diferencas
clinicas importantes de resposta e toxicidade; no caso de transplantados renais, rejei¢ao

e nefrotoxicidade.



chromosome: 7; Location: 7921.3-g22.1

[=bvae [vesmw
e e prre— pr— e TEOM .
-5 ] o [ - . §
m—
[~ - 1)

Figura 1: Representag@o esquematica do locus CYP3A (Entrez Gene, NCBI).

1.5.1. CYP3A4

A enzima CYP3A4 ¢ a CYP mais bem estudada no figado e intestino humano
e sua atividade apresenta grande variabilidade interindividual. J4 foram descritos 5
SNPs (single nucleotide polymorphisms) na regido promotora ¢ 19 SNPs na regido
codificante de CYP3A4. No entanto, a ocorréncia dos alelos variantes é rara € a
incidéncia do polimorfismo mais freqiiente, designado CYP3A4*1B (-392A>QG) ¢ de 9%
em individuos de origem caucasiana (Walker e cols., 1998), 8% em brasileiros
(Almeida e cols., 2005) enquanto em asiaticos ndo foi detectado (Sata e cols., 2000;
Hsieh e cols., 2001). Esse fato contribui para que o impacto desses variantes ainda ndo
seja bem estabelecido (Ball e cols., 1999). Além disso, o significado funcional desse
SNP na atividade enzimatica ainda ¢ uma questdo de debate. Por estar localizado na
regido promotora, acredita-se que esse SNP possa estar envolvido com variacdes na
expressdo génica ¢ ndo na atividade catalitica. Foi originalmente proposto que o alelo
CYP3A4*1B estaria associado com atividade hepatica de CYP3A4 alterada (Rebbeck e
cols., 1998; Paris e cols., 1999), mas esse dado ndo foi observado em outros trabalhos
(Westlind e cols., 1999; Ball e cols., 1999). Também foi descrito que o alelo
CYP3A4*1B estaria associado com um aumento na transcri¢do in vitro do gene
CYP3A4, o que teoricamente resultaria em uma enzima com atividade enzimatica
aumentada (Amirimani e cols., 1999). No entanto, ndo foi encontrada nenhuma
associacdo entre esse polimorfismo e a atividade enzimatica de CYP3A4 quando o
fenotipo foi determinado in vivo pela depuracdo de nifedipina (Kuehl e cols., 2001).

Os imunossupressores CSA, FK e SRL sao substratos de CYP3A4 e, por esse
motivo, especula-se que o polimorfismo desta enzima possa contribuir para explicar a

variabilidade observada na farmacocinética desses medicamentos (Masuda e cols.,
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2006). Um estudo demonstrou que individuos portadores do alelo mutante CYP3A4*1B
apresentam concentragdes plasmaticas de CSA menores que individuos selvagens (Min
e cols., 2003) mas esses resultados ndo foram reproduzidos em outros trabalhos (Rivory
e cols., 2000, Garcia-Martin e cols., 2002). Em 2001, por exemplo, foi reportado que
esse SNP ndo tem efeito significativo na Cy plasmatica de CSA em 124 pacientes de
origem européia. Também ndo foi encontrada nenhuma diferenca significativa na dose
necessaria de CSA para manter C, similares em pacientes com ou sem alelo
CYP3A4*1B (von Ahsen e cols., 2001). No entanto, em 2003, Hesselink e
colaboradores encontraram uma associagdo positiva entre portadores do alelo
CYP3A4*1B e maior dose e menor Cy/dose para FK (Hesselink e cols., 2003). Como os
estudos realizados até o momento apresentaram resultados controversos, o real impacto
do polimorfismo CYP3A4*1B na farmacocinética de CSA e FK ainda permanece em
debate.

Ao contrario de FK, que ¢ metabolizado basicamente por CYP3AS, o
imunossupressor SRL ¢ metabolizado principalmente por CYP3A4 e apenas uma
pequena contribui¢do de CYP3AS5 (Jacobsen e cols., 2001). Isso pode explicar a
observacdao de que existe correlagdo entre a presenga do alelo CYP3A4*1B e a dose
requerida em pacientes mantidos em terapia unica com SRL, na qual portadores do alelo
CYP3A4*1B necessitam de dose maior para atingir Cy alvo. Contudo, devido ao forte
desequilibrio de ligagdo entre esse alelo e o alelo CYP3A5*1, os autores especularam
que os resultados positivos dos estudos com CYP3A4*1B podem estar sendo

influenciados pelo gendtipo de CYP3A5 (Anglicheau e cols., 2005).

1.5.2. CYP3A5

A seqiiéncia do cDNA de CYP3A5 foi descrita independentemente por
Aoyama e colaboradores (1989) e Schuetz e colaboradores (1989). O gene CYP3AS5 esta
localizado na regido cromossomica 7q22.1, junto com outros membros da familia
CYP3A. A representacdo esquematica do gene com seus exons e regido codificante esta

demonstrada na figura abaixo (figura 2).
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Figura 2: Representagdo esquematica do gene CYP3AS5 (Entrez Gene, NCBI).

O gene CYP3AS ¢ polimérfico. Ja foram descritos 25 alelos variantes, sendo a
variante selvagem designada de CYP3A5*1 (figura 3). A variante nao-funcional mais
estudada ¢ a CYP3A5*3. Microssomas de figado de individuos homozigotos para o alelo
CYP3A5*3 apresentaram aproximadamente metade da atividade catalitica medida pela
metabolizacdo do midazolam, comparada com individuos homozigotos para o alelo
CYP3A5*1 (Kuehl e cols., 2001, Lin e cols., 2002). O polimorfismo CYP3A5*3 ¢
caracterizado por uma transi¢do 6986A>G no intron 3 do gene CYP3A5. Essa mutagdo
cria um sitio de splicing alternativo e como conseqiiéncia a transcrigdo de um mRNA
aberrante contendo uma insercdo del31 pb entre os exons 3 e 4 . A traducdo desse
mRNA da origem a uma proteina truncada como resultado da existéncia de um cdédon
de término prematuro (Kuehl e cols., 2001). O alelo CYP3A5*3 encontra-se mais
presente em individuos de origem caucasiana, com uma freqiiéncia em torno de 91-96%
em europeus. Para outras populacdes a freqiiéncia do alelo CYP3A5*3 ¢ de 6-31% em
africanos sub-saharianos (Kuehl e cols., 2001; Lamba e cols., 2002; Thompson e cols.,
2004; Garsa e cols., 2005), 22-55% em afro-americanos (Hustert e cols., 2001; Zeigler-
Johnson e cols., 2004; Floyd e cols., 2003) e 63% em brasileiros (Suarez-Kurtz e cols.,
2007).

Outro polimorfismo ndo-funcional no gene CYP3AS, particularmente
importante em populagdes de origem africana, ¢ designado CYP3A5*6. Esse
polimorfismo € caracterizado pela transicdo 14690G>A no éxon 7. A presenga do
nucleotideo A na posigdo 14690 determina splicing alternativo com auséncia do éxon 7
no mRNA e criacdo de um cdédon de término prematuro. A proteina produzida por essa
variante ¢ truncada e possui atividade catalitica bastante reduzida (Kuehl e cols., 2001).
A freqliéncia desse polimorfismo varia de 10% a 22% em afro-americanos e ¢

praticamente nula em populagdes brancas e asiaticas (Roy e cols., 2005).
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Figura 3: Representagdo esquematica dos alelos de CYP3A5 (adaptado de
www.pharmgkb.org).

Quando expresso, o gene CYP3A5 constitui pelo menos 50% de todo o
contetdo de CYP3A no figado e 61% no jejuno (Lin e cols., 2002). Portanto, o
polimorfismo genético observado em CYP3A5 pode contribuir de forma significativa
para as variagdes interindividuais descritas no processo de eliminacdo dependente de
CYP3A. De fato, diversos trabalhos ja demonstraram que os polimorfismos descritos
em CYP3A5 estao associados com efeitos farmacocinéticos nos imunossupressores de

maneira mais significativa do que os polimorfismos em CYP3A4 (Yu e cols., 2006).

1.5.2.1. CYP3A5 e tacrolimus

A influéncia do gendtipo de CYP3A5 na farmacocinética de
imunossupressores foi inicialmente demonstrada em pacientes fazendo uso de
tacrolimus (Mac Phee e cols., 2002) e tem sido consistentemente reafirmada em
trabalhos subseqiientes (Ng e cols., 2007). Em 2005, foi demonstrada uma diferenga
significativa na Coy, na dose e na Cyp/dose de FK entre pacientes transplantados renais
com diferentes genotipos de CYP3A5 (tabela 1) (Zhang e cols., 2005). Poucos meses
depois, o mesmo efeito significativo do polimorfismo em CYP3A5 sobre a dose
requerida foi relatado por outro grupo de pesquisadores (figura 4) (Mourad e cols.,

2005). Além disso, ainda foi mostrado que um percentual maior de pacientes que
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expressam CYP3AS5 ndo conseguiu atingir a Cp alvo na primeira semana apos
transplante, colocando-os no grupo de maior risco de desenvolver rejeicdo aguda. Em
contrapartida, um nimero maior de pacientes que ndo expressam CYP3A5 atingiu Cy
acima de 20 ng/mL, que esta relacionado com o desenvolvimento de efeitos colaterais
como hiperglicemia, nefrotoxicidade e infec¢do (Zhang e cols., 2005). Dado semelhante
foi observado em pacientes de origem branca (tabela 2) (MacPhee e cols., 2005). Em
uma andlise de regressdo multipla, foi visto que o polimorfismo em CYP3A5 pode

explicar até¢ 38% da variacdo de dose requerida de FK (Haufroid e cols., 2004).

Tabela 1: Associagdo do genotipo de CYP3A5 e a concentragdo de tacrolimus em

pacientes transplantados renais (adaptado de Zhang e cols., 2005)

CYP3A5 genotype

1 13 33 p Value

MNumber of 12 36 70
patients

Tacrolimus Cq (ng/mL)

T wk 4926 62+22 144+ 77 <0.001
1 month 73+19 82+24 1.0+ 38 <0.001
3 months 4718 58+19 83x22 <0.001

Tacrolimus dose (mglkg/d)
1wk 0.149 + 0.013 0153+ 0027 0141+0026  0.024
Tmonth 0224 +0.056 01790044 0117 £0.037 <0.001
3months  0.146 £+ 0.034 0.103 £ 0.032 0068 = 0.032 <0.001

Tacrolimus Co/dose (ng/mL per mg/kg/d)
1 wk 328177 416+ 1568 102.3 £ 512 <0.001
1 month 33175 464 £129 103.2 £ 475 <0.001
3 months 353+209 590+ 206 150.3 £ 85.3 <0.001
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Figura 4: Distribuicdo da dose requerida de FK para pacientes transplantados renais
com pelo menos um alelo funcional de CYP3A5 X homozigotos CYP3A5*3/*3
(adaptado de Mourad e cols., 2005).

Tabela 2: Impacto do gen6tipo de CYP3AS para atingir a Cy alvo de tacrolimus

% de pacientes com C, fora da faixa terapéutica

Primeira semana Segunda semana
*3/*3  *1/*1 ou *1/*3 Qui-quadrado *3/*%3  *1/*1 ou *¥1/*3 Qui-quadrado
<15 pg/L (1* semana) 8,2 39,3 <0,0001
<10 pg/L (2% semana) 33 17,9 <0,002
>20 pg/L (1* semana) 73,0 39,3 <0,009
>15 pg/L (2% semana) 63,1 46,4 0,17

(adaptado de MacPhee e cols., 2005)

Um parametro de grande importancia na administracdo de imunossupressores
¢ o tempo que o paciente demora em atingir a Cy alvo. Diversos trabalhos, em diversos
tipos de transplantes mostraram que a demora em atingir a Cy alvo aumenta o risco de o
paciente desenvolver rejeicdo aguda (Undre e cols., 1999). No entanto, Roy e
colaboradores demonstraram que ndo ha diferenca significativa na taxa de rejeig¢do
aguda entre pacientes *1/*1 ou *1/*3 vs *3/*3 (Roy e cols., 2006). Este resultado foi
corroborado por um estudo seguinte que mostrou que apesar de os pacientes com
geno6tipo CYP3A5*1/*1 ou *1/*3 apresentarem maior Co/dose de FK, a depuragdo de
creatinina ¢ semelhante em pacientes com ou sem expressdo de CYP3A5 (figura 5)
(Hesselink e cols., 2008). A tnica diferenga observada até o momento foi que pacientes

com os genodtipos CYP3A5*1/*1 ou *1/*3 apresentaram rejeicdo aguda mais
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precocemente em relagdo a pacientes CYP3A5*3/*3 (mediana 7 dias vs. 13 dias, p =

0,005) (MacPhee e cols., 2004).
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Figura 5: Gen6tipo de CYP3A5 e rejeicao aguda. Comparagdo da (A) Cy/dose ¢ (B)
clearence médio de creatinina em pacientes que expressam ou ndo CYP3AS5 (adaptado

de Hesselink e cols., 2008).

Em relacdo a farmacocinética de tacrolimus foi observado que a AUC(_.
(area sobre a curva) ¢ 2,6 vezes maior em pacientes que nao expressam CYP3A5. Com
base nesse resultado, os autores argumentam a favor de um aumento de 2 vezes na dose
de FK para pacientes com alta atividade de CYP3AS. Como os pacientes com baixa
atividade de CYP3AS5 apresentaram concentracdo de FK acima do C, alvo, os autores
também estdo de acordo com uma redu¢do na dose desses individuos e sugerem que a
dose inicial seja de 0,075 mg/kg e 0,150 mg/kg duas vezes ao dia para pacientes que
ndo expressam e expressam CYP3Ab, respectivamente (Haufroid e cols., 2006).

A atividade aumentada de CYP3AS pode levar a um aumento na concentragao
sisttmica ou tecidual dos metabdlitos de FK, como o 13-DMT (13-O-
desmetiltacrolimus), condicao que pode agravar ou induzir nefrotoxicidade (Kuypers e
cols., 2007). Experimentos in vitro confirmaram que a formagdo de 13-DMT ¢ 13,5
vezes maior em microssomas de rim de pacientes com o genétipo CYP3A5*1/*3 vs

CYP3A5*3/*3. Apesar da taxa de metabolismo absoluta no rim ser apenas uma fragdo
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da que ocorre em figado e, portanto, ndo contribuir significativamente para o clearence
sistémico, pode ser suficiente para afetar o acimulo intrarenal de FK e seus metabdlitos
e causar toxicidade (Dai e cols., 2006).

Em 2006, Uesugi e colaboradores examinaram pacientes submetidos a
transplante de figado e demonstraram que o gendtipo de CYP3A5, no intestino e no
figado, dos receptores e dos doadores tinha um papel importante no metabolismo de
primeira passagem de FK (Uesugi e cols., 2006). No entanto, acredita-se que, para
transplante de rim, o polimorfismo em CYP3A5 parece afetar a terapia e a sobrevida do
orgdo de duas maneiras: Primeiro, o genotipo do receptor (relacionado a expressiao no
figado e intestino) afetaria predominantemente o metabolismo do imunossupressor e
conseqiientemente a dose requerida e os efeitos colaterais; Segundo, o gendtipo doador
(relacionado a expressdo no rim) afetaria a regulagdo da pressdo sanguinea e o
tratamento anti-hipertensivo e, portanto, a sobrevida a longo prazo do 6rgdo. Um
potencial papel das enzimas da subfamilia CYP3A no controle da pressdo sanguinea ¢
sugerido por experimentos in Vivo usando o modelo de hipertensdo espontanea em ratos
e células isoladas de rim. Juntos esses resultados sugerem um envolvimento de
CYP3AS na formacdo de 6B-hidroxiesterdide no rim com retengdo renal de sodio.
Contudo, os resultados do trabalho demonstraram que a pressdo sanguinea € o
tratamento anti-hipertensivo ndo eram afetados pelo gendtipo de CYP3AS tanto do

receptor quanto do doador, em pacientes transplantados renais (Kreutz e cols., 2004).

1.5.2.2. CYP3AG5 e ciclosporina

Diferente do que ¢ observado para FK, a influéncia do polimorfismo de
CYP3AS na farmacocinética de CSA foi descrita em poucos estudos e ainda assim com
um impacto menor. Em 2003, foi demonstrado ndo haver associagdo entre o gendtipo de
CYP3A5 e a Cy/dose de CSA (Hesselink e cols., 2003). Trabalhos posteriores também
ndo conseguiram estabelecer nenhuma relacdo significativa entre os gendtipos de
CYP3AS5 e dose, Cy, Co/dose ou AUC,_,1, de CSA (Kreutz e cols., 2004; Anglicheau e
cols., 2004; Zhao e cols., 2005). Contudo, também em 2003, foi observado que o
clearence oral de CSA era significativamente menor em pacientes portadores do alelo

CYP3A5*1 (Yates e cols., 2003). No entanto, como discutido pelos autores, essa
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observagao pode ser um artefato. No trabalho, os autores ndo conseguiram demonstrar
que o status de CYP3AS influéncia de maneira independente a farmacocinética de CSA,
uma vez que todos os pacientes estudados também eram portadores do alelo MDR1
3435T. Além desse, outros dois trabalhos apresentam associagdo positiva entre o
gendtipo de CYP3AS ¢ Cy/dose de CSA (Haufroid e cols., 2004; Hu e cols., 2006),
apesar do impacto observado para essa associacdo ser menor do que o observado para
tacrolimus. No trabalho de Haufroid e colaboradores, foi observado que a Cy/dose ¢ 3 e
1,6 vezes maior em pacientes CYP3A5*3/*3 para FK e CSA, respectivamente (Haufroid
e cols., 2004). Na literatura, o envolvimento exato de CYP3A5 na farmacocinética de

CSA ainda € controverso e necessita ser mais bem estudado.

1.5.2.3. CYP3AG5 e sirolimus

Sao poucos os estudos que avaliam o papel de polimorfismos em CYP3A5 e
sua relagdo na variabilidade interindividual observada em pacientes transplantados
renais tratados com SRL. No primeiro deles, realizado em 2005, os autores
identificaram que pacientes portadores do alelo CYP3A5*1, tratados apenas com SRL,
apresentam valores de Cy/dose menores que pacientes ndo portadores desse alelo,
sugerindo, que os primeiros, necessitam de uma dose maior de SRL para atingir a faixa
terapéutica. No entanto, esse efeito farmacogenético pode ser limitado visto que a
mesma associagdo ndo foi observada nos grupos que eram tratados de forma
concomitante com inibidores de calcineurina (Anglicheau e cols., 2005). Esse resultado
foi confirmado em um estudo seguinte, com a demonstracao que, durante os 3 primeiros
meses apos o transplante, a Cy de SRL estava abaixo da Cy alvo em pacientes com
expressao de CYP3A5 enquanto em pacientes sem expressdao de CYP3A5 estava acima
da Cy alvo (Le Meur e cols., 2006). Posteriormente, também foi observada uma
associacao entre o status de CYP3AS5 e a farmacocinética de SRL com a demonstrag¢do
que a AUCy.p4/dose ¢ 2,1 vezes menor em pacientes que expressam CYP3A5 (Renders e
cols., 2007). Mais recentemente foi descrita uma associa¢do significativa entre SRL e
CYP3A5 na qual a Cy/dose de SRL é maior em pacientes CYP3A5*3/*3 (Miao e cols.,
2008). Assim como descrito por Anglicheau e colaboradores em 2005, os autores deste

ultimo trabalho (Miao e cols., 2008) também demonstraram que o efeito de CYP3AS na
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farmacocinética de SRL ¢ menor em pacientes tratados de forma concomitante com
CSA ou FK. Essa observacdo pode ser explicada pela interagdo farmacocinética
observada entre SRL e os inibidores de calcineurina, principalmente CSA (Cattaneo e
cols., 2004). Como mostrado por Cattaneo e colaboradores, a quantidade molar de CSA

excede muito a de SRL e pode assim inibir o metabolismo de SRL via CYP3A.

1.6. Glicoproteina-P

A glicoproteina-P (P-gp) ¢ uma proteina integral de membrana plasmatica e
atua exportando substincias do interior da célula ou da membrana plasmatica para o
meio extracelular. A P-gp ¢ membro da superfamilia de proteinas transportadoras ATP-
biding cassette ¢ é codificada pelo gene ABCB1 (Ieiri e cols., 2004). Este gene foi
identificado pela primeira vez em células tumorais humanas, nas quais havia uma
superexpressdo de P-gp, e foi associado com a resisténcia a agentes quimioterapicos
(Fromm e cols., 2002). O gene ABCBL1 esta localizado na regido cromossomica 7q22.1 ¢
codifica uma proteina de 170 Kda. A P-gp humana ¢ composta de duas seqiiéncias
homologas e simétricas, cada qual contendo seis dominios transmembrana e uma regiao
de ligacdao ao ATP (figura 6) (Edwards, 2003). Esta proteina ¢ encontrada nas barreiras
hemato-encefalica, sangue-fluido cerebral, sangue-testiculos e nas microvilosidades da
placenta humana. A co-localizagao de P-gp e CYP3A no intestino delgado e figado
sugere que esse transportador tem papel importante na biodisponibilidade oral,
distribuicdo e excrecdo de farmacos. A faixa de substratos transportados por P-gp ¢
ampla e inclui uma variedade de agentes farmacoldgicos como agentes anti-cancer, anti-
hipertensivos, corticéides, antivirais, neurolépticos, imunossupressores, entre outros

(Marzoloni e cols., 2004).
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Figura 6: Representacdao esquematica do transporte mediado por P-gp. O transporte de
drogas mediado por P-gp pode ocorrer em nivel de membrana plasmatica ou do

compartimento intracelular e ¢ dependente de ATP (Edwards, 2003).

O gene ABCBL ¢ altamente polimoérfico e até o momento ja foram descritos
mais de 100 sitios variantes (Kroetz e cols., 2003). Entre os SNPs mais estudados estdo
0 1236C>T, 2677G>T/A e 3435C>T. Os variantes sindnimos nas posi¢des 1236 e 3435
estdo em forte desequilibrio de ligagdo com o variante ndo-sindnimo da posi¢ao 2677
(Ala893Ser). A freqiiéncia desses polimorfismos varia entre as populagdes (Kroetz e
cols., 2003) e em brasileiros ¢ de 0,41, 0,34 e 0,33 (brancos, pardos ¢ pretos,
respectivamente) para 1236T; <0,01, 0,02 e <0,01 para 2677A; 0,39, 0,28 e 0,18 para
2677T ¢ 0,41, 0,34 ¢ 0,31 para 3435T (Estrela e cols., 2008).

Como mencionado anteriormente, os imunossupressores sao substratos de P-
gp e, por esse motivo, diversos trabalhos buscam avaliar o impacto dos polimorfismos
em ABCB1 na farmacocinética desses medicamentos em pacientes transplantados. A
maioria dos trabalhos foi realizada em pacientes transplantados recebendo CSA ou FK,
poucos foram realizados em pacientes recebendo SRL. Contudo, ainda ndo ha consenso
sobre a real influéncia desses polimorfismos. Observa-se, entretanto, que poucos artigos
demonstraram a ocorréncia de algum impacto na farmacocinética dos
imunossupressores enquanto a maioria aponta para nenhuma influéncia dos SNPs

1236C>T, 2677G>T/A e 3435C>T.
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Um dos primeiros trabalhos avaliando o impacto dos polimorfismos em
ABCBL1 foi realizado em 2002 no qual foi observado um pequeno efeito do alelo 3435T,
associado a menor atividade de P-gp, na biodisponibilidade oral de FK (MacPhee e
cols., 2002). Dois anos depois, os polimorfismos nas posi¢des 1236, 2677 ¢ 3435 foram
avaliados e ndo foi encontrada nenhuma associacao com a Cy e a dose requerida de CSA
ou FK (Haufroid e cols., 2004). Em trabalhos subseqiientes, a avaliagdo dos haplotipos
(2677 e 3435) também nao demonstrou nenhum impacto nos pardmetros de Co, Cpax €
AUC,12 e corrigidos pela dose para FK (Mai e cols., 2004; Tsuchiya e cols., 2004).
Em 2006, foi demonstrado, para CSA, que pacientes homozigotos 3435CC tinham
Co/dose menor que pacientes portadores do alelo 3435T. Apesar de pequena, essa
diferenga encontrada ¢ significativa (17,7 X 26,4 ng/mL/mg/kg, p = 0,014) (Hu e cols.,
2006). Também em 2006, foi avaliado se a presenca de polimorfismos em conjunto, ao
invés de isolados, tinha maior impacto na farmacocinética de FK. Os autores
genotiparam trés polimorfismos (-129T>C, 2677C>T e 3435C>T) e mostraram que
pacientes com menos de 3 SNPs apresentavam menor Cy/dose que pacientes com 3 ou
mais SNPs (Roy e cols., 2006). Em seguida, muitos trabalhos demonstraram que ndo
havia correlagdo entre os polimorfismos isolados ou em haplétipos ou diplotipos e a
farmacocinética de CSA e FK (Fredericks e cols., 2006; Choi e cols., 2007; Li e cols.,
2007; Elens e cols., 2007; Op den Buijsch e cols., 2007;). No entanto, em 2008, dois
trabalhos apresentaram associagdo entre o status de ABCB1 e a farmacocinética de
imunossupressores. No primeiro foi relatado que o clearence oral de FK era
significativamente afetado pelo nivel de mRNA de ABCB1 em enterdcitos e pacientes
com maiores niveis apresentavam maior clearence (Fukudo e cols., 2008). No segundo,
foi reportado que portadores do alelo 3435T apresentavam concentracdo intracelular de
CSA em linfécitos 1,7 vezes maior que pacientes portadores do alelo 3435C (Crettol e
cols., 2008). Com essa divergéncia de resultados, a real contribui¢ao dos polimorfismos

em ABCBL1 na farmacocinética dos imunossupressores ainda ¢ uma questdo em aberto.

1.7. Etnia e polimorfismos de CYP3A5 e ABCB1

Estudos para determinacdo do impacto farmacogenético no tratamento com

imunossupressores t€m sido realizados em diferentes grupos populacionais,
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particularmente chineses, norte americanos brancos e europeus. Essas populagdes sao
relativamente homogéneas quanto a ancestralidade quando comparadas com a
populacdo brasileira, altamente miscigenada e com propor¢des varidveis de
ancestralidade gendmica amerindia, européia e africana (com uma pequena contribui¢ao
asiatica mais recente), independentemente da autoclassificagdo “racial” ou étnica (Parra
e cols., 2003; Salzano e Bortolini, 2002).

No caso brasileiro, as proporg¢des relativas de ancestralidade de cada individuo
variam. Logo, se o risco de uma doenga ou a predisposi¢do a um fenotipo farmacologico
varia com as propor¢des de mistura (ou seja, se eles diferem nas populagdes ancestrais)
isto levaréd a confusao de associagdes do fendtipo com o genotipo em qualquer locus no
qual as freqiiéncias alélicas variam entre as populagdes ancestrais. Uma importante
conseqiiéncia farmacogenética disto ¢ a inadequagdo da extrapolagdo livre de dados
colhidos em populagdes relativamente homogéneas, como as dos paises em que se
desenvolvem a maioria dos medicamentos de uso clinico, para populagdes altamente
miscigenadas como € o caso do Brasil (Suarez-Kurtz, 2005a, b; Suarez-Kurtz e Pena,
2006, 2007). Dessa forma, faz-se necessario que as observagdes obtidas em outras
populacdes sejam validadas em estudos na populacdo brasileira.

Um estudo realizado na populagdo demonstrou uma tendéncia significativa de
reducdo na freqiiéncia do polimorfismo CYP3A5*3 de individuos brancos para
intermediarios para pretos (Suarez-Kurtz e cols., 2007). Essa observacdo ¢ consistente
com a maior prevaléncia do alelo CYP3A5*3 em ecuropeus que em africanos sub-
saharianos (Kuehl ¢ cols., 2001; Thompson e cols., 2004; Garsa e cols., 2005). No
entanto, como conseqiiéncia da miscigena¢do da populagdo brasileira, a freqiiéncia do
alelo CYP3A5*3 nos individuos autoclassificados como brancos ou pretos difere das
freqliéncias descritas nas populagdes européias e sub-saharianas de duas maneiras:
Primeiro, a freqiiéncia alélica nos individuos autoclassificados como pretos (32%) esta
acima da faixa observada em africanos sub-saharianos (7-31%) (Lamba e cols., 2002;
Thompson e cols., 2004) ¢ dentro da faixa observada em afro-americanos (22-55%)
(Garsa ¢ cols., 2005; Roy e cols., 2005); Segundo, nos brasileiros autoclassificados
como brancos, a freqiiéncia do alelo CYP3A5*3 (78%) estd abaixo da faixa observada
em europeus (91-97%) (Lamba ¢ cols., 2002; Thompson e cols., 2004).

Nesse mesmo trabalho, utilizando marcadores informativos de ancestralidade
(AIMs), os autores dividiram a populagdo brasileira em quartis de acordo com o

componente de ancestralidade africana (ACA) de cada individuo. Com essa divisao,
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confirmaram a tendéncia observada na reducdo da freqiiéncia do polimorfismo
CYP3A5*3 de individuos brancos para intermediarios para pretos, demonstrando que as
freqiiéncias alélicas e genotipicas reduzem, de forma significativa, progressivamente do
menor (<0.25 ACA) para o maior (>0.75 ACA) quartil (figura 7) (Suarez-Kurtz ¢ cols.,
2007).
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Figura 7: Distribui¢do do polimorfismo CYP3A5*3 de acordo com o ACA na
populacdo brasileira: (A) frequéncia alélica e (B) frequéncia genotipica (Suarez-Kurtz e

cols., 2007)

O impacto da miscigenacdo da populagdo brasileira na distribuicdo dos
polimorfismos em ABCB1 também j4 foi avaliado. Foi demonstrado que a freqiiéncia do
nucleotideo variante T nos loci 1236, 2677 ¢ 3435 reduz do menor para o maior quartil
de ACA (figura 8). Aplicando um modelo de regressdo linear, os autores confirmaram
que a probabilidade de carrear o nucleotideo variante T em cada locus reduz
lincarmente a medida que a propor¢ao de ancestralidade africana aumenta. De acordo
com essa observacdo, a analise dos haplotipos de ABCB1 revelou uma relagdo inversa
entre a propor¢do de ACA ¢ a freqiiéncia do haplotipos T/nonG/T (Estrela e cols.,
2008).
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Figura 8: Distribuicdo dos polimorfismos em ABCB1 de acordo com o ACA na

populagdo brasileira: (A) freqiiéncias alélicas e (B) freqiliéncias genotipicas (Estrela e

cols., 2008).

Em conjunto, esses resultados suportam a nocdo de que a miscigenacao deve

ser tratada como uma varidvel continua e que a categorizagdo étnica baseada na

autoclassificacdo de cor de pele ¢ insuficiente para controlar o efeito da estratificagdo

em estudos de associa¢do na populagao brasileira.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Determinar a prevaléncia de polimorfismos nos genes CYP3A5 e ABCB1 em
pacientes brasileiros submetidos a transplante renal e avaliar a associacdo desses
polimorfismos com as doses requeridas e os valores de Cp/dose de CSA e FK até o

terceiro més apos o transplante.

2.2 Objetivos especificos

1. Investigar o efeito dos polimorfismos 6986A>G e 14690G>A de CYP3A5 e
1236C>T, 2677G>T/A e 3435C>T de ABCBL1 nas doses requeridas e na Cy/dose
de CSA e FK, 1 semana, 1, 2 e 3 meses apos o transplante;

2. Avaliar se o uso concomitante de SRL influencia na Co/dose de CSA e FK.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Etica

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica do Hospital do Rim de Sio
Paulo e sua aprovacdo estd incluida no anexo I, juntamente com o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e o Questionario demografico usados no
estudo. Todas as amostras utilizadas neste estudo foram codificadas a fim de garantir

sua confidencialidade.

3.2. Populagéo estudada

Participaram deste trabalho 301 pacientes submetidos a transplante renal no
Hospital do Rim no periodo entre 01/07/2000 e 31/12/2006. Os individuos foram
convidados a participar no momento em que compareceram ao ambulatorio do hospital
para suas consultas de rotina. Todos os pacientes receberam o TCLE e foram orientados
a 1é-lo cuidadosamente ¢ a inquirir a respeito de qualquer duvida quanto ao projeto. A
inclusdo do voluntario no protocolo de estudo so foi feita mediante assinatura do TCLE.
Ap6s inclusdo, os individuos responderam ao questiondrio demografico e foi coletada
uma amostra de sangue para posterior extracdo de DNA gendmico. Os dados clinicos
foram obtidos diretamente do prontuario médico. Todas as informagdes pessoais foram
mantidas em sigilo e utilizadas apenas pelos investigadores envolvidos no estudo. Os
seguintes critérios de inclusdo foram usados: receptores de primeiro transplante renal,
idade igual ou maior de 18 anos e ambos os sexos. Os critérios de exclusdo foram:
recusa em assinar o TCLE, pacientes menores de 18 anos, pacientes cujo
acompanhamento nao era realizado no ambulatério do hospital, receptores de 2° e 3°
transplante e pacientes em uso concomitante de medicacdo que interage com o0s
inibidores de calcineurina como, por exemplo, bloqueadores de canais de célcio

(diltiazem, nicardipina e verapamil), antiepilépticos (fenitoina e carbamazepina),
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antimicoticos (fluconazol e cetoconazol) e antibidticos macrolideos (eritromicina e
claritromicina).
Os pacientes incluidos faziam parte dos seguintes grupos de imunossupressao de
base:
1. Pacientes tratados com tacrolimus, prednisona e azatioprina (GI, n=101);
2. Pacientes tratados com ciclosporina, prednisona e azatioprina (GII, n=97);
3. Pacientes tratados com tacrolimus, prednisona e sirolimus (GIII, n=50);
4. Pacientes tratados com ciclosporina, prednisona e sirolimus (GIV, n=53);
Apds a primeira semana, 2 pacientes tratados com CSA/AZA e 1 paciente
tratado com CSA/SRL mudaram, respectivamente, para FK/AZA e FK/SRL e, portanto,

foram trocados de grupo nos tempos de andlise de 1, 2 e 3 meses.

3.3. Coleta e envio das amostras

Todas as amostras foram coletadas no ambulatorio do Hospital do Rim sob a
supervisdo de Michele Takaoka, coordenadora de estudos do Protocolo de Pesquisa
Clinica. Aproximadamente 3 mL de sangue periférico foram coletados em tubo
contendo o anticoagulante EDTA. O material era armazenado a 4°C por até 5 dias antes
de ser enviado para o Laboratorio de Farmacologia do INCa, onde foi feita a extragdo de

DNA genomico ¢ a genotipagem de CYP3A5 ¢ ABCBL.
3.4. Extracédo de DNA genbémico

O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue total usando o Kit de
purificagdo de DNA genémico GFX™ (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA),
segundo as instru¢des do fabricante.

A quantificagdo do DNA genomico foi feita por espectrofotometria, na qual foi
medida a absorbancia nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A concentra¢do de
DNA foi calculada pela seguinte formula: [DNA] = ABS,60 x dilui¢do x 50. A pureza

das amostras foi avaliada pela razio entre as absorbancias medidas em 260 e 280.
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3.5. Genotipagem

3.5.1. CYP3A5

Para identificacao dos alelos ndo-funcionais da enzima CYP3AS5 foi utilizada a
metodologia de PCR-RFLP, descrita por Liu e cols. (2002). Os oligonucleotideos
usados na etapa de PCR estio representados na tabela 3. A reacdo foi feita utilizando:
100 ng de DNA genomico, 0,28 uM de oligonucleotideo para amplificagdo do alelo *3 e
0,15 uM de oligonucleotideo para amplificacdo do alelo *6 (Alpha DNA, Montreal,
Quebec), 0,2 mM de deoxinucleotideos (Invitrogen, Invitrogen do Brasil, Sdo Paulo),
2,5 mM de MgCl,, 2,5U/uLL de Taq DNA polimerase e tampao de PCR (Fermentas Life
Sciences, California, USA), em volume final de 25 pL. As condigdes do termociclador
foram: desnaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos a 95°C por 30 segundos
(desnaturagdo), 57°C ou 51°C por 30 segundos (anelamento alelo *3 e *6,
respectivamente) e 72°C por 30 segundos (extensdo), seguidos de extensdo final a 72°C
por 5 minutos. Apds PCR, os produtos de amplificagdo foram submetidos a digestao
pela enzima Ddel (Promega, Madison, USA) que tem como sitio de restri¢do a
seqiiéncia C/TNAG. Nesta reacdo foi usado SU/uL de enzima para digestdo de 10 puL de
produto de PCR. Apos incubacdo da reacdo a 37°C por 4 horas, as amostras foram
corridas em gel de agarose 3% para visualizacdo do perfil de digestao. As figuras 9 e 10
representam o perfil de digestdo para detec¢dao dos alelos *3 e *6, respectivamente. A
classificagdo genotipica foi baseada no fato de os alelos *3 e *6 ocorrerem em trans
(Mirghani e cols., 2006). Pacientes com os genoétipos *1/*3 ou *1/*6 foram analisados

em conjunto, assim como os pacientes com genotipos *3/*3 ou *3/*6.

Tabela 3: Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados para identifica¢ao dos alelos *3 e

*6 de CYP3A5

Alelo Polimorfismo | Produto (pb) Primer5 — 3’
F: CTCTTTAAAGAGCTCTTTTGTCTCTCA
*3 6986A>G 155
R: GTTGTACGACACACAGCAACC
F: GTGGGTTTCTTGCTGCATGT
*6 14690G>A 237

R: GCCCACATACTTATTGAGAG
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Figura 9: Perfil de digestao para detec¢do do alelo CYP3A5*3. Gel de agarose corado
com brometo de etideo contendo as amostras de DNA digeridas com a enzima Ddel. P:
padrdo de peso molecular (50 pb) e ND: produto de PCR nao digerido. *1/*1: perfil de
digestdo de um individuo homozigoto selvagem, *1/*3: perfil de digestdo de um

individuo heterozigoto e *3/*3: perfil de digestdao de um individuo homozigoto mutante.

Figura 10: Perfil de digestao para detec¢ao do alelo CYP3A5*6. Gel de agarose corado
com brometo de etideo contendo as amostras de DNA digeridas com a enzima Ddel. P:
padrao de peso molecular (50 pb) e ND: produto de PCR nao digerido. *1/*1: perfil de
digestdo de um individuo homozigoto selvagem, *1/*6: perfil de digestdo de um

individuo heterozigoto e *6/*6: perfil de digestdo de um individuo homozigoto mutante.
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3.5.2. ABCB1

A deteccdo dos polimorfismos 1236C>T, 2677G>T/A e 3435C>T foi feita
utilizando a metodologia de seqiienciamento de uma unica base (SNapShot Kit, Applied
Biosystems, Foster City, USA). Primeiramente as regides gendmicas contendo os
polimorfismos de interesse foram amplificadas por PCR multiplex (exons 12, 21 e 26,
respectivamente) e os produtos analisados em gel de agarose 1%. Os oligonucleotideos
usados na reacdo de PCR multiplex foram descritos por Wadelius e cols. (2004) e estdo
representados na tabela 4. A reagao de amplificagao foi feita utilizando: 100 ng de DNA
genomico, 0,05 pM de cada oligonucleotideos (Alpha DNA, Montreal, Quebec), 0,2
mM de deoxinucleotideos (Invitrogen, Invitrogen do Brasil, Sdo Paulo), 4,0 mM de
MgCl,, 5U/uL. de Tag DNA polimerase e tampao de PCR (Gold, Applied Biosystems,
Foster City, USA)), em volume final de 50 pL. As condi¢des do termociclador foram:
desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos, 35 ciclos a 95°C por 30 segundos
(desnaturagdo), 55°C por 30 segundos (anclamento dos primers) e 72°C por 30

segundos (extensdo), seguidos de extensdo final a 72°C por 7 minutos.

Tabela 4: Seqiiéncia dos oligonucleotideos usados na PCR multiplex de ABCB1

Exon Polimorfismo |Produto (pb) Oligonucleotideo 5° —» 3’

F: TATTCGAAGAGTGGGCACAA
12 1236C>T 429

R: CTGATCACCGCAGGGTCTA

F: AGCAAATCTTGGGACAGGAA
21 2677G>T/A 293

R: AAGATTGCTTTGAGGAATGGTT

F: GAGCCCATCCTGTTTGACTG
26 3435C>T 171

R: CATGCTCCCAGGCTGTTTAT

ApOs a etapa de amplificagdo por PCR multiplex, os SNPs foram genotipados
usando um oligonucleotideo interno, cuja extremidade 3’ se localiza adjacente a base
polimérfica. A extensdo de uma unica base foi feita por um ciclo de reagdo de
seqiienciamento, com os trés oligonucleotideos e dideoxinucleotideos fluorescentes.

Devido a auséncia de deoxinucleotideos, somente uma Unica base ¢ adicionada na
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extremidade 3° dos oligonucleotideos. Os produtos dessa reacao foram detectados no
aparelho de eletroforese capilar ABI3100 (Applied Biosystems) e os resultados
analisados no programa GenScan (Applied Biosystems) (Figura 11). Para evitar
sobreposi¢do na corrida dos produtos analisados foi adicionada uma cauda (GACT)n de

diferentes tamanhos aos oligonucleotideos utilizados (tabela 5).

Tabela 5: Seqiiéncia dos oligonucleotideos internos usados no SNapShot de ABCB1

Exon | Polimorfismo Pr(c:)cll;);to Oligonucleotideo 5” — 3’
12 1236C>T 36 GTCAGTCAGTCAGTCGTCCTGGTAGATCTTGAAGGG

21 2677G>T/A 40 GACTGACTGACTGACTGACTAGTTTGACTCACCTTCCCAG

GACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGCCTCCTTTG

26 3435C>T 52 | CTGCCCTCAC

fCl Eile Edit Project Sample Settings View Windows Help
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Figura 11: Perfil de eletroforese da genotipagem por SNaPshot dos polimorfismos
1236C>T, 2677G>T/A e 3435C>T. A cor de cada pico representa o dideoxinucleotideo
incorporado (C-preto, T-vermelho, A-verde, G-azul). Nesse exemplo temos um

individuo heterozigoto para as trés posi¢des estudadas.
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3.6 Desequilibrio de ligacéo e anélise de hapldtipos

O desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos de ABCB1 foi investigado
através dos programas VG2 (http://pga.gs.wasshington.edu/VG2.html) e GENEPOP
(http://genepop.curtin.edu.au/genepop _op2.html). O desequilibrio de liga¢do entre dois
loci foi avaliado pelos valores de r*. Os haplétipos de ABCB1 foram inferidos
estatisticamente utilizando 0 programa haplo.stats, Versao 1.3
(http://mayoresearch.mayo.edu/mayo/research/schaid lab/software.cfm). Esse programa
atribui uma probabilidade para o diplotipo de cada individuo, baseado em freqiiéncias

haplotipicas estimadas.

3.7. Dosagem dos medicamentos no sangue total

A partir dos dados de prontuario, as doses e as respectivas concentragdes
plasmaticas de ciclosporina, tacrolimus e sirolimus foram obtidas de todos os pacientes
incluidos no estudo. Os periodos analisados se referem a primeira semana e aos
primeiro, segundo e terceiro meses apos a data do transplante. Os dados foram coletados
com uma janela de mais ou menos 3 dias para a primeira semana € mais ou menos 5
dias para os demais periodos de interesse. Os pacientes que ndo apresentaram dado de
concentragdo do medicamento em um determinado tempo foram excluidos da anélise no
referido tempo, mas foram incluidos nos demais tempos. Por esse motivo, o numero de
pacientes analisados varia entre os tempos de analise.

As concentragdes plasmaticas dos medicamentos imunossupressores sao
rotineiramente determinadas no Hospital do Rim por kit comercial para a ciclosporina
(fluorescéncia polarizada utilizando anticorpo monoclonal - TDX), tacrolimus (ensaio

de adsor¢do de microparticulas - IMX) e sirolimus (HPLC).
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3.8. Andlises estatisticas

As freqiiéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos investigados foram
determinadas por contagem direta dos alelos. O teste de qui-quadrado foi usado para
comparar as freqiiéncias observadas e esperadas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg e
para a comparagao com freqiiéncias descritas na populagdo brasileira sadia.

A associagdo de varidveis genéticas (genotipos/haplotipos de CYP3AS e
ABCB1) com a dose requerida de FK ou CSA foi investigada pelo teste de ANOVA. Na
investigacdo de associacdes par a par, foi utilizada a corre¢ao de Bonferroni.

A associacdo de varidveis demograficas (sexo e superficie corporal), clinicas
(creatinina, tipo de doador e uso concomitante de AZA, SRL ou PRED) e genéticas
(gendtipos/haplotipos de CYP3A5 e ABCB1) com a Cy/dose de FK ou CSA foi
investigada utilizando um modelo de regressao multipla. Primeiramente, a sele¢ao de
variaveis candidatas para andlise multivariada foi feita examinando o efeito
independente de cada varidvel na Cy/dose de FK ou CSA. As varidveis discretas
entraram na analise como variaveis dummy a fim de quantificar como as categorias
individuais afetam a Cy/dose de FK ou CSA. As variaveis associadas (P < 0,15) com o
parametro avaliado nessa andlise inicial foram selecionadas para analise multivariada.
Na andlise multivariada, valores de P < 0,05 foram considerados significativos para

manter a variavel no modelo.
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4. RESULTADOS

4.1. Populacéo estudada

Nesse estudo retrospectivo foram recrutados 301 pacientes submetidos a

transplante renal no Hospital do Rim e Hipertensao de Sao Paulo e suas caracteristicas

demogréficas e clinicas estdo relacionadas na tabela 6. No momento da inclusdo, todos

os pacientes estavam em fase estavel de tratamento. Dos pacientes incluidos apenas 15

apresentaram rejeicdo aguda nos trés primeiros meses apds transplante. Com base no

esquema imunossupressor, os pacientes foram divididos em dois grupos: os que eram

tratados com CSA (em combinagdo com AZA ou SRL) e os que eram tratados com FK

(em combinagdo com AZA ou SRL).

Tabela 6: Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes no momento do

transplante
N
Sexo (masculino:feminino) 180:121
Idade (anos) 39 (15-69)*
Superficie corporal (m?) 1,7 (1,0-2,3)*
Esquema imunossupressor
CSA/AZA 97
CSA/SRL 53
FK/AZA 101
FK/SRL 50
Grupo**
Branco 117
Pardo 139
Preto 41
Amarelo 4
Doador (vivo:cadaver) 264:37
Indicagdo para transplante
Hipertensao arterial 49
Glomerulonefrite cronica 38
Doenga renal policistica 13
Outras 58
Indeterminada 143

*Mediana (faixa)

**Baseado na autodeclaracao de cor de pele, de acordo com o Censo Brasileiro
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A dose diaria de CSA variou, entre os pacientes, 5 vezes na 1* semana, 7,5
vezes no 1° més, 6 vezes no 2° més e 5 vezes no 3° més (tabela 7). Para FK, a variacao
de dose foi de 5,7 vezes na 1* semana, 13,3 vezes no 1° més e 16 vezes nos 2° e 3°

meses (tabela 7).

Tabela 7: Doses diarias de ciclosporina e tacrolimus nos trés primeiros meses apos

transplante.
Média (mg) D.P. Mediana (mg) Minimo (mg) Maximo (mg)
CSA
1* semana 507,5 180,9 500,0 200,0 1.000,0
1° més 312,1 121,0 300,0 100,0 750,0
2° més 256,6 100,9 250,0 100,0 600,0
3° més 226,7 91,0 200,0 100,0 500,0
FK
1? semana 20,9 7,3 20,0 7,0 40,0
1° més 14,2 7,3 14,0 3,0 40,0
2° més 11,8 6,4 10,0 2,0 32,0
3° més 10,5 6,1 9,0 2,0 32,0

4.2. Frequéncias dos polimorfismos de CYP3A5 e ABCB1 em pacientes
transplantados renais

As freqiiéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos em CYP3A5 ¢ ABCB1
estudados estdo mostradas, respectivamente, nas tabelas 8 e 9. As freqiiéncias
observadas ndo sdo significativamente diferentes das preditas pela equacdo de Hardy-
Weinberg e ndo diferem das freqliéncias previamente descritas para brasileiros sadios
(ABCBL1 - Estrela e cols., 2008; CYP3A5*3 - Suarez-Kurtz e cols., 2007; CYP3A5*6 -
dado ndo publicado). No caso de CYP3A5, para comparar as freqiiéncias entre pacientes

transplantados renais e voluntarios sadios foi feita uma média ponderada visto que o
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grupo de individuos sadios era composto de 1/3 de brancos, 1/3 de pardos e 1/3 de
pretos. As freqiiéncias alélicas e genotipicas ndo diferem entre pacientes tratados com
CSA e pacientes tratados com FK, mostrando ndo haver erro de amostragem entre os
grupos.

A analise no programa VG2 mostrou que os SNPs nas posi¢des 1236, 2677 e
3435 estdo em desequilibrio de ligagdo na populacdo estudada (Tabela 10). A partir dos
polimorfismos nessas posi¢oes foram determinados os haplotipos de ABCB1 e suas
freqliéncias estdo mostradas na tabela 11. Para andlise de haplotipos, os alelos 2677A e
2677T foram agrupados como nonG e as freqii€éncias haplotipicas observadas em
pacientes transplantados renais nao diferem das descritas para brasileiros sadios (Estrela
e cols., 2008). O haplétipo foi inferido com uma probabilidade > 0,94 em 276 pacientes,
> 0,88 em 11 pacientes e > 0,77 em 14 pacientes. Para a populacdo estudada, a
ocorréncia do haplotipo selvagem C/G/C é de 52,3% e a do haplotipo mutante mais
freqliente, T/nonG/T, ¢ de 26,6%. Este haplotipo mutante também € o mais freqiiente
para voluntarios sadios. Quatro haplotipos (C/G/C, T/nonG/T, C/G/T e T/G/C) sdo

responsaveis por 91% da variabilidade genética encontrada na populagdo estudada.

Tabela 8: Freqiiéncias genotipicas e alélicas de polimorfismos em CYP3A5 em

pacientes transplantados renais

Grupos (n) Freqiiéncia genotipica % (95% IC)
*1/*1 *1/%*3 *1/%6 *3/*3 *3/%6
5,0 37,5 1,3 51,8 43
Pop. estudada (301) 28-81) (32,1-433) (04-34) (460-576) (23-73)
6,7 36,7 1,3 50,7 4,7
CSA (150) (G2-119) (29.0-449) (02-47) (424-589) (19 9.4)
3,3 38,4 1,3 53,0 4,0
FR(151) (L,L1-76) (30,6-46,7) (02-47) (44,7-61,1) (1,5-84)
Grupos (n) Freqiiéncia alélica % (95% IC)
Pop. sadia (257)* 31,0 63,0 6,0
24.4 72,8 2,8
Pop. estudada (301) (21,0-28,1) (69,0 - 76,3) (1,7 - 4,5)
25,7 71,3 3,0
CSA (150) (20,8 —31,0) (65,9 -76,4) (1,4-5,0)
23,2 74,2 2,6
FR(151) (18,5-284) (68,8 —79,0) (1,2-52)

* CYP3A5*3 - Suarez-Kurtz e cols., 2007; CYP3A5*6 - dado ndo publicado
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Tabela 9: Freqiiéncias genotipicas e alélicas de polimorfismos em ABCB1 em pacientes

transplantados renais

Grupos (n) Freqiiéncia genotipica % (95% IC)
1236C>T cC CT TT
41,5 45,5 13,0
Pop. estudada (301) (35,9 — 473) (39,8 - 51,3) (9,4-173)
38,7 46,0 15,3
CSA (150) (30,8 — 47.,0) (37,8 - 54.3) (10,0 -22,1)
44.4 45,0 10,6
FR(151) (36,3 —52,7) (36,9 - 53.3) (6.2 - 16.6)
2677G>T/A GG GT GA TT TA
472 36,5 3,7 11,3 13
Pop.estudada GO1) 414 7530)  (31.1-423)  (18-64) (80-154)  (04-3.4)
48,0 32,0 5,3 12,7 2,0
CSA (150) (39.8-563)  (246-40,1) (23-102) (78-191)  (04-57)
46,4 41,1 2,0 9,9 0,7
FK (151) (382-546)  (33,1-493) (04-57) (57-159) (0,02-3.6)
3435C>T CC CT TT
35,9 48,5 15,6
Pop. estudada (301) (30,5 — 41,6) (42,7 -54,3) (11,7 -20,2)
38,7 43,3 18,0
CSA (150) (30,8 — 47,0) (353 -51,7) (12.2-25.1)
33,1 53,6 13,2
FK (151) (25,7 —41,2) (45,4-61,8) (8,3-19,7)
Freqiiéncia alélica % (95% IC)
1236C>T C T
Pop. sadia (320)* 64,0 36,0
64.3 35,7
Pop. estudada (301) (60,3 — 68,1) (31,9-39,7)
61,7 38,3
CSA (150) (55,9 — 67,2) (32,8 -44,1)
66,9 33,1
FK (151) (613 —72.2) (27,8 -38,7)
2677G>T/A G T A
Pop. sadia (320)* 70,0 38,0 14
67,3 30,2 2,5
Pop. estudada (301) (63,4 —71,0) (26,6 - 34,1) (1,4-4,1)
66,7 29,7 3,7
CSA (150) (61,0 — 72,0) (24,6 -35,2) (1.8-6.5)
67,9 30,8 1,3
FK (151) (623 —73,1) (25,6 - 36,3) (0,4—3,4)
3435C>T C T
Pop. sadia (320)* 63,0 37,0
60,1 39,9
Pop estudada (301) (56,1 — 64,1 (35,9 - 43,9)
60,3 39,7
CSA (150) (54,6 — 65.,9) (34,1 -45,4)
59,9 40,1
FK (151) (54,2 65,5) (34,5 -45.8)

* Estrela e cols., 2008
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Tabela 10: Desequilibrio de ligagdo dos polimorfismos nas posigoes 1236, 2677 e 3435

de ABCBL1 em pacientes transplantados renais

2

Comparacdo par a par* r
1236 vs 2677 0.57
1236 vs 3435 0.38
2677 vs 3435 0.44

*P < 0,0001 para todas as comparagdes. Teste exato de Fisher realizado no programa

GENEPOP

Tabela 11: Freqiiéncia haplotipica de ABCB1 em pacientes transplantados renais

Haplotipo Populacao estudada (%) Populacao sadia (%)*

C/G/C 52,3 53,5

C/G/T 8,1 8,3
C/nonG/C 1,7 1,1
C/monG/T 2,2 2,2

T/G/C 3.8 7,8

T/G/T 3,0 2,9
T/monG/C 2,3 1,7
T/nonG/T 26,6 22,1

* Estrela e cols., 2008

4.3. Efeito dos gendtipos/haplétipos de CYP3AS5 e ABCB1 na dose requerida e na

Co/dose de ciclosporina

A andlise de univariada revelou que nenhum polimorfismo em CYP3A5 e
ABCB1 ou haplétipo de ABCB1 analisados apresentaram efeito significativo na dose
requerida de CSA.

A tabela 12 mostra os valores de Cyp/dose de CSA em funcdo dos gendtipos de
CYP3A5, de cada um dos loci examinados de ABCB1 e do numero de copias do

haplotipo selvagem (haplotipo WT) de ABCB1. A contribuicio de varidveis
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demogréficas, clinicas e genéticas na variabilidade interindividual da Cy/dose de CSA
foi avaliada, primeiramente, através de uma analise univariada (ver Métodos) e gerou os
seguintes resultados:

1. Na 1* semana e no 1° més apds o transplante, nenhuma variavel genética
teve efeito significativo na Cy/dose de CSA e, portanto, ndo foi feita analise de
regressao multipla para esses tempos;

2. Nao houve influéncia significativa dos polimorfismos de CYP3AS na
Co/dose de CSA em nenhum periodo de anélise;

3. Os polimorfismos 1236C>T, 2677G>T/A e 3435C>T apresentaram
efeito significativo na Cy/dose de CSA para os 2° e 3° meses de acompanhamento.
Nesse caso, os individuos homozigotos mutantes apresentaram os maiores valores de
Co/dose, para cada um dos polimorfismos. Esses resultados sdo mostrados de forma
grafica na figura 12;

4. O namero de copias do haplotipo selvagem também apresentou
associacao significativa com a Cy/dose de CSA para os 2° e 3° meses de
acompanhamento. Foi observado que a Cyp/dose de CSA reduz de acordo com o
aumento no nimero de copias do haplotipo selvagem. Esses resultados sdo mostrados
de forma grafica na figura 13;

5. Nos 2° e 3° meses apds o transplante, as varidveis superficie corporal e
dose de PRED (s6 para o 3° més) também apresentaram associagdo positiva com a
Co/dose de CSA.

6. O uso concomitante de SRL nao apresentou influéncia significativa na
determinagdo da Cy/dose de CSA em nenhum tempo estudado;

A tabela 13 mostra a relacdo de varidveis que na andlise univariada se
associaram com a Cy/dose de CSA (P < 0,15) e foram selecionadas para posterior
analise de regressdo multivariada. No 2° més, a superficie corporal foi a tnica variavel
que se manteve significativa (P = 0,002) enquanto no 3° més, a superficie corporal, o
nimero de copias do haplotipo selvagem de ABCB1 e a dose de PRED se mostraram
importantes para determinacdo da Co/dose. Esses resultados estdo mostrados na tabela
14 e o modelo final gerado ¢ capaz de explicar 17% da variagao de Cy/dose de CSA

observada na populagado estudada.
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Tabela 12: Influéncia dos gendtipos/haplotipos de CYP3A5 ¢ ABCB1 na Co/dose (ng'ml'/mg) de ciclosporina em pacientes

transplantados renais

Genotipo 1* semana (n=150) n 1° més (n=141) n 2° més (n=129) n 3°meés (n=118) n

wt/wt 0,48 £ 0,19 10 0,71 £ 0,36 10 0,69+0,43 9 0,70 £ 0,21 10

CYP3A5 wt/mut 0,42 £0,19 57 0,64 £ 0,35 55 0,57 £ 0,19 50 0,62 0,24 45
mut/mut 0,46 £ 0,24 83 0,69+ 0,33 76 0,67 £ 0,27 70 0,65 + 0,33 63

wt/wt 0,45 + 0,21 58 0,68 £ 0,29 56 0,60 + 0,22 52 0,60 £ 0,25 47

1236C>T wt/mut 0,44 £ 0,23 69 0,63 £ 0,30 63 0,61 0,22 55 0,60 £ 0,27 51
mut/mut 0,48 £ 0,20 23 0,76 £ 0,50 22 0,78 £ 0,38 22 0,86 £ 0,32 20

wit/wt 0,45 + 0,21 72 0,69 + 0,31 69 0,63 £ 0,25 66 0,63 £ 0,26 59

2677G>T/A wt/mut 0,41 +£0,23 56 0,64 + 0,41 51 0,57 £ 0,22 43 0,57 £ 0,24 42
mut/mut 0,51 £ 0,22 22 0,66 + 0,23 21 0,77 £ 0,31 20 0,87 £ 0,36 17

wit/wt 0,47 £ 0,22 58 0,68 £ 0,32 58 0,59 £ 0,27 53 0,58 £ 0,25 47

3435C>T wt/mut 0,42 + 0,21 65 0,68 £ 0,39 58 0,63 £ 0,20 55 0,63 £ 0,26 49
mut/mut 0,46 £ 0,23 27 0,61 0,22 25 0,75+ 0,32 21 0,81 +0,35 22

0 0,47 £ 0,21 36 0,71 0,42 34 0,77 £ 0,36 29 0,81 +0,35 29

Haplotipo WT 1 0,41 £ 0,21 73 0,62 £ 0,30 66 0,59 £ 0,21 62 0,59 0,24 56
2 0,49 +£0,23 4 0,71 £ 0,32 41 0,61 +0,22 38 0,58 £ 0,25 33

Valores expressos em média + D.P.
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Figura 12: Distribuicdo da C¢/dose de ciclosporina em relagdo ao gendtipo de ABCB1
no 2° (A-C) e 3° (D-F) més de acompanhamento. A e D: 1236C>T; B ¢ E: 2677G>T/A,;

CeF: 3435C>T.
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Figura 13: Distribuigdo da Co/dose de ciclosporina em relagdo ao numero de copias do

haplétipo selvagem de ABCB1 no 2° (A) e 3° (B) més de acompanhamento.
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Tabela 13: Analise univariada dos determinantes de Co/dose de ciclosporina

Variaveis 2° més 3°més
P P

Superficie corporal 0,0008 0,0004
Dose PRED - 0,03
1236C>T 0,01 0,05
2677G>T/A 0,01 0,07
3435C>T 0,05 0,08
HapWT 0,006 0,05

Tabela 14: Analise multivariada dos determinantes de Co/dose de ciclosporina no 3°

més apds o transplante

Variaveis Coeficiente de P P do modelo  R? do modelo
regressao
Superficie corporal -0,4730 0,05
Dose PRED -0,0134 0,01 1nS
HapWT (1 copia) -0,1885 0,03 9,510 0,1683
HapWT (2 copias) -0,2634 0,006

4.4. Efeito dos genotipos/haplétipos de CYP3A5 e ABCBL1 na dose requerida e na

Co/dose de tacrolimus

A andlise de ANOVA revelou que o gendtipo de CYP3AS tem efeito
significativo na dose requerida de FK em todos os tempos de analise (tabela 15). Esse
efeito esta mostrado de forma grafica na figura 14. Foi observado que, para CYP3A5, os
individuos homozigotos selvagens receberam em média doses 1,5 (1* semana); 2,4 (1°
més); 2,5 (2° més) e 3,0 (3° més) vezes maiores que os individuos homozigotos
mutantes. Além disso, também foi observada diferenca significativa na dose requerida
entre individuos homozigotos selvagens e heterozigotos (P < 0,05), a partir do 1° més
ap6s transplante. O efeito de polimorfismos em ABCB1 na dose requerida de FK

também foi avaliado. Analisados separadamente, o polimorfismo 2677G>T/A foi o
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unico que apresentou efeito significativo na dose de FK. Pacientes homozigotos

selvagens apresentaram maior dose quando comparados com pacientes heterozigotos e

homozigotos mutantes, no 3° més de acompanhamento (12,0 +6,7,9,4 + 5,4 ¢ 8,4 + 4,7,

respectivamente) (P < 0,05). Quando analisados na forma de haplétipos, foi observada

uma associacdo significativa com a dose requerida de FK, para o 3° més de

acompanhamento. Os resultados mostraram que individuos que nao possuem copia do

haplotipo selvagem necessitaram de doses significativamente menores que individuos

com duas copias do haplotipo selvagem (8,5 £ 5vs 12,4 + 7, P <0,05).

Tabela 15: Influéncia do genotipo de CYP3AS5 na dose requerida (mg) de tacrolimus em

pacientes transplantados renais

CYP3A5
wt/wt wt/mut mut/mut
1% semana (151) 30,0 + 6,6 22,8+ 7.4 19,0 + 6,6™°
1° més (154) 26,0+ 7,5 17,5+ 7,5 11,2+£52>¢
2° més (152) 22,6+ 6,7 15,1 + 6,3 9,0 +4,4>¢
3° més (141) 23,0+ 78 13,5 +5,8° 7,6 +3,9%¢

Valores expressos em média + D.P.

* wt/wt X wt/mut; ° wt/wt X mut/mut; ¢ wt/mut X mut/mut (P < 0,05)
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Figura 14: Distribuicdo da dose requerida de tacrolimus em relagdo ao genotipo de
CYP3AS nos diferentes tempos de acompanhamento. A-D: 1* semana-3° me¢s,

respectivamente.

A tabela 16 mostra os valores de Cy/dose de FK em fun¢ao dos genotipos de
CYP3A5, de cada um dos loci examinados de ABCB1 e do numero de copias do
haplétipo selvagem (haplotipo WT) de ABCB1. Assim como feito para os dados de
CSA, foi realizada uma analise univariada para avaliar o impacto independente de
varidveis demograficas, clinicas e genéticas na variabilidade interindividual da Cy/dose
de FK. Essa analise gerou os seguintes resultados:

I. O gendtipo de CYP3AS apresentou um efeito significativo na Cp/dose de
FK em todos os tempos analisados. Foi observado que individuos que expressam
CYP3AS5 apresentaram valores de Cyp/dose de FK significativamente menores que
individuos sem expressdo de CYP3AS. Esse resultado esta mostrado de forma grafica na
figura 15;

2. Os polimorfismos 1236C>T, 2677G>T/A e 3435C>T de ABCB1
apresentaram efeito significativo na Cg/dose de FK apenas no 3° més de
acompanhamento. Para os trés polimorfismos, foi observado que a Cy/dose ¢ maior nos
individuos homozigotos mutantes (P = 0,03, 0,006 e 0,05, respectivamente para cada

polimorfismo) (figural6);
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3.  Em relagdo aos haplétipos de ABCB1, foi observada uma associacio
significativa entre o numero de copias do haplotipo selvagem e a Co/dose de FK apenas
no 3° més apods o transplante. A figura 16 mostra que a Cyo/dose de FK reduz com o
aumento no numero de copias do haplotipo selvagem;

4.  Nenhuma variavel demografica ou clinica foi associada com a Cy/dose de
FK nos tempos analisados;

5. O wuso concomitante de SRL também ndo apresentou influéncia
significativa na determina¢do da Cy/dose de FK;

Da 1% semana ao 2° més apos o transplante, o genotipo de CYP3A5 se mostrou
o Unico determinante significativo na Cyo/dose de FK. Portanto, a analise de regressao
multipla s6 foi feita para 3° més apos o transplante e, de acordo com o que foi descrito
anteriormente, as varidveis selecionadas foram o gendtipo de CYP3A5 e os
polimorfismos e nimero de copias do haplétipo selvagem de ABCB1. A andlise
multivariada apresentou o genotipo de CYP3A5 como unica variavel com efeito
significativo na C0/dose de FK (P = 2,2:107) e responsavel por 21% da variagdo de
Co/dose de FK observada na populagao estudada.
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Tabela 16: Influéncia dos genotipos/haplotipos de CYP3A5 e ABCB1 na Cy/dose (ng'ml™'/mg) de tacrolimus em pacientes transplantados

renais
Genotipo 1* semana (n=151) n 1° més (n=154) n 2° més (n=152) n 3°meés (n=141) n
wi/wt 0,39+0,17 5 0,33 + 0,06 5 0,44 £ 0,32 5 0,42 +0,17 5
CYP3A5 wt/mut 0,61 +0,31 60 0,75+ 0,41 61 0,80 + 0,56 59 0,81 +0,46 56
mut/mut 1,04 £ 0,59 86 1,34 £ 0,77 88 1,42 £ 0,74 88 1,54 £ 0,89 80
wit/wt 0,84 £ 0,59 67 1,10+ 0,83 68 1,06 £ 0,65 66 1,09 £ 0,57 64
1236C>T wt/mut 0,83 +0,48 68 1,06 = 0,62 70 1,21+£0,74 70 1,21 £ 0,66 61
mut/mut 0,95+ 0,58 16 1,02 £ 0,58 16 0,96 + 0,43 15 1,31 £0,67 16
wit/wt 0,82 £ 0,58 70 1,08 £ 0,82 7 1,05 £0,70 69 1,07 £ 0,55 67
2677G>T/A wt/mut 0,84 +0,48 65 1,06 £ 0,62 67 1,18 £ 0,67 67 1,21 £ 0,67 58
mut/mut 0,96 + 0,57 16 1,13+ 0,60 16 1,18 £ 0,66 16 1,41 £0,65 16
wit/wt 0,87 + 0,63 50 1,09 £0,73 50 1,09 £ 0,70 47 1,13 £ 0,64 47
3435C>T wt/mut 0,81 +0,47 81 1,056 £0,72 84 1,13+0,70 85 1,15 £ 0,61 74
mut/mut 0,97 + 0,55 20 1,14 £ 0,64 20 1,14 £ 0,57 20 1,31 £0,61 20
0 0,97 + 0,54 27 1,13 £ 0,61 27 1,27 £ 0,89 28 1,36 £ 0,61 28
Haplétipo WT 1 0,80 + 0,46 88 1,04 £ 0,70 91 1,17 £0,73 90 1,16 £ 0,63 79
2 0,86 + 0,68 36 1,11 +0,82 36 0,96 + 0,61 34 0,96 + 0,47 34

Valores expressos em média + D.P.

43



P=3,7-10" P=4510"

0
C4, . D4
) P=9310 P=3,910"
E3 3 *
€
2 2 21
% = !
o 14 14
ke : T ~
o % = : 0 — T

wt/wt  wt/mut mut/mut wt/wt  wt/mut mut/mut

Figura 15: Distribui¢ao da Co/dose de tacrolimus em relagdo ao genotipo de CYP3AS nos

diferentes tempos de acompanhamento. A-D: 1* semana-3° més, respectivamente.
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Figura 16: Distribuicdo da Cy/dose de tacrolimus em relagdo ao genétipo/haplotipo de
ABCB1 no 3° més apo6s transplante. A: 1236C>T, B:2677G>T/A, C: 3435C>T e D: nimero

de copias do haplétipo selvagem.
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5. DISCUSSAO

Esse trabalho, em colabora¢ao com o Hospital do Rim de Sao Paulo, um centro de
referéncia em transplantes renais no pais, ¢ o primeiro a avaliar o impacto de polimorfismos
farmacogenéticos na terapia com imunossupressores na populacdo brasileira. Diversos
estudos mostram que a extrapolagdo livre de dados colhidos em populagdes relativamente
homogéneas para populagdes altamente miscigenadas como ¢ o caso do Brasil (Suarez-
Kurtz, 2005a, b; Suarez-Kurtz e Pena, 2006, 2007) ¢ inadequada no caso de genes nos quais
as freqiiéncias alélicas variam entre as populagdes ancestrais. Esse ¢ o caso, por exemplo,
dos genes CYP3AS5 e ABCBL1, que tém sido apontados como principais determinantes na
farmacocinética dos imunossupressores. Além de terem sido realizados em populagdes
homogéneas, a maioria dos trabalhos investigou apenas a presenga do alelo CYP3A5*3 ¢
ndo a do alelo CYP3A5*6. A presenga do alelo nulo CYP3A5*6 pode coexistir com o alelo
CYP3A5*1 e resultar em uma determinagdo incorreta do status alélico de um paciente,
quando ndo avaliado. Como discutido por MacPhee e colaboradores em 2004, a
investigagdo do alelo CYP3A5*6, presente em aproximadamente 10% de individuos de
origem africana (Kuehl e cols., 2001; Hustert e cols., 2001) também ¢é muito importante,
principalmente em populacdes com ancestralidade africana, como ¢ o caso da populacao
brasileira.

Além de apresentar pequena biodisponibilidade oral, os imunossupressores sdao de
dificil uso clinico pois apresentam estreita faixa terapéutica e ampla variabilidade
interindividual (Utecht e cols., 2006). Em nosso estudo observamos uma diferenga na dose
diaria de CSA que variou de 5 a 7,5 vezes entre os pacientes, de acordo com o tempo apos
transplante. No caso de FK, essa diferenca foi ainda maior e variou de 5,7 a 16 vezes, de
acordo com o tempo apds transplante. Por esse motivo, a busca por varidveis genéticas com
influéncia na farmacocinética desses medicamentos ¢ de grande interesse a fim de reduzir,

no caso de transplantados renais, os riscos de rejei¢do e nefrotoxicidade.
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5.1. Efeito de variaveis genéticas na dose requerida de tacrolimus e ciclosporina

O efeito de polimorfismos em CYP3AS na biodisponibilidade de FK foi
primeiramente sugerido por MacPhee e colaboradores (2002). Os autores demonstraram
que a expressao de CYP3AS era o principal determinante da dose requerida de FK em
pacientes transplantados renais. Tal efeito foi confirmado repetidamente em diversos
trabalhos subseqlientes que mostram que pacientes que expressam CYP3A5 necessitam de
doses significativamente maiores de FK para atingir a Cy alvo, quando comparados com
pacientes que nao expressam CYP3A5 (Haufroid e cols., 2006; Kuypers e cols., 2007;
Bandur e cols., 2008). Nosso trabalho confirma esse efeito para a populagdo brasileira, com
a demonstragdo que individuos homozigotos selvagens receberam doses de FK de 1,5 a 3,0
vezes maiores que individuos homozigotos mutantes, de acordo com o tempo apds o
transplante. Em 2004, Kuypers ¢ Vanrenterghem demonstraram que atingir a Cy alvo logo
nos primeiros dias apds o transplante era essencial para reduzir o risco de rejeicao aguda.
Portanto, quanto mais rapido for o acerto na dose requerida, mais cedo a Cy alvo sera
alcangada e menor serd o risco de rejeicao aguda.

Em nosso trabalho, o efeito do gendtipo de CYP3AS5 na dose requerida de FK pdde
ser observado ja na primeira semana apds o transplante, reforcando a importancia dessa
variavel e que a correcdo da dose de FK em relacdo ao genotipo de CYP3A5 deve ser
considerada em pacientes transplantados renais. De fato, alguns autores j4 defendem que a
dose inicial de FK seja corrigida em fun¢do do gendtipo de CYP3A5 de tal forma que
pacientes que expressam CYP3AS5 recebam uma dose inicial equivalente ao dobro da dose
inicial de pacientes sem expressdo de CYP3A5 (Hesselink e cols., 2005; Haufroid e cols.,
2006). Apesar de essa hipdtese ter que ser formalmente testada, alguns centros de
transplante ja adotaram a estratégia de dobrar a dose inicial de FK em pacientes com
expressdo de CYP3A5 (MacPhee e cols.,, 2008). Além de confirmar o efeito de
polimorfismos em CYP3A5 na dose requerida de FK, nosso trabalho ¢ o primeiro a mostrar
uma diferenca significativa na dose requerida de FK entre pacientes homozigotos selvagens

e heterozigotos. Até o momento, todos os artigos publicados apresentavam diferenga
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apenas entre portadores do alelo CYP3A5*1 (homozigotos selvagens + heterozigotos) e
homozigotos mutantes, possivelmente pelo nimero limitado de individuos *1/*1.

Diferente do que foi observado para FK, ndo houve influéncia do gendtipo de
CYP3A5 na dose requerida de CSA. Visto que a CSA ¢ metabolizada pela mesma via que o
FK, se poderia esperar que esses medicamentos fossem susceptiveis a influéncias genéticas
semelhantes. No entanto, assim como no nosso trabalho, a maioria dos estudos nao ¢ capaz
de demonstrar efeito de CYP3A5 na dose requerida de CSA (Hesselink e cols. 2003, Bandur
e cols., 2008; Wang e cols., 2009). Como dito anteriormente, observamos uma
variabilidade na dose didria de FK maior que na dose de CSA e esse fato pode ter
aumentado nosso poder estatistico de detectar um efeito significativo dos polimorfismos de
CYP3A5 na dose de FK e ndo de CSA.

A correlacdo entre polimorfismos em ABCB1 e a dose requerida de FK e CSA
pode ser interpretada como um aumento na absorc¢do intestinal desses medicamentos em
pacientes portadores de alelos mutantes. Pacientes selvagens para o gene ABCB1 tendem a
ter um efluxo maior de medicamentos das células intestinais para o limen intestinal e,
portanto, necessitam de doses didrias maiores para atingir concentracdes plasmaticas alvo.
Em contrapartida, uma redu¢do na atividade de P-gp diminui o efluxo mediado por essa
bomba, resultando em uma maior biodisponibilidade oral de medicamentos (Anglicheau e
cols. 2003). Nesse trabalho investigamos a correlagdo entre os polimorfismos 1236C>T,
2677G>T/A e 3435C>T de ABCB1 e a dose requerida de FK e CSA. Para FK, foi
observada uma associacdo significativa entre o polimorfismo nao-sindnimo 2677G>T/A
(alelo G esta associado a maior expressio de ABCB1l) e a dose no 3° més de
acompanhamento. Observamos que a dose de FK em pacientes homozigotos selvagens para
o alelo 2677G foi, em média, 22% e 30% maior que em pacientes heterozigotos e
homozigotos mutantes, respectivamente. O impacto dos haplotipos de ABCB1 na dose de
FK também foi avaliado. A tUnica associacdo significativa detectada foi entre a dose
requerida e o numero de copias do hapldtipo selvagem apos trés meses de transplante.
Nesse tempo, observamos que pacientes homozigotos para o haplotipo selvagem C/G/C
receberam em média uma dose de FK 31% maior que pacientes sem nenhuma copia do
haplotipo selvagem (12,4 + 7 vs 8,5 = 5). A maioria dos estudos, usando tanto SNPs

individuais ou haplétipos, ndo demonstra associag@o entre os polimorfismos de ABCB1 e a
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dose requerida de FK (Hesselink e cols., 2003; Haufroid e cols., 2004; Tsuchiya e cols.,
2004; Loh e cols., 2008, Bandur e cols., 2008, Press e cols., 2009). No entanto, MacPhee ¢
colaboradores descreveram uma associagao entre a dose FK e o polimorfismo 3435C>T, na
qual pacientes com o genotipo 3435CC recebiam doses maiores. Apesar de significativo,
esse efeito era relativamente pequeno (MacPhee e cols., 2002. Em outro trabalho, foi
mostrado que pacientes com o haplotipo C/G/C recebiam doses significativamente maiores
que pacientes com o gen6tipo T/nonG/T (Anglicheau e cols., 2003). Mais recentemente, foi
descrita uma associagdo significativa entre o gen6tipo 3435CC e a dose requerida de FK em
pacientes chineses submetidos a transplante hepatico (Wei-Lin e cols., 2006). A falta de
consenso nos resultados pode ser explicada pela diferenca no numero de pacientes
analisados em cada estudo e no tempo apds transplante em que o efeito dos polimorfismos
em ABCB1 era analisado. Em relag@o a dose de CSA, ndo observamos nenhuma associacao
entre os genodtipos e haplétipos de ABCB1 e a dose requerida. Essa auséncia de associagdo
esta de acordo com os dados mostrados em estudos realizados com pacientes submetidos a
transplante renal (Hesselink e cols. 2003; Foote e cols. 2006; Crettol e cols. 2008), hepatico
(Crettol e cols. 2008) e cardiaco (Hesselink e cols. 2004). Juntos, esses resultados mostram
que polimorfismos em ABCB1 explicam, de maneira limitada, a variabilidade na dose

requerida dos inibidores de calcineurina.

5.2. Efeito de variaveis demograéficas, clinicas e genéticas na Cy/dose de tacrolimus e

ciclosporina

O impacto de variaveis demograficas, clinicas e genéticas na Cp/dose de FK e CSA
foi avaliado através de uma analise de regressao multipla. Primeiramente, foi realizada uma
analise univariada para selecionar as variaveis que seriam incluidas na analise multivariada.

A andlise univariada realizada para FK mostrou o gendtipo de CYP3A5 como a
unica variavel com efeito significativo na Cp/dose na 1* semana e nos 1° e 2° meses apos
transplante. Pacientes homozigotos mutantes apresentaram maior Cy/dose quando

comparados com pacientes homozigotos selvagens ou heterozigotos. No 3° més, além do
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genotipo de CYP3AS5, os polimorfismos isolados e o numero de coépias do haplétipo
selvagem também apresentaram efeito significativo na Cy/dose de FK e foram incluidos na
analise multivariada. O genotipo de CYP3AS foi a tUnica varidvel que se manteve
significativa (P = 2,2:107) ap6s a analise ¢ o efeito de polimorfismos em CYP3A5 na
Co/dose de FK pode ser explicado pela grande influéncia que os mesmos tém na
determinagdo da dose de FK. Apesar de terem sido apontados pela andlise univariada como
possiveis determinantes da Co/dose de FK, os polimorfismos de ABCB1 nao apresentaram
valores significativos para se manter no modelo. Conforme descrito recentemente por
Bandur e colaboradores (2008), o haplotipo de ABCB1 ndo possui efeito significativo nos
parametros farmacocinéticos de FK, mas estd associado ao risco de rejeigdo aguda.
Segundo os autores, a concentracdo de imunossupressores no interior dos linfocitos de
portadores de haplétipos de ABCB1 que aumentam a atividade de P-gp pode ser menor,
apesar de as concentracdes plasmaticas serem normais (Bandur e cols., 2008). O modelo
proposto nesse trabalho ¢ capaz de explicar 21% da variacdo de Cy/dose de FK observada
na populacao estudada.

A analise univariada realizada para CSA mostrou que polimorfismos em CYP3AS
ndo tém efeito significativo na determina¢do da Cy/dose nos tempos estudados. Ja os
gendtipos/haplotipos de ABCB1 apresentaram efeito significativo nos 2° e 3° meses apos
transplante. Para esses tempos, foi observado que a Cyp/dose de CSA ¢ maior nos pacientes
homozigotos mutantes (para cada um dos polimorfismos estudados) e que ela reduz de
acordo com o aumento no numero de copias do haplotipo selvagem de ABCB1. Nos 2° e 3°
meses as variaveis superficie corporal e dose de PRED (apenas no 3° més) também se
associaram significativamente com a Cy/dose de CSA. O efeito de PRED na Cy/dose de
CSA pode ser explicado pela interacio medicamentosa descrita entre corticosterdides e
imunossupressores (Shimada e cols., 2002). Para o 2° més apo6s o transplante, apenas a
superficie corporal se manteve significativa apds analise multivariada (P = 0,002). Ja a
analise multivariada realizada para o 3° més apresentou a superficie corporal, a dose de
PRED e o numero de copias do haplotipo selvagem de ABCBl como determinantes
significativos da Cy/dose de CSA. Essas variaveis sdo capazes de explicar 17% da varia¢ao

de Cy/dose observada.
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Para investigar se a interagdo farmacocinética descrita entre os imunossupressores
(Podder e cols., 2001; Bai e cols., 2004; Cattanco e cols., 2004) tem algum efeito na
Co/dose de FK ou CSA, foram incluidos em nosso estudo 103 pacientes tratados
concomitantemente com SRL. Os resultados mostraram que o uso concomitante de SRL
ndo interfere na Cy/dose de FK ou CSA.

Em resumo, esse trabalho mostra que nenhum polimorfismo estudado tem efeito
na dose diaria de CSA, que haplétipo de ABCB1 estd associado a Cy/dose de CSA no 3°
més apos o transplante e que o genotipo de CYP3AS esta fortemente relacionado com a
dose ¢ a C¢/dose de FK, ja na primeira semana apds o transplante. Devido a relacao
existente entre o tempo que se leva para atingir a Cy alvo e o progndstico de rejeicao aguda,
os resultados aqui apresentados sugerem que a genotipagem prévia para CYP3A5 pode
contribuir para a individualizagdo da terapia com imunossupressores ¢ na melhoria da

evolugdo clinica dos transplantes.
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6. CONCLUSOES

Em relagdo a dose requerida de FK e CSA:

e Individuos homozigotos selvagens para CYP3A5 receberam doses de FK
significativamente maiores que individuos homozigotos mutantes ja na 1* semana apos
transplante;

e Do 1° ao 3° més apds transplante, também foi observada diferenca
significativa na dose de FK entre homozigotos selvagens e heterozigotos. Esse € o primeiro
artigo a descrever essa diferenca;

e O polimorfismo 2677G>T/A e o haplotipo de ABCB1 tiveram efeito
significativo na dose requerida de FK no 3° més ap6s transplante;

e Os genotipos de CYP3AS e ABCBL1 nio tiveram efeito na dose requerida de
CSA;

Em relagao a Cy/dose de FK e CSA:

e Para FK, o genotipo de CYP3AS foi a tnica varidvel com efeito significativo
na Cy/dose da 1* semana ao 2° més apos o transplante;

e Para FK, a andlise multivariada realizada para o 3° més apos transplante
apontou o gendtipo de CYP3AS5 como o unico determinante da Co/dose;

e Para CSA, a andlise multivariada realizada para o 2° més ap0s o transplante
ndo apontou varidveis genéticas como determinantes significativos da Cy/dose;

e Para CSA, a analise multivariada realizada para o 3° més ap6s o transplante
apontou a superficie corporal, a dose de PRED e o haplotipo de ABCB1 como
determinantes da C0/dose.

¢ O uso concomitante de SRL nao teve efeito significativo na determinagdo da

Co/dose de CSA e FK.
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todos os pacientes incluidos nos estudos as doses e as respectivas concentracdes de ciclosporina, tracolimo e

sirolimo, realizadas conforme rotina local do tratamento do fransplante. As concentragdes destas drogas seréo

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sdo Paulo / Brasil
Tel.; (011) 5571-1062 - 5538.7162
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Escole Paulista de Medicina Hospital Sdo Pauio

Universidade Federal de S30 Pavio Comilé de Elica em Pesquisa

mtineirémente determinadas por kits especificos comercializados. A andlise dos resultados serdo as freqiiéncias

alélica e genotipica determinadas por contagem. As freqiiéncias genotipicas esperadas serdo calculadas atraves da
“ equagdo do equilibrio de Hardy-Weinberg e sera avaliada a influéncia dos polimorfismos nos genes CYP3AS5 e

ABCB1.

FUNDAMENTOS E RACIONAL: estudar os fatores genéticos envolvidos tanto na farmacocinética como

farmacodindmica dos medicamentos imunossupressores ciclosporina, tracolimo e sirolimo.

MATERIAL E METODO: descritos os procedimentos de coleta de dados de prontuarios e estudo farmacogendmico ja

padronizado pela equipe.

TCLE: apresentado adequadamente.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: A apresentagdo do orcamento detalhado permitiu a analise econdmica viabilizando

assim, a realizag@o do projeto..

CRONOGRAMA: 12 meses.

JBJETIVO ACADEMICO: Nio envolve obtencio de titulo.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 26/7/2008 e 26/7/2009.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S4o Paulo/Hospital Sao Paulo ANALISOU ¢ APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusao de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apds
andlise das mudancas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos 6rgaos competentes.

Atenciosamente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Paulo/ Hospital Sdo Paulo

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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Farmacogenética do transplante renal:
influéncia de polimorfismos em CYP3A5 e ABCB1

Informacdes ao paciente:

Vocé realizou um transplante renal e, para evitar que seu sistema de
defesa rejeite o rim transplantado, vocé faz uso de medicamentos

chamados imunossupressores.

Esses medicamentos devem ser utilizados diariamente e as doses
sdo checadas a cada visita, baseado nos resultados de exame de sangue
que voceé realiza. Quando a quantidade de medicamento esta muito elevada
no sangue, seu médico reduz a dose do remédio para evitar que vocé tenha
efeitos colaterais. Por outro lado, quando vocé tem pouca quantidade de
medicamento no sangue, a dose é aumentada para que vocé nao tenha
rejeigao.

Por causa disso, o tratamento ¢é individualizado. Para cada paciente,
€ necessaria uma dose diferente dos medicamentos, pois cada pessoa

absorve os remédios de uma forma diferente.

O motivo disso vem sendo estudado através de estudos chamados
farmacogenéticos. Estes estudos avaliam genes (que séo pedagos do DNA
dos pacientes). Os genes variam entre as pessoas o0 que faz com que cada
pessoa seja diferente da outra. Através de uma unica coleta de sangue, é
possivel verificar se os pacientes possuem genes que vao determinar se a
absorcdo dos medicamentos sera boa ou ruim e também a forma como

esses medicamentos poderao funcionar.

Tendo essas informagdes, é possivel prever a dose mais indicada de
cada medicamento para cada paciente. No entanto, para isso acontecer
ainda sdo necessarias muitas pesquisas que irdo, no futuro, auxiliar os

médicos em tratamentos como o seu.
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Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que vai
analisar genes de 300 pacientes transplantados renais que fazem uso de

medicamentos para evitar a rejeigao.

Vocé néo tera beneficio com a participagao nesse estudo. Vocé sera
um voluntario que ira contribuir para termos mais informacgdes sobre o seu

tratamento

Sua participagéo no estudo € VOLUNTARIA. Vocé no é obrigado a

participar. Mesmo que decida participar do estudo, vocé pode desistir a
qualquer momento, sem que isso prejudique seu tratamento aqui no
hospital. Caso nao queira participar do estudo, vocé ira continuar em uso de

seu tratamento atual, sem nenhuma mudancga.

Se aceitar participar desse estudo, colheremos uma amostra de
sangue para analises de seus genes. As demais informag¢des necessarias
para o estudo serdo obtidas de seu prontuario médico. A amostra de

sangue sera utilizada apenas para as finalidades desse estudo.

Durante todo o periodo que participar do estudo, manteremos sigilo
em relacdo a sua identidade. Nossa equipe de pesquisa tera acesso aos
seus dados e, caso seja necessario também as autoridades regulatérias
(Comité de Etica do hospital, o Comité Nacional de Etica). Ao final do
estudo, os resultados poderdo ser publicados, mas sua identidade nunca

sera revelada.

Qualquer duvida a respeito do estudo ou sobre sua saude, vocé pode entrar
em contato com o médico responsavel Dr Helio Tedesco no telefone 50878113 ou
com a farmacéutica coordenadora do estudo Claudia Rosso Felipe, no telefone
50878110. Caso tenha davidas ou queira se informar melhor quanto aos direitos dos
voluntarios de pesquisa, vocé€ pode entrar em contato com o Comité de ética em
Pesquisa da UNIFESP, que também esta acompanhando a evolugdo desse estudo.

Tel: 55397162.
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Termo de consentimento livre e esclarecido

Eu, ’
declaro que li e entendi as informacgdes contidas nesse formulario e concordo em

participar do estudo.

Nome do paciente:

Assinatura:

Data: / /

Nome da testemunha*;

Assinatura:

Data: / /

* Para pacientes com deficiéncia auditiva, visual ou analfabetos.

Nome do profissional da equipe responsavel pela obtencdo do termo de
consentimento:

Assinatura:

Data: / /
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FARMACOGENETICA DO TRANSPLANTE RENAL
QUESTIONARIO DEMOGRAFICO

1 IDENTIFICAGAO Nedecontrole] [ [ | | [ [ [ [ [ [ ]

1.01 Data da Entrevista: | | dd/mm/aaaa 1.02 Origem : | |

1.03 N° da matricula: | | | | | | | |

1.04 Nome: 1.05 Tipo:

1. paciente

2. voluntario sadio/controle

1.06 Nome do entrevistador:

2 DADOS PESSOAIS

2.01 Endereco: |
2.02 Bairro:
2.03 Cidade: 2.04 Estado: I:I(sigla)

2.05 Cep: | | - | | 2.06 Telefone: - (DDD) - 0000-0000
iR N (O[T

2.08 E-mail:

2.10 Data de nascimento 2.11 ldade: D:' anos
Ll Joa[ | Jmes [ [ [ [ |ano

2.12 Local do nascimento (estado) :

2.13 Sexo: 1. Masculino 2. Feminino

2.14 Peso: Altura:

3 DADOS ETNICOS

3.01 Na sua opinido, qual é a sua cor ou raca?

1. Branca 4. Amarela
2. Parda 5. Indigena
3. Preta 6. Sem declaragéo
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3.02 Na sua opinido, qual é a cor ou raga dos seus pais?

1. Mae 2. Pai
1. Branca 4. Amarela 1. Branca 4. Amarela
2. Parda 5. Indigena 2. Parda 5. Indigena
3. Preta 6. Sem declaragao 3. Preta 6. Sem declaragéo
3.03 Na sua opinido, qual é a cor ou raga dos seus avos maternos?
1. Avo 2. Avd
1. Branca 4. Amarela 1. Branca 4. Amarela
2. Parda 5. Indigena 2. Parda 5. Indigena
3. Preta 6. Sem declaragao 3. Preta 6. Sem declaragéo
3.04 Na sua opinido, qual € a cor ou raga dos seus avos paternos?
1. Avo 2. Avd
1. Branca 4. Amarela 1. Branca 4. Amarela
2. Parda 5. Indigena 2. Parda 5. Indigena
3. Preta 6. Sem declaragao 3. Preta 6. Sem declaragéo
3.05 Classificagéo de cor ou raga feita pelo entrevistador:
1. Branca 4. Amarela
2. Parda 5. Indigena
3. Preta 6. Sem declaragéo
4 USO DE MEDICAMENTOS ALEM DO TRATAMENTO IMUNOPRESSOR

As préximas perguntas sdo sobre o uso de medicamentos (NAO INCLUIR O ESQUEMA
TERAPEUTICO ESPECIFICO PARA O TRANSPLANTE RENAL)

4.01 Faz uso de algum medicamento atualmente:
Medicamento Dose Frequéncia Tempo de uso

1)

2)

3)

4)




4.02 Fez uso crbnico de algum medicamento:
Medicamento Dose Frequéncia Tempo de uso Quando parou

1)

2)

3)

4)

4.03 Faz uso de algum fitoterapico, homeopatia, cha ou outro produto natural atualmente:

Medicamento Dose Frequéncia Tempo de uso
1)

2)

3)

4)

5 DOENCAS CRONICAS

5.01 Possui alguma doenga crénica?

. Diabetes

. Presséao Alta

. Insuficiéncia Cardiaca
. Gastrite/ulcera

. Tiredide

. Asma/Bronquite

. Febre Reumatica

0 N O 0o WN -

. Outras — especifique

Assinatura do entrevistador
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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