UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE PESQUISAS EM ONCOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ONCOLOGIA E CIENCIAS MEDICAS

DISSERTACAO DE MESTRADO

PERFIL MOLECULAR EM GENES CYP3A4 E CYP2J2:
UM CAMINHO PARA A FARMACOGENETICA DO RIVAROXABAN EM
UMA POPULACAO DO NORTE DO BRASIL

DISCENTE: PAULO MARTINS TOSCANO
ORIENTADOR: Prof. Dr. Ney Pereira Carneiro
dos Santos

BELEM — PA
2014



PAULO
MARTINS

TOSCANO

PERFIL MOLECULAR EM GENES CYP3A4 E CYP2J2:
UM CAMINHO PARA A FARMACOGENETICA DO RIVAROXABAN EM
UMA POPULACAO DO NORTE DO BRASIL

PPGOCM

NPO/UFPA



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE PESQUISAS EM ONCOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ONCOLOGIA E CIENCIAS MEDICAS

DISSERTACAO DE MESTRADO

PERFIL MOLECULAR EM GENES CYP3A4 E CYP2J2:
UM CAMINHO PARA A FARMACOGENETICA DO RIVAROXABAN EM
UMA POPULACAO DO NORTE DO BRASIL

Dissertacdo submetida ao Programa de Pés-graduagédo em
Oncologia e Ciéncias Médicas da UFPA como requisito par-
cial para obtencéo do grau de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Ney Pereira Carneiro dos Santos



-

AUTORIZO AREPRODUCAO E DIVULGAGCAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO,
PARAFINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADAA FONTE.

Catalogacéo na Publicacao
Servi¢go de Documentacdo do Nucleo de Pesquisa
em Oncologia e Ciéncias Médicas
Universidade Federal do Para

Toscano, Paulo Martins.

Perfil molecular em genes cyp3a4 e cyp2j2: um caminho para a farmacogenética
do Rivaroxaban em uma popula¢éo do norte do Brasil / Paulo Martins Toscano —
2014 Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal do Para, Instituto de
Ciéncias da Saude Programa de Pds-Graduacdo em Oncologia e Ciéncias
Medicas, Belém, 2014. Orientador Prof. Dr. Ney Pereira Carneiro dos Santos.

1. Famacogenetica 2. Polimorfismo (genética) 3. Trombo embolismo — profilaxia.
4. Assumpcéo, Paulo Pimentel orient. 5. Santos, Ney Pereira Carneiro dos, oriente.

|. Titulo.

CDD 23.ed. - 615.718




Paulo Martins Toscano

FOLHA DE APROVACAO

Perfil Molecular em Genes CyP3a4 E CyP2j2:
Um caminho para a farmacogenética do Rivaroxaban em
uma populacao do norte do Brasil

Dissertacédo submetida ao Programa de Pos-graduacéo em
Oncologia e Ciéncias Médicas da UFPA como requisito par-
cial para obtencao do grau de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Ney Pereira Carneiro dos Santos

Banca Examinadora

Prof. Dr.
Instituicao: Assinatura:
Prof. Dr.
Institui¢éo: Assinatura:
Prof. Dr.
Instituicao: Assinatura:
Prof. Dr.
Institui¢éo: Assinatura:
Prof. Dr.
Institui¢éo: Assinatura:



a Thais, Rafael e Lucas, que séo
tudo para mim

A0S meus pais, comigo em todos os
momentos



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida

A minha esposa Thalis, pelo amor e companheirismo, sem os quais tudo sempre teria
sido tdo mais dificil

Aos meus filhos Rafael e Lucas, fontes de inspiracdo permanentes

Aos meus pais, Paulo e Linda, pelo apoio constante, pela amizade e pelos ensina-
mentos de uma vida

Aos meus irmaos, Moénica e Silvio, pela amizade e apoio em todos 0s momentos

Ao meu orientador, Prof. Ney Santos, pelos ensinamentos e toda a indispensavel orie-
tacdo, sem 0s quais essa pesquisa nao teria sido possivel

Ao Prof. Paulo Assumpcéo, pelo apoio e pelo exemplo de genuina lideranca, que
agrega e que, também, compartilha

A Lais Zumero, minha sogra, por todo o apoio e carinho, 0 meu muito obrigado

Ao amigo Ezequiel Noronha, pela talentosa contribuicdo na editoracao do texto

Ao Prof. Jorge Resque, pelo apoio e amizade

A Prof. Graca Pena pela acurada normalizac&o e imprescindivel colaboracg&o na fina-
lizac&do deste trabalho.



“Somos mais pais do nosso futuro
do que filhos do nosso passado”

Miguel de Unamuno y Jugo



RESUMO

Nos ultimos anos, novos anticoagulantes tém sido desenvolvidos com o obje-
tivo de minimizar as dificuldades encontradas no manejo clinico das drogas conven-
cionais, porém nao existem dados publicados sobre a sua farmacogenética. Dian-
te da hip6tese de que os polimorfismos relacionados a sua metabolizagdo possam
ser fonte de variabilidade genética, o presente estudo objetiva realizar inferéncias
de epidemiologia molecular dos polimorfismos nos genes CyP3a4 (rs2246709)
e CyP2j2 (rs890293), relacionados ao metabolismo do Rivaroxaban, um novo
inibidor direto do fator Xa. S&o analisadas 136 amostras de individuos sau-
daveis de uma populacdo do Norte do Brasil que apresenta um elevado grau de
mistura interétnica. Para alcancar o objetivo farmacogenético foi realizada, em para-
lelo, andlise de ancestralidade genémica nos individuos investigados. Os resultados
demonstraram diferencas significativas entre os genotipos do CyP3a4 observados
no estudo, quando comparados a todas as populacdes ancestrais para o polimorfis-
mo 99365719 a>G (P<0,05). a populacdo miscigenada do norte do Brasil, portanto,
apresentou diferenca na distribuicdo das frequéncias genotipicas em relacdo aos
grupos ancestrais, formadores de nossa populacdo. O mesmo achado néo é ob-
servado para polimorfismo do gene do CyP2j2. Destaca-se que o polimorfismo no
gene do CyP3a4, na amostra investigada, sofre influéncia da contribuicdo étnica
européia individual. Considerando, a elevada miscigenacdo que caracteriza a po-
pulacéo local e 0 avanco da Farmacogendmica na medicina atual, os dados podem

contribuir para a melhor compreensao da farmacogenética do novo anticoagulante.
Palavras-chave: polimorfismos, Rivaroxaban, CyP3a4, CyP2j2 e ancestralidade.
ABSTRACT

In recent years, new anticoagulants have been developed with the purpose of
minimizing the difficulties encountered in the clinical management of conventional dru-

gs, but there are no published data on its pharmacogenetics. Considering the hypothe-

sis that polymorphisms related to its metabolism may be the source of genetic variabi-



lity, this study aims to make inferences on molecular epidemiology of polymorphisms
in CyP3a4 (rs2246709) and CyP2j2 (rs890293) genes related to the metabolism of
Rivaroxaban, a new direct factor Xa inhibitor. 136 samples from healthy individuals in
a population of northern Brazil with a high degree of inter-ethnic mix, so as to
guarantee that the pharmacogenetic goal was achieved, have been subjected to a
parallel analysis of genomic ancestry for the individuals investigated. The results sho-
wed significant differences among genotypes for CyP3a4 observed in the study com-
pared to all ancestral populations for a polymorphism 99,365,719 a> G ( P <0.05). The
mixed population of northern Brazil, therefore, showed differences in the distribution of
genotype frequencies in relation to ancestral groups, forming our population. The same
finding was not observed for the CyP2j2 gene polymorphism. It is noteworthy that the
polymorphism in the CyP3a4 gene in the investigated sample is influenced by indivi-
dual ethnic European contribution. Considering the high miscegenation featuring local
people, and the advancement of Pharmacogenomics in current medicine, such data can

contribute to a better understanding of the pharmacogenetics of that new anticoagulant.

Keywords: polymorphisms, Rivaroxaban, CyP3a4, CyP2j2, ancestry.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos histéricos dos anticoagulantes orais

A observagédo que levou ao desenvolvimento dos primeiros anticoagulantes
orais, 0s cumarinicos, remonta ao inicio do século XX. Foi em 1921, a partir da
ocorréncia de um surto que dizimou rebanhos bovinos inteiros, e em que havia, como
parte do quadro clinico, episodios de hemorragia espontanea, que o patologista
veterinario Frank Schofield associou a alteracdo na coagulacdo sanguinea ao
consumo do feno estragado, onde havia um fungo, o Melilotus officinalis. Partindo
desta observacao, no ano de 1940, o quimico Karl Paul Gerhardt Link e colaboradores,
iniciaram as pesquisas que culminaram com a obtencdo do anticoagulante Dicumarol
(APOSTOLaKIS, 2009). O grupo observou que a cumarina presente no Trevo Doce
(M. officinalis), que nao tinha efeito anticoagulante algum em sua forma pura, adquirira
esta propriedade gracas a oxidacdo a 4-hidroxicumarina. a substancia com potente
efeito anticoagulante — 3- (2-acetil-1-fenoletil)-4-hidroxicumarina foi patenteada em
1941, para uso como raticida, com o acronimo da instituicao que possibilitou a pesquisa:
Warfarin (Wisconsin Alumni Research Foundation). Fatos posteriores, relacionados
a ingesta de Warfarina por humanos, acabaram levando a observacdo de que
seus efeitos anticoagulantes eram bem tolerados, e a possibilidade do uso
terapéutico da mesma passou a ser, entdo, considerada. Patenteada e
comercializada desde o0 ano de 1954, a Warfarina passou a ser a terapia de eleicéo
para anticoagulacao de longo prazo (GARCIA, 2009; YOSHIDA, 2011).

Aolongo dos ultimos cinquenta anos, a Warfarina sédica tem sido o anticoagulante
oral mais utilizado e estudado no mundo (RACHED, 2008; GUIMARAES, 2007;
ANSELL, 2008). Ha4 dados publicados sugerindo taxa anual de prescricdo
equivalente a até 1,5% da populacdo (ANSELL, 2008). Ao longo desse periodo, a
sua utilizagdo tem permitido a prevencao eficaz de fenébmenos tromboembdlicos
arteriais e venosos, 0 que justifica a sua definitiva incorporacdo ao arsenal

terapéutico contemporaneo.
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Contudo a grande dificuldade relacionada ao seu uso estd na obtencéo
de um controle adequado da dose necessaria para exercer o seu efeito
anticoagulante de forma plena, minimizando os riscos de eventos hemorragicos (em
caso de dosagem excessiva) ou de eventos tromboticos (em caso de dosagem
inadvertidamente baixa). A margem terapéutica desta droga é restrita, 0 que implica
necessidade de seguimento rigido dos pacientes, com controle laboratorial seriado.

Ai esta o dilema que se p6e, quando do uso da Warfarina: ao mesmo tempo
em que seu uso € imperativo, dentro das indicacbes jA& bem definidas nos
Consensos, sua utilizacdo traz riscos sérios, em grande parte relacionados a
dificuldade de seu controle (ANSELL, 2008).

Os esforgos iniciais na busca de novos anticoagulantes remontam a cerca de
15 anos, quando o modelo terapéutico padrdo para eventos trombaéticos envolvia
0s jA mencionados cumarinicos e a heparina (CHUDZINSKI, 2008). Esta sofreu
uma primeira modificacdo, que culminou com o surgimento da molécula fracionada,
conhecida como Heparina de Baixo Peso Molecular, cujas primeiras referéncias de uso
clinico na literatura sdo da década de noventa (THE COLUMBUS INVESTIGATORS,
1997). a partir dai, o uso desta droga foi expandido, assemelhando-se as indicacdes
da Heparina comum. Na atualidade, tem sido a primeira escolha na maioria das
situacdes de anticoagulacao rapida e de uso parenteral (HIRSH, 2004).

Novos anticoagulantes orais tém sido desenvolvidos com o intuito de oferecer
resposta aos problemas mais frequentemente relacionados aos medicamentos
tradicionais, quais sejam: o risco hemorragico; a necessidade de um controle
laboratorial estrito; e a via de administragcdo, que torne o seu uso simplificado.
assim, pode-se concluir que esse anticoagulante ideal e eficaz deveria preencher
0S seguintes pré-requisitos: 1) ter baixo risco hemorragico; 2) sem efeitos colaterais;
3) sem interagdo com outros farmacos ou alimentos; 4) ser de facil administracao;
5) dispensar controle laboratorial. (CHUDZINSKI, 2008). Os avanc¢os observados na
area de Biologia Molecular, na Quimica, no desenvolvimento da tecnologia do DNA
recombinante e a melhor compreensdo dos mecanismos de acdo das proteinas da

cascata de coagulacéo permitiram o desenvolvimento de pesquisas sobre esses novos
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farmacos. A Tabela 1 explicita as limitacbes de diferentes grupos de anticoagulantes

atualmente empregados na pratica clinica.

Tabela 1. Limitacdo dos anticoagulantes atuais.

AVK HNF HBPM Fondaparinux Dabigatran
Inicio de agdo lento  Administragdo Administracao Adminitracao Administrag&o oral
parenteral parenteral parenteral
Imprevisibilidade do  Imprevisibilidade Contraipdicado Contraindicado em  Contraindicado
efeito anticoagulante  Efeito em pacientes pacientes com em pacientes
e resposta do anticoagulante com insuficiéncia renal  com
paciente devido & ligagao insuficiéncia severa insuficiéncia
inespecifica renal severa renal severa
Margem . Potencial para Risco de Mltiplas
terapéutica restrita tromb_ocr[openla trombocitopenia interacdes
heparino- heparino-induzida farmacoldgica
induzida
Muiltiplas interagdes Monitoriza¢do ﬁtt)esgt:ﬁ?
com farmacos e da coagulagéo
: dependente do
alimentos com TTPA ou PH com baixa
atividade anti- o
fator X biodisponibili-
Monitoragéo constante dade
do/RNI & ajuste Monitorizagéo
de dosagem

da contagem
de plaguetas

Abreviaturas: AVK, Antagonistas VIT K; HNF, Heparina nado-fracionada; HBPM, Heparina de baixo peso molecular;
RNI razdo normatizada internacional; TTPA, tempo de tromboplastina parcial atividade.
Fonte. BONDARENKO, 2013

De modo geral, os novos anticoagulantes podem ser divididos em trés categorias:
¢ Inibidores da fase inicial da coagulacao;
¢ Inibidores da fase de propagacao da coagulacéo;

¢ Inibidores da fase final da coagulacgao.

Na pratica clinica atual, estéo liberados para uso os Inibidores Indiretos do Fator
Xa, que sédo drogas de fase inicial da cascata, representados pelos pentassacarideos
sintéticos Fondapainux e Idraparinux (HERBERT, 1998; WEITZ, 2005; BULLER,
2003); o Inibidor direto sintético do Fator Xa Rivaroxaban (Bay 59-7939), que é droga
de fase de propagacao da cascata de coagulacao (THE EINSTEIN INVESTIGATORS,

2010) e o Inibidor de Trombina Etexilato de Dabigatran, droga que atua na fase final
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da cascata de coagulacdo (GUSTAFSSON, 2003). O Rivaroxaban (Figura 1) é
uma molécula sintética de baixo peso molecular que se liga ao Fator Xa, tanto

em sua forma livre, quanto na ligada ao complexo Protrombinase (PERZBORN,

2005).
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Figura 01: estrutura molecular do Rivaroxaban
Fonte. BAYER PHARMA, 2010

1.2 Fatores que influenciam em sua eficacia

A efetividade dos anticoagulantes orais cumarinicos estd bem estabelecida para
a prevencao primaria e secundéaria do tromboembolismo venoso, para a prevengao
da embolizacdo arterial em pacientes portadores de proteses valvares cardiacas e/ou
fibrilacdo atrial, para a prevencéo primaria do infarto agudo do miocérdio - IAM em
pacientes masculinos de alto risco, ou para a prevencdo do acidente vascular
encefélico — AVE, infarto recorrente ou morte subita em pacientes com o IAM. Além da
margem terapéutica restrita ja mencionada, outros desafios relacionados ao seu uso
sdo: alta variabilidade na resposta a droga entre os individuos; droga sujeita a grande
interacado com outros farmacos e dieta; controle laboratorial dificil de padronizar; e ajuste
da dosagem dificultada pela ndo aderéncia do paciente ou problemas na
comunicagdo médico-paciente. Sdo aspectos que, em maior ou menor medida, afetam
a sua eficacia (ANSELL, 2008).

Se considerarmos a variabilidade individual dos pacientes a droga apenas como
caracteristica inata do metabolismo de cada qual, agora melhor compreendida com o
auxilio da farmacogenética, ela (a variabilidade genética) passa a figurar como um fator

especifico & semelhanca da interagdo com outras drogas e da questao dietética.
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Com relagéo a questédo dietética, mesmo em populacées com dieta muito pobre em

vitamina K, pequenas mudancas haingesta diaria desta vitamina foram muito importantes
na variabilidade diaria de acédo da droga, sugerindo que antigas recomendacdes para
uma dieta com baixo teor de vitamina K poderiam ser consideradas ultrapassadas. Ha
dados alertando para a necessidade de se avaliar a ingesta de vitamina K como formas
de suplementos multivitaminicos, o que parece ser habito alimentar para cerca de 40%
da populagédo adulta nos EUA (LURIE, 2010). A regularidade da ingesta de vitamina
K e o relato de qualquer mudanca no hébito alimentar parecem ser o mais importante
conselho a ser dado aos pacientes, uma vez que nao ha duvida sobre o papel da
vitamina K como fator que causa instabilidade, mas € passivel de controle adequado.
Com relacdo a influéncia da ingesta vitaminica sobre os polimorfismos CYP2C9 e
VKORC1, os mecanismos de variacao na resposta e o impacto da vit. K sobre o genétipo
VKORC1 foram avaliados apenas em poucos estudos, havendo somente informacdes
preliminares a respeito. Contudo, os dados sugerem haver uma maior regeneracéo da
Vitamina K Hidroquinona nos pacientes com genétipo GG expostos a suplementacao
dietética, em relacdo aos outros tipos (SCONCE, 2008).

Com relacdo a interacdo com outras drogas, ha possibilidade de potencializacéo
ou de inibicao do efeito anticoagulante, com risco de complica¢cdes hemorragicas e/ou
eventos tromboembodlicos, respectivamente.

Recente revisdo sistematica sobre o uso da Warfarinaem populagéo idosa, recebendo
cuidados de longo prazo, exp0s a dificuldade no manejo desta droga (NEIDECKER,
2012). Um aspecto levantado € que a oportunidade para a ocorréncia de interacfes
prejudiciais neste grupo de pacientes € grande, com até 89% dos pacientes ingerindo
alguma droga com potencial de interagir (VERHOVSEK, 2008).

Nesse contexto, das pesquisas que culminaram com a aprovacéo para uso clinico
do inibidor direto do Fator Xa Rivaroxaban, muitas delas avaliaram a interferéncia dos
mesmos fatores na agéo deste novo farmaco.

Pesquisadores demonstraram que a ingesta concomitante de alimentos com

doses-padréo de 10mg de Rivaroxaban, via oral, ndo trouxe alteragéo nos parametros
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farmacocinéticos, mantendo-se concentracbes plasmaticas proporcionais e estaveis,
além de alta biodisponibilidade. Com doses de 15 a 20mg, observou-se que para manter
a biodisponibillidade em niveis superiores a 80%, foi necessaria a ingesta concomitante
de alimentos, uma vez que os parametros farmacocinéticos melhoraram com a dose,
mas de forma nao-proporcional, em situacéo de jejum (STAMPFUSS, 2013).

A interacdo com outros farmacos, caracteristica que de forma marcante impacta
na utilizacdo da Warfarina, parece ser menos importante quando da utilizacdo do
Rivaroxaban. a principal recomendacéao € que nao seja feito o uso concomitante da droga
com inibidores da citocromoxidase, como 0s antirretrovirais utilizados no tratamento
do HIV, e o Cetoconazol sistémico e outras drogas deste mesmo grupo, considerados
inibidores potentes por utilizarem a via do citocromo CYP 3 A4, e aplicando com cautela
em pacientes utilizando indutores de mesma via, como por exemplo, a Rifampicina ou a
Carbamazepina (THE EINSTEIN INVESTIGATORS, 2013).

Nos principais ensaios de fase I, observou-se que o uso concomitante com o Acido
Acetil Salicilico (AAS) aumentou o risco de sangramento, sem aumento estatisticamente
significativo no risco de sangramentos maiores, enquanto os anti-inflamatérios néo-
esteroidais contribuiram para o aumento de risco geral de sangramento (DAVIDSON.
et al, 2013).

Com base nas evidéncias supracitadas, 0 uso com antiagregantes plaquetarios ou
outras drogas que possam afetar a crase sanguinea nao é contraindicado, devendo-se
tomar precaucdes adicionais e monitoracao mais rigorosa.

N&o ha evidéncias de alteracao farmacocinética e/ou farmacodinamica clinicamente
relevantes quando do uso concomitante do Rivaroxaban com a Digoxina e nem com
a atorvastatina, o que tem especial relevancia considerando a perspectiva de uso
alargado do novo anticoagulante em populacdes de cardiopatas, usuarios frequentes
de ambas as drogas. (KUBTIZA, 2012). Desde os resultados dos testes de fase |, até
a andlise dos dados de diferentes subgrupos nos estudos de fase lll, fica confirmado
gue nao ha necessidade de ajuste da dose do Rivaroxaban de acordo com as variaveis
idade, sexo ou massa corporal (ERIKSSON, 2008; ENGL, 2008; KAKKAR, 2008;
TURPIE, 2009; KREUTZ, 2012).
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Em contraposicao as evidéncias ja bem estabelecidas de importante variabilidade
genética, relacionada a polimorfismos nos genes ligados a via de metabolizacéo
da Warfarina, ndo existem dados publicados sobre a farmacogenética dos novos
anticoagulantes. Polimorfismos no receptor-alvo da droga seriam fontes potenciais de

variabilidade genética do Rivaroxaban (CAVALLARI, 2011).

1.3 Aspectos genéticos

1.3.1 ASPECTOS GERAIS DaFARMACOGENETICAAPLICADOS AOS
ANTICOAGULANTES

Do ponto de vista da pratica clinica, ha uma grande imprevisibilidade da acéo
anticoagulante da Warfarina. Isto ocorre devido a influéncia de fatores ambientais
(dieta, interacao farmacoldgica, agravos clinicos, idade e ndo aderéncia ao tratamento)
j& mencionados, mas também devido a fatores genéticos. Os fatores genéticos
identificados com as variacbes da dose diaria requerida de Warfarina para que esta
exerca seu efeito anticoagulante nos pacientes sao o polimorfismo do gene CYP2C9,
as variagoes do haplotipo VKORC1, e o polimorfismo do gene CYP4F2, entre outros
menos importantes. Estas alteracdes genéticas, em associacdo com fatores néo
genéticos, talvez correspondam a cerca de 50% da variabilidade na dose do
anticoagulante (CARLQUIST, 2011). Considerando as dificuldades no manejo da dose,
e a influéncia de fatores genéticos, muitos autores tém descrito a utilizacdo de algoritmos
farmacogenéticos com o objetivo de melhor estimar as dosagens necessarias de
Warfarina nas diferentes populacbes (ANSELL, 2008; FINKELMAN, 2011; VOORA,
2012).

A elaboracdo desses algoritmos, levando em conta a existéncia de marcadores
farmacogenéticos de resposta as drogas e/ou toxicidade, foi um dos beneficios
derivados do sequenciamento do DNA humano no ano 2000. A partir daquele ponto,
o desenvolvimento tecnoldgico permitiu o aperfeicoamento de plataformas capazes
de sequenciar genomas inteiros, de muitos individuos, em fracdo de tempo muito
menor, com um custo reduzido. Por outro lado, a aplicagcdo dos conceitos da

Farmacogenética
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a medicina cardiovascular, foi se consolidando a partir da observacdo da grande
variabilidade de resposta a muitas drogas habitualmente utilizadas pela Cardiologia,
pela Angiologia, e pela Hematologia — dentre outras — como vem a ser 0 caso dos
anticoagulantes orais. As definicbes de reposta a droga sdo variadas, e podem
incluir tanto as oscilagbes de testes laboratoriais (tempo de Protrombina e o
calculo do INR), quanto respostas clinicas diferentes num mesmo grupo submetido
as mesmas técnicas terapéuticas (VOORA, 2012). Os conceitos da farmacogenética
tém auxiliado na melhor compreensao da resposta clinica ao uso das estatinas, das
tienopiridinas, da aspirina, dos diuréticos e de drogas antiarritmicas, além da

Warfarina.

1.3.2 ASPECTOS DA FARMACOGENETICA RELACIONADOS AO RIVAROXABAN

O Rivaroxaban é metabolizado pela via do citocromo P450 CYP3A4, CYP2J2
e mecanismos independentes do CYP e in vitro, mostrou ser substrato da P-
glicoproteina acida e proteina de resisténcia do CA de mama. Portanto, drogas
gue afetem as vias acima expostas sdo passiveis de interferir na farmacocinética
do Rivaroxaban (KUBITZA, 2013).

Esses genes codificam membros da superfamilia de enzimas citocromo P450,
gue sdo mono-oxigenases e catalisam muitas reacdes envolvidas no organismo,
da metabolizacdo de aproximadamente metade dos farmacos hoje em uso, até a
sintese de colesterol e outros lipidios. Uma caracteristica marcante do CYP3A4 é
que ele apresenta grande capacidade de adquirir afinidade por novos substratos,
desenvolvendo uma espécie de ligagdo cooperativa com novas moléculas, o que
acaba levando a ocorréncia de intera¢des ndo desejadas, facilitando a toxicidade de
muitos farmacos (SEVRIOUKOVA, 2013).

Humanos apresentam 57 genes do citocromo (CYP), e 33 pseudogenes,
dispostos em18 familias e 42 subfamilias (NERBERT, 2012). A capacidade de
acomodar e metabolizar compostos de diferentes tamanhos e estrutura quimica, é
que justifica o seu envolvimento na oxidacdo de mais da metade de todos os

farmacos atualmente em uso (GUENGERICH, 1999).
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Acelerando a sua degradacgéao, o CYP3A4 pode diminuir a biodisponibilidade e a
efichcia de uma droga ou, ao contrario, pode ocorrer de levar a um aumento nas
concentracbes desta, caso ocorra uma inibicdo do citocromo (SEVRIOUKOVA,
2013). O gene do citocromo P450, Familia 3, Subfamilia a, Polipetidio 4 (CYP3A4)
esta localizado no braco longo do cromossomo 7, regido 21.1. O gene do citocromo
P450, Familia 2, Subfamilia J, Polipetidio 2 (CYP2J2) esta localizado no

cromossomo 1, braco curto, regido 31.1 — 31.2 (Figura 02).

CLEM4 HNFda XREM c/eBp CYP3A4 promoter
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Figura 02. CyP3a4
Fonte. NCBI-GENE ID:1576 28 de dezembro, 2013

Enquanto na farmacogenética da Warfarina os polimorfismos implicados estéo
relacionados as doses necessérias desta droga para inibir a regeneracéo de vitamina
K, em sua prépria via de metabolizacdo, acarretando altera¢cdes na coagulacdo ou
sangramento (HIGASHI et al. 2002), no caso do novo inibidor oral sintético do Fator
Xa, 0 mecanismo que leva a um aumento da acao da droga esta relacionado ao uso
de farmacos que inibam a mesma via. Com base nos dados conhecidos até aqui, as
enzimas referidas (CYP3A4 e CYP2J2) ndo teriam papel na conversdo da pro-
droga ou no metabolismo direto dos mesmos (0s novos anticoagulantes).

Apré-droga € substrato da glicoproteina P, uma proteina polimérfica
transportadora, e ha& evidéncias que a administracdo concomitante com
substancias que sejam inibidoras desta via possam aumentar a concentracao da
droga no plasma na unidade de tempo, pardmetro conhecido como curva aUC. Esta

glicoproteina é codificada pelo gene ABCB1, membro da superfamilia “ATP- binding

cassettes transporters’”. SNPS descritos nas regidbes promotoras e EXONS do

gene ABCB1, tém sido relacionadas

1. Proteinas transmembrana que utilizam a energia do ATP (adenosina tri-fosfato) para facilitar pro-
cessos bhioldgicos, incluindo traducdo de RNA e reparacao de DNA. Transportam grande variedade de
substancias do meio intra para o extra celular, incluindo drogas.
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ao aumento de sua concentragao. Por suposicéo, variacdes nos genotipos de ABCB1
podem influenciar na absor¢éo e biodisponibilidade dos novos anticoagulantes.

Além de ser substrato da glicoproteina-P, como o outro novo anticoagulante liberado
para uso clinico, o Etexilato de Dabigatran, a molécula Rivaroxaban é metabolizada
pelas vias do citocromo 3A4 e 2J2 que podem ser fonte de variabilidade
genética, assim como os polimorfismos ABCB (KUBITZA, 2013).

Polimorfismos associados ao alelo *22 do CYP3A4 estiveram relacionados com
a reducédo dos niveis da proteina de expressdo do mesmo, resultando em atividade
diminuida das rea¢fes dependentes deste citocromo no figado humano, e esse dado
sugere haver relacdo entre esse polimorfismo, a menor expressao do CYP e
diferencas individuais no clearance da droga (OKUBO, 2013). O CYP3A4 é
responsavel por muitas reagfes de metabolismo oxidativo de grande variedade
de xenobidticos, estimando-se que possam responder por cerca de 60% de todas as
drogas atualmente disponiveis.

Embora esteja claro que a expressdao do CYP3A4 seja relacionada a
resposta de muitas substancias, o0 mecanismo ligado a essa indugédo — base para a
interacdo droga/paciente — ainda ndo esta totalmente compreendido.

Foi isolado um receptor denominado PREGNANE X (PXR, 603065), com
resposta vinculada ao promotor do CYP3A4, e ativado por muitas drogas que
também induzem a expresséao deste citocromo (LEHMANN, 1998).

Essa evidéncia forneceu a explicagdo molecular para a habilidade de diferentes
drogas induzirem o CYP3A4 e, posteriormente, deu as bases para o estudo da
interacdo droga-homem. alteracdes na atividade ou na expressdo do CYP3A4
parecem ser a chave preditora de resposta e toxicidade das drogas. (THUMMEL,
1998). Observaram- se que receptores nucleares de PRX e da proteina CAR
(Constitutive Androstone Receptor) regulavam a expressao deste citocromo. a
atividade do CYP3A4 (promotor) foi mais pronunciada em extratos de
hepatdcitos, e discreto ou mesmo ausente com células ndo-hepaticas, sugerindo
a existéncia de um fator hepatico especifico, necessario a uma resposta

transcripcional fisiologica.
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Em 2003, foi identificado um receptor nuclear no hepatocito denominado Fator
4 alfa (HNF 42, 600281) que era fortemente envolvido com ativagao/transcricdo do
CYP3 A4, mediada pelo PRX e pelo CAR (TIRONA, 2003).

Estudos em genética molecular evidenciaram a presenca de mecanismos de
protecao ativados durante reacdes de metabolizacao de diversas drogas, envolvendo o
citocromo P450. Reacdes de metabolismo de fase | do citocromo P450 produzem muitos
componentes intermediarios, que podem provocar danos ao DNA nativo. Enzimas
como a Glutationa-S-Transferase (GSTP1, 134660) e as N-acetil Transferases (NaT1,
108345), que sédo enzimas de fase Il, inativam varios componentes téxicos, numa
espécie de mecanismo de autorregulacdo. Como exemplo, cita-se o polimorfismo do
CYP2D6, que foi associado ao risco aumentado de leucemia, devido a uma inabilidade
em inativar carcinGgenos quimicos.

Outro exemplo de polimorfismo do P450, neste caso do CYP3A4, que interfere
no metabolismo de drogas, € o da variacdo genética ligada ao risco potencial de
leucemias induzido por inibidores da DNA Topoisomerase |l (FELIX, 1998). Ficou
demonstrado que pacientes previamente tratados desta enfermidade, e ja expostos
ao contato com uma ou mais drogas quimioterapicas metabolizadas pela via do
CYP3A, portadores do polimorfismo relacionado — CYP3A4 V (124010.0001) —
apresentaram risco aumentado em relacdo aos ndo-portadores.

Estudos de associacdo gendtipo/haplétipo envolvendo 1117 irméaos com Cade prostata
detectaram a correlacéo entre a maior agressividade ou risco deste tipo de neoplasia e o
numero de polimorfismos do CYP3A4 e o CYP3A4 haplotipo (LOUKOLA, 2004).

O CYP2J2 é composto por nove exons e oito introns, e apresenta a
mesma caracteristica de maleabilidade estrutural de todos os CYPs. Quatro sitios
de ligacdo relacionados ao fator de transcricdo SP1 sdo encontrados no promotor
selvagem do gene CYP2J2. Ele é expressado em altos niveis no coragao
(mibcitos) e em células endoteliais das artérias coronarias (SPIECKER, 2004; WU,
1966).

Outros tecidos, como o hepatico, o renal, o pulmonar e o trato gastrintestinal,

também expressam o CYP2J2 (KING, 2002).
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Estudo recente, com 139 componentes, identificou que oalbendazol, aamiodarona,
a Cyclosporina a, o Danazol, o Tamoxifeno e a Tioridazina sdo substratos de
CYP2J2, confirmando a hipétese de que este citocromo tem a capacidade de
metabolizar compostos estruturalmente muito diferentes. Substratos identificados
para o CYP2J2 também sdo metabolizados pelo CYP3A4, mas com seletividade em
diferentes regibes (LEE, 2005; LEE, 2010). Em funcdo de seu previsto papel
protetor em doencas cardiovasculares, o CYP2J2 tem sido muito estudado. Seu
papel no cancer estd em investigacdo. Ha cerca de 10 alelos descritos para o
CYP2J2, de acordo com o Comité de Nomenclatura do Citocromo P450 Humano.
A variante funcional mais conhecida é o alelo CYP2J2 *7, ocorrendo numa
frequéncia de 2,1 a 17% (LEE, 2010). O polimorfismo que define a variante CYP2J2,
rs890293, esta localizado no promotor proximal do citocromo, correspondendo a
troca de T > G. Considerado o mais comum polimorfismo funcional deste CYP,
muitos estudos foram realizados procurando pela associacdo entre este

polimorfismo e variadas doencas.

1.3.3 POLIMORFISMOS RELACIONADOS AOS ANTICOAGULANTES
TRADICIONAIS

O gene do Citocromo P450, Familia 2, Subfamilia C, Polipeptideo 9
(CYP2C9), esta localizado no cromossomo 10, regido 10g24, enquanto o gene da
Subunidade de Complexo 1 da Vitamina K Epoéxido Redutase (VKORC1) esta
localizado no cromossomo 16, na regiao 16pll1.2 Este gene apresenta 3 exons e 5
Kb de tamanho (LI et al.2004; ROST et al.2004)

Assim como VKORC1, o gene CyP2C9 também estd envolvido com ametabolizacdo
da warfarina, mais especificamente com a farmacocinética da mesma no organismo.

Quimicamente, o anticoagulante Warfarina € uma mistura racémica, ou seja, € um
composto de dois isbmeros enantiomérficos: a S-warfarina e a R-warfarina.

Em humanos, a S-warfarina € metabolizada predominantemente pela enzima
Citocromo P-450, CYP2C9, em seu principal metabdlito 7-hidroxiwarfarina. (DALY,
2003; RETTIE, 1992).
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A S-warfarina representa 60-70% da resposta anticoagulante, enquanto o R-
enantibmero € responsavel por cerca de 30-40% (TAKAHASHI, 2001).

Dessa forma, variagbes genéticas no CYP2C9 podem potencialmente levar
a variacbes na dose interindividual da warfarina e na eficAcia da mesma.
(KAMINSY, 1997; THIJSSEN, 2000).

O alelo mais comum do CYP2C9 é designado CYP2C9*1, e é considerado
0 genadtipo de tipo selvagem. Até o momento, mais de 50 variantes do CYP2C9
tém sido descritos, entretanto duas variantes, CYP2C9* 2 e CYP2C9*3, sdo as
mais examinadas na literatura por serem mais relevantes nas implicacées clinicas
para a dosagem e prevencao de efeitos adversos da Warfarina.

Estas isoenzimas do CYP2C9 tém apenas uma fracdo do nivel de atividade
da enzima do tipo selvagem, CYP2C9*1: 12% de CYP2C9*2 e 5% para CYP2C9*3.

A direta associacdo entre o genétipo CYP2C9 e anticoagulagcdo ou
sangramento foi primeiramente relatada por Higashi (2002). Posteriormente, uma
meta-analise sistematica mostrou que os pacientes com ambos o CYP2C9* 2 e
CYP2C9*3 precisavam de uma menor dose de manutencédo da Warfarina, e isto foi
especialmente pronunciado para os individuos portadores da variante CYP2C9*3,
em que a reducdo da dose foi, em média, 30% (SaNDERSON, 2005; HIGaSHI,
2002).

Este estudo esta de acordo com a metabolizacdo previamente conhecida do
farmaco, ja que individuos com as variantes 2 e 3, que SA0 mais propensos a precisar
de doses mais baixas de warfarina, levam mais tempo para atingir o valor de INR
(indice Internacional Normalizado), ou seja, metabolizam a droga mais lentamente e,
dessa forma, tém um risco aumentado de complicacdes hemorragicas.

Dessa maneira, segundo o modelo fisiolégico o estado estacionario das
concentragcdes plasmaticas (C,) de uma administracéo oral de farmacos € eliminado
principalmente pelo metabolismo hepatico que depende unicamente da depuracao
hepatica (CL, ) para a droga. Este parametro farmacocinético representa a atividade
hepatica da enzima envolvida no metabolismo do farmaco. Sendo assim, a atividade

hepatica do CYP2C9 seria um dos determinantes mais criticos de variabilidade

interindividual na resposta anticoagulante a Warfarina (WILKINSON, 1975).
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O gene VKORCL1 codifica a Vitamina K Epoxido Redutase Subunidade 1, uma
proteina transmembrana pequena do reticulo endoplasmatico, que desempenha um
papel importante na via da vitamina K e é a proteina alvo de varios anticoagulantes
orais, entre eles a Warfarina (ROSS, 2010; SUAREZ-KURTZ, 2012).

A vitamina K, depois de absorvida, € convertida em epodxido ativo e atua como
cofator para a carboxilacdo de residuos especificos de acido glutamico para formar
0 acido gama carboxiglutamico (Gla), possibilitando assim a adeséo dos fatores da
coagulacdo aos fosfolipides de superficie, acelerando o processo de coagulagéo.
Estes fatores de coagulacao séo os fatores I, VII, IX e X, bem como as proteinas C e
S. (DORES, 2001; ELDER, 2006; SHEARER, 1995).

A vitamina K, em sua forma reduzida (vitamina KH2), atua como um co-fator
essencial para o processo de gama-carboxilacdo dos fatores de coagulacdo descrito
anteriormente. Durante esse processo, a vitamina KH2 é oxidada a epéxi vitamina
K, e a seguir retorna a forma reduzida (vitamina KH2) pela acdo de duas redutases
(vitamina K redutase e vitamina K epoxi redutase), completando o chamado ciclo da
vitamina K .

Dessa forma, por participar da sintese de diversas proteinas do complexo da
Protrombina, fica claro que a vitamina K é essencial para o processo de coagulacao
sanguinea. Sendo assim, ela € alvo de diversos medicamentos orais anticoagulantes,
entre eles a Warfarina (TONDATO, 2004).

Este farmaco exerce seus efeitos anticoagulantes impedindo a capacidade do
VKORCL1 de regenerar a forma reduzida da vitamina K epéxido, diminuindo a producao
dos fatores IlI, VII, IX e X e, consequentemente, levando a reducdo da coagulacéo

(Figura 03).
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Figura 03. Via de metaboliza¢éo da Warfarina.
Fonte. LIMA et al, 2010

A dose de Warfarina necessaria para inibir a regeneracdo de vitamina K é
influenciada, entre outros fatores, por mutagcées no gene do Citocromo P 450, como
variantes alélicas de CYP2C9 e polimorfismos genéticos da subunidade do
Complexo 1 da Vitamina K Epdxido Redutase, ou seja, VKORC1 (LIMA, 2010).

Estudos confirmam que SNPs em VKORC1 e no metabolismo do gene
CYP2C9 (citocromo familia P450, 2, C, subfamily polipeptideo 9) preveem cerca
de 40% da variacdo de dose, enquanto fatores ndo genéticos (idade, sexo, etc.)
em conjunto representam em média somente 15% (WADELIUS, 2009).

Investigacdes indicam que os polimorfismos 1639G-> a (rs9923231, no promotor) e
1173C>T (rs9934438 - no intron 1) no gene VKORC1 estdo associados com uma redugéo
de aproximadamente 30% na dose de warfarina (RETTIE et. al, 2006). Em contraste,
o polimorfi 3730G> a (rs7294 - 3’UTR), no mesmo gene, tem sido associado com um

aumento da dose do anticoagulante (RETTIE, 2006; WADELIUS, 2007).
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1.4 O Rivaroxaban

O Rivaroxaban constitui-se no primeiro inibidor oral direto do fator Xa desenvolvido
nos ultimos anos, a receber autorizacao para uso clinico (BAYER PHARMA, 2010). A
Inibicdo direta de um Unico fator de coagulacdo foi usada para contornar as limitacées
dos anticoagulantes tradicionais

Estudos préclinicos mostraram um potente efeito anticoagulante do Rivaroxaban
no plasma, bem como a habilidade em prevenir e tratar eventos tromboticos arteriais
e venosos em modelos animais. Isto levou ao desenvolvimento de pesquisas de fase
I, com grupos pequenos de voluntarios sadios, a fim de realizar a avaliacao preliminar
da seguranca e do perfil farmacocinético da nova droga (KUBITZA, 2013).

Ficou demonstrado que a nova molécula apresentava efeitos farmacodinamicos
e farmacocinéticos previsiveis, com poucas interacdes relevantes aquando do uso
concomitante com drogas habituais, e que interagem, sabidamente com a warfarina,
e que os efeitos farmacodindmicos estiveram bem correlacionados com 0s niveis
séricos da droga no plasma (KUBITZA, 2013; PERZBORN, 2005). Esses
achados definiram a progressao da pesquisa clinica até os estudos randomizados e
ampliados de fase III.

O fator X desempenha papel-chave na regulacdo da hemostasia, e sua forma
ativada, o fator X ativado (fator Xa), tem funcéo primordial porque é quem catalisa a
producdo de trombina, a enzima que converte o fibrinogénio circulante em fibrina,
levando a formacédo do codgulo. a ativagdo desta proteina ocorre tanto através da via

extrinseca, quanto da via intrinseca (KOLLER, 1960) (Figura 04).
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Figura 04. Cascata da coagulacéo e o alvo dos novos anticoagulantes.
Fonte. MUECK, 2013.

O fator Xa é considerado um alvo mais atraente para a acdo dos novos
anticoagulantes, devido a evidéncia que para catalisar a producédo de aproximadamente
1000 moléculas de trombina, seria necessaria uma molécula deste fator apenas, o
qual é encontrado numa proporc¢do inferior a da protrombina no plasma, mas tem sua
acao beneficiada pela amplificagéo inerente das reacdes em cadeia que compdem a
chamada cascata de coagulacdo (KUBITZA, 2013).

Estudos iniciais com inibidores naturais do fator Xa ja indicavam que esta molécula
poderia ser um alvo efetivo a produzir anticoagulacéo. Dentre estes, destacam-se 0s
trabalhos de Dunwiddie (1989) e Nicolini (1996).

Estudos posteriores com o0 agente sintético de inibicdo indireta do fator Xa
Fondaparinux trouxeram a prova de que a inibicdo seletiva desta molécula poderia

produzir a anticoagulacéo (TURPIE, 2002).
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A inibicdo seletiva do fator Xa produz efeito antitrombotico devido a
reducdo da geracdo de trombina, o que diminui a ativacdo da coagulacdo e das
plaguetas, mediada por esta, sem afetar a atividade da trombina ja existente (LEKO,

2004).

1.4.1 PERFIL FARMACODINAMICO PRE-CLINICO

Dentre as mais de 200.000 substancias capazes de inibir seletivamente o fator
Xa humano, o Rivaroxaban provou ser a principal delas, devido a: 1) alta afinidade
pelo fator Xa; 2) poténcia satisfatoria “in vitro”; 3) atividade antitrombatica “in vivo”; 4)
biodisponibilidade oral adequada (KUBITZA, 2005).

O seu mecanismo de acéo € a inibicdo por antagonismo de competicdo direta e
especifica do fator Xa, apresentando 10.000 vezes mais afinidade por esta molécula,
do que por outras protease séricas. Inibe diretamente o complexo protrombinase, e
também a atividade do fator Xa (clot bound) no plasma. No sangue total e no plasma
rico em proteinas o Rivaroxaban prolonga, significativamente, a fase de inciacdo da
geracao de trombina, reduzindo a fase de propagacado da coagulacéo apos a ativacao
do fator tecidual (KUBITZA, 2005; PERZBORN, 2005).

Modelo de estase venosa em ratos mostrou que a metade de dose efetiva maxima
de Rivaroxaban afetou suavemente o TP e a atividade do fator Xa, enquanto a dose
gue produziu a inibicdo total de formacao de trombos prolongou moderadamente o
tempo de protrombina (TP) e inibiu a atividade do fator Xa, enquanto modelos de
shunts arteriovenosos em ratos e coelhos mostraram inibicdo de 74% e 92% na
atividade do fator Xa, ap0s o Rivaroxaban oral (PERZBORN, 2005).

Otrabalhode Perzbornecolaboradorestrouxeaprimeiraevidénciafarmacodinamica
da efetividade do Rivaroxaban tanto no territério venoso, quanto no territorio arterial

(KUBITZA, 2013).
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1.4.2 PERFIL FARMACODINAMICO EM ENSAIOS CLINICOS

Ensaios de fase |, com pequenos grupos de pacientes masculinos saudaveis,
mostraram resultados compativeis com os achados laboratoriais da fase pré-clinica,
confirmando efeitos anticoagulantes da droga em humanos (KUBITZA, 2005).

Estudos com dose Unica mostraram efeitos de inibicAo dose-dependente, com
75% de reducao da atividade do fator Xa com 80mg de Rivaroxaban, enquanto doses
multiplas mostraram que, apos a inibicdo maxima do fator Xa e alargamento do Tempo
de Protrombina, ndo houve efeitos cumulativos, denotando a previsibilidade de acéo
da droga apos doses repetidas. Efeitos de inibicdo maxima do fator Xa, tanto com a
forma suspensdo quanto comprimidos, foi alcancado apés 45 minutos e 1-4horas,
respectivamente (KUBITZA, 2005).

Nos ensaios de fase Il, investigadores compararam Rivaroxaban com Enoxaparina
na prevencdo do Tromboembolismo Venoso (TEV) apo6s artroplastia de quadril ou
joelho. as observacdes mais importantes foram relativas a efeitos farmacodinamicos
previsiveis tanto com dose Unica, quanto duas vezes ao dia; a inibicdo do fator Xa
e alargamento do Tempo de protrombina(TP) correlacionados rigorosamente com a
concentracdo plasmatica do Rivaroxaban; os achados foram compativeis com aqueles
dos estudos pré-clinicos e com os da fase | (ERIKSSON, 2007).

Os achados encorajadores dos ensaios de fase Il levaram a progressao da
pesquisa clinica, envolvendo séries maiores de pacientes de multiplos centros (de
pesquisa) em estudos de fase lll, para avaliar a eficacia em varias indicacdes de
tromboembolismo, como a ja mencionada profilaxia do tromboembolismo venoso
nas cirurgias ortopédicas de grande porte, no tratamento da Trombose Venosa
Profunda (TVP) e Embolia Pulmonar (EP), nos Acidentes Vasculares Encefalicos
(AVE) em pacientes com Fibrilacdo Atrial, e na prevencdo secundaria das Sindromes
Coronarianas Agudas. (ERIKSSON, 2008; KAKKAR, 2008; LASSEN, TURPIE,
2009).
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1.4.3 PERFIL FARMACOCINETICO E RELEVANCIA CLINICA

Os dados de analises pré-clinicas mostraram propriedades previsiveis, tais
como rapida absorcdo; uma biodisponibilidade moderada a alta em ratos e céaes,
respectivamente; concentracées plasmaticas dose-relacionadas e com pequena
variabilidade entre os animais, dentro dos intervalos de dose testados (WEINZ, 2005).

Duas vias de excrecao foram observadas em todas as espécies testadas: a biliar/
fecal; e a urinaria. Ocorreu recuperacéo total de cerca de 91% dos subprodutos em
testes com radioatividade (KUBITZA, 2013).

Em estudos de fase | com voluntarios masculinos saudaveis, o Rivaroxaban
mostrou absorcdo rapida apds administracdo oral e atingiu pico de concentracdo
plasmatica com cerca de quatro horas (KUBITZA, 2005).

A exposicdo ao Rivaroxaban, em termos de concentracdo plasmatica maxima,
foi dose-proporcional para doses até 10mg independentemente da ingesta alimentar
concomitante; e dose-proporcional para todas as dosagens superiores a 30mg,
duas vezes ao dia, se administrado junto com alimentos. Para que alcancem alta
biodisponibilidade, doses de 15 a 20mg de Rivaroxaban devem ser ingeridas com
alimentos (STAMPFUSS, 2013).

Aproximadamente dois tercos da droga é metabolizada pela via do citocromo
P450 CYP 3a4, CYP2J2 e mecanismos independentes do CYP. Os dois tercos
metabolizados, o sdo via hepatica, onde metade é transformada em metabdlitos
inativos e excretada via hepatobiliar, e a outra metade em metabdlitos inativos que
serdo excretados via renal. O terco restante administrada € excretado como droga
inativa pelos rins.

Na figura (05), as vias do CYP3A4 e CYP2J2 corresponderiam a,

aproximadamente, 32% de toda a metaboliza¢do do novo farmaco (Figura 05).
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Figura 05. Metabolizacéo e vias de eliminacéo do Rivaroxaban baseadas em estudos in vitro e em
ensaios clinicos.
Fonte. MUECK, 2013.

A sua toxicidade esta relacionada a eventos hemorrdgicos graves.
Superdosagens relacionadas a eventos hemorragicos podem ser tratadas com
Carvao ativado e medidas de compressdo mecanica e suporte hemodinamico. a
utilizacdo de Complexo de Protrombina Ativada, Complexo de Protrombina e Fator
VIl Recombinante, além da Hemodialise sdo medidas necesséarias em caso de
sangramento ndo controlado.

Estudos de fase |, envolvendo voluntarios saudaveis, mostrou que nao ha efeito
clinicamente relevante na farmacodindmica do Rivaroxaban, quando ministrado
concomitantemente com a Atorvastatina, ou a Digoxina, substratos, respectivamente,
do CyP3a4 e da glicoproteina P transportadora, e da glicoproteina P isolada
(KUBITZA, 2012; MUECK, 2013). Substancias que inibem apenas uma via de

eliminacdo, como os antibidticos Claritromicina e Eritromicina, e o antifingico
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Fluconazol, causam apenas uma discreta elevagéo na exposi¢cdo ao anticoagulante,

mas sem repercussao clinica que justifique uma correcdo na posologia (MUECK,
2013). Contudo, quando administrado com substancias consideradas fortes
inibidores das vias do CYP3A4 e da glicoproteina — P transportadora, como o
Cetoconazol e o antirretroviral Ritonavir, houve expressiva elevacdo da
concentracdo plasmatica do farmaco (158 e 153%, respectivamente), com
alteracbes nos seus efeitos farmacodinamicos, que podem acarretar risco de
sangramento. (MUECK, 2013; BAYER PHARMA, 2013). Dessa forma, o uso
concomitante com esse grupo de antimicoticos sistémicos, bem como com os
inibidores de proteases do HIV, ndo é recomendavel (MUECK, 2013; KREUTZ, 2012).
alguns agentes, como o antibiotico Rifampicina (um indutor forte do CyP3a 4),
podem produzir um decréscimo na concentracdo plasmatica do Rivaroxaban, e
precisam ser utilizados com cautela. Outros xenobioticos indutores, como alguns
anticonvulsivantes, como a Carbamazepina, e suplementos vegetais do tipo St.
john’s wort, também necessitam ser utilizados com cautela.(KREUTZ, 2012;

BAYER PHARMA, 2013).

1.5 Bases da coagulacao

O sistema de coagulacdo é fundamental para a manutencdo da hemostasia.
Ele equivale a uma cadeia de reacdes enzimaticas, com conversao de proenzimas
em enzimas ativadoras de outras proenzimas e, em cada passagem o sistema
€ potencializado, para chegar ao produto final, que € o polimero de fibrina, o qual
vai estabilizar o coagulo. Na sequéncia de reacfes que a caracterizam, aparecem
sistemas regulatorios que impedem a propagac¢ao da coagulacdo, o que corresponde
a um bloqueio fisiologico da chamada “cascata”, e contribuem para a manutencgéo
da homeostase hemorragia-coagulacdo. Embora os ensaios iniciais sobre o tema
remontem a 1904, as primeiras descri¢des completas da cascata de coagulacao datam
de 1964, com publicacdes nos periddicos Nature e Science, pelos autores Macfarlane

e Davie, respectivamente, com seus grupos de colaboradores.
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A coagulacao pode ser entendida como uma cascata enzimatica com duas vias: 1)
via intrinseca, onde o processo se desencadearia a partir do contato do sangue com
determinadas superficies; 2) via extrinseca, onde para ser ativada a coagulacdo ha
necessidade de leséo tecidual. Estas vias correspondem a sistemas complexos de
interacdes e retroalimentacdo entre seus diversos complexos enzimatico-proteicos, e
h& uma via FINAL comum aos dois bracos desta cascata. O gatilho das duas vias é a
ativacao do Fator Tecidual ou Tissular (FT), e a ativacéo do Fator Xll proporcionada pela
interacao do sangue com uma superficie estranha, e esses dois fenébmenos vao levar a

ativagdo do Fator X pela via comum (Figura 6).

[Leséo Vascular]

| Cai ] =—{Precai = capm] ]
Xt = Xlla ‘_[Fator Tecidual]

f ' Viia
CAPM = Xl j—— l - ( Fator Tecidual
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Via intrinseca Vilia Calcio
Fosfolipides

Via extrinseca

l i
. Xil
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| FIBRINOGéNlo; = | Fibrina Solavel [Fibrina lnsomveI]

Figura 06. Vias intrinseca e extrinseca de ativacao dos mecanismos da coagulacéo. a partir da ativagdo do fator X,
inicia-se a via comum que finaliza com a formacé&o da malha de fibrina insolavel.
Fonte. FISIOLOGIA DA COAGULACAO. In Doencas Vasculares Periféricas. 42Ed. Vol.l, pagina 207.

1.5.1 O PAPEL DAS PLAQUETAS

Além das proteinas plasmaticas que atuam de forma encadeada no mecanismo,
as plaquetas desempenham um papel importante. a concentracdo das proteinas ja

mencionadas (os fatores de coagulacéo) é baixa, e isso dificulta a sua aproximacao
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e consequente ativacdo. Esse cenario se modifica a partir da presenca de moléculas
de fosfolipideos, que aceleram a sua absorcdo e aumentam a sua concentracdo na
superficie celular, como ocorre nas plaquetas e/ou na exposi¢cdo de colageno sub-
endotelial.

As plaquetas secretam fator VIII antigeno, que forma um complexo molecular com
a fracéo livre e circulante do fator VIII, e esse complexo é mantido em sua superficie.
O fator V é secretado por ela, e € um importante receptor para o fator Xa. Este e
moléculas de trombina ativam a plaqueta, que sofre alteragbes estruturais, invertendo a
constituicdo de sua membrana celular, aumentando os fosfolipideos em sua superficie
(chamado fator plaquetario 3), criando uma carga negativa que facilita a ligacdo dos
aminoacidos terminais dos fatores IX, X e Il (protrombina). Portanto esse mecanismo,
mediado pela célula plaquetaria, aumenta localmente a concentracdo dos fatores e
funciona como um potencializador das reac¢des da cascata.

Elas séo, portanto, importantes como localizadoras do fenémeno de coagulacéo,
e respondem pelo coagulo primario (tampao hemostatico), agregando-se entre si,
e secretando substancias estocadas que vao agir sobre outras plaquetas, sobre o
endotélio e sobre o sistema de coagulacéo.

As plaquetas estdo envolvidas na Fase de Iniciagdo da coagulacdo, uma vez
gue é em sua superficie que se forma o Complexo Protrombinase, resultante da
associacao do fator Xa com o fator Va. Este complexo é que vai agir sobre as pequenas
guantidades de Protrombina local, formando as primeiras moléculas de trombina. A
ativacado deste complexo na superficie plaquetaria vai dar inicio a Fase de Propagacéao
da coagulacao, onde plaquetas ativadas pela trombina formada a partir da acdo do FT
vao liberar os fatores V e Xl de seus granulos. as plaguetas ativadas expdem a carga
negativa dos fosfolipides, facilitando o acumulo local de fatores e cofatores, que vao

facilitar a propagacao do fendbmeno.
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1.5.2 AVIAINTRINSECA

O fator XIl € uma glicoproteina de cadeia Unica, com cerca de 80.000 daltons, que
tem grande afinidade por superficies de carga negativa, como o tecido conjuntivo do
colageno subendotelial, por exemplo. Ao ligar-se a essa superficie, ocorrera a sua
ativacdo, com alteracdo conformacional seguida de clivagem (ao entrar em contato
com a pré-calicreina), produzindo uma molécula menor com atividade enzimatica sobre
o fator XI. Na presencga de cininogénio de alto peso molecular, este fator € ativado, e
converte o fator IX em forma ativada. O fator IX ativado tem acéo lenta sobre o fator X,
e necessita do fator VIl ligado diretamente aos fosfolipides, e da presenca do calcio,
para incrementar sua agdo enzimatica sobre o fator X. A partir deste ponto, inicia-se a

via comum da coagulacao.

1.5.3.AVIAEXTRINSECA

Também conhecida como Via alternativa, esta relacionada ao Fator Tecidual
(FT) ou TROMBOPLASTINA TECIDUAL, que é uma proteina sintetizada por células
endoteliais, mondcitos, macréfagos, e tecidos extra-vasculares, como a adventicia,
epitélio, mucosas, astrocitos ou células do endométrio. O FT junto com fator VII
converte o fator X em forma ativada. O fator Xa, por sua vez, pode converter o fator VII,
numa fracdo mais ativa, a Alfa VIl a um mecanismo de retroalimentacao do sistema. A
partir deste ponto, as reacdes sdo comuns aos dois sistemas. Praticamente todos os
tecidos, em maior ou menor quantidade, tém a capacidade de ativar a coagulacao por
esta via, quando lesados. Pelo ja exposto, a eficacia da via dependera de propor¢cdes

ideais de proteina e fosfolipideos.

1.5.4 AVIA COMUM
Corresponde a ativacao do fator Il ou Protrombina pelo fator Xa. a Protrombina

e convertida em Trombina gracas a duas clivagens sequenciais, catalisadas do fator
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Va, secretado pelas plaquetas. A Trombina vai agir sobre o Fibrinogénio circundante e
o fixado aos receptores das Plaquetas. A Trombina recém-formada pode ativar o
Seu proprio precursor.

O Fibrinogénio é composto por trés pares de cadeias polipeptidicas, que sofrem
sucessivos processos de clivagem e alteracdo conformacional, formando inicialmente
0s mondmeros e, posteriormente, os polimeros de Fibrina (mondémeros ligados lado
a lado por pontes hidrofobas). Nessa fase, o polimero ainda € friavel e perde essa
condicao gracas a acao de outra proteina, o Fator Xlll, ativada pela propria Trombina,
da qual resultara o aparecimento de ligacBes covalentes, que vdo estabilizar a
molécula. A maior producédo de Trombina ocorre depois da formacao do coagulo de
Fibrina, e ai ela passa a agir também como um regulador dos fenbmenos trombaoticos,
ao ativar o sistema das proteinas S e C, que inativam os cofatores V e VIl ativados.

Os fatores de coagulag&o que possuem um ou mais radicais carboxila incorporados
aos residuos do &cido glutdmico na sua sintese hepatica, através da vitamina K
endogena, sdo o Il, o VII, o IX e 0 X, além da proteina C. Sdo os alvos da acédo da
droga cujo metabolismo estamos discutindo, a partir da identificacéo de polimorfismos
especificos, e estdo presentes tanto na via intrinseca, quanto na extrinseca e na
comum da cascata de coagulacéo.

O consenso atual é de que o chamado Fator Tecidual (FT) forma um complexo com
Fator Vlla, que ativa tanto o Fator X como o IX. A existéncia de uma proteina que inibe
a via de acdo deste complexo, e evidéncias de que a auséncia de alguns fatores de
coagulacao da chamada via de contato ndo provocavam complicacfes hemorragicas,
reforcam o conceito que o principal caminho para a ativacdo da coagulacao é pela via

extrinseca e com a acao do Fator Tecidual.

2. JUSTIFICATIVAE APLICABILIDADE DO ESTUDO

A Farmacogenética, em seu estado atual de desenvolvimento, apoia-se na

melhor compreensdo da diversidade de Genoma Humano e de seu impacto na
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Farmacocinética e Farmacodinamica de uma grande variedade de farmacos, de uso
corrente em diversas areas das ciéncias médicas, dentre as quais a oncologia e a
medicina cardiovascular. a heterogeneidade observada na resposta interindividual a
acdo de diversas drogas e 0 seu estudo constituem os pilares da Farmacogenética.
O aforisma “A dose certa da droga certa para a pessoa certa” expressa de maneira
utdpica, mas bastante precisa, o que vem a ser, talvez, o grande objetivo desse ramo
da ciéncia nos dias atuais. Portanto esta € a sua contribuicdo no rumo de uma pratica
médica cada vez mais individualizada.

A existéncia de diferencas interétnicas, em relacdo a variabilidade
encontrada em genes envolvidos com a resposta aos farmacos, € um fator
importante para a interpretacdo dos resultados de testes de resposta terapéutica.
Em investigaces do tipo de associacdo, os resultados podem ser mal interpretados
em funcao da existéncia de uma estratificacdo populacional ndo identificada, entre
as amostras investigadas. Esse fato € particularmente importante quando as
investigacdes sao realizadas em populacbes miscigenadas em um passado

z

relativamente recente (como € o caso do processo de formacdo da maioria da
populacdo brasileira). Logo, controlar o efeito da etnicidade, é importante,
principalmente, em populagbes que historicamente apresentam elevados graus de
mistura interétnica (SUAREZ-KURTZ, 2005; DAAR e SINGER, 2005).

Com o objetivo de contribuir para a solu¢do desse problema, no presente trabalho
foi utilizado um conjunto de 62 marcadores bialélicos, informativos de ancestralidade
como controle genémico em estudos farmacogenéticos.

avariacao na frequéncia dos polimorfismos de genes relacionados ao metabolismo
de anticoagulantes tradicionais, em populacbes miscigenadas de origem africana,
mostrou-se um dado importante. A partir da observacdo da elevada ocorréncia de
alelos de ancestralidade europeia, considerados raros em populagbes africanas
nativas, e dos efeitos desse achado na performance dos algoritmos de dosagem da

Warfarina, ratificou-se a importancia do estudo da ancestralidade das populacdes.

Este é um dado que tem repercussdes clinicas evidentes.
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Suarez-Kurtz identificou nos brasileiros a elevada frequéncia de distribuicdo da
mutacédo rs9923231do gene VKORC1, correlacionando este achado a ancestralidade
africana, independente da “cor’ relatada ou raca dos pacientes pesquisados
(SUAREZ-KURTZ, 2012; HUTZ, 2011). Perini et al. (2008) encontraram
resposta efetiva a menores doses de Warfarina em populagdo miscigenada
brasileira e em alguns grupos de afroamericanos, relacionada aos alelos rs8050894
e rs2884737, do mesmo gene.

A compreensdo do papel que tais alteracbes genéticas desempenham no
metabolismo da Warfarina levou a criacdo de diferentes algoritmos, nos quais a
identificacdo desses polimorfismos nas diferentes populacdes, associado a outras
variaveis ja mencionadas anteriormente, pudesse contribuir para uma prescricdo mais
racional desta droga. Tais algoritmos tém por objetivo expressar um Coeficiente de
Correlacdo entre a dose prevista e a dose prescrita do medicamento, naturalmente,
visando a aproximar esta daquela.

A populacéo brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo, resultado de séculos
de cruzamentos entre pessoas provenientes de trés continentes: europeus, africanos e
amerindios. Assim sendo, nossa populacao seria a resultante da mistura das trés maiores
componentes historico-geograficos da humanidade (SUAREZ, 2007).

Em nossa populagdo ndo existem dados disponiveis acerca da presenca e
distribuicdo de polimorfismos no CYP 3A4 e no CYP 2J2, polimorfismos estes
gue possuem importancia para o metabolismo do Rivaroxaban. Partindo da hipotese
de que as variacdes nos gendtipos relacionados ao CYP3A4 e ao CYP2J2 possam
influenciar na absorcéo e biodisponibilidade deste novo anticoagulante, temos uma
justificativa, soélida ao nosso ver, para definir o perfil molecular dos referidos
citocromos em uma amostra de nossa populacdo. Por outro lado, dados de
excrecdo e metabolizacdo desta droga, derivados de estudos em humanos e em
resultados “in vitro” de reagbes de fenotipagem do CYP, mostraram que a
participacdo destas vias na metabolizacdo do farmaco, corresponderiam a cerca de
18% para o CYP3A4, e 14% para o CYP2J2, do total da excrecdo hepatica
(MUECK, 2013).
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Nesse contexto, desenvolvemos nosso estudo. Considerando o novo anticoagulante
disponivel no mercado, e a pequena quantidade de dados sobre a farmacogenética
do mesmo, aliada a possibilidade de que os polimorfismos relacionados a sua
metabolizacdo possam ser fonte de variabilidade genética, € possivel que aspectos
da etnicidade de nossa populacao fornecam dados que ajudem, futuramente, em uma

aplicacdo mais racional deste farmaco em nossa populacao especifica.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar inferéncias de epidemiologia molecular dos polimorfismos nos genes
CYP3A4 (rs2246709) e CYP2J2 (rs890293), relacionados ao metabolismo da
Rivaroxaban, numa populacdo da Regido Norte. Foram analisadas 136 amostras da

populacao miscigenada de Belém-PA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o perfil molecular dos genes CYP3A4 (rs2246709) e CYP2J2
(rs890293) na populacdo Norte do Brasil;

e Estimar as frequéncias do polimorfismo no gene CYP3A4 (rs2246709);

e Estimar as frequéncias do polimorfismo CYP2J2 (rs890293);

e Realizar o controle gendmico da ancestralidade nas amostras investigadas.

4 . CASUISTICA E METODO

4.1 TIPO DE ESTUDO
Estudo epidemioldgico, transversal, observacional dos polimorfismos nos genes
CYP3A4 (rs2246709) e CYP2J2 (rs890293), relacionados ao metabolismo da

Rivaroxaban numa populacéo da Regidao Norte.



44

4.2 Amostras
Foram estudadas 136 amostras de sangue periférico de individuos sadios da

populacédo de Belém.

4.3 Processo de selecéo
Foram selecionadas 136 amostras de sangue de individuos sadios, que constituem
o Banco de Material Genético do Nucleo de Pesquisas em Oncologia da Universidade

Federal do Para.

4.4 Critérios de inclusao
Individuos, de ambos os sexos, selecionados no Banco de Material Genético do

Nucleo de Pesquisas em Oncologia da Universidade Federal do Para.

4.5 Critérios de exclusédo
Individuos, de ambos os sexos, cujo material genético ndo faca parte do Banco de

Material Genético do Nucleo de Pesquisas em Oncologia da Universidade Federal do Para

4.6 Avaliacao de risco e beneficio

4.6.1 RISCOS

Os riscos da realizacao do estudo sdo minimos, visto que ndo havera contato fisico
com 0s pacientes, uma vez que as amostras selecionadas ja fazem parte do Banco de
Material Genético do Nucleo de Pesquisas em Oncologia. Como risco poderia ser revelada

a identidade dos individuos, o que serda minimizado com a codifi acdo das amostras.

4.6.2 BENEFICIOS

Esta pesquisa podera contribuir para a identificacdo dos polimorfismos dos genes
relacionados ao metabolismo do Rivaroxaban na populacdo da regido Norte,

visando a um melhor controle do manejo desta droga, minimizando seus riscos.
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4.7 Procedimentos

4.7.1 COLETA E ANALISE DO MATERIAL

O material genético sera extraido a partir do sangue total pelo método
convencional com fenol-cloroférmio e precipitagdo com etanol, conforme descrito por
Sambrook et al.(1989). A concentragdo do DNA das amostras foi calculado pelo
indice de absorbancia (a) das bases a 260 nm em espectrofotbmetro
NanoDropTM ND- 1000 (Thermo Scientific). Posteriormente, o DNA foi armazenado
no freezer -80°C. a analise molecular dos polimorfismos sera realizada com o
sistema TagMan® (Applied Biosystems®, Foster City, California, EUA). O sistema
TagMan utiliza uma sonda fluorescente para possibilitar a detec¢cdo de um produto

especifico da PCR conforme esse se acumula durante os ciclos da reacdo

4.7.2 ANALISE DOS RESULTADOS

Na analise estatistica referente a associacdo dos polimorfismos investigados
com a via do CYP3A4 e CYP2J2 serd empregado o programa SPSS 20.0
(SPSS Ins. Chicargo, IL, USa). Andlises relativas a subestruturacdo populacional
serdo realizadas empregando-se o programa STRUCTURE V, para obtencédo das
ancestralidades individuais de cada individuo investigado de maneira a ser controlado

o efeito da subestruturagéo nos estudos de associa¢cédo (PRITCHARD, 2000).

4.8 Aspectos éticos

A proposta sera elaborada obedecendo as diretrizes e normas da Resol. 466/12
do Conselho Nacional de Saude que estabelece normas para pesquisa envolvendo
seres humanos. Esta pesquisa nao apresenta conflito de interresses, tendo sido
realizada no Nucleo de Pesquisas em Oncologia da Universidade Federal do Para

com recursos proprios desta instituicao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Ao longo dos dltimos cinquenta anos, os anticoagulantes orais tém sido uma
das drogas mais utilizadas e prescritas no mundo todo (RACHED, 2008;
ANSELL, 2008). Dentro de diretrizes ja bem definidas, o anticoagulante oral mais
antigo, a Warfarina Sodica, ja se mostrou eficaz na prevencédo e tratamento de
fenbmenos tromboembdlicos, tanto arteriais, quanto venosos, dai sua incorporacao
definitiva ao arsenal terapéutico contemporaneo. No entanto o fato de ser um
farmaco de margem terapéutica restrita, e que necessita de um controle
laboratorial bastante estrito, sempre trouxe dificuldades no seu manejo clinico
(ANSELL, 2008; HYLEK, 1994; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1983).

A terapia antitrombdtica convencional, na qual estd inserido o uso deste
anticoagulante oral, além das duas formas disponiveis de Heparina, tem um risco
potencial de sangramento, com limitacdes ja bem definidas. as caracteristicas de um
anticoagulante ideal, para a utilizacdo nos dias atuais, seriam: 1) ser de administracéao
oral; 2) ter acéo rapida e previsivel; 3) teruma janela terapéutica mais larga; 4) dispensar
controle laboratorial rigido para ajuste da dosagem; 5) ter uma boa relacao eficacia x
seguranca; 6) possuir pouca interacdo com drogas e alimentos; 6) ser passivel de uso
em pacientes com insuficiéncia renal e hepatocelular, idosos ou em extremos de peso;
7) possuir um antidoto disponivel (BONDARENKO, 2013).

Nesse contexto, foram desenvolvidos os novos anticoagulantes orais. A molécula
Bay 59-7939, chamada Rivaroxaban, € um inibidor sintético direto do Fator Xa, que
se liga a esta proteina, tanto em sua forma livre, quanto na forma combinada ao
Complexo Protrombinase, bloqueando a coagulacédo sanguinea na chamada fase de
propagacao (EINSTEIN INVESTIGATORS, 2010; PERZBORN, 2005). Constitui-se
numa das trés drogas novas, hoje liberadas pelas instancias de vigilancia sanitarias
competentes, para uso clinico. As demais sdo o0s Pentassacrideos Sintéticos e os
Inibidores  Diretos da Trombina (HERBERT, 1998; BULLER, 2003;
GUSTAFSSON, 2003).
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Em relacdo a droga padrdo Warfarina, ainda a mais utilizada no mundo, a nova
droga Rivaroxaban vem oferecer resposta a varias das dificuldades relacionadas ao seu
uso na pratica clinica, quais sejam: acao rapida e previsivel; maior janela terapéutica;
menor necessidade de um controle laboratorial rigido; e pouca interacdo com drogas
e alimentos. Além disso, como numerosas pesquisas de fase Il e lll demonstraram,
ser utilizado em idosos e, mesmo, em portadores de insuficiéncia renal dependendo
do grau da disfuncédo (havendo necessidade de maior cautela, neste Ultimo caso,
sem inviabilizar o seu uso) (STAMPFUSS, 2013; EINSTEIN INVESTIGATORS,
2010; RECORD 1 INVESTIGATORS, 2008; RECORD2 INVESTIGATORS, 2008).

A grande heterogeneidade de resposta observada aquando do uso da Warfarina é
explicada pela suainteragdo com diversos grupos de drogas, que inibem ou potencializam
seu efeito, pela influéncia da dieta — tanto no que diz respeito ao teor de vitamina K,
guanto as variacfes diarias desse teor — e, sobretudo a partir do ano 2000, quando foi
sequenciado o DNa humano, pela presenca de polimorfismos dos genes relacionados
a metabolizacédo da droga no organismo, o gene do CYP2C9 e o gene VKORC1, entre
outros menos importantes (CARLQUIST, 2011; ANSELL, 2008; LURIE, 2010).

Uma vez estabelecida a importancia dos polimorfismos encontrados nas diferencas
de resposta a Warfarina, entre os individuos, muitos autores propuseram a implementacao
de algoritmos farmacogenéticos, visando a melhor estimar as dosagens necessarias em
diferentes populagdes (FINKELMAN, 2011; VOORA, 2012). Considerando a possibilidade
de amenizar a influéncia de fatores externos na acéo da Warfarina, com medidas como
o controle dietético e o cuidado na prescricao de farmacos com potencial de interacao
— menos dificeis no ambito da prética clinica -, 0 conhecimento acerca do impacto dos
diferentes gendtipos das enzimas hepaticas ligadas ao seu metabolismo passou a ter
maior importancia, na visao destes pesquisadores. alguns estudos, poucos é verdade,
chegaram a lancar luz até sobre o impacto da vitamina K exdgena sobre o gene VKORC1,
sugerindo, preliminarmente, haver maior regeneracdo da vitamina K hidroguinona em
portadores do genotipo GG expostos a suplementagéo, quando comparado aos outros

tipos (SCONCE, 2008).
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As evidéncias cientificas levaram a FOOD AND DRUG ADMINISTRATION-
FDA, do governo dos EUA, em 2007, a recomendar a incorporacdo de
tabelas farmacogenéticas no bulario do medicamento Warfarina, explicitando as
variacbes nos genotipos de VKORC1 e do CYP2C9, e seus cruzamentos, com
relagdo aos alelos G e a, e aos alelos *1, *2 e *3, respectivamente. Estd demonstrada
uma dependéncia de doses maiores ou menores da droga para alcancar o efeito
anticoagulante de acordo com o gendtipo do individuo, em relacdo ao tempo de
metabolizacdo da mesma no organismo e, consequentemente, maior ou menor
risco de eventos hemorragicos (FINKELMAN, 2011).

Enquanto no metabolismo da Warfarina, os genes supracitados atuam diretamente
catalisando a reacdo de epoxi-reducdo da vitamina K, fundamental para tornar
funcionais os fatores de coagulacdo K-dependentes, no caso da molécula do
Rivaroxaban a metabolizacdo ocorre pela via do CYP3A4 e do CYP2J2, além
de mecanismos independentes do CYP. E o mecanismo que contribuiria para a
toxicidade da mesma estaria relacionado a afinidade das moléculas do CYP P450
3A4 e 2J2 por drogas que, utilizando-se da mesma via, permitiiam um aumento
de sua concentracdo no plasma (curva AUC) (HIGASHI, 2002; SEVRIOUKOVA,
2012)

As variacdes genéticas do CYP 2C9, seus alelos mais implicados *1, *2 e *3, e
os polimorfismos 1639G>a e 1173C>T no gene VKORC1 podem levar a variacdes
na dose individual da Warfarina (THIJSSEN, 2000; HIGASHI, 2002; RETTIE,
2006). Dados publicados em anos passados mostram uma redu¢do média na dose
necessaria da droga de 30%, no caso da variante CYP2C9*3, e igual porcentagem
nas variantes mencionadas do VKORC1 (RETTIE, 2006), ratificando a importancia
gue o conhecimento desses polimorfismos trouxe para 0 manejo mais seguro desta
droga. Embora, como j& mencionamos, o mecanismo de metaboliza¢cdo da molécula
Rivaroxaban seja distinto, e a potencial interferéncia em sua acgéo esteja ligada ao
antagonismo de competicdo, com moléculas de outras drogas por quem o seu CYP
também apresente afinidade, a auséncia de dados sobre a farmacogenética deste

novo anticoagulante, aliada a evidéncias ja existentes acerca de polimorfismos do
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CYP3A4, relacionados com variacfes individuais no clearance de drogas
(OKUBO, 2013) e risco aumentado para determinadas patologias, como a Leucemia
e o0 Cancer de Prostata (FELIX, 1998; LOUKOLA, 2004), permite uma inferéncia
acerca do potencial que polimorfismos nos genes do citocromo envolvido possam
ter na acdo deste farmaco.

Os dados atualmente disponiveis acerca da farmacocinética e da farmacodinamica
do Rivaroxaban definem a importancia de se conhecer o potencial de interagéo entre
esta droga e outros substratos que se utilizem das mesmas vias do CYP. Os
resultados dos estudos atuais sugerem apenas haver relevancia clinica quando ocorre
a utilizagdo concomitante com agentes fortemente inibidores do CYP (BAYER
PHARMA , 2012; MUECK, 2013), mas é relevante o fato de que nado existem
dados publicados, até o momento, sobre a farmacogenética dos novos agentes, o
Dabigatran (inibidor de Trombina) e o Rivaroxaban (inibidor oral direto do Fator Xa), e
gue genes que possam exercer influéncia na resposta a estes agentes devem estar
relacionados a sintese de proteinas do seu metabolismo, do seu transporte, ou a
proteinas-alvo; sendo que os polimorfismos no receptor alvo da droga podem ser
fontes potenciais de variabilidade genética (CAVALLARI, 2013). Por analogia, ao que
ja ocorre com os polimorfismos dos genes da metabolizacdo da Warfarina,
polimorfismos implicados comprovadamente em alteragcdo de resposta do novo
farmaco poderiam, eventualmente, funcionar como marcadores de eficacia e
seguranca dos novos anticoagulantes orais.

A base genética para a resposta as drogas € encontrada tanto nas respostas
similares observadas em membros de uma mesma familia, quanto nos resultados
significativamente diferentes observados em grupos étnicos diferentes. As fontes de
variacdo farmacogenética podem ser de natureza farmacocinética, farmacodinamica
ou estar relacionadas a mecanismos da doenca de base. As variagdes atualmente
onhecidascomousodosanticoagulantestradicionaissdodenaturezafarmacocinética,
ligadas a polimorfismos em enzimas metabolizadoras (genes do CYP2C9), que
influenciam na concentracédo da droga, e farmacodinamicas (VKORC1), que afetam

a capacidade da droga de exercer a agao no seu alvo (VOORA, 2012). Alguns
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polimorfismos do CYP3A4, ainda que nao relacionados a situacbes de
anticoagulacdo ou doenca tromboembodlica de qualquer natureza, apontaram indicios
de que a diminuicdo na atividade ou expressdo deste citocromo poderia ser a
chave para a toxicidade de drogas ou interferéncia no seu metabolismo
(THUMMEL, 1998; FELIX, 1998). Os estudos relacionados aos efeitos
farmacocinéticos e farmacodinamicos do Rivaroxaban mostram que se trata de uma
droga com efeitos previsiveis, e que sofre pouca influéncia de outras substancias, a
excecdo dos considerados inibidores fortes do CYP3A4 que, por competicéo,
levariam ao aumento de suas concentracdes no plasma, um efeito farmacocinético
(KUBITZA, 2013; MUECK, 2013).

Nossa premissa é que, analisando uma amostra de nossa populacéo, fortemente
miscigenada, possamos oferecer elementos para a farmacogenética dos novos
anticoagulantes, no futuro.

Segundo Suarez-Kurtz (2014), o CYP3A5, um dos quatro genes da
subfamilia CYP3A, tem a sua expressdao modulada por polimorfismo genético.
E relevante, segundo este autor, a troca que ocorre em 6986 a>G, no introm 3,
produzindo a mutacao rs776746, e que leva a expressao de proteinas ndo-funcionais.

E mencionada a distribuicdo do alelo *3 do CYP3A5, como um exemplo de
diversidade populacional, em funcdo da variacdo das frequéncias observadas entre
populagcdes de ancestralidade africana e europeias (SUAREZ-KURTZ, 2014). O
afluxo de genes europeus em populacdes africanas, como em comunidades sul-
africanas, por exemplo, impactou a distribuicdo deste gene, seu polimorfismo e
sua expressao fenotipica (SUAREZ- KURTZ, 2014). Assim, trés ideias subsidiaram
nossa escolha em pesquisar o perfil molecular de genes da via de metabolizac&o
deste novo anticoagulante, além da ja mencionada auséncia de dados sobre a sua
farmacogenética: 1) o reconhecimento da importancia de identificar as diferencas na
frequéncia dos alelos de genes polimorficos de interesse farmacogenético, entre as
populacbes; 2) a presenca de polimorfismo com repercussdo funcional, ja
identificado em pelo menos um dos genes da subfamilia CYP3A; 3) o fato de a
populacao brasileira ser constituida pelas vias europeia, africana e amerindia, e a

peculiaridade da miscigenacao na regido norte do Brasil.
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Na tabela 2, abaixo descrita, esta demonstrado o perfil molecular dos genes
CYP3A4 e CYP2J2 em 136 e 124 individuos saudaveis de nossa populacéo,
respectivamente. Observa-se que nao foi encontrado nenhum individuo
homozigoto mutante para o gene do CYP2J2, sendo rara a frequéncia do alelo T
neste grupo, correspondendo a 4% (0,044) do total da amostra. Para este
polimorfismo, foi predominante o alelo G, com uma frequéncia de 95% (0,955). Nos
resultados para o polimorfismo rs2246709 no gene CYP3A4, nos 136 individuos
pesquisados, houve predominancia do genoétipo heterozigoto, com frequéncia

discretamente maior do alelo G (53%) em relagéo ao alelo mutante a (46%).

Tabela 2. Perfil molecular dos genes CYP3A4 e CYP2J2 em nossa amostra

Gene No. (%)
CYP2J2 (rs890293) 124

TG 11 (8,9)
GG 113 (91,1)
TT 0

Alelo T 0,044
Alelo G 0,955
CYP3A4(rs2246709) 136

GG 20 (16,9)
AG 87 (73,7)
AA 11 (9,3)
Alelo G 0,538
Alelo A 0,461

A tabela 3 mostra a comparacdo entre a frequéncia genotipica do CYP3A4
na amostra investigada e em populagbes ancestrais. Em nossos resultados
podemos observar uma menor frequéncia de individuos homozigotos para o alelo
mutante a (cerca de 9%), em relacdo a distribuicdo observada nas demais
populacdes, de maior equivaléncia entre si. Setenta e trés por cento da amostra
estudada correspondeu a forma heterozigota, discrepando do achado nas demais
populacdes comparadas, em que esta distribuicdo foi mais equivalente entre si,
correspondendo a 49%, a 41% e a 44%, respectivamente, em europeus, em

africanos e em asiaticos. O gendtipo homozigoto encontrado para o alelo G,
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observado em 16% de nossa amostra, aproximou-se mais das frequéncias

encontradas em populacbes africanas e asidticas, enquanto apenas 7% desta
variante foi achada no grupo ancestral europeu. a discrepancia observada na
frequéncia dos alelos a e G nos trés grandes grupos ancestrais nao foi identificada
em nossa amostra, onde o alelo a foi encontrado em 46% e o alelo G em cerca de
53% dos 136 individuos submetidos a esta analise. Os resultados demonstraram
diferencas significativas entre os genotipos observados no estudo comparado a todas
as populacdes ancestrais para o0 polimorfismo 99365719 a>G (P<0,05). A
populacdo miscigenada do norte do Brasil, apresentou, portanto, diferenca na
distribuicdo das frequéncias genotipicas em relacdo aos grupos ancestrais,

formadores de nossa populagéo.

Tabela 3. Comparacéao das frequéncias genotipicas do CYP3A4 99365719A > G
(rs2246709) entre nossa amostra e das populagfes ancestrais.

CYP3A4 A/A AIG G/G A G P value
(99365719A>G)

EUROPEU 0,490 0,433 0,077 0,706 0,293 <0,0001
AFRICANO 0,412 0,449 0,637 0,637 0,362 0,0001
ASIATICO 0,442 0,453 0,669 0,669 0,331 0,0001
POPULACAO 0,093 0,737 0,461 0,461 0,538

NORTE DO

BRASIL

Sendo ?, comparacao entre a populacdo do Norte do Brasil e as populag8es ancestrais
Fonte: Banco de dados do NCBI (HTTP://www.ncbi.nim.nih.gov/project/SNP/snp_ref.cqi?rs=2246709), acesso:
janeiro de 2014

A tabela 4 apresenta uma distribuicdo predominante da frequéncia do genaétipo
homozigoto para o alelo G em nossa amostra, correspondendo a cerca de 91% (0,911)
de 124 individuos analisados; uma frequéncia de 8% na forma heterozigota G/T; e
auséncia do genotipo mutante TT. a frequéncia do homozigoto G em nossa amostra

se assemelhou ao observado nos grupos ancestrais europeu, africano e asiatico;
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assim como a auséncia do alelo mutante T € um achado que guarda semelhanca com
a pequena frequéncia desta forma também observada nos demais grupos ancestrais.
Na distribuicdo dos alelos do CYP2J2, em nossa amostra, existe o predominio do
alelo G. Nao foi possivel encontrar diferencas significativas entre a distribuicdo
genotipica do polimorfismo -76 G>T em relac¢do a distribuicdo para as populacdes

ancestrais (P> 0,05) .

Tabela 4. Comparacdo das frequéncias genotipicas do CYP2J2 -76 G > T
(rs890293) entre nossa amostra e das populagfes ancestrais.

CYP2J2 TIT GIT G/G T G P value a
(-76 G>T)

(-76 G>T) 0,002 0,136 0,905 0,048 0,951 0,578
AFRICANO 0,014 0,210 0,774 0,120 0,880 0,092
ASIATICO 0,001 0,064 0,934 0,033 0,966 0,488
POPULACAO 0,00 0,089 0,911 0,044 0,955
NORTE DO
BRASIL

Sendo 3, comparagéo entre a populacdo do Norte do Brasil e as populagfes ancestrais.
Fonte: Banco de dados do NCBI (HTTP://www.ncbi.nlm.nih.gov/project/SNP/snp_ref.cqi?rs=2246709), acesso:
janeiro de 2014.

Portanto, nas tabelas 2 e 3, em que se comparou a distribuicdo de frequéncias
genotipicas para os polimorfismos estudados em nossa amostra, com 0 mesmo
parametro em populacdes ancestrais - considerados os trés principais troncos de
nossa propria populacéo -, os valores apresentados de distribuicdo de frequéncia dos
diferentes genotipos ancestrais foram obtidos como uma média dos valores verificados
nas principais séries publicadas no Banco de dados do NCBI pharmGKB, em que o
numero de individuos estudados foi de, pelo menos, cem (100) individuos analisados.
Deve-se destacar que os bancos que forneceram as estimativas de frequéncia nao
investigaram numero superior a 200 individuos.

Na tabela 5, séo ilustradas as estimativas de ancestralidade subestruturadas de
acordo com individuos portadores e nao portadores de alelos mutantes (isoforma

associada com reducdo na atividade enzimética) nos genes CYP2J2 e CYP3A4.

Os resultados evidenciados nesta tabela indicam que o polimorfismo
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investigado no gene CYP2J2 nado sofre influéncia da etnia. A analise para o

polimorfismo 99365719a>G no gene CYP3A4 demonstra que existe uma correlacéo
significativa entre as estimativas de ancestralidades e a presenca de alelos
mutantes (P<0,05). Desta forma podemos destacar que o polimorfismo investigado

no gene CYP3A4 sofre influéncia da contribuicéo étnica individual.

Tabela 5. Comparacé&o do perfil de ancestralidade da amostra estudada

CYP2J2 (rs:890293) CYP3A4 (rs: 2246709)
Presenca? Auséncia® Pvalue  Presencac Auséncia’ P value
Europeu 0,72 (x 0,19) 0,73 (x 0,22) 0,595 0,82 (x0,17) 0,71 (= 0,22) 0,021
Africano 0,06 (x0,083) 0,08 (+ 0,10) 0,588 0,44 (x 0,08) 0,08 (x 0,10) 0,030
Amerindio 0,23 (x0,21) 0,19 (¥ 0,18) 0,588 0,14 (+ 0,17) 0,21 (+ 0,18) 0,032

Sendo:

a - presenca do alelo mutante T
b - auséncia do alelo mutante T
¢ - presenga do alelo mutante A
d - auséncia alelo mutante A

p - value: Mann-Whitney U

As figuras 07, 08 e 09 ilustram em detalhes os resultados da tabela 5 para
cada ancestralidade e a presenca e auséncia do alelo polimdérfico no gene CYP3A4.

Na figura 07, temos um grafico Box Plot que mostra a correlagéo significativa (P =
0,021) entre aumento da ancestralidade europeia e a presenca de alelos polimérfico
no gene CYP3A4. Este aumento fica claro quando observamos um aumento de
cerca de 10% nas estimativas de ancestralidade europeia no grupo com alelo
polimorfico em relacdo ao grupo sem essa variante. Os dados evidenciados na
figura sofreram forte influencia de algumas amostras no grupo sem alelo variante

gue apresentam baixas ancestralidades de origem europeia.
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Figura 07. Distribuicdo de frequéncia do CyP3a4 (rs2246709) de acordo com a
ancestralidade europeia.

Na figura 08, tem-se uma correlacdo significativa entre a ancestralidade nativa
americana e a presenca de alelos polimérficos no gene CYP3A4 (P = 0,032).
Podemos observar uma flutuacao nas estimativas de ancestralidade amerindias entre
0s grupos com alelos polimérficos no gene CYP3A4 (14%), quando comparado

com 0 grupo sem essa variante (21%).
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Figura 08. Distribuicao de frequéncia do CyP3a4 (rs2246709) de acordo com a ancestralidade amerindia.
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a figura 09 evidencia uma correlacéo significativa entre a ancestralidade africana
e a presenca ou auséncia de alelo polimorfico investigado no gene CYP3A4
(P= 0,03). Podemos observar uma maior estimativa de ancestralidade africana com
cerca do dobro (8% com e 4% sem o alelo polimérfico) no grupo sem o alelo
polimorfico investigado no presente estudo. De maneira geral, as figuras
demonstram um aumento significativo da ancestralidade europeia para o0s
individuos portadores de alelo polimérfico (99365719a>G) no gene CYP3A4 em
relacdo ao grupo de individuos sem este alelo e, inversamente, observa-se uma

reducdo nas outras ancestralidades para o grupo portador de alelo mutante.
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Figura 09. Distribuicdo de frequéncia do CyP3a4 (rs2246709) de acordo com a ancestralidade africana.

A terapia personalizada, conceito que emana da Farmacogenética, deve estar
baseada na identificacdo de caracteristicas genéticas individuais, ao invés das
diferencas interétnicas em grupos na frequéncia dos polimorfismos que afetam
a farmacocinética das drogas, e esse conceito € particularmente importante em
populacdes miscigenadas (SUAREZ-KURTZ, 2005)

Um dos mais importantes impactos da variagdo do genoma humano esta na
resposta individual as drogas. A abordagem classica que divide a humanidade

em populacdes diferentes com base em raca, geografia, cultura, aspecto fisico ou



58
gualquer outro critério, ndo parece ser a mais adequada para lidar com a variabilidade

humana, porque desconsidera a dispersdo dos tipos genéticos, e a posterior
mutacgédo, selecdo e direcionamento genético (SUAREZ-KURTZ, 2006). Admite-se
que a diversidade genética observada na Europa, Asia, Oceania e nas américas seja
equivalente a divisio em subconjuntos das variacdes encontradas na Africa (YU,
2002). Trabalho realizado em populacbes brasileiras, trouxe contribuicdo ao
demonstrar a inadequacdo de se diferenciar os grupos com base em critérios como
cor/raca, apresentando dados como a identificacdo de ancestralidade
predominantemente europeia e africana (43,1%) em brasileiros auto-declarados
pardos, enquanto a mesma ancestralidade foi identificada em 47,8% dos auto-
declarados brancos, dentre outras interessantes informacdes extraidas de sua
leitura (SUAREZ-KURTZ, 2014). Em estimativas anteriores para avaliar a
ancestralidade europeia e africana em brasileiros, foi observado que mais de 75%
dos auto-declarados brancos das regibes norte, nordeste e sudeste do pais,
apresentaram ancestralidade europeia abaixo de 90%, enquanto apenas cerca de
73% dos considerados negros mostraram uma ancestralidade predominantemente
africana (SUaREZ-KURTZ, 2006).

a variagdo na frequéncia dos polimorfismos do CYP2C9 em populacdes
miscigenadas de origem africana, em que se nota, no caso dos polimorfismos
relacionados ao metabolismo da Warfarina, uma maior frequéncia dos alelos *2 e *3,
reflete a ancestralidade europeia nessas populacoes, ja que tais alelos sao raramente
observados em populacdes africanas nativas. a ocorréncia desses polimorfismos
aumenta progressivamente desde brasileiros com mais de 80% de ancestralidade
africana. a baixa frequéncia desses polimorfismos (CyP2C9 *2 e *3) afeta a
performance dos algoritmos de dosagem da Warfarina, assumindo-se o inverso como
verdadeiro (SUAREZ-KURTZ, 2012).

O polimorfi associado ao gene da subunidade 1 da Vitamina K Ep6xi do Redutase
(VKORC1) é um bem documentado exemplo da diversidade farmacogenémica mundial.

O Consorcio Internacional da Farmacogendmica da Warfarina (2011) agrupou pacientes
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dos quatro continentes em trés grupos de populacbes ancestrais, dividindo-os em
asiaticos, afroamericanos e europeus e mostrou que o grupo portador de alelo mutado
no rs9923231 tem reduzida expressao desta enzima hepatica, e esta associado com a
necessidade de menores doses de Warfarina, para o RNI estar em margem terapéutica,
havendo uma variacéo interindividual de resposta a droga por esse polimorfi maior em
individuos de origem europeia, possivelmente devido & menor ocorréncia desta variante
rs9923231 no grupo dos afrodescendentes. De acordo com Suarez-Kurtz (2012), nos
brasileiros a frequéncia de distribuicdo do rs9923231 é uma funcdo da ancestralidade
africana, independente da “cor” relatada ou raca. Ha outros polimorfi de nucleotideos
simples ligados ao gene da VKORC1, relacionados ao metabolismo da Warfarina. Perini
et al. (2008) encontraram resposta efetiva a menores doses de Warfarina em populacao
miscigenada brasileira e alguns grupos de afroamericanos, relacionada ao alelo
rs8050894 e rs2884737. Outros polimorfi relacionados ao metabolismo da vitamina
K investigados sdao: EPHX1, APOE, y-Glutamil Carboxilase, CYP4F2, dentre outros
(SUAREZ-KURTZ, 2012; HUTZ, 2011).

A compreensdo do papel que tais alteracbes genéticas desempenham no
metabolismo da Warfarina, levou a criacdo de diferentes algoritmos, nos quais a
identificacdo desses polimorfismos nas diferentes populagdes, associados a outras
variaveis ja mencionadas anteriormente, pudesse contribuir para uma prescricdo mais
racional desta droga. Levando em conta as “reais” necessidades do individuo ou de
grupos de individuos. Tais algoritmos tém por objetivo expressar um Coeficiente de
Correlacdo entre a dose prevista e a dose prescrita do medicamento, naturalmente,
visando a aproximar esta daquela. Parece bem definido, contudo, que os resultados da
aplicagao destes algoritmos de dosagem da Warfarina foram superiores em populagoes
europeias, quando comparados aos das populagdes asiaticas e afroamericanas, o que
€ concernente com alguns argumentos acima expostos, além de dados explicitados
fartamente em publicacGes sobre o tema, como as variacdes associadas a fatores nao
genéticos que modulam a resposta da droga (interacdo medicamentosa e dieta, por

ex.), além de aspectos culturais, geograficos e contexto social.
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Para Voora e Ginsburg (2012), enquanto alguns estudos sugeriram vantagens em
relacdo ao modo padrao de prescricdo, outros falharam em apontar beneficios, a ndo
ser para pequenas alteracdes na dosagem da droga. Segundo estes autores, estudos
multicéntricos em andamento permitirdo melhor avaliar o beneficio da incorporacéo
farmacogenética a terapia com anticoagulantes orais.

Finkelman etal. (2011) apontaram que, mesmo com os algoritmos farmacogenéticos
disponiveis, mostrando superioridade no ajuste da dose quando comparados com 0s
outros métodos de ajuste disponiveis (método empirico, algoritmo puramente clinico,
tabelas de gendtipos, etc), em analise retrospectiva de 1378 pacientes em terapia com
Warfarina, cerca de 48% destes pacientes persistiram inadequadamente avaliados
para este fim.

Parece-lhes claro, em concluséo, que apesar de toda a pesquisa desenvolvida e
recursos despendidos, uma significativa percentagem das variabilidades existentes
permanece inexplicada. a discusséo acerca da potencial melhora na capacidade de
predicdo de dose desses algoritmos parece evidenciar que um topico importante é
incorporar a informacéao genética de estudos feitos em populacdes de afroamericanos.
Outra corrente de pensamento em Farmacogendmica tem advogado haver
beneficios na utilizacdo de modelos de prescricdo de drogas baseados em
populacdes, ou a utilizacdo das drogas com base em caracteristicas étnicas e de
ancestralidade das populacbes (SUAREZ-KURTZ, 2005). O conhecimento
acumulado acerca da mistura genética advinda da miscigenacdo das populacdes,
nao permite mais haver divida de que europeus sdo geneticamente relacionados a
africanos, tendo evoluido como um desdobramento deste ultimo (SUAREZ-KURTZ,
2006). a populagéo brasileira é uma das mais heterogéneas do mundo, resultado de
séculos de cruzamentos entre pessoas provenientes de trés continentes: europeus,
africanos e amerindios. Assim sendo, nossa populacdo seria a resultante da mistura
dos trés maiores componentes historico- geograficos da humanidade (SUaREZ-
KURTZ, 2006), dai advindo a importancia de incorporar, futuramente, conhecimento

farmacogendmico ao seu manejo clinico.
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Estudos de epidemiologia molecular sdo bastante promissores na medida
em que avaliam, em populacbes, as frequéncias de polimorfismos especificos
relacionados a predisposicdo a uma determinada caracteristica clinica (SUaREZ-
KURTZ, 2006 SUAREZ-KURTZ, 2012; SUAREZ-KURTZ, 2014).

Esta pesquisa investigou dois importantes polimorfismos nos genes
CYP2J2 e CYP3A4, que estdo envolvidos na via de metabolizacdo do Rivaroxaban.

Devido ao pouco conhecimento a respeito da farmacogenética do
Rivaroxaban esta pesquisa se prop6s a avaliar a influencia dos dois principais
polimorfismos genéticos envolvidos no metabolismos do Rivaroxaban e sua
influéncia para a ancestralidade genémica em uma populagdo com elevado

grau de mistura interétnica. A perspectiva é estabelecer base para futuras
investigacdes casos-controles farmacogeneticas em nossa populacéao.
Nossos resultados evidenciaram uma baixa frequéncia do polimorfismo -76
G>T do CYP2J2 na populagcédo do norte do Brasil, que néo sofre influéncia da
etnia. O polimorfismo do CYP3A4 (presenca do alelo a), de maior prevaléncia na
amostra analisada, apresentou correlacéo elevada com a ancestralidade europeia e

baixa com a africana e asiatica.
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6 CONCLUSOES

a) O Rivaroxaban € um inibidor oral direto do Fator Xa ativado, que apresenta
efeitos farmacodindmicos e farmacinéticos previsiveis com poucas interacaoes
relevantes aguando do seu uso concomitante com drogas habituais, oferecendo
resposta a varias das dificuldades relacionadas ao uso clinico dos anticoagulantes
convencionais;

b) N&o ha dados publicados até o momento acerca da presenca e distribuicao
do polimorfismo no CYP3A4 e no CYP2J2, relacionados ao metabolismo da
nova droga e possiveis fontes de variabilidade genética;

c) Foi observada elevada prevaléncia de individuos com presenca do Alelo A
para 0 CYP3A4 em nossa populagcdo e a presenca desse polimorfismo tem
correlacdo direta com a ancestralidade europeia e reducdo nas estimativas de
ancestralidade africana e asiética;

d) A perspectiva desta pesquisa é estabelecer bases para futuras investigacées

casos-controles farmacogenéticas em nossa populagao.
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