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RESUMO

A superfamilia génica Citocromo P450 é de significativa relevancia para o processo de
metabolizacdo de diversos farmacos no figado humano. O gene CYP2D6, um dos genes mais
estudados devido sua vasta quantidade de variagfes gendmicas e a baixa suscetibilidade a
influéncia de fatores externos ndo genéticos que afetam o processo metabolizacdo de mais de
20% dos farmacos comercializados. O perfil molecular do gene CYP2D6 influencia no
metabolismo de diversas classes de farmacos: antidepressivos, antipsicoticos, antiarritmicos,
analgésicos opioides, agentes anticancerigenos entre outros farmacos. Entretanto, esses
protocolos sdo desenhados, principalmente, para populacfes de origem europeia, ndo sendo
adequadamente empregados em populacdes brasileiras, jA que estd é resultante de um
complexo processo de miscigenacdo envolvendo a contribuicdo, principalmente, de europeus,
africanos e amerindios. Estudos farmacogendmicos em popula¢des amerindias sao escassos.
Sendo assim, na falta de dados consistentes, o estabelecimento de politicas publicas de saude
voltadas para a implementacdo da medicina de precisdo nestas populacdes, e em povos
miscigenados com estes grupos étnicos, fica prejudicado. Estudos genémicos capazes de
analisar a heterogeneidade genética de biomarcadores associados ao processo de
metabolizacdo de diversos farmacos em popula¢es amerindias e miscigenadas sdo de grande
impacto cientifico. Baseado nisto, o presente trabalho avaliou o perfil molecular de 22
importantes polimorfismos preditores de terapia no gene CYP2D6 em amostras de individuos
Amerindios Amazoénicos de trés tribos: Asurini do Trocara, Asurini do Koatinemo e Kayapo-
Xikrin. O DNA foi extraido a partir de sangue periférico dos individuos estudados. As
genotipagens dos polimorfismos foram realizadas por ensaios Tagman® em OpenArray®, no
QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System. As analises estatisticas foram realizadas
nos programas Arlequin v. 3.5.2.2, SPSS v. 12.0 e pacote estatistico do R. Além deste
trabalho original foi realizada uma revisdo para agrupar os dados do gene CYP2D6 em outras
populacdes amerindias. A partir dos resultados foi possivel observar que o perfil de
metabolizacdo extensiva, normal, é o mais frequente na populacdo amerindia da revisdo e na
populacdo amerindia amazodnica brasileira. Os perfis de importancia clinica, lento e
ultrarrapido, apresentou baixa frequéncia nas populacbes da revisdo e ndo foi observado na
populacdo amazobnica. Estes dados podem inferir que a populacdo amerindia pode ter certa
protecdo aos efeitos adversos e falha terapéutica relacionados a farmacos que s&o
metabolizados pela CYP2D6.

Palavras-chave: Farmacogenética, CYP2D6, Amerindios, Metabolizacdo



ABSTRACT

The genetic cytochrome P450 superfamily is of significant relevance to the process of
metabolizing drugs in the human liver. The CYP2D6 gene, one of the most studied genes due
to its vast amount of genomic variations and the low influence of external non-genetic factors
that affect the metabolization process of more than 20% of the drugs marketed. The molecular
profile of the CYP2D6 gene influences several classes of drugs: antidepressants,
antipsychotics, antiarrhythmics, opioid analgesics, anticancer agents among other drugs.
However, these protocols are designed mainly for populations of European origin, not being
properly employed in Brazilian populations, as are results from a complex process of
miscegenation involving the contribution mainly from European, African and Amerindian.
Pharmacogenomic studies in Amerindian populations are scarce. Thus, in the absence of
consistent data, the establishment of public health policies aimed at the implementation of
precision medicine in these populations, and in peoples mixed with these ethnic groups, is
impaired. Genomic studies capable of analyzing the genetic heterogeneity of biomarkers
associated with the metabolism process of several drugs in Amerindian and mixed
populations are of great scientific impact. Based on this study evaluated the molecular profile
22 therapy important predictors of the CYP2D6 gene polymorphisms in individuals in
American Indians Amazon samples from three tribes: the Asurini Trocara, Asurini Koatinemo
and the Kayapo-Xikrin. The DNA was extracted from the peripheral blood of the individuals
studied. Polymorphism genotypes were performed by Tagman® assays in OpenArray® on the
QuantStudio ™ 12K Flex Real-Time PCR System. The statistical analyses was due in the
programs Arlequin v. 3.5.2.2, SPSS v. 12.0 and the statistical package of R. In addition to this
original work, a review was carried out to group CYP2D6 gene data in other Amerindian
populations. From the results it was possible to observe that the normal extensive metabolism
profile is the most frequent in the Amerindian population of the review and in the Brazilian
Amazon Amerindian population. The profiles of clinical importance, slow and ultrafast,
presented low frequency in the populations of the review and was not observed in the
Amazonian population. These data may infer that the Amerindian population may have some
protection from drug-related adverse effects and drug failure that are metabolized by
CYP2D6.

Keywords: Pharmacogenomic, Amerindian, CYP2D6, metabolization.
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1. INTRODUCAO
1.1. FARMACOGENETICA

A variacdo gendmica descreve as diferencas naturais existentes entre individuos da
mesma espécie que sdo resultado do acasalamento ndo aleatorio, deriva genética, distribuicao
fisica ou migragdo. O sequenciamento de genomas individuais e a comparagdo de leituras
com um genoma humano de referéncia é o mecanismo utilizado para a descoberta da variagdo
gendmica (GIBSON, 2011). Atualmente, existem mais de 80 milhdes de variantes que foram
descobertas (NATIONAL HUMAN GENOME, 2016), que incluem polimorfismos de
nucleotideos Unicos (SNP), insercdes e delecbes (INDELS) e outras variagdes estruturais.
Para tanto, os tracos quantitativos e as correlacdes de genétipo e fendtipo podem ser oriundas
de variacOes de grande efeito ou pequenas variacdes do genoma humano (LAKIOTAKI et al.,
2017). Nesse contexto, variacdes gendmicas em genes codificadores de enzimas
metabolizadoras e transportadoras de farmacos estdo interligadas as diferencas
interindividuais relacionadas a eficacia e toxicidade de varios medicamentos, demonstrando a
necessidade de estudos farmacogenéticos sob este aspecto (PADMANABHAN, 2014).

A farmacogenética é baseada no processo de identificacdo de variantes genéticas que
influenciam os efeitos dos farmacos, normalmente por alteragcdes na farmacocinética, que é
como o composto é absorvido, distribuido, metabolizado e eliminado ou na farmacodinamica,
pela modificacdo dos seus alvos ou pela alteracdo das vias biologicas responsaveis pela
resposta do individuo aos efeitos farmacologicos (RELLING & EVANS, 2015). O estudo da
farmacogenética fundamenta-se na pesquisa de polimorfismos na sequéncia de DNA de genes
que, provavelmente, afetam a resposta aos medicamentos, objetivando a busca por uma
terapia individualizada que possa maximizar a eficAcia dos medicamentos e minimizar 0s

efeitos adversos associados aos farmacos (WANG et al., 2011).

A populacdo brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo, em consequéncia de
cinco séculos de miscigenacdo entre trés grupos geograficos ancestrais: os amerindios, 0s
europeus e os africanos. Essa heterogeneidade tem implicacdes importantes no desenho e
interpretacdo de ensaios clinicos farmacogenéticos, na implementacdo dos principios de
farmacogenética/farmacogenémica (PGx), na prescricdo de medicamentos e, ainda, em
relacdo a extrapolacdo de dados farmacogenéticos obtidos de outras popula¢ées (SANTOS et
al., 2010).
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O paradigma populacional da PGx se baseia na observacdo das frequéncias de
inimeros polimorfismos em farmacogenes (genes envolvidos na farmacodindmica e
farmacocinética dos farmacos) que varia amplamente entre as popula¢ées (SUAREZ-KURTZ
& PENA, 2006). Desta forma, investigacdes farmacogenéticas em diferentes grupos humanos
podem identificar populacdes que podem se beneficiar de mais de um farmaco ou identificar
efeitos adversos que ndo sdo vistos em outras populacbes (SUAREZ-KURTZ, 2005).
Compreendendo-se a importancia da PGx como guia para a tomada de decisdo na clinica.

Vaérios estudos demonstram a grande variabilidade de genes que estdo envolvidos na
metabolizacdo dos farmacos e que podem ser associados a resposta do paciente para a terapia.
Variantes do gene TPMT estdo associadas a susceptibilidade a toxicidade hematopoiética na
terapia com a 6-mercaptopurina (6-M) em pacientes com Leucemia Linféide Aguda (CHEOK
et al., 2009), de tal forma que pacientes que apresentam mutagdes do gene TPMT que
resultam em déficits na atividade da proteina tém um maior risco de suscetibilidade a
toxicidade grave associada ao tratamento tratamento, devido ao acumulo de metabolitos
intracelulares ativos da 6-MP (RELLING et al., 1999; ABAJI & KRAJINOVIC, 2017). Para
esses pacientes, € recomendada uma reducao de mais de 90% da dose inicial de 6-MP desde 0

inicio do tratamento para evitar complicac@es toxicologicas (CHEOK et al., 2009).

Ainda exemplificando a importancia de alteracbes em farmacogenes, alguns pacientes
com tumores sélidos que sdo tratados com fluoropirimininas, apresentam toxicidades graves e
até mesmo fatais devido a deficiéncias no gene DPYD, responsavel pelo processo de
catabolizacdo desta classe de farmacos (THORN et al., 2011). O gene estudo de variantes no
gene DPYD é recomendado por diferentes agéncias internacionais para 0 manejo clinico de
fluoropirimidinas. Outros exemplos se destacam no contexto farmacogenético, como o
anticoagulante Varfarina, utilizado na prevencdo e tratamento de distirbios tromboticos,
possui uma resposta terapéutica divergente entre os pacientes devido as variantes genotipicas
dos genes que metabolizam este farmaco (CYP2C9 e VKORC), sendo necessario a
genotipagem destes genes para a pesquisa destas variacdes antes do inicio do tratamento com
este farmaco (PIRMOHAMED et al., 2014).

Diante da abrangente quantidade de varia¢fes genémicas entre os individuos, alguns
farmacogenes se destacam devido a vasta quantidade de farmacos que podem metabolizar,
como 0s membros da familia CYP450. Dentre estes, 0 gene CYP2D6 que esta relacionado
com o0 metabolismo de 40% de todos o0s antipsicOticos disponiveis para terapias
(CACABELOS, 2011). De fato, as constantes descobertas da interagdo das variantes
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gendmicas e a resposta terapéutica buscam biomarcadores moleculares preditivos de eficacia
terapéutica para varios tratamentos através do uso de metodologias de sequenciamento de
nova geragdo (NGS) (GILLIS et al., 2014).

1.2. CITOCROMO P450

O impacto clinico dos polimorfismos em uma enzima metabolizadora de farmaco,
como o Citocromo P450, deve ser considerado dentro do seu contexto farmacoldgico, onde as
diferentes variantes genéticas levardo a resultados divergentes na metabolizacdo do farmaco.
As variantes de perda de funcdo levardo a uma diminui¢cdo do processo de depuracdo e ao
aumento das concentracfes plasmaticas, enquanto as variantes de ganho de fungdo levardo a
uma maior depuracdo e a baixas concentracbes de farmaco. Quando o farmaco €
farmacologicamente ativo, este resultara em um aumento do efeito da droga em individuos
que apresentam variantes de perda de funcdo e diminuicdo deste efeito em individuos com
variantes de ganho de funcdo, aléem de uma potencial toxicidade relacionada ao farmaco
devido a alta dosagem. Se o farmaco é ativado metabolicamente (pro-farmaco), o contrério é
esperado, e a atividade farmacoldgica ou a toxicidade do(s) metabdlito(s) devem ser
consideradas(ZANGER& SCHWAB, 2013).

A superfamilia génica do Citocromo P450 (CYP) é responsavel pela oxidacdo de
substancias enddgenas e xenobidticos em compostos mais hidrofilicos e correspondema 80%
das enzimas metabolizadoras de fase | dos farmacos, realizando cerca de 70% do processo de
depuracdo (ZHOU et al., 2017; ZHOU, 2009). A superfamilia CYP é composta por 57 genes,
onde 12 destes genes codificam enzimas que sdo responsaveis por mais de 75% das reacdes
de fase | de oxidacdo dos farmacos (EVANS & RELLING, 1999). Independentemente da
especificidade dos substratos dessas enzimas, varios sdo os farmacos que podem ser
metabolizados por poucas ou até somente uma enzima, limitando assim a redundancia do
sistema de fase | de oxidacdo de farmacos (ZANGER & SCHWAB, 2013). Os genes da
familia CYP sdo altamente polimorficos, varios estudos demonstraram que esses genes
possuem, em sua maioria, variantes de nucleotideo Unico (SNVs) e variacdes no nimero de
cépias (STRANGER et al., 2007).

A importancia desta familia para predicdo de terapias recomendadas por agéncias
internacionais é de significativa importancia para a clinica, onde os testes farmacogenéticos
sdo realizados em variantes que sdo validadas e possuam caracteristicas experimentais que

fundamentam a sua predicdo, além de terem caracteristicas fenotipicas conhecidas. A maioria
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dessas variantes possui uma Frequéncia de Menor Alelo (MAFs) <1%, o que ndo exclui a sua
importancia para a clinica (FUJIKURA et al., 2015). Alguns membros da familia CYP450,
como a CYP2D6, possuem uma variabilidade de resposta terapéutica baseada somente em
seus polimorfismos génicos, enquanto que grande parte dos membros desta familia agregam
inimeros fatores que os controlam, como polimorfismos adicionais em genes regulatorios e
fatores ndo genéticos do individuo incluindo sexo, idade, influéncias hormonais, dentre outros
(INGELMAN-SUNDBERG et al., 2007). Para demonstrar a grande variabilidade dessas
enzimas e dos fatores que as regulam,a Figura 1, construida por Zanger&Schwab (2013),
apresenta cerca de 250 vias de farmacos que sdo clinicamente utilizados e metabolizados por

genes da familia CYP450, assim como os fatores que influenciam na variabilidade.

Polimorfi CYP1A2 Inducio (1) Idade(T)
I;d]ur:_-lgz al)m “n CYP2A6 (8,9%) Inflamacdo (]) (Sexom=>f ?)
Inflamagao ({) (3,4%) | Colestase (])  (Polimorfismo)
(Sexo f>m 7) ? _\
Idade (1)

Inducio (1)

Polimorfismo (| 1) CYP2B6

CYP3A4/5
(30,2%)

Inflamacao (|) o Inducao
Idade (1) (7.2%) Sexo (f>m)
(Sexo f=m 7)

Inflamacao (|)
Polimorfismo ()
Idade (1)

CYP2J2 S
\ (3%) Polimorfismo ()
CYP2E1l 1nducio (O]

( 3 0/0) Inflamacio ()
Diversas Doencas (T)

Inducio () CYP2C8_1

Polimortismo (| T) (4,7%)
Inflamacéo (|) ’
Idade (1)

CYP2C9
Inducio (]) (12.8%)

Polimorfismo ()
Inflamacdo ()
Idade (1)

(Sexo )

Polimorfismo (| 1) CTSPSZB/(’: 19 Sexo (m > f)
E;i'l:::qf‘u?{,) (6:5%) CYP2D6 polimorfismo Umn
(Sexo 7) (20%) Inflamagao ()

Figura 1 - Fracdo dos Farmacos que séo clinicamente usados e metabolizados pelas isoformas da
CYP450 e os fatores que influenciam a variabilidade de resposta. Fatores de variabilidade importantes
sdo indicados em negrito com possiveis dire¢des de influéncia indicadas (1, aumento da atividade; |,
diminui¢do da atividade; 1 |, aumento e diminui¢do da atividade). Fatores controversos sdo mostrados
entre parénteses. Adaptado de ZANGER & SCHWAB (2013).

Devido a grande diferenca interindividual das enzimas da superfamilia CYP e a
abrangente variabilidade de expressdo dos seus genes codificadores, alguns fendtipos foram
adotados para a categorizagdo desses metabolizadores: conhecidos como Metabolizadores

Ultrarrapidos (UM), Metabolizadores Extensivos (EM), Metabolizadores Pobres (PM) e
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Metabolizadores Intermediarios (IM), sendo os metabolizadores ultrarrapidos presentes
somente nos CYP2D6 e 2C19 (INGELMAN-SUNDBERG et al.,, 2007). E abundante a
presenca desses fendtipos em individuos que utilizam os mais diversos farmacos que s&o
metabolizados pelo Citocromo P450. Entre os regimes terapéuticos particularmente
importantes afetados por esses polimorfismos estdo terapias com varios antidepressivos,
antipsicoticos, analgésicos, anticoagulantes, antidiabéticos e agentes anticancerigenos. A
partir das caracteristicas apresentadas sob a 6tica do Citocromo P450 mostra-se o abrangente
leque de caminhos que podem ainda ser avaliados sobre a interacdo dos polimorfismos
presentes nestas enzimas e a sua Vvariabilidade no processo de metalizacdo desses

medicamentos.
1.3. CITOCROMO P450 2D6 (CYP2D6)

Mais de 80% dos farmacos sdo metabolizados pelos membros 1, 2 e 3 da superfamilia
CYP, entre essas enzimas o Citocromo P450 2D6 (CYP2D6) é intensamente investigado
(INGELMAN-SUNDBERG, 2005). Essa enzima representa apenas uma pequena
porcentagem de todos os CYP hepaticos (1,3 - 4,3%), entretanto, metaboliza mais de 20% de
todos os farmacos no figado humano, sendo conhecidos pelo menos 160 alvos terapéuticos
que sdo metabolizados por esta enzima (ZHOU et al., 2009; ZANGER & SCHWAB, 2013;).

O gene CYP2D6 esta localizado no Chr22g13.1 e proximo a dois pseudogenes nao
funcionais (CYP2D7 e CYP2D8); desde a sua descoberta em 1989, varias pesquisas foram
realizadas sobre o metabolismo deste gene, principalmente devido a vasta quantidade de
polimorfismos nele presente (KIMURAGet al.,1989). Até a presente data foi documentado que
0 CYP2D6 possui mais de 100 variantes alélicas (PHARMVAR, 2018). Geralmente, essas
variantes podem resultar em uma atividade aumentada, diminuida ou nula em variacdes no
fendtipo de forma interindividual e interétnica, mostrando que a relacdo genotipo e fendtipo
do CYP2D6 sao de extrema importancia para a medicina de precisdo na pratica clinica (HE et
al., 2015).

Como consequéncia da grande quantidade de polimorfismos presentes no gene, 0
genotipo caracterizado do CYP2D6 decorre da interacdo entre diversos polimorfismos que sao
definidos pelos haplotipos. A frequéncia dos alelos no gene CYP2D6 difere entre as
populagdes mundiais. Em 2014, uma equipe de pesquisadores da Espanha analisou 172
trabalhos de pesquisa originais incluindo 44.572 individuos em um estudo sobre a

variabilidade dos alelos de CYP2D6 por grupo étnico e regido geografica (LLERENA et al.,
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2014), a partir dos resultados apresentados pelo grupo Espanhol foi possivel confirmar a
variabilidade das frequéncias alélicas do gene, os alelos mais frequentes por grupo étnico
foram: CYP2D6*10 nos asiaticos, CYP2D6*17 e *29 na Africa e CYP2D6*4 na Europa e
nos caucasianos. Nas populacbes do Oriente Médio, CYP2D6*41 e as
duplicagGes/multiplicacdes do gene CYP2D6 ativo possuem as maiores frequéncias (Figura
2), comprovando a diversidade das frequéncias desses alelos nas populagdes mundiais (GAO
et al., 2017). Os resultados avaliados como exames preditivos para determinar o perfil de
matabolizacdo individual utilizam uma associacdo do hapl6tipo materno e paternos herdados,
sendo definidos como um diplotipo (PERRY et al., 1994).
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Figura 2 - Principais alelos do gene CYP2D6 em diferentes regides geograficas.Dados da literatura
sobre a frequéncia dos principais alelos (CYP2D6 *4,*10,*17,*29,*41) nas popula¢cdes mundiais.
Numero de individuos analisados (n).Fonte: Adaptado de LLERENA et al., 2014.

Os dipldtipos do gene CYP2D6 sao variaveis e resultam em fendétipos diferentes que
permitem classificar seus portadores em quatro tipos de metabolizadores: Metabolizadores
Intermediarios (IM), Metabolizadores Extensivos (EM), Metabolizadores Pobres (PM) e
Metabolizadores Ultrarrapidos (UM) (YU et al., 2017). Os individuos que carregam 0
fendtipo de IM possuem a combinacgdo de dois alelos com fungdo enzimatica diminuida ou a
presenca de um alelo sem fun¢do acompanhado de outro com fungdo diminuida. Os EM néo

resultam em uma atividade enzimatica significativamente alterada, podem carregar, por
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exemplo, dois alelos com funcéo enziméatica normal ou a combinagéo de um alelo com fungédo
normal e outro com funcdo diminuida. Os PM sdo caracterizados pela combinacdo de dois
alelos com completa perda de funcdo — alelo nulo, devido a genes mutados ou deletados. E
por fim os UM que carregam pelo menos um alelo de funcéo enzimatica aumentada além de
um alelo de funcéo normal. (ZHOU et al., 2009; GAEDIGK et al., 2017; YU et al., 2017).

As frequéncias desses fendtipos de metabolizacdo do gene CYP2D6 apresentam uma
grande diferenca entre as populagcbes do mundo. O fen6tipo PM e UM sdo os mais
importantes para a clinica. Um estudo realizado em 2014 mostrou que as populacdes
caucasianas, exceto os europeus do sul do Mediterraneo, apresentaram a maior frequéncia de
PM, enquanto a menor frequéncia esta presente em populacGes do leste asiatico. Quando este
fendtipo é demonstrado por regido geografica a Europa apresentou uma maior distribuicdo do
metabolizador lento (LLERENA et al.,, 2014). S&o escassos o0s dados de literatura que
apresentam informacfes sobre a frequéncia desses metabolizadores em populagdes mais
isoladas, como os amerindios, dificultando a caracterizacdo dessas populagdes em relacdo ao

perfil de metabolizacdo dos farmacos.

A enzima CYP2D6 possui importante papel no metabolismo dos farmacos com sua via
metabolica sendo a via predominante de acdo central no processo de depuracéo e bioativacéo
de diversas classes, como analgésicos, antiarritmicos, antipsicoticos, entre outras (GAEDIGK,
et al., 2017). A variabilidade no fendtipo de metabolizacdo € abundante, os individuos que
portam gendtipos de metabolizadores pobres e ultrarrapidos, por exemplo, apresentam um
maior risco de experimentar eventos adversos relacionados a dose ou falha no tratamento,
dependendo do substrato particular envolvido (DE ANDRES et al., 2017).

Para adversidades de resposta ao farmaco, agéncias regulamentadoras como a FDA
(Food and Drug Adminstration), nos Estados Unidos, e a EMA (European Medicines
Agency), na Europa, aconselham a restricdo ou o ajuste de dose para alguns medicamentos, a
exemplo da codeina (opioide utilizado no tratamento de dor leve a moderada) que é um proé-
farmaco metabolizado pela CYP2D6 e possui administracdo restrita para os individuos que
apresentam fendtipo UM devido a potenciais reacdes adversas fatais (NARANJO et al.,
2016).

Diante das caracteristicas individuais oriundas dos diferentes tipos de fenotipos de

metabolizagdo dos farmacos, compreende-se a necessidade de estudos que possam descrever
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as particularidades destes fendtipos e dos polimorfismos presentes em genes de metabolizacéo

para o direcionamento das terapias em um abrangente grupo de farmacos.
1.3.1. O CYP2D6 E SUA IMPLICANCIA TERAPEUTICA

O perfil molecular de CYP2D6 pode alterar a conduta terapéutica de diferentes
farmacos, desta forma, diversas agéncias internacionais (EMA e FDA) recomendam o
emprego de polimorfismos neste gene como biomarcadores de predicdo de terapia em
antidepressivos, antipsicoticos, antiarritmicos, analgésicos opioides, agentes anticancerigenos
e outras classes de farmacos (GARDINER & BEGG, 2006).

1.3.1.1. Farmacos Antidepressivos

Caracterizam-se por farmacos utilizados no tratamento do transtorno depressivo maior,
aléem de outras condi¢des como transtornos de ansiedade, dor crbnica, distimia entre outros.
Divididos em classes, sendo os antidepressivos triciclicos - ATC (inibidores da recaptacdo da
serotonina-norepinefrina) os que possuem maior variabilidade de resposta (CIRAULO et al.,
2011). Os ATC ainda séo recorrentes para o tratamento da depresséo, contudo, estes farmacos
também sdo empregados no contexto do gerenciamento da dor (GELENBERG et al., 2010).
As diferencas interindividuais nos efeitos colaterais e na resposta ao tratamento tém sido

associadas a variabilidade das concentracfes plasmaticas triciclicas (HICKS et al., 2017).
Amitriptilina

E um antidepressivo pertencente a classe dos triciclicos, sendo utilizado para o
tratamento de transtornos psiquidtricos como a depressdo, ataques de panico, transtorno
obsessivo-compulsivo, bulimia, transtorno de estresse pés-traumatico e transtorno de
ansiedade. Este farmaco também pode ser utilizado para outras disfun¢ées como prevencéo de
enxaqueca, manejo de dor neuropatica e fioromialgia (ACCORD HEALTHCARE, 2016).

A amitripilina tem sua metabolizacdo realizada pelas vias dos genes CYP2C19 e
CYP2D6. O CYP2C19 metaboliza o farmaco em seu metabolito ativo, a nortriptilina, um ATC
com uma ac¢do duas vezes mais potente que outros antidepressivos. O metabolismo catalisado
pelo CYP2D6 resulta na formacdo de metabdlitos hidroxilicos (HICKS et al., 2013). Como
tanto o farmaco primario (amitriptilina) e o metabdlito nortriptilina sdo compostos
farmacologicamente ativos, 0s niveis plasmaticos de ambos os farmacos devem ser

monitorados. Devido a variabilidade de polimorfismos nos genes que metabolizam este
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farmaco, alguns individuos podem apresentar niveis plasmaticos fora do intervalo terapéutico
apos tratamento com doses padrdo, por apresentarem determinadas variantes de CYP2C19 e
CYP2D6, resultando em um maior risco de toxicidade ou a falha no tratamento (HICKS et al.,
2013).

Individuos que apresentam o fenétipo de metabolizador lento do gene CYP2D6
possuem um maior risco de sofrer com efeitos adversos com a administracdo de dose padrdo
da amitripilina, desta maneira, o Consércio de Implementacdo Clinica de Farmacogenética
(CPIC) orienta a restricdo do uso deste farmaco e outros ATC e recomenda a substituicdo para
uma droga que nao seja metabolizada pelo CYP2D6 (HICKS et al., 2017). A Tabela 1 resume
0s metabolizadores e os principais dipl6tipos que afetam a metabolizacdo deste farmaco. Para
0s PM do gene CYP2D6 o CPIC recomenda a uma reducdo de 50% da dose inicial e que seja
utilizado o monitoramento de medicamentos terapéuticos para orientar os ajustes de dose
(HICKS et al., 2013).

As agéncias internacionais que regulamentam o uso dos farmacos orientam aos
pacientes que utilizam a amitriptilina a realizarem o teste genético para que o aconselhamento
terapéutico seja elaborado de acordo com genotipo do paciente, e quando necessario, é
recomendado o ajuste de dose ou substituicdo da amitripilina por outro farmaco que néo seja

metabolizado pelos genes relatados (HICKS et al., 2015).

Tabela 1 - Principais dipldtipos e seu respectivo perfil metabolizadores do gene CYP2D6.

MEDIA de EXEMPLOS de

FENOTIPO do CYP2D6 ATIVIDADE* DIPLOTIPOS

(*1/*1)xN

Metabolizador Ultrarrapido <20 (*1/%2)xN
(aproximadamente 1-20% dos pacientes)

(*2/*2)xN

(continuacéo)

] MEDIA de EXEMPLOS de
FENOTIPO do CYP2D6 ATIVIDADE* DIPLOTIPOS
*1/*1
*1/*2
Metabolizador Extensivo 1.0-2.0 *0 /%2
(aproximadamente 72—-88% dos pacientes) /%9

*1/*41
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*41/*41
*1/*5
*1/*4

*4[*41

Metabolizador Intermediario 0.5 *5/%Q
(aproximadamente 1-13% dos pacientes)

*4/*10
*4[*4
*4/*4xN

Metabolizador lento 0 *3[%/
(aproximadamente 1-10% dos pacientes)

*5/*5
*5/*6

*0O gendtipo é traduzido para um fendtipo, com base na soma de uma média de atividade (AS)

atribuida a cada alelo (fenétipo baseado em genétipos). Fonte: Adaptado de HICKS et al., 2017.
Imipramina

Foi o primeiro ATC a ser utilizado no tratamento da depressdo na década de 50.
Embora ainda seja utilizado para este fim, também pode ser Gtil na terapia adjuvante
temporéria para a reducéo da enurese em criangas com idade igual ou superior a 6 anos (PAR
PHARMACEUTICAL, 2016). Assim como a amitripilina, a imipramina também é
metabolizada pelos genes CYP2C19 e CYP2D6, sendo o CYP2C19 responsavel pela
metabolizacdo em desipramina, outro ATC, porém com caracteristicas clinicas que o
distinguem da imipramine. Subsequentemente, a desipramine é metabolizada pelo CYP2D6

em uma hidroxi-imipramina menos ativa (HICKS et al., 2013).

O alcance terapéutico ideal para a imipramina é bem definido. Grande parte dos
pacientes que fazem o uso deste ATC possuem uma Gtima resposta quando 0s niveis séricos
da imipramina e desipramina estdo entre 175 e 300 ng/mL (HIEMKE et al., 2011). Contudo,
alguns individuos que apresentam variacGes genéticas no CYP2C19 e/ou CYP2D6 podem
apresentar aumento no risco a toxicidade ou até mesmo falha no tratamento. Os pacientes que
apresentam gendtipo de metabolizadores ultrarrapidos do gene CYP2D6 (Tabela 1), sdo
recomendados pela CPIC a terem doses mais elevadas de imipramina para estar dentro do
intervalo terapéutico em comparagdo com os individuos que sdo metabolizadores normais
(SCHENK et al., 2008).
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FDA e EMA sédo algumas das agéncias internacionais regulamentadoras de farmacos
que orientam a realizacdo de teste genético e o acompanhamento dos pacientes que
apresentarem variacbes nos genes que metabolizam estes farmacos antidepressivos,
mostrando a importancia da compreensdo e conhecimento desses metabolizadores e das

variantes genéticas que atuam sobre eles.
1.3.1.2. Farmacos Antipsicoticos

S&o0 farmacos psicoativos usados para tratar psicose’ (independentemente da causa
subjacente), assim como transtornos psicoticos cronicos (por exemplo, esquizofrenia) e outras
condicBes psiquiatricas. Na década de 1950 foram descobertos os primeiros antipsicéticos,
que sdo conhecidos como antipsicéticos de “primeira geragdo” ou “tipicos”, tendo como
mecanismo de acdo o bloqueio do receptor dopamina do tipo 2 (D2) no sistema limbico do
cérebro. Porém, esses farmacos também bloqueiam os receptores de dopamina na via
nigroestriatal, causando efeitos colaterais conhecidos como extrapiramidais, que s&o
disturbios do movimento (FINKEL et al., 2009). Nos anos seguintes surgiram 0S
antipsicoticos “de segunda geracao” ou “atipicos”, que apresentam menor risco de efeitos
colaterais extrapiramidais. Espera-se que esses antipsicoticos ocupem temporariamente 0s
receptores D2 e se dissociem rapidamente, para permitir a neurotransmissdo normal da
dopamina (SEEMAN, 2002).

Risperidona

E um antipsicético atipico, sendo o mais prescrito nos Estados Unidos, é utilizado para
o0 tratamento de esquizofrenia e episddios maniacos ou mistos do transtorno bipolar. Apos o
alivio dos sintomas, a risperidona é usada como método para o processo de manutencdo dos
disturbios controlados e também pode ser prescrita para compor o tratamento para 0 manejo
da agressao e/ou psicose em casos de deméncia grave e irritabilidade associada ao transtorno
autista que pode ser apresentado por criancas e adolescentes (JANSSEN
PHARMACEUTICALS, 2017).

Por ser um antipsicotico de segunda geracdo, possui uma alta afinidade pelos

receptores de serotonina 5-HT do tipo 2 (5-HT2A), o-1 adrenérgicos e receptores D2, porém

! “psicose € a caracteristica definidora dos transtornos do espectro da esquizofrenia, uma caracteristica
comum, mas variavel, dos transtornos do uso de humor e de substancias, e uma caracteristica
relativamente comum de muitas condi¢Ges neurologicas e médicas de desenvolvimento, adquiridas e
degenerativas” (ARCINIEGASA, 2015, p. 715).
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tem uma ligagdo “lenta” com o receptor D2, a risperidona acaba por ndo bloquear os
receptores de dopamina na via nigroestriatal e os efeitos colaterais extrapiramidais S&o menos
provaveis (MOLDEN et al., 2016).

A risperidona sofre um intenso processo de metabolizacdo hepética através da enzima
CYP2D6, que a transforma no metabdlito ativo a 9-hidroxisperidona. Ainda que a risperidona
e a 9-hidroxisperidona sejam consideradas equipotentes, elas podem apresentar diferentes
afininidades por dois receptores, 0 5-HT2A e o D2, mostrando que a risperidona pode
apresentar uma atividade aproximadamente duas vezes mais potente do que a 9-
hidroxisperidona. Essas divergéncias de atividade farmacoldgica, devido a afinidade por esses
receptores, podem explicar as variagdes na resposta clinica observada entre os individuos que
apresentam diferentes fendtipos do CYP2D6 (CARTWRIGHT et al., 2013).

Os PM podem apresentar um maior risco de efeitos adversos devido ao aumento da
exposicdo ao farmaco, ja que doses padrdes de risperidona levam a um aumento de seus
niveis plasmaticos e niveis reduzidos de 9-hidroxisperidona (LISBETH et al., 2016). Para 0s
UM o nivel plasmatico de risperidona pode estar diminuido, devido ao aumento da atividade
da CYP2D6, gerando uma resposta diminuida a terapia (GANOCI et al., 2016). A FDA
recomenda o teste genético para 0 acompanhamento dos pacientes que possuem o fenotipo de
metabolizadores ultrarrdpidos e pobres, devido aos diferentes niveis plasmaticos (de
risperidona e 9-hidroxisperidona) que estes pacientes podem apresentar, e assim ocasionar

diferentes eventos adversos ou até mesmo a falha terapéutica.
Clozapina

E um antipsicético atipico utilizado para o tratamento da esquizofrenia, foi introduzido
nos Estados Unidos em 1971, porém quatro anos depois a Novartis®, voluntariamente retirou
o farmaco de circulacdo devido ao perigo de seguranca para Seus consumidores que
apresentavam efeitos adversos, como uma intensa neutropenia. Entretanto, em 1989, a FDA
reaprovou o uso da clozapina para o tratamento da esquizofrenia, por este farmaco ter sido o
mais efetivo no manejo da esquizofrenia resistente ao tratamento (BREIER et al., 1994 e
NOVARTIS PHARMACEUTICALS CORPORATION, 2014).

A clozapina, por ser um antipsicotico de segunda geracdo, possui um mecanismo de
acdo que blogueia os receptores D2 no sistema limbico do cérebro, favorecendo assim 0s

sintomas "positivos"” da esquizofrenia. O processo de metabolizacdo deste farmaco é realizado
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no figado por enzimas da superfamilia CYP, principalmentea CYP1A2, que é um
determinante importante da dose de clozapina a ser administrada. Outras enzimas também
estdo envolvidas no metabolismo deste fa&rmaco, como a CYP2D6 e CYP3A4 (RAJJI et al.,
2015).

Devido a abrangéncia de polimorfismos presentes nos genes da familia CYP450 que
podem resultar em uma atividade enzimética reduzida, ausente ou aumentada, é necessario
um controle de dosagem nos individuos que apresentam diferentes fendtipos. Desta maneira, a
FDA indica uma reducdo de dose para pacientes que apresentam o fen6tipo PM da enzima
CYP2D6, pois estes podem desenvolver concentragdes plasmaticas acima do esperado de
clozapina com doses padrdes. Outro ajuste de dose pode ser necessario quando a clozapina é
administrada com outros farmacos que podem inibir ou induzir as enzimas de metabolizacéo,
como por exemplo, o antibidtico ciprofloxacino (inibidor da CYP1A2) e o antidepressivo
fluvoxamina (inibidor da CYP3A4 e CYP2D6) (NOVARTIS PHARMACEUTICALS
CORPORATION, 2014).

1.3.1.3. Farmacos Antiarritmicos

Os farmacos antiarritmicos sdo utilizados com o objetivo de restaurar o ritmo e a
conducéo cardiaca normal. Esses farmacos podem ser administrados para evitar a ocorréncia
de arritmias mais graves e, possivelmente, letais. Em 1970, Miles Vaughan Williams
introduziu uma classificacao para estes farmacos que € atualmente utilizada, onde os farmacos
antiarritmicos sdo divididos em cinco classes: Classe I, sdo os bloqueadores dos canais de
sodio; Classe Il, sdo os bloqueadores dos receptores beta adrenérgicos; Classe 11, sdo os
agentes que interferem nos canais de recaptacdo do potassio; Classe 1V, sdo os bloqueadores
de canais de Calcio e a Classe V, sdo os demais agentes (VAUGHAN, 1970).

Propafenona

E um farmaco antiarritmico de Classe I, que atua nos canais cardiacos de sddio (Na*)
para inibir os potenciais de acdo, e subclasse C por ndo afetar significativamente o potencial
de acfo. E administrado com o objetivo de prevenir a recorréncia da fibrilagdo atrial em
pacientes que apresentam fibrilacdo atrial episddica, porém, possuem doenca cardiaca
estrutural subjacente. Pode ser considerado um beta bloqueador fraco e geralmente possui um
grau de tolerabilidade aceitavel entre os pacientes (GLAXOSMITHKLINE LLC, 2016).
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A propafenona possui dois metabdlitos ativos, 5-hidroxipropafenona, que ¢é
metabolizada pela CYP2D6, e a norpropafenona, que é formada por CYP3A4 e CYP1A2.
Devido aos polimorfismos presentes no gene CYP2D6, as variagdes plasméticas da
propafenona e de seus metabdlitos é observada em alguns pacientes. Aqueles que possuem o0
fenotipo PM da CYP2D6 apresentam um metabolismo mais lento do farmaco, de tal forma
que o metabdlito 5-hidroxipropafenona ndo é formado em taxas muito lentas, de modo que
altas doses da droga (850mg/dia) induzem a uma concentracdo plasmatica de propafenona até
duas vezes maiores que um individuo que possui fen6tipo de metabolizador normal da
CYP2D6 (SU et al., 2016).

Agéncias regulamentadoras de farmacos, como a FDA, recomendam que o regime de
dosagem de propafenona seja 0 mesmo para todos os pacientes, embora eles possuam niveis
de atividade da CYP2D6 diferentes. Esta recomendagéo é baseada no fato de que, ainda em
altas doses, os efeitos de altos niveis de propafenona no organismo sdo reduzidos pela
caréncia do metabolito 5-hidroxipropafenona ativo nos metabolizadores lentos, e tambem
devido as taxas de condicdes estaveis que sdo alcangadas ap0s quatro a cinco dias de titulacao
da dose em todos os pacientes, independentes do fenotipo de CYP2D6. No entanto, em razédo
da grande variagdo nos niveis plasmaticos do farmaco entre os individuos, a FDA orienta a
titulacdo individual da dose de propafenona com base em sua resposta e tolerancia, com
grande atencdo dada a evidéncia clinica e ao eletrocardiograma de toxicidade
(GLAXOSMITHKLINE LLC, 2016).

Metoprolol

O metoprolol é um beta bloqueador beta (antiarritmico de classe Il) prescrito para o
tratamento da hipertensdo, angina e insuficiéncia cardiaca. Este farmaco antagoniza 0s
receptores beta-adrenérgicos-1 (f1) no miocardio, reduzindo a taxa e a forca da contracéo do
miocardio e, consequentemente, diminui a forca das contragdes cardiacas (ASTRA ZENECA,
2016).

A ligacdo de um agonista, como adrenalina e a noradrenalina (catecolaminas) aos
receptores beta induz um aumento da concentracdo intracelular de cCAMP, o que desencadeia
vias de sinalizacdo. A estimulacdo do receptor B1, expressa no tecido cardiaco, leva ao
aumento da frequéncia cardiaca e ao aumento da contratilidade dos atrios e dos ventriculos. O
objetivo do farmaco é proteger o coracdo do aumento da estimulacdo das catecolaminas,

através do bloqueio desses receptores com agentes antagonistas (BRISTOW, 2000).
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O metoprolol é metabolizado no figado pelas enzimas da familia CYP450, sendo a
CYP2D6 a mais importante nesse processo. Em virtude da vasta quantidade de polimorfismos
no gene CYP2D6, individuos que apresentam alguma alteragdo fenotipica na enzima, como a
falta de atividade, terdo concentragcdes plasmaticas de metoprolol, quase cinco vezes maiores
do que as encontradas em individuos com fenétipo de atividade normal, além de poderem
apresentar maior risco de manifestacdo de efeitos colaterais. Além disso, quando em altas
concentragdes plasmaticas, este farmaco se torna menos seletivo (BLAKE et al., 2013). Essas
alteracdes podem influenciar na proporcdo de enantiomeros, dose e a titulacdo do metoprolol,
onde os PM apresentam um risco aumentado de bradicardia. Desta maneira, a FDA
recomenda o ajuste de dose para os individuos que sdéo PM, IM e UM (HAMADEH et al.,
2014; ASTRA ZENECA, 2016).

1.3.1.4. Analgésicos Opioides

E uma ampla classe de farmacos, que incluem agentes alcaloides extraidos de
sementes de papoula (morfina e codeina) e seus derivados semissintéticos (oxicodona,
hidromorfona, oximorfona), assim como as fenilpiperidinas sintéticas (meperidina, fentanil) e
pseudopiperidinas sintéticas como a metadona. Esses farmacos sdo atuantes em trés classes
principais de receptores: Mu (u), Kappa (k) e Gama (6) e cada uma das classes possui 0 seu
ligante enddgeno caracteristico (JAMISON & MAO, 2015).

Codeina

E um dos analgésicos opioides mais prescritos no mundo, utilizada no tratamento de
dor leve a moderadamente grave, exercendo seus efeitos através dos receptores opioides
encontrados em todo o corpo, incluindo o sistema nervoso central e o sistema gastrointestinal.
A codeina é um pro-farmaco, que em seu estado inativo se liga fracamente ao receptor Mu-
opioide (u), sendo necessaria a conversdo em morfina, que possui afinidade 200 vezes maior
que a codeina por este receptor (VOLPE et al., 2011 e ROXANE LABORATORIES, 2010).

Para que a analgesia da codeina seja eficaz, € realizada a desmetilacdo deste pro-
farmaco em morfina, através da CYP2D6, onde apenas ~5-10% da codeina é metabolizada
nesta via, sendo que em uma dose de codeina administrada, aproximadamente 80% é
convertida em metabolitos inativos e excretada (HAUFROID & HANTSON, 2015).

Entretanto, em individuos que apresentam fenétipos de UM da CYP2D6 a porcentagem de
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codeina convertida em morfina pode ser muito maior. Enquanto que individuos que séo PM

tém niveis mais baixos de morfina (CREWS et al., 2014).

Os individuos que sdo UM possuem um maior risco de apresentar dependéncia e
“overdose” de morfina, levando a efeitos colaterais e menor duragéo do controle da dor, onde
mesmo em baixas doses de codeina acabam por resultar em niveis toxicos de morfina
(CREWS et al., 2014). H& vérios relatos de casos de efeitos adversos graves ou fatais que
ocorreram em pacientes que eram UM e foram tratados com doses padrdo de codeina, além de
casos de aumento do risco de sobredosagem de morfina lactentes UM cujas mées fazem uso
de codeina (CISZKOWSKI et al., 2009; KOREN et al., 2006).

Devido as diversidades de resposta a codeina devido as variantes genéticas do
CYP2D6, a FDA adverte na bula do farmaco os riscos que UM e PM apresentam quando
recebem doses padrdes de codeina, sendo recomendado que esses individuos recebam

opioides que ndo sdo metabolizados pelo CYP2D6.
Tramadol

E um analgésico usado para tratar a dor moderada & moderadamente grave, é utilizado
para a dor aguda e crénica. O tramadol é um opioide sintético relacionado a codeina, e é
administrado como uma mistura racémica de dois enantiomeros: tramadol (+) e tramadol (-)
(ACCORD HEALTHCARE, 2014). O mecanismo de acdo exato do tramadol ndo é
conhecido, mas sugere-se que 0s enantibmeros contribuem para seu efeito analgésico de
diferentes maneiras. Possui atividade no receptor p (menor que a codeina) e também inibe a
recaptacdo sinaptica de serotonina e de norepinefrina que acaba por reprimir a transmissdo da
dor na medula espinhal (REEVES & BURKE, 2008).

A metabolizacdo do tramadol é realizada no figado, principalmente, pela enzima
CYP2D6, que o catalisa no O-desmetiltramadol, principal metabdlito ativo do Tramadol,
conhecido como M1. O Tramadol e 0 M1 contribuem para o efeito analgésico, porém a
afinidade do M1 para os receptores opioides é maior que a do Tramadol (HAUFROID &
HANTSON, 2015). Pacientes que possuem o fenétipo PM da CYP2D6 tém maiores
concentracBes plasmaticas de tramadol em comparacdo com individuos que possuem
atividade normal (ACCORD HEALTHCARE, 2014).

A FDA afirma gue os niveis de tramadol sdo aproximadamente 20% maiores em PM

em comparacdo com EM, enquanto as concentragbes de M1 sdo 40% menores. Essas
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informacdes constam na bula do farmaco que foi aprovada por esta agéncia, outra informacao
é referente ao uso concomitante de inibidores da CYP2D6 (fluoxetina e seu metabdlito
norfluoxetina, amitriptilina e quinidina) que pode resultar em aumentos nas concentragdes de
tramadol e na diminuigdo das concentragdes de M1 (ACCORD HEALTHCARE, 2014). Um
grupo de estudos farmacogenéticos da Holanda orienta que esses individuos com fen6tipo PM
troquem o regime terapéutico ou que os profissionais estejam atentos aos sintomas de alivio
insuficiente da dor (SWEN et al., 2011).

1.3.1.5. Agentes Anticancerigenos

Atualmente esta classe de farmacos possui diferentes mecanismos de acdo que podem
ter seus efeitos variaveis em diferentes tipos de células normais e cancerigenas. Séo realizadas
abordagens terapéuticas de acordo com tipo de tumor que 0 paciente apresenta, onde a
maioria dos canceres é tratada com um combinado de cirurgia, quimioterapia e radioterapia
(MILLER et al., 2016). O principal mecanismo de agdo destes agentes € a inibicdo de sintese
de &cidos nucleicos, assim como a inibicdo de fatores de transcricdo e de enzimas associadas a
estes mecanismos. A busca por farmacos que possuam baixa toxicidade e alta eficacia esta em
constante desenvolvimento (KUMAR et al., 2015).

Gefitinibe

E um inibidor de tirosina quinase indicado para o tratamento de primeira linha de
pacientes com cancer de pulmdo de células ndo pequenas, que apresentam variacdes
gendmicas no receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR). Este agente atua como
competidor da ligacdo de ATP ao dominio da tirosina quinase do EGFR, inibindo assim a
autofosforilacdo do receptor e resultando na inibicdo da transducdo do sinal (ASTRA
ZENECA, 2015).

O gefinibe é metabolizado no figado por enzimas da familia CYP450. A enzima
CYP2D6 metaboliza o farmaco em O-desmetil que inibe a tirosina quinase de EGFR
intracelular através de um mecanismo semelhante ao do gefitinibe, com maior concentracao
inibitéria. No entanto, este metabdlito possui uma baixa transicdo tecidual tendo menores
efeitos no crescimento tumoral. Adicionalmente, o gefitinibe também pode ser metabolizado
em morfolina (metabdlito de anel aberto) em uma via alternativa, que envolve as enzimas
CYP3A4 e CYP3A5 (KOBAYASHI et al., 2016).
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As agéncias regulamentadoras de farmacos ndo aconselham o ajuste de dose para
pacientes que apresentam variagGes genéticas que alteram o fendtipo dos metabolizadores do
gene CYP2D6, porém para pacientes que apresentam o fendtipo de metabolizadores pobres
recomenda-se 0 monitoramento durante o tratamento para reacOes adversas, pois estes
pacientes apresentam maior propensao a desenvolvé-las devido a maior exposicdo ao gefinibe
(ASTRA ZENECA, 2015).

Tamoxifeno

E um modulador seletivo do receptor de estrogénio. O tamoxifeno é utilizado tanto em
homens como em mulheres para tratar cancer de mama metastatico, sendo o tratamento
padrdo para mulheres pré-menopausicas com cancer de mama positivo ao receptor de
estrogénio (ER"). Este farmaco também ¢ usado para prevenir o cancer de mama em mulheres
com risco aumentado e para reduzir o potencial de invasdo de células cancerigenas em
mulheres com carcinoma ductal in situ (MYLAN PHARMACEUTICALS, 2013).

O mecanismo de acdo do tamoxifeno envolve metabdlitos que impedem a ligacdo de
estrogénio a0 ER para inibir a expressdo de genes que respondem a este horménio,
prevenindo assim o crescimento de células tumorais e angiogénese. Também € provavel que o
tamoxifeno interaja com outros cofatores de proteinas (tanto ativadores quanto repressores) e
se ligue a diferentes receptores de estrogénio (ER-a ou ER-B), para produzir efeitos
estrogénicos e antiestrogénicos em diferentes tecidos (JORDAN, 2014). Apesar de
apresentarem um mecanismo de acdo conhecido, as respostas dos pacientes ao tamoxifeno
variam, e cerca de 20-30% dos pacientes que recebem terapia com tamoxifeno, de acordo com

as diretrizes, sofrem recorréncia de cancer de mama (HACKSHAWEet al., 2011).

O tamoxifeno é um pré-farmaco que é metabolizado através das enzimas CYP em
metabolitos ativos no figado. Os metabdlitos 4-hidroxitoxififeno e 4-hidroxi-N-
desmetiltamoxifeno (endoxifeno) sdo considerados os principais metabdlitos do farmaco. O
endoxifeno € central para 0 mecanismo de acdo e eficacia do tamoxifeno, e suas
concentragBes variam substancialmente entre pacientes. A CYP2D6 é a principal enzima
envolvida na conversdo de tamoxifeno em seus mais eficazes metabdlitos antiestrogénicos, e
os polimorfismos genéticos da CYP2D6 podem influenciar o metabolismo do tamoxifeno
(DAMKIER et al., 2017). Niveis plasmaticos elevados de endoxifeno requerem a presenga de
alelos CYP2D6 totalmente funcionais, portanto em PM, os niveis de endoxifeno sdo
diminuidos (SALADORES et al., 2015).
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Agéncias regulamentadoras de farmacos, como a FDA e EMA, ainda ndo recomendam
0 teste genético para o0 CYP2D6 em pacientes que sdo passiveis do uso de Tamoxifeno, mas
aconselnam o monitoramento e a farmacovigilancia durante o tratamento. O grupo de estudo
farmacogenético da Holanda recomenda a terapia com tamoxifeno com base em gen6tipos de
CYP2D6 (MYLAN PHARMACEUTICALS, 2013). Para os metabolizadores pobres e
intermediéarios, é orientado o uso de inibidores de aromatase para mulheres pds-menopausicas
devido a um risco aumentado de recaida de cancer de mama com o farmaco. O grupo também
recomenda que os EM evitem o uso concomitante de inibidores da CYP2D6 (SWEN et al.,
2011).

1.4. INFLUENCIA ETNICA EM ESTUDOS FARMACOGENOMICOS

A heterogeneidade da populacdo brasileira, resultante da miscigenacdo entre
amerindios, europeus e africanos, proporciona grandes implicacdes na aplicacdo de ensaios
clinicos de resposta farmacologica. A frequéncia alélica de importantes loci farmacogenéticos
varia entre diferentes populacbes geograficas. Essas variagdes entre populacdes
provavelmente sdo o resultado de deriva genética, mas podem também refletir na adaptacéo
ao local e a fatores seletivos como condicOes climaticas e dieta alimentar (JOBLING et al.,
2004; BALARESQUE et al., 2007; PENA et al., 2011).

Baseado nisso, a resposta a alguns medicamentos, cujos polimorfismos
farmacogenéticos ja estdo descritos em resposta aos mesmos, tem algumas indicacbes para
determinadas populacbes. Entre os exemplos mais proeminentes estd o farmaco varfarina. .
Neste contexto, a frequéncia de polimorfismos no gene VKORC1 (crucial para a
metabolizacdo do farmaco) varia muito em todo mundo, sendo extremamente alta em
populacdes asiaticas (89%), o0 que gerou a recomendacdo da reducdo da dose administrada
deste farmaco nestas populacdes (JONAS & MCLEOD, 2009; PENA et al., 2011). Para o
tratamento oncoldgico, diferencas étnicas na sobrevivéncia de pacientes com Leucemia
Linfoide Aguda (LLA) infantil foram relatadas em varios estudos com resultados mais
desfavoraveis observados para as criancas de origem africana em compara¢do com criancas
de origem europeia (POLLOCK et al., 2000; BHATIA et al., 2002; PUI et al., 2003).

Adicionalmente, poucos estudos relatam resultados do tratamento na LLA infantil
entre outros grupos étnicos, como amerindios ou asiaticos (YANG et al., 2011; CARVALHO
et al., 2015). Em 2011, Yang e colaboradores relataram piores resultados terapéuticos em

criancas com LLA com maior ascendéncia amerindia. No ano de 2015, Carvalho et al.
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demonstraram que pacientes diagnosticados com LLA tratados com quimioterapia
convencional com alta contribuigdo de ancestralidade nativa amerindia apresentaram maior

frequéncia de episddios de toxicidades e recorréncia no tratamento.

Nas ultimas décadas, uma grande quantidade de estudos analisou as ligagdes entre as
variantes genéticas nos genes CYP e as respostas farmacogenéticas. Seguindo este padrdo, a
recente disseminacgdo de tecnologias de sequenciamento de nova geracdo e a implementacédo
de projetos de sequenciamento em escala populacional vem mostrando uma abrangente e
consolidada diversidade genética e variabilidade interétnica dos alelos CYP em todas as
populagcdes mundiais (MCGRAW & WALLER, 2012). Uma recente revisdo, realizada por
Zhou et al. (2017), integrou dados de sequenciamento de genoma completo e de exoma
(disponiveis em bancos online) de 566.945 individuos, ndo relacionados, das principais
populacdes humanas. Os resultados do estudo demonstraram a abrangente diferenca de
frequéncias das variantes dos genes CYP, que sdo clinicamente importantes, nas populacoes

analisadas (Figura 3).
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Figura 3 - A variabilidade genética e suas consequéncias funcionais dos principais genes do
Citocromo P450 (CYP) e entre as populages. As consequéncias funcionais esperadas das
distribuicdes alélicas em todas as popula¢des mundiais sdo mostradas. As frequéncias de haplotipos
com funcionalidade diminuida (azul), aumentada (verde) e normal (vermelha), foram agregadas para
cada gene e populagdo, revelando o espectro de variabilidade funcional nas principais populagdes
mundiais - Europeus (EUR), Africanos (AFR), Leste Asiatico (EAS), Sul Asiatico (SAS) e
Americanos Misturados (AMR). Adaptado de Zhou et al. (2017).

As variantes gendmicas presentes no gene CYP2D6 que podem ocasionar um aumento
da atividade metabdlica da CYP2D6 observadas principalmente em africanos (ZHOU et al.
2017), foram ligados a diminuicdo da resposta ao tratamento observada no tratamento com

ATC (KAWANISHI et al., 2004), aumento da incidéncia de depressao respiratéria apos o
tratamento com tramadol (STAMER et al., 2008), intoxica¢fes opiaceas apds tratamento com
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codeina com inibicdo da atividade enzimatica CYP3A4 e reducdo transitéria da
funcionalidade renal (GASCHE et al, 2004). Por outro lado, os pacientes com alelos CYP2D6
de funcionalidade reduzida, que sdo encontrados com maior frequéncia no leste asiatico
(70,3%) e populacbes africanas (52,5%) (ZHOU et al. 2017), apresentam maior risco de
desenvolver reagfes distonicas agudas induzidas por metoclopramida (farmaco utilizado no
tratamento de distarbios na motilidade gastrointestinal) e reacfes adversas causadas pela acdo
antipsicotica da risperidona (VAN DER PATC et al, 2006; CARTWRIGHT et al., 2013).

Outro exemplo importante é a implementacdo do esquema S-1, baseado na
administracdo oral da fluoropirimidina, utilizada para o tratamento de cancer no trato
gastrointestinal (JONAS & MCLEOD, 2009; PENA et al., 2011). A dose maxima tolerada de
S-1 é substancialmente menor em pacientes ocidentais do que em pacientes japoneses (AJANI
et al., 2005). Essa diferenca de tolerancia pode estar associada a polimorfismos presentes no
gene CYP2A6, cuja atividade mostra variabilidade interindividual consideravel (FUJITA,
2006). Neste contexto, segundo Chuah et al. (2011), o esquema S-1 foi considerado
etnicamente dependente, o que significa que pacientes de diferentes grupos populacionais

apresentam padrdes divergentes de toxicidade a terapia.

No entanto, a maioria dos dados apresentados em plataformas publicas apresenta as
frequéncias das variantes gendmicas das principais populacdes mundiais e a maioria dos
estudos realizados revelam as diferentes particularidades dessas populacGes ressaltando a
necessidade de considerar os antecedentes genéticos especificos de cada populacdo ao realizar

analises farmacogenéticas e ensaios clinicos.
1.5.  GRUPOS INDIGENAS BRASILEIROS

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) a populacdo
brasileira possui, aproximadamente, 209.041.100 milhdes de pessoas, no ano de 2018. No
censo realizado em 2010 pelo IBGE, foi relatado que existem 817.963 mil indigenas no
territorio brasileiro (Figura 4). Do total das populac@es indigenas vivendo no Brasil, 61%
vivem na zona rural do pais. Foram registradas 305 diferentes etnias e 274 linguas indigenas
diferentes e ainda existem 69 referéncias de indios ainda ndo contatados, além de existirem
grupos que estdo requerendo o reconhecimento de sua condi¢cdo indigena junto ao Orgdo
federal indigenista (IBGE, 2010).
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Figura 4 - Distribuicdo total, rural e urbana da populagéo indigena no Brasil. FONTE: IBGE, 2010.

A origem e expansdo das populacbes amerindias da Amazénia tem sido alvo de
inimeras discussdes académicas. Evidéncias histdricas apontam que as primeiras populacdes
primitivas a chegar a Amazénia foram os Paleoindios, vindos do norte e oeste do continente
americano, entre 16.000 a 20.000 anos. Esta populacdo, que originalmente saiu da Asia,
sofreu uma reducdo drastica no seu tamanho populacional, diminuindo a variabilidade
genética existente nestes primeiros povos que migraram para O continente americano
(WALLACE et al., 1985; SCHURR et al., 1990; HORAI et al., 1993; SANTOS et al., 1999).

Estudos epidemioldgicos em indigenas ainda representam um campo pouco explorado
no mundo, particularmente no Brasil. Estudos em genética do Sistema de
histocompatibilidade antigeno leucocitario humano (HLA) demostram diferencas neste
conjunto de genes em relacdo a outros grupos étnicos, fato de importante impacto em
infecgdes ocorridas em amerindios (LINDENAU et al., 2016; ARNAIZ-VILLENA et al.,
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2014). Estudos com diferentes tribos nas américas tém relatado que a incorporacéo de habitos
da vida moderna a este grupo, como exemplo a alimentacdo e uso de bebidas alcodlicas se
correlaciona com aumento de obesidade e diabetes (DE OLIVEIRA ALVIM et al., 2014;
ARNAIZ et al., 2013).

Neste contexto, as popula¢es amerindias apresentam poucos dados epidemioldgicos
em relacdo a doencas. Os amerindios apresentam diversidade genética diferenciada e poucas
informacdes em relacdo a incorporacdo de habitos modernos no seu estilo de vida, que podem
ser prejudiciais a estas populacfes. Dessa forma, podemos pressupor que a introdugdo de
terapias farmacologicas a este grupo étnico pode ter um padrdo divergente de toxicidade e
resposta quando comparado a outros grupos étnicos, e que esta populacdo deve apresentar

indices de letalidade e internacfes similares ou maiores.
1.5.1. ASURINI

O termo Asurini tem sua origem na lingua Juruna e, desde o século XX, vem sendo

utilizado para designar diferentes grupos Tupis da regido entre os rios Xingu e Tocantins.
1.5.1.1. Trocara

Os Asurini do Trocara (nome da area indigena) sdo conhecidos também por Asurini do
Tocantins, e por Akuawa-Asurini. Ha varios anos, porém, este povo assumiu o termo Asurini
como sua autodenominacdo. Segundo dados do Instituto Socio Ambiental (ISA) o grupo
indigena dos Asurini do Trocara contam com aproximadamente 516 indios na sua tribo (ISA,
2016). Adicionalmente, esta tribo indigena adota o Tupi-Guarani como lingua nativa
(ANDRADE, 1999).

Quanto a localizagdo, estima-se que, nas primeiras décadas deste século, uma parte
dos Asurini abandonaram a regido do Xingu, devido a diversas cisfes internas e conflitos com
outros povos indigenas, e foram deslocando-se para leste, ocupando as cabeceiras do Rio
Pacaja e, posteriormente, para as proximidades do Rio Trocara, aonde se encontram até os
dias atuais (ANDRADE, 1999).

Do ponto de vista cultural, os Asurini do Trocara valorizam muito as préticas de caca e
pesca; Embora sejam praticas majoritariamente masculinas, € comum que as mulheres da
aldeia também a exercam. Além do mais, este grupo indigena também tem uma forte
ideologia espiritual e atividade xamanistica (ANDRADE, 1999).
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1.5.1.2. Koatinemo

Apo6s o contato com a sociedade, por volta de 1971, os Asurini do Koatinemo (também
denominados Asurini do Xingu) sofreram uma dréastica baixa populacional. Na mais recente
contagem populacional, o grupo indigena dos Asurini era composto por um total de 165
indios, e sua Unica aldeia atual se localiza a margem direita do Rio Xingu, onde fica a Terra
Indigena Koatinemo, homologada em 1986 (ISA, 2016).

A lingua dos Asurini do Koatinemo, assim como os Asurini do Trocard, também
pertence a familia linguistica Tupi-Guarani, classificada no subconjunto V, ao qual pertence
também a lingua Kayabi (MULLER, 2002). Este grupo indigena possui uma extrema
vitalidade cultural, manifestada na realizacdo de extensos rituais, praticas de xamanismo e um
elaborado sistema de arte grafica que envolve desenhos geométricos de estilizacbes de
elementos de natureza, bem como representacdes de seres sobrenaturais ou elementos
simbdlicos, os quais sdo frequentemente encontrados na decoracdo do corpo, na producédo de

ceramica, tecelagem e outros bens de produgdo manual (MULLER, 2002).

Alguns trabalhos da literatura especializada da area de genética geral utilizaram
indigenas da tribo Asurini do Koatinemo. Um dos principais trabalhos nesta area foi realizado
em 1993 por Aguiar e colaboradores; neste estudo, os autores investigaram a diversidade
genética de 18 tribos da regido Amazonica, dentre elas, os Asurini, a fim de elucidar o perfil
genético de cada uma e caracterizar as diferencas entre as mesmas baseando-se em eventos
historicos, tais como: mudancas demograficas, movimentos geogréaficos, relagdes intertribais
entre outros (AGUIAR, 1993).

Outra investigacdo realizada recentemente, em 2016, é a de Barbosa e colaboradores
que avaliaram a morfologia facial de indigenas ndo miscigenados da area do Xingu, dentre o
grupo investigados havia 27 indigenas da tibo Asurini. Neste estudo, os autores identificaram
que as caracteristicas morfologicas faciais dos grupos indigenas sdo fortemente diferentes
entre 0s grupos estudados. Estes resultados reforcam a existéncia da diversidade genética

existente entre os amerindios brasileiros (BARBOSA et al., 2016).

1.5.1.3. Kayap06-Xikrin

Os Kayap6 vivem em aldeias dispersas ao longo do curso superior dos rios Iriri,
Bacaja, Fresco e de outros afluentes do rio Xingu. Sdo encontrados no territdrio do Para e

Mato Grosso. Além disso, comp8em uma das maiores comunidades indigenas atualmente,
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contando atualmente com 8.638 individuos (IBGE, 2010). Um dos principais subgrupos de
indios Kayapo é o grupo Xikrin, que vive nas Terras Indigenas Cateté e Trincheira Bacaji no
estado do Pard e sdo compostos por uma populacdo de aproximadamente 1.800 individuos.
Este grupo fala a lingua Kayap6 (ou Mebengokré), da familia linguistica J&, tronco linguistico
Macro-Jé (GIANNINI, 2001).

Culturalmente, os Xikrin enaltecem a audicdo e a palavra. A fim de agucar estas
qualidades, eles perfuram, ainda criancas, os 6rgdos correspondentes (orelhas e labios). Na
sabedoria local, o ouvir esta diretamente relacionado ao saber, a aquisicdo do conhecimento.
A oratdria, por sua vez, € uma pratica social muito valorizada, como para 0s grupos Kayapos
em geral, que se definem como aqueles que falam bem e bonito em relagdo a todos 0s outros
povos que ndo falam sua lingua (GIANNINI, 2001).

1.6. ESTUDOS GENOMICOS NOS GRUPOS INDIGENAS

Estudos envolvendo técnicas de associagdo gendmica ampla em populacdes
amerindias sdo escassos. A maioria dos estudos gendmicos relatados na literatura envolvem
marcadores moleculares usados na genética de populagées. Em 2012, Kuhn e colaboradores,
realizaram um estudo de genémico em 53 indigenas da tribo Xavante, com o objetivo de
caracterizar a estrutura genética desta populacdo em comparacdo com outras ja conhecidas.
Os resultados obtidos na investigacdo asseguram o baixo grau de mistura interétnica desta
populacdo ressaltando a importancia da realizacdo de estudos envolvendo etnias como esta,
que permanecem seguramente isoladas geneticamente das demais, podendo oferecer

vantagens em estudos de associa¢do gendmica ampla do mapeamento de doencas hereditérias.

Um estudo realizado por Ribeiro-dos-Santos et al. (2013), realizou o sequenciamento
completo do genoma de um individuo de uma tribo sul-americana, estudo este pioneiro na
area para aprofundar a compreensao da variabilidade genética dos amerindios. Neste estudo
foi sequenciado um total de 36,8 giga pares de bases (GBP) que foram alinhados com o
genoma humano ja conhecido, que correspondem a 95,92% do genoma humano completo.
Foi possivel identificar 502.017 polimorfismos, dos quais 32.275 eram potencialmente novos
polimorfismos de base Unica (SNP) de alta confianca e 33.795 novos polimorfismos de
insercdo e/ou delecdo (INDEL) especificos das populacdes nativas da América do Sul. Sendo
assim, o trabalho contribuiu para a compreensdo da variabilidade genética das populacgdes sul-

americanas nativas e da historia das popula¢ées humanas.
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Investigacdes genbmicas que envolvam biomarcadores moleculares clinicos ja
descritos na literatura especializada em outros grupos étnicos ou ainda marcadores genéticos
ainda ndo descobertos que seriam especificos dos amerindios sdo estudos extremamente raros.
O conhecimento obtido até o momento nas populacbes amerindias é limitado a genes
especificos, ndo alcangando um contexto mais amplo do genoma que envolve patologias ou
mesmo uma terapia (SUAREZ-KURTZ, 2010; CUATLE-RODRIGUEZ et al., 2014).

Desta forma, compreender a variabilidade genética de amerindios em estudos
gendmicos que sejam capazes de investigar marcadores moleculares importantes para a
pratica clinica, sdo estudos de grande impacto cientifico e na saude publica destes povos e de
populagbes miscigenadas com este grupo étnico.

1.7.  APLICABILIDADE CLINICA

Devido ao grande avango nas pesquisas em farmacogenémica, as agéncias
regulamentadoras de farmacos, FDA e EMA, tém estabelecido protocolos de tratamento para
diversos tipos de terapias com o uso de biomarcadores moleculares definidores de conduta no

tratamento, com intuito de estabelecer uma medicina personalizada.

Varios genes que estdo envolvidos nas vias de metabolizagdo de diversos farmacos sao
alvos de estudos farmacogendmicos. O conjunto de genes que compde a familia CYP450
codificam enzimas que correspondem a 80% do processo de metabolizacdo de fase | dos
farmacos (ZHOU et al., 2017). O gene CYP2D6, membro da familia CYP450, atua na
metabolizacdo de mais de 20% dos farmacos disponibilizados no mercado (GARDINER &
BEGG, 2006). Uma abrangente quantidade de variantes gendmicas no gene CYP2D6 séo
clinicamente importante na predicdo de terapia, dependendo do perfil gendmico que o
paciente apresentar ele pode ter um elevado risco de reacGes adversas ou até mesmo falha
terapéutica. O perfil molecular do gene CYP2D6 apresenta grande divergéncia entre
populacdes mundiais (LLERENA et al., 2014).

As populacbes ancestrais humanas, representadas principalmente pelos grupos de
europeus, asiaticos, amerindios e africanos, apresentam grande diversidade genética entre si,
que implica em elevadas flutuacdes nas frequéncias de importantes polimorfismos
farmacogenéticos (JITTIKOON et al., 2016). A populacdo brasileira € uma das mais

miscigenadas do mundo, resultado de miscigenacdo entre os grupos: europeu, africano e
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amerindio. Possuindo um alto grau de miscigenacdo que proporciona implicacbes na

implementacdo de ensaios clinicos voltados para medicina de preciséo.

Os resultados de protocolos de medicina personalizada desenhados para populagdes de
origem europeia ndo poderiam ser totalmente aplicaveis em populacGes brasileiras, sem antes
ter uma investigacdo do perfil farmacogenémico em populagdes ancestrais nunca estudadas,
como a amerindia. As populac@es tradicionais da América do Sul apresentam uma longa
historia de isolamento geografico humano e componente genético diferenciado de outras
populagdes mundiais (LAZALDE-RAMOS et al., 2014).

A farmacogenética tem como objetivo atingir o ideal da medicina personalizada, a fim
de garantir que "cada paciente receba o medicamento certo, na hora certa, na dose certa para a
doenca certa”. Apesar da reconhecida importancia de saude deste tipo de investigacao,
existem poucos estudos sobre biomarcadores moleculares em popula¢ées amerindias. O banco
de dados de variabilidade humana, 1000 Genomas, que mantém o0s registros do
sequenciamento completo do genoma de 2504 individuos, distribuidos por todos os
continentes geograficos, ndo apresenta resultados de individuos de tribos indigenas,

confirmando a escassez de estudos gendmicos nessas populacdes

Desta forma estudos que fornecam informacdes a respeito de marcadores moleculares
ja recomendados na pratica clinica, em diversas agénciais mundiais regulamentadoras de
farmacos, em populagdes nunca estudadas como os amerindios, poderia fornecer importantes
dados de epidemiologia molecular capazes de avaliar a resposta individual e do determinado

grupo étnico a diferentes classes de farmacos.

Adicionalmente, registros da literatura que envolva pesquisa de variantes preditoras de
terapia no gene CYP2D6 na populacdo amerindia amazbnica ndo existem. Sendo assim,
compreender a variabilidade do gene CYP2D6 nos amerindios em estudos genémicos que
sejam capazes de investigar marcadores moleculares importantes para a préatica clinica séo
estudos de grande impacto cientifico e de extrema importancia para a saude publica destes

povos e de populaces miscigenadas com este grupo €tnico.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar e descrever o perfil molecular do gene CYP2D6 em populagdes amerindias
amazonicas, comparando os dados obtidos com diferentes populagfes mundiais.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Genotipar 23 polimorfismos do gene CYP2D6, recomendados por agéncias
internacionais (FDA e EMA), como biomarcadores preditivos de conduta terapéutica nas
amostras de individuos da populacdo amerindia da Amazonia;

o Investigar os dados de genotipagem dos 23 polimorfimos no gene CYP2D6
envolvidos na metabolizacdo de diversos farmacos referentes a cinco populacfes continentais
descritas na plataforma 1000 genomas: africanos, europeus, americanos e populagdes do Leste
e Sul Asiatico;

o Descrever as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipica dos marcadores
farmacogenémicos do gene CYP2D6 na populacdo amerindia investigada e comparar com as
demais popula¢des mundiais descritas na plataforma 1000 genomas;

o Realizar estudos de epidemiologia molecular determinando a presenca de
importantes marcadores moleculares no gene CYP2D6 preditores de conduta terapéutica em
diferentes farmacos nas populacbes amerindias, contribuindo, desta forma, para o
estabelecimento de politicas publicas de salde voltadas para as necessidades destas

populacdes e das populacbes miscigenados entre elas.
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3. CAPITULO I. Manuscrito Original

Perfil Genético e Fenotipico do CYP2D6 em Tribos Amazonicas Brasileiras

Luciana Pereira Colares Leitdo'; Marianne Rodrigues Fernandes'; Ana Latorre Pellicer®;
Olalla Marofias®; Raquel Cruz-Guerrero®; Juliana Carla Gomes Rodrigues®; Tatiane Piedade
de Souza®; Antonio André Conde Modesto®; Sidney Emanuel Batista dos Santos'; Jodo Farias
Guerreiro?; Angel Maria Carracedo®; Ney Pereira Carneiro dos Santos™.
'Nicleo de Pesquisas em Oncologia, Universidade Federal do Paré
?Laboratério de Genética Humana e Médica, Universidade Federal do Para
®Center for Research in Molecular Medicine and Chronic Diseases (CiMUS), Universidade de
Santiado de Compostela
RESUMO
Introducgédo: O gene CYP2D6 é um farmacogene bastante investigado e metaboliza mais de
20% de todos os farmacos no figado humano. As variantes deste gene possuem diferentes
frequéncias nas populacbes mundiais. Ddevido a maioria dos estudos serem realizados na
regido europeia, populagdes mais isoladas como 0s nativos americanos S80 pouco
documentadas. O objetivo deste trabalho foi identificar as frequéncias das principais mutacdes
do gene CYP2D6 e determinar o perfil de metabolizacdo deste gene na populacdo amerindia
amazoénica. Métodos: 109 individuos de trés populacdes Amerindias Amazonicas: Asurini do
Trocara, Asurini do Koatinemo e Kayapd-Xikrin foram avaliadas. O material genético foi
extraido a partir de sangue periférico. As genotipagens dos 23 polimorfismos foram realizadas
por ensaios Tagman® em OpenArray®, no aparelho QuantStudioTM 12K Flex Real-Time
PCR System. A ancestralidade foi determinada com o uso de 61 Marcadores Informativos de
Ancestralidade. As andlises estatisticas foram realizadas pelos programas Arlequin v. 3.5.2.2,
SPSS v. 12.0 e pacote estatistico do R.. Resultados: foi observado 11 diferentes diplotipos
nas 3 populacdes indigenas estudadas. O homozigoto selvagem (*1/*1) foi o mais frequente
nas populacoes, e apresentou frequéncia genotipica de 17% nos Assurini do Trocara, 14% nos
Kayapo-Xikrin, e 4% em Kuatinemo. O active score relacionado ao perfil de metabolizacao
extensiva foi o mais frequente nas tribos avaliadas. Conclusédo: A prevaléncia do perfil de
metabolizacdo extensiva nesta populacdo pode indicar um perfil de protecdo aos efeitos
adversos e as falhas terapéuticas dos farmacos.

Palavras-chave: CYP2D6, metabolizag¢do, amerindios.
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INTRODUCAO

A farmacogenética caracteriza-se pelo processo de identificacdo de variantes genéticas
que influenciam os efeitos dos farmacos, normalmente por alteracGes na farmacocinética
(absorc¢do, distribuicdo, metabolizacdo e eliminacdo do farmaco) ou na farmacodindmica,
através da modificagdo dos seus alvos ou pela alteracdo das vias bioldgicas responsaveis pela
resposta do individuo aos efeitos farmacoldgicos [1]. O estudo da farmacogenética objetiva a
busca por uma terapia individualizada que possa maximizar a eficacia dos medicamentos e
minimizar os efeitos adversos associados aos farmacos [2].

Diante de diversos farmacogenes, a superfamilia génica CYP450 destaca-se por
codificar enzimas responsaveis pela oxidacdo de substancias enddgenas e xenobidticos em
compostos mais hidrofilicos. De fato, estas enzimas correspondem a 80% das enzimas
metabolizadoras de fase | dos farmacos, realizando cerca de 70% do processo de depuracdo
[3,4]. Dentre os membros desta superfamilia, 0 CYP2D6 € intensamente investigado [5] e
representa apenas uma pequena porcentagem de todos os CYP hepaticos (1,3 - 4,3%),
entretanto, metaboliza mais de 20% de todos os farmacos no figado humano [6, 7].

Os diplotipos do gene CYP2D6 sdo variaveis e resultam em fendtipos diferentes que
podem ser divididos em quatro tipos de metabolizadores: Metabolizadores Intermediarios
(IM), Metabolizadores Extensivos (EM), Metabolizadores Lentos (PM) e Metabolizadores
Ultrarrapidos (UM) [8]. Os fendtipos PM e UM s@o 0s mais importantes para a clinica, pois
0S pacientes gque apresentam esses fendtipos sdo mais propensos a apresentarem efeitos
adversos graves. Esses fenotipos possuem uma intensa diferenca de frequéncia entre as
populacdes do mundo. O PM apresenta uma maior frequéncia nas regides europeias enquanto
as populacdes asiaticas demonstram uma menor frequéncia [9]. So escassos os dados de
literatura que apresentam informacbes sobre a frequéncia desses metabolizadores em
populacdes mais isoladas, como os amerindios, dificultando a caracterizacdo dessas
populacdes em relacdo ao perfil de metabolizacdo dos farmacos.

As populacBes ancestrais humanas representadas principalmente pelos grupos de
europeus, asiaticos, amerindios e africanos, apresentam grande diversidade genética entre si,
que implica em elevadas flutuacdes nas frequéncias de importantes polimorfismos
farmacogenéticos [10]. As popula¢es tradicionais da América do Sul apresentam uma longa
historia de isolamento geografico humano e componente genético diferenciado de outras
popula¢bes mundiais [11]. A populacdo brasileira € uma das mais miscigenadas do mundo, o
que proporciona grandes implicacbes na implementagdo de ensaios clinicos voltados para

medicina de precisao [12].
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E notéavel observar que a maioria dos estudos sobre alelos, genétipos e frequéncias
fenotipicas do CYP450, apresenta a populacdo na etnia autorreferida, que baseia-se na
percepcdo de caracteristicas culturais e morfoldgicas, que levam o individuo a se considerar
parte de um grupo étnico particular: caucasiano, africano, nativo americano ou qualquer outro.
No entanto, atualmente, existem marcadores de ancestralidade mais objetivos, como 0s
marcadores informativos de ancestralidade (MIAs) baseados em polimorfismos genéticos, que
identificam as populacdes de acordo com o seu perfil ancestral e exibem diferengas nas
frequéncias entre as populacdes continentais. Sdo varios os trabalhos que ja utilizam esses
marcadores, a fim de identificar possiveis influéncias da ancestralidade em diversas condicdes
[13, 14].

Os resultados de protocolos de medicina personalizada desenhados para populacfes de
origem europeia ndo poderiam ser totalmente aplicaveis em populacfes brasileiras, sem antes
ter uma investigacdo do perfil farmacogenémico em populagdes ancestrais, como a amerindia.
A importancia do estudo de farmacogenes, como o CYP2D6, nesse grupo étnico pode
beneficiar também popula¢bes miscigenadas a partir dele. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi o de investigar as principais variantes do gene CYP2D6 em trés tribos indigenas
pertencentes a AmazOnia Brasileira, a fim de auxiliar na composicdo do perfil de

metabolizacdo deste grupo.

MATERIAL E METODOS

Amostras populacionais

Foram estudadas 109 amostras de populacdes nativo americanas da Amazbnia
selecionadas aleatoriamente a partir do banco de amostras de um estudo de perfil
epidemiologico de populacGes indigenas do Para. Foram selecionados 25 amostras da tribo
Kuatinemo (K), 41 da tribo Asurini do Trocara (A_T) e 43 da tribo Kayapo-Xicrin(K_X) para

a realizacdo do estudo.

Extracdo de DNA e Genotipagem

O material genético foi extraido a partir do sangue periférico dos pacientes utilizando
o kit comercial BiopurKit Mini Spin Plus — 250 (Biopur, Brasil), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Foram medidas a concentracdo e pureza do DNA com o
NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Termo Fisher Scientific, Wilmington, DE).

A genotipagem dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) foi realizada por

discriminacdo alélica utilizando a tecnologia TagMan OpenArray Genotyping, com um painel



40

de 120 ensaios customizados, no equipamento QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR
System (Applied Biosystem, Life Technologies, Carlsbad, EUA) de acordo com o protocolo
recomendado por Applied BiosystEM. O software Tagman Genotyper foi utilizado para a
analise dos dados das placas e precisdo de leitura dos genétipos, além do controle de
qualidade da genotipagem. Os polimorfismos avaliados do gene CYP2D6 estdo na tabela 1.

Comité de ética

O projeto recebeu a aprovacao prévia pelo comité de ética em pesquisa com seres
humanos do Ndcleo de Medicina Tropical da UFPA, parecer 761.350, e do Conep, CAAE:
20654313.6.0000.5172. O consentimento para realizacdo da pesquisa foi feito pelas liderancas
indigenas, considerando aspectos culturais e linguisticos que dificultaram o entendimento e a

assinatura do TCLE individual.

Andlise estatistica

Os calculos estatisticos foram feitos utilizando o software R, na versdo para Windows
(SNPassoc library) [16]. Inicialmente, antes da analise estatistica os dados de genotipagem
foram filtrados usando taxa de genotipagem (call rate) superiores a 90% completos, o teste de
equilibrio de Hardy-Weinberg (p valor> 0,001) e o critério de alelo menos frequente superior

a 1% (MAF) para garantir a qualidade adequada dos dados no estudo de PGx.

Anélise da Ancestralidade Genética

A analise da ancestralidade genética foi realizada usando um painel de 61 Marcadores
Informativos de Ancestralidade (MIA), conforme descrito por [12, 15]. A amplificacdo foi
realizada utilizando duas reaces de PCR multiplex. A separacdo e andlise de PCR foi
realizada por eletroforese capilar utilizando a sequenciador ABI PRISM 3130 e GeneMapper
ID Software v3.2. As proporc¢oes individuais assumindo trés populacGes parentais (europeias,

africanas e amerindias) foram estimadas usando o software STRUCTURE v2.3.3.

RESULTADOS
Distribuicéo dos diplotipos do gene CYP2D6

Para uma melhor definicdo dos perfis de metabolizacdo do gene CYP2D6 foram
analisados 23 polimorfismos, os quais foram agrupados em diplotipos para a caracterizacéo
genotipica. Dessa forma, foi observado 11 diferentes diplotipos nas 3 populagdes indigenas
estudadas. Onde, os diplotipos *1/*1, *2A/*2A, *1/*4 e *1/*2A foram observados em todas

as 3 populagdes. O homozigoto selvagem (*1/*1) foi o mais frequente nas populagdes de
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forma geral, e apresentou frequéncia de 17% na tribo Assurini do Trocara, 14% nos Kayapo-
Xikrin, e enquanto que a populagéo Kuatinemo apresentou a menor frequéncia deste gendtipo
(4%). Alguns diplotipos apresentaram baixas frequéncias e foram observados em somente
uma das trés populagdes avaliadas: *2A/*9 e *1/*5 que ocorreram apenas em A T; *1/*1xN
apenas em K_X; *4/*29 e *2A/*29 apenas em K. O haplétipo *9 (presente no genotipo
*2A/*9) e a delecédo representada pelo *5 (presente em *1/*5) foram observados somente na
tribo Asurini do Trocara, A amplificagdo do gene representada pelo haplétipo 1xN foi
observada nos Kayap6s-Xikrin; e por fim, foi identificado, especificamente nos Kuatinemo, a
presenca dos genotipos *4/*29 e *2A/*29. Além disso, é possivel observar que a diferenca
destas frequéncias entre as tribos avaliadas foi significativa estatisticamente com um p valor

de 0,0047. Todas essas informagdes podem ser observadas na figura 1.

Perfil de metabolizagéo do gene CYP2D6

O Active Score (AS) foi introduzido com o objetivo de facilitar a traducdo genotipica
em fenotipica do CYP2D6. A cada alelo do gene é atribuido um valor de 0, 0,5 ou 1,
categorizando-o como sem funcdo, diminuido ou normal, respectivamente, para alelos com
duas ou mais copias de genes, o valor do alelo € multiplicado pelo nimero de cdpias do gene
(por exemplo, uma duplicacdo do gene CYP2D6 *1x2 recebe um valor de 2 para calcular o
AS). A soma dos valores de ambos os alelos fornece o AS de um genotipo [17]. Assim, na
Figura 2, é possivel observar que o AS de 1,5 a 2 foram os mais frequentes em todas as
populacdes estudadas, o AS de valor 3 foi observado somente na tribo Kayapo-Xikrin,
enquanto o de 0,5 na tribo Kuatinemo.

De acordo com a combinacéo dos gendtipos do CYP2D6 podemos determinar o perfil
de metabolizacdo da enzima e classifica-los em grupos metabdlicos associados a eficacia das
drogas ou reaces adversas durante a terapia farmacoldgica [18]. Nesse presente estudo, a
analise do gene CYP2D6 mostrou que ocorrem perfis genotipicos de metabolizacdo distintos
entre as tribos estudadas. A figura 3 demonstra como os perfis de metabolizacdo foram
distribuidos entre as populacdes: o perfil PM ndo foi observado em nenhuma das tribos, o
perfil UM foi representado por dois individuos na tribo Kayap6-Xikrin, enquanto os perfis IM
e EM foram os com maiores frequéncias em todas as tribos, em destaque o EM por ser

presente em quase que 50 individuos das tribos.

DISCUSSAO
O gene CYP2D6 desempenha um papel importante no metabolismo de

aproximadamente 25% dos medicamentos clinicamente importantes, incluindo
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antidepressivos,  antipsicoticos, antiarritmicos, anti-histaminicos, p-bloqueadores e
antineoplasicos [19]. Os polimorfismos de genes CYP2D6 foram amplamente estudados em
VArios grupos étnicos; no entanto, eles sdo pouco conhecidos na populagdo indigena [11]. O
perfil da atividade metabdlica da enzima CYP2D6 observados nas populacfes deste estudo se
assemelhou aqueles de diferentes populagfes mundiais, ja descritos por diferentes trabalhos,
onde foi mostrada uma elevada frequéncia do EM e uma baixa frequéncia de PM e UM [9, 18,
20, 21].

Alelos que caracterizam uma atividade normal do gene foram os mais frequentes na
populacdo indigena avaliada, alelos *1 e *2 (incluindo *2A) com frequéncia de 58% e 32%,
respectivamente, que, por conseguinte elevou a frequéncia dos EM (97%), ja que estes alelos
compdem este perfil. Estes dados sdo similares aos encontrados em outras populacdes do
projeto 1000genomas, exceto as populacdes africanas e do Leste da Asia que possuem
frequéncias menores deste perfil metabolico [17, http://www.internationalgenome.org/1000-
genomes-browsers/]. Os alelos que sdo associados a atividade enzimatica nula, como *4 e *5,
foram encontrandos com baixa frequéncia na populacdo investigada, 8% e <1%,
respectivamente. O perfil que caracteriza uma metabolizacdo lenta dos farmacos nao foi
observado em nenhuma das trés tribos avaliadas, o que condiz com a baixa frequéncia deste
perfil observada na populagdo mundial, exceto em populacdes europeias [17, 22]. Em 2008,
Kohlrausch et al, descreveram a frequéncia dos perfis de metabolizacdo do CYP2D6 em
pacientes psiquiatricos brasileiros, e demonstraram que esta populacdo também apresentou
uma baixa frequéncia do fendtipo PM (4%) [23].

Estudos relatam que outras populacdes nativas americanas possuem frequéncias
reduzidas dos alelos ndo funcionais. Na Venezuela e México foram relatadas frequéncias com
média de 3% do alelo *4 [19, 24] enquanto que na Costa Rica a média observada foi de 7%
[18]. Houve excecdes em nativos americanos: nas populacdes Bribri e Cabebar da Costa Rica,
Bari da Venezuela e Seris do México, as quais apresentaram frequéncias elevadas (31, 27, 42
e 21%). [11, 19].

Os IM sdo definidos pela presenca de genotipos com alelos de funcéo reduzida (*9 e
*29). Dados estimados pelo projeto 1000genomas referenciam baixas frequéncias destes
alelos em populagdes mundiais com excecdo de africanos e Asiaticos [17]. Este perfil foi
observado em todas as tribos, mesmo que com baixas frequéncias (média de 1%). No0ssos
resultados diferem de outros estudos realizados com amerindios que determinaram elevadas
frequéncias destes alelos em: Seris (41,2%) e Mayos (22,7%) do México; Bari (35%) da

Venezuela. O processo de selecdo alimentar e o estilo de vida das populagdes amerindias pode
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ser um importante fator para este cenario diferenciado da representacdo destes perfis que essas
populagdes apresentam [25].

O perfil ultrarrapido é determinado pela presenca de duplicac6es de alelos funcionais,
aumentando a acdo da atividade enzimética metabdlica. Na investigacdo dos amerindios
amazonicos, o perfil UM foi encontrado especificamente na populagdo K_X em baixas
frequéncias (2%). Na populagdo miscigenada do Brasil foram relatadas frequéncias
semelhantes a dos indigenas (5%) [17]. Altas porcentagens de UM foram descritas nas
populacdes nativas mexicanas (20%) e Guatuso, da Costa Rica (18,8%) [18]. A causa
provavel para a duplicacdo e amplificacdo de genes ativos nestas populacdes indigenas,
segundo Lazalde-Ramos, poderia ser a selecdo natural. Os fatores ambientais, como a dieta,
poderiam ter exercido uma vantagem seletiva nos genes duplicados de CYP2D6, aumentando
a taxa de sobrevivéncia desses individuos. Acredita-se que ocorreu um fendmeno semelhante
na Etiopia e na Arabia Saudita, onde a maior frequéncia de maltiplos genes ativos da CYP2D6
foi descrita [11].

A grande maioria dos estudos com populagbes amerindias caracterizaram essas
populacdes somente por auto declaragcdo, o0 nosso estudo avaliou 61 MIA para a identificacdo
do componente de ancestralidade genética na populacdo, e foi possivel observar uma
frequéncia de mais de 95% do ancestral amerindio quando comparado ao europeu e africano
em todas as trés tribos avaliadas. O isolamento dessas populacbes pode explicar a
homogeneidade observada dentre as frequéncias apresentadas, porém é importante destacar
que o perfil genético apresentado pode ajudar a auxiliar as pesquisas em populacdes que séo
miscigenadas as populacdes amerindias, como a populacdo da América Latina.

Quando aplicado a clinica, os perfis de metabolizacdo lento e ultrarrapido sdo os mais
importantes, pois 0s pacientes apresentam um maior risco de experimentar eventos adversos
relacionados a dose ou falha no tratamento, dependendo do substrato particular envolvido
[26]. A baixa frequéncia de UM e a auséncia PM nos indigenas avaliados pode apresentar um
cenario de protecdo a esses efeitos adversos ou a falha terapéutica de diferentes farmacos,
como antipsicaticos e antiarritimcos [11].

Embora este seja um dos estudos pioneiros em avaliar amerindios brasileiros, com a
confirmacdo de sua ancestralidade genética, para o gene CYP2D6, podemos inferir que o0s
amerindios da Amazoénia brasileira apresentaram frequéncias elevadas de fendtipos EM
(97%), auséncia de PM e baixas frequéncias de IM (1%) e UM (2%), constando que, de modo
geral, a populagéo apresenta um perfil de metabolizagédo normal da enzima CYP2D6, o que de
certa forma resulta, em reduzidas reagdes adversas e obtencdo de concentragdes adequadas

dos farmacos, atingindo o efeito terapéutico desejado.



44

REFERENCIAS
[1] Relling MV, Evans WE. Pharmacogenomics in the clinic. Nature, Oct 15;526(7573):343.
(2015).

[2] Wang L, Mcleod HL, Weinshilboum, RM. Genomics and drug response. N Engl J Med
Mar 24;364(12):1144-53. (2011).

[3] Zhou SF. Polymorphism of human cytochrome P450 2D6 and its clinical significance.
Clin Pharmacokinet, v. 48, n. 12, p. 761-804, (2009).

[4] Zhou Y; Ingelman—-Sundberg M, Lauschke VM. Worldwide Distribution of Cytochrome
P450 Alleles: A Meta-analysis of Population-scale Sequencing Projects. Clin Pharmacol
Ther. (2017).

[5] Ingelman-Sundberg M. Genetic polymorphisms of cytochrome P450 2D6 (CYP2D6):
clinical consequences, evolutionary aspects and functional diversity. Pharmacogenomics J.. 5,
(1), 6-13. (2005).

[6] Zanger UM, Schwab M. Cytochrome P450 enzymes in drug metabolism: regulation of
gene expression, enzyme activities, and impact of genetic variation. Pharmacol Ther, 138(1),
103-141. (2013).

[7] Zhou ZW, ZHOU SF. Application of mechanism-based CYP inhibition for predicting
drug—drug interactions. Expert Opin Drug Metab Toxicol, 5(6), pp.579-605. (2009).

[8] Yu CY. et al. Inference of the Genetic Polymorphisms of CYP2D6 in Six Subtribes of the
Malaysian Orang Asli from Whole-Genome Sequencing Data. Genet Test Mol Biomarkers.
(2017).

[9] LLerena A, Naranjo MEG, Rodrigues-Soares F, Penas-LLedd EM, Farinas H, Tarazona-
Santos E. Interethnic variability of CYP2D6 alleles and of predicted and measured metabolic
phenotypes across world populations. Expert Opin Drug Metab Toxicol, v. 10, n. 11, p. 1569-
1583, (2014).

[10] Jittikoon J, Mahasirimongkol S, Charoenyingwattana, A et al. Comparison of genetic
variation in drug ADME-related genes in Thais with Caucasian, African and Asian HapMap
populations. J Hum Genet, v. 61, n. 2, p. 119, (2016).

[11] Lazalde-Ramos BP, Martinez-Fierro MDLL, Galaviz-Hernandez C et al. CYP2D6 gene
polymorphisms and predicted phenotypes in eight indigenous groups from northwestern
Mexico. Pharmacogenomics, 15(3), 339-348 (2014).



45

[12] Santos NP, Ribeiro-Rodrigues EM, Ribeiro-Dos-Santos AK, et al. Assessing individual
interethnic admixture and population substructure using a 48-insertion-deletion (INSEL)
ancestry-informative marker (AIM) panel. Hum Mutat. Feb;31(2):184-90 (2010)

[13] de Carvalho DC, Wanderley AV, dos Santos, AMR, et al. Pharmacogenomics and
variations in the risk of toxicity during the consolidation/maintenance phases of the treatment
of pediatric b-cell leukemia patients from an admixed population in the brazilian amazon.
Leuk Res, (2018).

[14] Silva EM, Fernandes MR, Carvalho DC, et al. Effect of genetic ancestry to the risk of
susceptibility to gastric cancer in a mixed population of the Brazilian Amazon. BMC Res
Notes, v. 10, n. 1, p. 646, (2017.

[15] Ramos BR, D'Elia MP, Amador MA, Santos NP, Santos SE, da Cruz Castelli E, Witkin
SS, Miot HA, Miot LD, da Silva MG. Neither self-reported ethnicity nor declared family
origin are reliable indicators of genomic ancestry. Genetica. Jun;144 (3):259-65 (2016).

[16] GONZALEZ, Juan R. et al. SNPassoc: an R package to perform whole genome
association studies. Bioinformatics, v. 23, n. 5, p. 654-655, (2007).

[17] Gaedigk A, Sangkuhl K, Whirl-Carrillo M, Klein T, Leeder JS. Prediction of CYP2D6
phenotype from genotype across world populations. Genet Med., 19(1), p.69. (2017).

[18] Céspedes-Garro C, Fricke-Galindo I, Naranjo M-EG, et al. Worldwide interethnic
variability and geographical distribution of CYP2C9 genotypes and phenotypes. Expert Opin
Drug Metab Toxicol 11, 1893-1905 (2015).

[19] Moreno, N., Flores-Angulo, C., Villegas, C., & Mora, Y. CYP2D6 variability in
populations from Venezuela. Drug Metab Pers Ther, 31(4), 181-189 (2016)

[20] Fricke-Galindo I, Ce"spedes-Garro C, Rodrigues-Soares F, et al. Interethnic variation of
CYP2C19 alleles, ‘‘predicted’’ phenotypes and ‘‘measured’’ metabolic phenotypes across
world populations. Pharmacogenomics J 16, 113-123 (2016).

[21] Naranjo MEG, De Andrés F, Delgado A, Cobaleda J, Pefias-Lledé EM, LLerena A. High
frequency of CYP2D6 ultrarapid metabolizers in Spain: controversy about their
misclassification in worldwide population studies. Pharmacogenomics J,16 (5), pp.485-490.
(2016).

[22] Dean L. Codeine therapy and CYP2D6 genotype. In: Medical Genetics Summaries
[Internet]. National Center for Biotechnology Information (US), (2017).



46

[23] Kohlrausch FB, Gama CS, Lobato MI et al. Naturalistic pharmacogenetic study of
treatment resistance to typical neuroleptics in European—Brazilian schizophrenics.
Pharmacogenet Genom.18(7), 599-609 (2008).

[24] Cuautle-Rodriguez P, Llerena A, Molina-Guarneros J. Present status and perspective of

pharmacogenetics in Mexico. Drug Metabol Drug Interact 29(1), 37-45 (2014).

[25] Fuselli S, de Filippo C, Mona S, Sistonen J, Fariselli P, Destro-Bisol G, et al. Evolution
of detoxifying systEM: the role of environment and population history in shaping genetic
diversity at human CYP2D6 locus. Pharmacogenet Genomics 20:485-99 (2010).

[26] de Andrés F, Sosa-Macias M, Ramos BPL, Naranjo MEG, LLerena A. CYP450
Genotype/Phenotype Concordance in Mexican Amerindian Indigenous Populations—Where to
from Here for Global Precision Medicine? OMICS 21(9), 509-519 (2017).

ANEXOS

Tabela 1. Polimorfismos e os alelos do gene CYP2D6 investigados

rs1080985, rs1065852, rs201377835, rs28371706, rs5030655, rs5030865
rs5030865, rs3892097, rs35742686, rs5030656, rs16947, rs5030867,
rs28371725, rs59421388, rs1135840, rs769258, rs5030862, rs72549349,
rs72549351, rs72549353, rs72549346, rs147960066 e rs72549354

dbSNP

Gene

CYP2D6
*1, *IXN, *2, *2XN, *2A, *2AXN, *3, *4, *4XN, *4], *4K, *5, *6, *6C, *7,

*29XN, *35, *35XN, *35A, *35AXN, *38, *41, *41XN, *42, *44, *56 e *70

Alelos *8, *9, *9XN, *10, *10XN, *11, *12, *14A, *14B, *17, *17XN, *19, *20, *29,
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Figura 1. Distribuicdo de diplotipos do gene CYP2D6 nas trés populagdes nativo americanas
do Brasil, A_T: Asurini do Trocara; K_X: Kayap6-Xikrin; K: Asurini do Kuatinemo.
*Frequéncias calculadas pelo Teste Exato de Fisher.

CYP2D6 (*p=0.0306)

100-
Em 3
80- - 2
mm 1.5
60 [
— 0.5
40-
20-
0_

Figura 2. Active Score do gene CYP2D6 nas populagdes nas populagdes nativo americanas
brasileiras. A T: Asurini do Trocara; K _X: Kayap6-Xikrin; K: Asurini do Kuatinemo.

*Frequéncias calculadas pelo Teste Exato de Fisher.
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Figura 3. Distribuicdo dos Perfis de Metabolizacdo do gene CYP2D6 nas trés tribos da
Amazbnia Brasileira. A T: Asurini do Trocard; K_X: Kayap6-Xikrin; K: Asurini do

Kuatinemo.
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4. CAPITULO II. Artigo de Revisdo

O Perfil de Metabolizacdo do Gene CYP2D6 nas Populacbes Amerindias: uma revisao

sistematica.

Luciana Pereira Colares Leitdo*, Tatiane Piedade de Souza', Juliana Carla Gomes Rodrigues’,
Sidney Emanuel Batista dos Santos' e Ney Pereira Carneiro dos Santos’.

! Nucleo de Pesquisas em Oncologia, Universidade Federal do Para
RESUMO

Introducdo: O CYP2D6 é um importante gene utilizado na prética clinica, conhecido pelas
diversas variantes genéticas ja descritas. Possui quatro tipos de perfis de metabolizacdo que
sdo determinados a partir diferentes formas alélicas presentes no individuo. A frequéncia
destes perfis varia entre as popula¢6es mundiais. Populacbes de regides mais isoladas ainda
sd0 pouco descritas na literatura, como 0s nativos americanos. Mesmo assim 0 avango de
técnicas de genotipagem e o interesse no estudo desses povos vém aumentando a taxa de
publicacbes. Desta maneira, 0 objetivo desta revisdo foi agrupar os principais artigos sobre o
gene CYP2D6 em populaces amerindias para compor o perfil de metabolizacao deste grupo.
Meétodos: realizamos uma revisdo sistematica em 4 plataformas para a pesquisa de artigos
cientificos (Periddicos Capes, Google Académico, Science Direct e Pubmed). A pesquisa foi
realizada utilizando as palavras chave “CYP2D6 amerindians”, “CYP2D6 native americans”
Resultados: Foram incluidos 13 artigos originais que atenderam que atenderam os critérios de
inclusdo estabelecidos para a realizacdo deste estudo. Todos os artigos abordavam as
frequéncias de diferentes alelos do gene CYP2D6 em populacbes amerindias. 8 artigos
possuiam populacdes amerindias do México, 2 da Costa Rica, 0s outros artigos possuiam
populacdes de diferentes paises (Venezuela, Chile, Argentina, Paraguai, EUA e Peru). A
partir do agrupamento dos resultados dos artigos inferimos que o perfil de metabolizacédo
extensiva foi o mais prevalente em todas as populacdes amerindias observadas, seguido pelo
de metabolizacdo intermediaria, lenta e ultrarrapida em menor quantidade. Conclusdo: as
populacdes amerindias agrupadas nesta revisdo ndo possuem grandes diferencas na frequéncia
dos perfis de metabolizacdo quando comparadas as outras populacdes mundiais, mais estudos
devem ser realizados a fim de conseguir uma melhor caracterizacdo desta populacdo para o

auxilio na terapéutica.

INTRODUCAO
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O Citocromo P450 2D6 (CYP2D6) é um dos componentes da grande familia de
CYP responséveis por uma por¢do substancial do metabolismo hepético de fase | de
compostos e toxinas enddgenas [1]. O CYP2D6 é um dos genes mais investigados na
pesquisa clinica [2] e representa apenas uma pequena porcentagem de todos os CYP
hepaticos (1,3 - 4,3%), entretanto, metaboliza mais de 20% de todos os farmacos no
figado humano onde sdo conhecidos pelo menos 160 alvos terapéuticos que sao
metabolizados por esta enzima, dentre eles antidepressivos, antipsicoticos, antiarritmicos,
analgésicos opioides, agentes anticancerigenos e outras classes de farmacos [3].

O CYP2D6 esta localizado no Chr22g13.1 e proximo a dois pseudogenes ndo
funcionais (CYP2D7 e CYP2D8), e apresenta uma vasta quantidade de polimorfismos [4].
Atualmente foram documentados mais de 125 variantes alélicas do gene (PHARMVAR -
https://www.pharmvar.org/gene/CYP2D6). Geralmente, essas variantes podem resultar
em uma atividade enzimatica alterada, aumentada ou diminuida e em alguns casos nula,
que podem ser classificadas em quatro grupos fenotipicos: metabolizador fraco (PM),
metabolizador intermediario (IM), metabolizador extenso (EM) e metabolizador rapido
(UM) [5]. Estas diferencas de atividade enzimatica podem resultar em variacGes
interindividuais e interétnicas, mostrando que a relagdo genotipo e fenotipo do CYP2D6
séo de extrema importancia para a medicina de precisao na pratica clinica [6].

O perfil étnico de uma populagdo é um importante fator responsavel pela diferenca
na capacidade de metabolizacao de drogas entre seus individuos. As diferentes populacdes
mundiais carregam alelos que caracterizam diferentes fenotipos do gene CYP2DS6,
podendo haver variacGes entre grupos étnicos e, portanto, entre regides geograficas. Em
2014, LLerena et al. realizaram uma revisdo que avaliou a variabilidade alélica do
CYP2D6 nos principais territorios geograficos e observaram que o CYP2D6*4 (alelo com
atividade enzimatica inativa presente em fendtipos PM) é mais frequente na Europa e nos
caucasianos. Os alelos que caracterizam uma atividade enzimatica diminuida foram
frequentes na Asia e Leste Asiatico (CYP2D6*10), na Africa e em populacbes negras
(CYP2D6*17 e 0 *29), e 0 CYP2D6*41 e as amplificacdes nas populacdes do Oriente
Médio [7]. Zhou et al (2017), a partir de uma analise dos dados presentes na plataforma
1000genomas, demonstraram a grande variabilidade de varios membros da familia
CYP450, destacando o CYP2D6 pela diferenciacdo na distribuicdo dos alelos entre as
populacdes disponiveis na plataforma, confirmando a grande variabilidade interétnica do
gene [8].

Embora os gendtipos e os fendtipos metabdlicos da familia CYP450 tenham sido

amplamente estudados em todo o mundo [9,10], essas informagdes ainda sdo escassas em
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algumas populagdes, como nativos americanos (ou amerindios). Somente nos Estados
Unidos (EUA), de acordo como censo Bureau de 2010 [11], existem cerca de 6,6 milhdes
de Nativo Americanos em seu territorio estadunidense. Hispanicos (incluindo latino-
americanos, caribenhos e hispanicos dos EUA) compreendem mais de 600 milhdes de
pessoas (http://data.worldbank.org/region/LAC), cobrindo 8,4% da populagdo mundial.
Além desses dados, cerca de 45 milhdes de amerindios vivem na América Latina,
representando 8,3% do total da populacéo latino-americana
(www.cepal.org/en/infografias/los-pueblos-indigenas-enamerica- latina).

Vaérios estudos sobre a composicdo das populacGes americanas mostram que as
populacbes amerindias apresentam uma heterogeneidade genética quando comparada a
outras populac6es ancestrais, como europeias e africanas, que também contribuiram para a
formacdo das Américas [12,13,14]. Dados destes estudos podem auxiliar no entendimento
da variabilidade interétnica de polimorfismos genéticos também em outras populagdes,
contribuindo para a compreensdo de diferentes respostas a farmacos clinicamente
relevantes. Nos ultimos anos, tem havido grande interesse de trabalhos cientificos na
diversidade de genotipos e fendtipos de enzimas metabolizadoras de farmacos,
particularmente a CYP2D6, em diferentes populacdes, principalmente as de origem
europeia [15,16]. Outros grupos populacionais também foram estudados; contudo, em
menor escala. Desta forma, pesquisas foram realizadas em populacdes amerindias que
investigaram importantes genes envolvidos no processo de absorcdo, distribuicéo,

metabolismo e excrecdo dos farmacos.

Desta maneira, o objetivo desta revisdo € correlacionar diferentes dados da
literatura mundial com relacdo a epidemiologia molecular dos perfis de metabolizacdo do
gene CYP2D6 nas populacdes amerindias e comparar com outros grupos étnicos no

mundo a partir de artigos originais disponiveis em plataformas de pesquisas.
MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma revisdo sistematica em quatro plataformas para a pesquisa de
artigos cientificos (Periddicos Capes?, Google Académico, Science Diretc e Pubmed). A
pesquisa foi realizada utilizando as palavras chave “CYP2D6 amerindians”, “CYP2D6

native americans” em todas as plataformas informadas. Os critérios de inclusdo foram:

2*Q Portal de Periddicos, da Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes), é uma
biblioteca virtual que retne e disponibiliza a institui¢des de ensino e pesquisa no Brasil 0 melhor da producédo
cientifica internacional.
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artigos em inglés, artigos originais, estudos em popula¢des amerindias e que tenham sido
publicados em um intervalo de 20 anos (1998-2018). A figura 1 apresenta a quantidade de

artigos identificados e incluidos ou excluidos a partir dos critérios mencionados.

A partir dos artigos selecionados foram extraidos os seguintes dados: nimero de
individuos, populacdo estudada, polimorfismos avaliados do gene CYP2D6, frequéncias
alélicas e genotipicas. Nos artigos selecionados, as populacBes amerindias foram
identificadas por auto declaracdo. Para comparacdo das frequéncias alélicas de
importantes mutacdes do gene, utilizamos a plataforma 100genomas como fonte de dados
para as informagdes de frequéncias de outras popula¢fes mundiais.

RESULTADOS

Foram incluidos nesta revisdo 13 artigos originais que atenderam 0S n0SSOS
critérios de inclusdo e exclusdo. Todos os artigos abordavam as frequéncias de diferentes
alelos do gene CYP2D6 em populacfes amerindias. 8 artigos possuiam populacdes
amerindias do México, 2 da Costa Rica, 0os outros artigos possuiam populacbes de
diferentes paises (Venezuela, Chile, Argentina, Paraguai, EUA e Peru). A tabela 1 mostra
quais foram os artigos selecionados, quais popula¢fes nativas americanas que foram
avaliadas e o0s paises que elas pertencem e quais os alelos do CYP2D6 que foram
observados. As populacbes amerindias observadas foram agrupadas por paises para a
melhor discussao e observacgéo dos resultados obtidos.

Alguns artigos ndo apresentavam o perfil genotipico de classificacdo para perfis de
metabolizacdo e somente a classificacdo pelo sistema de Active Score (AS), que funciona
da seguinte forma: a cada alelo ¢ atribuido um valor de 0, 0,5 ou 1, categorizando-0 como
sem funcéo, diminuido ou normal, respectivamente, para alelos com duas ou mais copias
de genes, o valor do alelo € multiplicado pelo nimero de cdpias do gene (por exemplo,
uma duplicacdo do gene CYP2D6 *1x2 recebe um valor de 2 para calcular o AS). A soma
dos valores de ambos os alelos fornece 0 AS de um gendtipo. Desta maneira, foi
considerado que 0 AS =0 eram PM, 0,5-1=1IM, 1,5 -2=EM e >2 = UM [17].

CYP2D6 Metabolizador Lento (PM)

Como consequéncia da grande quantidade de polimorfismos presentes no gene
CYP2D6, um genétipo é caracterizado em decorréncia da interacdo entre diversos
polimorfismos que sdo definidos como hapl6tipos. As principais variantes presentes no
gene CYP2D6 que caracterizam os possiveis fenotipos de metabolizagdo no gene podem

ser observadas na tabela 2. As variantes possuem diferentes consequéncias funcionais e
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assim, individuos que carregam essas variagdes possuem uma atividade enzimatica
normal, aumentada, diminuida ou até mesmo inativada.

Os perfis metabolizadores séo classificados pela combinagéo dos alelos do gene. O
PM é caracterizado pela combinacdo de dois alelos com completa perda de funcdo — alelo
nulo, devido a genes mutados ou deletados, ou seja, alelos que possuem atividade
enzimética inativada [8,18]. Na figura 2B é possivel observar que a média da frequéncia
deste marcador é de 4% na populagdo amerindia investigada. Em relagdo a frequéncia por
paises, Costa Rica, Argentina/Paraguai, Venezuela e EUA foram os paises que
apresentaram as maiores frequéncias desse perfil de metabolizagdo com 30%, 13%, 6% e
6%, respectivamente (Figura 2A).

O perfil PM pode ocasionar baixos niveis de metab6litos ativos de alguns
medicamentos, como analgésicos opioides, resultando em uma menor probabilidade de
apresentar alivio da dor [19,20]. Deste modo, é sugerido que individuos com este perfil de
metabolizacdo troquem o regime terapéutico ou que um acompanhamento seja realizado

junto ao paciente para a verificagdo dos sintomas de alivio insuficiente da dor [21].

CYP2D6 Metabolizador Intermediario (IM)

Os individuos que carregam o fenotipo de IM possuem a combinacdo de dois
alelos com funcdo enziméatica diminuida ou a presenca de um alelo sem fungéo
acompanhado de outro com funcdo diminuida [8,17]. O perfil IM é o segundo mais
frequente nas popula¢cdes amerindias observadas (19%). O México (22%) é o pais onde
foi observada a maior frequéncia deste perfil metabolizador entre os avaliados, seguido da
Costa Rica (18%), Chile (15%), Venezuela (14%), Peru (13%), EUA (3%) e
Argentina/Paraguai (1%), essas frequéncias podem ser observadas na Figura 2.

As implicacOes terapéuticas diferem entre os medicamentos, para analgésicos
opioides como a codeina, individuos que possuem este perfil tem uma reducdo na
formacdo da morfina a partir da codeina levando a necessidade de um acompanhamento
durante o tratamento, porém ndo é necessario a troca do medicamento [22]. Mesmo
apresentando alelos com funcdo enzimatica diminuida, hd poucos dados sobre o impacto
clinico no tratamento medicamentoso, na resposta a terapia e nos efeitos colaterais de

pacientes que apresentam este perfil de metabolizacéo.

CYP2D6 Metabolizador Extensivo (EM)
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Os EM ndo resultam em uma atividade enzimética significativamente alterada.
Podem carregar, por exemplo, dois alelos com fungdo enzimética normal ou a
combinacéo de um alelo com fungdo normal e outro com funcéo diminuida [8,17].

Dentre as populacdes observadas no estudo o perfil de metabolizagdo extensiva
foi 0 que teve a maior frequéncia em todos os paises 70% (Figura 2b). As populacGes
amerindias observadas nos paises mantiveram um padrdo relativamente homogéneo entre
as tribos investigadas para a frequéncia de EM. Os EUA foi o pais que apresentou a
maior frequéncia desse perfil em suas populacdes (90%), seguido do Peru (87%),
Argentina/Paraguai (86%), Chile (85%) e Venezuela (80%). Contudo, México e Costa
Rica apresentaram frequéncias menores quando comparado aos outros paises, 69% e
45%, respectivamente.

E importante destacar que mesmo que este fendtipo EM possua uma atividade
enzimatica quase normal, ainda é necessaria a realizacao de testes que possam descrever
uma previsdo mais precisa da atividade catalitica dentro deste perfil de metabolizacao
[23].

CYP2D6 Metabolizador Ultrarrapido (UM)

Os individuos que apresentam o perfil UM carregam pelo menos um alelo de
funcéo enzimatica aumentada além de um alelo de funcdo normal [24,17,25].

Foi possivel observar com os dados obtidos nesta revisdo que trés paises
apresentam populacdes amerindias com alelos que compde o perfil UM. Meéxico, Costa
Rica e EUA possuem uma frequéncia de 9%, 7% e 1%, respectivamente. A maior
frequéncia deste tipo de metabolizador foi observada em um estudo etiope (28,7%).
Frequéncias similares as populacdes mexicanas amerindias relatadas neste estudo foram
observadas em popula¢6es do oriente médio (10,5%) [26,7].

Mesmo com uma frequéncia relativamente baixa entre as populacées, os efeitos
adversos que pacientes com perfil UM sofrem sdo diversos. Varios relatos de casos
registraram os efeitos potencialmente fatais que ocorreram em pacientes com fendtipo
UM que foram tratados com doses padrdo de codeina [27,28]. Para esses pacientes, a
troca do farmaco é estritamente recomendada [29].

Frequéncias dos alelos

As frequéncias dos principais alelos, que alteram a funcionalidade da enzima
CYP2D6 nas populacBes amerindias avaliadas da revisdo, foram comparadas com as
frequéncias desses alelos em populagcbes mundiais (dados coletados da plataforma

1000genomas). As frequéncias das amplificacGes e delecdes ndo foram apresentadas, ja
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que ndo estdo descritas no banco de dados do 1000genomas. Os graficos foram divididos
pela consequéncia funcional dos alelos (normal, diminuida e inativado) e comparados
com as populagbes Europeias, Africanas, do Leste e Sul da Asia e Americanas (Figura 3).

A figura 3A apresenta as frequéncias de alelos com funcdo normal. E possivel
observar que a média das frequéncias nas popula¢des amerindias, avaliadas nesta reviséo,
possuem uma alta frequéncia destas variantes em relagdo a outras populagdes mundiais
(principalmente, *1 e *2). Devemos destacar também que para estes alelos, as populagdes
miscigenadas com grupos étnicos nativos americanos (AMR) apresentaram frequéncias
similares quando comparadas as populacdes desta revisdo. Essa frequéncia segue um
padrdo mundial, onde cerca de 77-92% dos individuos tém pelo menos uma cépia de um
alelo de fungdo normal (* 1 ou * 2) ou dois alelos parcialmente funcionais [22].

Os alelos com funcdo diminuida sdo observados na Figura 3B. As populacGes da
revisdo apresentaram frequéncias proximas de 0% para todas as variantes. E possivel
observar que o alelo CYP2D6*10 foi altamente frequente em populagdes do Sul asiatico.
O alelo CYP2D6*17 caracterizado pela presenca de duas mutagcdes missense apresentou
uma frequéncia de 20% nas populages da Africa, enquanto que o CYP2D6*29, que
apresenta quatro mutacGes missense teve uma frequéncia de 10% nessas populacées. As
populacgdes sul-asiaticas apresentaram uma frequéncia <10% do CYP2D6*41, que causa
um defeito de splicing.

A variante CYP2D6*4 que ocasiona um defeito no splicing e, assim, a inativacao
do produto génico do CYP2D6, apresentou uma frequéncia que variou de 11,6% a 15,7%
na maioria das populacdes mundiais, exceto em populaces do Leste Asiatico, e para as
populacdes observadas nesta revisdo nos quais a frequéncia do alelo foi de <1%. As
outras variantes, que também ocasionam uma inativacdo do produto génico, néo
apresentaram frequéncias com grande divergéncia entre as populacGes, podendo ser
destacadas as populacdes europeias com uma frequéncia de 4% e 2% para os alelos
CYP2D6*3 e CYP2D6*14, respectivamente, e do leste asiatico que apresentou com um

percentual >1 para a variante, CYP2D6*6 (Figura 3C).

DISCUSSAO

O gene CYP2D6 possui uma grande quantidade de polimorfismos, o que ocasiona
em elevada variacdo interindividual [24]. O perfil molecular de CYP2D6 pode alterar a
conduta terapéutica de diferentes farmacos, desta forma diversas agéncias internacionais
recomendam o emprego de polimorfismos neste gene como biomarcadores de predi¢do de

terapia em antidepressivos, antipsicoticos, antiarritmicos, analgésicos opioides, agentes
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anticancerigenos e outras classes de medicamentos [30]. Uma abrangente quantidade de
variantes gendmicas no gene CYP2D6 séo clinicamente importantes na predicdo de
terapia, dependendo do perfil gendmico que o paciente apresentar, ele pode ter um
elevado risco de reacOes adversas ou até mesmo falha terapéutica. O perfil molecular do
gene CYP2D6 apresenta grande divergéncia entre popula¢des mundiais [7].

As populagdes ancestrais humanas representadas principalmente pelos grupos de
europeus, asiaticos, amerindios e africanos, apresentam grande diversidade genética entre
si, 0 que implica em elevadas flutuagdes nas frequéncias de importantes polimorfismos
farmacogenéticos [31]. As populacdes tradicionais da América apresentam uma longa
histéria de isolamento geografico humano e componente genético diferenciado de outras
populagdes mundiais [32]. A origem comum dos nativos americanos e sua evolugéo
autoctone bioldgica e cultural fazem do continente americano um excelente modelo para
estudos sobre a co-evolucdo entre genes e culturas [33]. A partir dos artigos selecionados
para esta revisdo conseguimos compor o perfil de metabolizacdo do gene CYP2D6 nas
populacdes amerindias em diferentes paises das Américas. Foram observados o0s quatro
tipos de perfis metabolizadores (PM, IM, EM e UM) com diferentes frequéncias em cada
pais (Figura 2).

Os perfis de metabolizacdo EM e IM foram os mais frequentes em todos os paises
reunidos na revisdo. Algumas agéncias regulamentadoras de farmacos orientam o
acompanhamento de pacientes que possuem o perfil IM e fazem o consumo de
medicamentos que sdo metabolizados pela CYP2D6. Para a codeina, por exemplo,
existem evidéncias de que alguns efeitos adversos ndo diferem entre metabolizadores
fracos e extensos, confirmando a necessidade de testes que possam prever a atividade
catalitica de individuos que apresentam estes perfis para uma melhor conduta terapéutica
[19,22]. Um fator que deve ser destacado é que perfis de metabolizacdo extensiva e
intermedidria podem ser “transformados” em perfis de metabolizadores lentos se ocorrer a
exposicdo a outros xenobioticos, tais como drogas e/ou medicamentos fitoterapicos com
componentes alcaloides, que sdo conhecidos por serem potentes inibidores da CYP2D6 e
sdo tradicionais de populacbes amerindias [34]. Este fato é importante pela elevada
frequéncia destes perfis e a grande interacdo destas populacfes tradicionais com estes
xenobidticos.

O perfil de metabolizacdo ultrarrapida apresentou uma frequéncia relativamente
baixa na populagdo amerindia geral (7%). Observamos que a frequéncia do perfil UM ¢é
maior em popula¢des mexicanas (9%) do que 0s outros paises, provavelmente devido ao

isolamento dos mesticos mexicanos [32,35]. A Costa Rica também apresentou certa
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frequéncia deste perfil (7%). Essas frequéncias se assemelham as de outras populacées ja
estudadas, como a espanhola (6,1%) [36]. Os individuos com este fendtipo metabolizam
drogas mais rapidamente; portanto, o efeito terapéutico de uma droga em doses padréo
ndo € alcancado. Esses individuos também podem desenvolver reacfes adversas devido a
formacédo de 10 a 30 vezes maiores quantidades de metabdlitos [37].

Foi observado que o perfil PM ndo foi tdo presente entre a populacdo amerindia
geral (4%), um pouco semelhante a frequéncia apresentada em regides europeias (6,52%),
no estudo de Llerena et al. (2014) [7]. A baixa frequéncia dos metabolizadores lentos em
populagdes nativas americanas mexicanas foi elucidada por diferentes autores [32, 34, 38,
39]. Sosa-Macias e colaboradores (2010) destacaram que as populacdes amerindias
mexicanas, principalmente da comunidade de Tapehuanos, apresentou uma distribuicéo
do perfil de metabolismo lento mais homogéneo quando comparada aos mesticos
mexicanos avaliados [40]. Isto é, provavelmente, devido ao isolamento do grupo
Tapehuano que teve pouca mistura com 0s mexicanos mesticos. Individuos que
apresentam fenotipo de metabolizacdo lenta possuem um risco potencial de toxicidade
acumulada para analgésicos opiaceos como morfina e tramadol, e para terapias de longo
prazo com antipsicoticos e agentes anti-hipertensivos. Além disso, sdo propensos a falta
de efeito farmacéutico no caso de pro-farmacos metabolizados por esta enzima, como a
codeina e o farmaco antineoplasico tamoxifeno [41]. Consequentemente, individuos
pertencentes ao grupo étnico amerindio mexicano apresentam menor risco de desenvolver
reacOes adversas as drogas quando tratados com este grupo de farmacos.

Costa Rica, Argentina/Paraguai, EUA e Venezuela foram o0s paises que
apresentaram certa frequéncia de alelos relacionados ao perfil PM (média de 13,75%),
com variagdes nas porcentagens destas frequéncias dentre as populagdes amerindias
destes paises. Naranjo e colaboradores (2018) demonstraram que na populacdo costa-
riguenha indigena estudada, 10,2% eram metabolizadores lentos [35], porcentagem
similar ao estudo de Céspedes-Garro et al. (2014) que também avaliou populacdes da
Costa Rica [42]. O estudo de Grimam et al. (2012) que avaliou populacdes amerindias
venezuelanas observou este tipo de metabolizador em somente uma das 5 populacdes
estudadas [43]. O estudo das popula¢bes de Argentina/Paraguai de Bailliet et al. (2007)
apresentou dados que sugerem que algumas mutacGes que compde o genotipo PM sédo
variantes fundadoras trazidas para a América pelos primeiros colonos asiaticos [44]. Os
dados de alelos que compdem o perfil de metabolizadores lentos foram apresentados
como importantes preditores de terapia no estudo de Fohner e colaboradores (2013), que

avaliou populagGes nativas dos EUA, e sugeriram que a atividade de CYP2D6 pode estar



58

diminuida (com elevada frequéncia do alelo CYP2D6*4 ndo funcional e a redugdo da
atividade CYP2D6*41) em 9,09% dos pacientes oriundos das tribos Salish e Kootenai
[45].

Foi possivel observar, a partir dos dados apresentados na revisdo, que alguns alelos
presentes nas populagdes amerindias possuiam uma frequéncia semelhante as das
populagbes mundiais mais estudadas (Figura 3). Grande parte dos alelos de CYP2D6 é
compartilhada pela maioria das populagbes do mundo. Ainda que seja possivel a
identificacdo de gradientes geogréaficos para distribuicdo de alguns alelos que podem
apresentar altas frequéncias em regibes geogréaficas especificas, fatores evolutivos podem
ter sido relevantes para o processo de contribuicdo da determinacdo dessas altas
frequéncias em diferentes regides do globo [46]. Ainda devemos considerar que em um
processo de expansdo da populagdo geografica, especificamente na onda frontal da
expansdo, alguns alelos/haplotipos raros podem por acaso tornarem-se particularmente
comuns [47].

Sobre as enzimas que metabolizam drogas, como a CYP2D6, alguns fatores
podem estar relacionados a esta diferenca na frequéncia alélica, e consequentemente, nos
perfis de metabolizacdo das populacdes amerindias de outras populagdes mundiais. Nebert
[47] elucida que essas diferencas podem ser o resultado de duas possiveis pressdes
seletivas, sendo a primeira diferenca na dieta que evoluiram ao longo de milhares de anos
e a segunda sendo a evolucdo de polimorfismos balanceados, como em alelos que
influenciam resisténcia as infec¢cdes bacterianas ou virais.

De maneira geral, varios trabalhos estdo sendo desenvolvidos com o objetivo de
identificar marcadores preditivos de conduta terapéutica para um tratamento personalizado
com os pacientes. As populaces amerindias possuem um padrdo genético diferente de
outras populacdes mundiais, tornando necessario o estudo destas populacdes para a
descoberta de novos marcadores ou a padronizacdo individual das terapias. Esta revisdo
teve como objetivo reunir as principais publicacdes acerca do gene CYP2D6 em
populacBes nativo americanas. E necessario que mais populacbes sejam estudadas em
nivel de gendtipos deste gene, pois ainda é escassa a pesquisa nessas comunidades.

E notavel destacar que a especificidade do substrato e a dosagem do farmaco
parecem ser apenas dois de diversos outros fatores que contribuem para a resposta do
individuo ao medicamento. Alguns grupos de pesquisa, como o consércio RIBEF (Ibero-
American Network of Pharmacogenetics and Pharmacogenomics), foram desenvolvidos
com o objetivo de estudar genes farmacologicamente importantes em populagdes Latino

Americanas. Este presente estudo foi pioneiro em agrupar os resultados de diferentes
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publicacbes sobre o gene CYP2D6 em populagdes amerindias, demonstrando a
importancia desta pesquisa para o auxilio no direcionamento da conduta terapéutica nessas

populagdes.
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ANEXOS
Registros identificados por meio
de pesquisa nos bancos de
dados =394
Periodicos Capes Google Académico _ Science Direct=
=108 =257 Pubmed =18 11

Registros excluidos por
repeticdo ou por ndo estarem
de acordo com os critérios de

inclusdo= 372

Excluidos por ndo serem
Registros selecionados apods estudos em populacdes
os critérios de inclusdo = 22 amerindias ou fora do

periodo estabelecido =9

Artigos incluidos
para a sintese
qualitativa =13

Figura 1. Diagrama de fluxo que descreve o numero de registros identificados, incluidos e

excluidos nesta reviséo.
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A UNITED STATES (187)
MEXICO (2352)

VENEZUELA (179)

AMERINDIANS (3482)

ARGENTINA AND PARAGUAY (84)

PERU (214)

CHILE (84)

Figura 2. Perfil de metabolizacdo do gene CYP2D6 em populacdes amerindias agrupadas por
paises. A) Paises da América e as frequéncias dos metabolizadores do CYP2D6 em
populacbes amerindias. B) Percentual das frequéncias dos metabolizadores agrupando todas
as populacdes amerindias obtidas na revisdo. IM: Metabolizador Intermediario; UM:
Metabolizador Ultrarrapido; EM: Metabolizador Extensivo; PM: Metabolizador Lento.
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Figura 3. Frequéncia alélica das principais variantes do CYP2D6 em populagdes mundiais
e nas populacBes da revisdo. A) Variantes com consequéncia funcional normal. B)
Variantes com consequéncia funcional diminuida. C) Variantes com consequéncia
funcional inativada. EUR: populacBes europeias; AFR: populacdes africanas; EAS:
populacdes do Leste asiatico; SAS: populacbes do Sul asiatico; AMR: populacGes

miscigenadas americanas; REVIEW: popula¢des amerindias oriundas da reviséo.



Tabela 1. Estudos do gene CYP2D6 em popula¢ées Amerindias
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Referéncia

Variantes

Populacéo (Tribo ou Afilia¢éao)

Pais

Salazar-Flores et al.,

2012. [39]

Lazalde-Ramos et al.,

2013. [32]

de Andrés et al., 2017.

[49]

Sosa-Macias et al.,

2006. [50]

Lopez-Lépez et al.,

2014. [34]

Sosa-Macias et al.,

2010. [40]
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Tabela 2. Distribuicéo dos alelos do gene CYP2D6 de acordo com a consequéncia funcional
da atividade enzimaética, as variantes que definem os alelos e o tipo de variacéo

Consequéncia Funcional

Normal

Variante Definidora

Tipo da Variagao

*1 Nenhuma

*2 rs16947, rs1135840 Missense (R296C, S486T)

*33 rs28371717 Missense (A237S)

Aumentada

*1xN Amplificagéo do *1

*2xN Amplificagéo do *2

*53 rs1135822, rs1135823 Missense (F1201, A122S)

Diminuida

*9 rs5030656 Delecéo inframe (K281del)

*10 rs1065852, rs1135840 Missense (P34S, S486T)

*17 rs16947, rs28371706 Missense (R296C, T1071)

*29 rs16947, rs1135840, rs61736512  Missense (R296C, S486T,
e rs59421388 V1361 e VV338M)

*41 rs28371725 Defeito no Splicing

Inativada

*3 rs35742686 Frameshift

*4 rs3892097 Defeito no Splicing

*5 Delecéo do CYP2D6

*6 rs5030655 Frameshift

*7 rs5030867 Missense (H324P)

*8 rs5030865 Stop gain (G169X)

*11 rs201377835 Splicing defect

*12 rs5030862 Missense (G42R)

*14 rs5030865 Missense (G169R)

*42 rs72549346 Frameshift

*62 rs730882171 Missense (R441C)
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5. DISCUSSAO

O avanco dos estudos gendmicos auxiliou para o advento da farmacogenética e para a
melhor compreensdo do metabolismo dos farmacos no organismo humano. O conjunto de
genes que compde a familia CYP450 esta envolvido na via metabdlica priméaria para o
metabolismo de drogas (TATE & GOLDSTEIN, 2004; GARDINER & BEGG, 2006), sendo
um dos genes mais estudados desta familia, o CYP2D6, possui uma vasta quantidade de
polimorfismos genéticos que influenciam na variabilidade interindividual de resposta ao
tratamento farmacoldgico, que também pode ser atribuida a outros fatores como meio
ambiente, epigenética, fisiologia e patologia. (SOSA-MACIAS & LLERENA 2015). As
diversas variantes do CYP2D6 podem atribuir a enzima diferentes funcbes, que estdo
associadas a uma atividade normal, aumentada, diminuida, prejudicada e até mesmo na
auséncia de atividade enzimatica (SAKUYAMA et al., 2008). A composicdo genotipica de
CYP2D6 e decorrente de combinag6es de haplétipos que dependendo dos alelos que carregam
compde os diferentes perfis de metabolizacdo (PM, IM, EM e UM).

A frequéncia desses perfis de metabolizacdo varia entre as populagdes mundiais, 0 que
caracteriza uma diferenca na resposta terapéutica dos medicamentos entre os individuos
destas populacdes (SISTONEN et al.,, 2007). Desta maneira, a genotipagem deste gene
(principalmente das variantes que compfe esses perfis) se tornou importante para a
identificacdo de pacientes, que podem apresentar reacdes adversas ou até mesmo falha
terapéutica a farmacos que sdo metabolizados pela enzima CYP2D6.

Vaérios farmacos ja possuem um delineamento da conduta terapéutica a ser aplicada
para pacientes que apresentam, principalmente, os perfis de metabolizacdo lento e
ultrarrapido, o que pode ocasionar em um acompanhamento do paciente durante o uso dessas
drogas, que podem variar entre diversas classes (de analgésicos a antidepressivos), ou na troca
do medicamento por outro que ndo seja metabolizado pela CYP2D6 (GASCHE, Y. et al.,
2004; GELENBERG et al., 2010). Como foi dito anteriormente, a frequéncia desses perfis
varia entre as populacdes mundiais, sendo entdo de suma relevancia o estudo destas variantes
em diferentes populacdes para aplicacdo da uma melhor conduta terapéutica no paciente.

A maioria dos estudos farmacogenéticos do CYP2D6 é realizada em populacbes
caucasianas (LLERENA et al., 2014). Embora, o avanco da tecnologia genémica venha
auxiliando outros grupos a estudarem populacdes mais isoladas, como as populacGes
tradicionais das Américas, principalmente a América do Sul, que apresentam uma longa
historia de isolamento geografico humano e componente genético diferenciado de outras

populagcdes mundiais, fazendo com que essas populagdes sejam um excelente modelo para a
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interpretacdo da interacdo genética e farmacoldgica (LAZALDE-RAMOS et al., 2014;
BISSO-MACHADOQO, et al., 2016).

Algumas populagbes amerindias, principalmente na Amaz6nia, vivem relativamente
isoladas (http://www.survivalinternational.org/tribes/uncontacted-brazil), e acabam por serem
subrepresentadas na literatura cientifica (BISSO-MACHADO, et al., 2016). Portanto, neste

trabalho investigamos variantes no gene CYP2D6, que compdem os perfis de metabolizacéo,
em trés tribos da Amazonia Brasileira.

Com o desenvolver da pesquisa bibliografica foi possivel observar que uma relativa
quantidade de producbes sobre o gene CYP2D6 foi desenvolvida em outras populacGes
amerindias. Por isso, realizamos uma revisdo sistematica destas producgdes para compor, de
maneira geral, a frequéncia dos perfis de metabolizacdo do gene CYP2D6 nas populactes
amerindias de diferentes paises.

De maneira geral, a populagdo nativa americana brasileira apresentou frequéncias
semelhantes, de alguns tipos de metabolizadores do CYP2D6, quando comparada as outras
populacdes amerindias, com elevadas frequéncias do metabolizador extensivo e baixas
frequéncias dos metabolizadores lento e ultrarrapido. Quando comparadas com a populacao
mundial j& descrita foi possivel observar algumas diferencas, principalmente em relagdo aos
marcadores clinicamente relevantes (PM e UM).

O perfil de metabolizacdo extensivo foi 0 mais observado em todas as populacdes
amerindias agrupadas na revisdo, com uma média de 70%, frequéncia proxima a encontrada
nos indios brasileiros (97%). Este perfil de metabolizacdo, que apresenta uma atividade
normal da enzima CYP2D6, é o mais comum nas populacbes mundiais (GAEDIGK et al.,
2017). Por serem metabolizadores normais da enzima, as agéncias regulamentadoras de
farmacos — FDA e EMA, aconselnam a um acompanhamento do paciente durante o
tratamento com drogas que sejam metabolizadas pela CYP2D6, porém ndo ha necessidade de
troca ou interrupcao de terapia (HICKS et al., 2015).

A metabolizacdo intermediaria da enzima CYP2D6 foi o segundo perfil mais
frequente nas populacdes amerindias da revisdo (19%), e ndo foi observada em nenhuma das
3 tribos amazdnicas brasileiras. Podemos destacar que pacientes que apresentam este perfil de
metabolizacdo e fazem uso de medicamentos metabolizados pela CYP2D6, ja podem receber
uma conduta terapéutica diferenciada. Para pacientes tratados com o Tamoxifeno, por
exemplo, € orientado o uso de inibidores de aromatase para mulheres pds-menopausicas
devido a um risco aumentado de recaida de cancer de mama com o farmaco e também evitar o
uso concomitante de inibidores da CYP2D6 (SWEN et al, 2011; MYLAN
PHARMACEUTICALS, 2013).


http://www.survivalinternational.org/tribes/uncontacted-brazil
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O perfil de metabolizacdo lenta € um dos mais importantes na pratica clinica, pois 0s
pacientes que carregam este tipo de metabolizador pode ndo responder as terapias ou
apresentar efeitos adversos sendo necesséria a troca ou interrupgdo do tratamento em alguns
casos (FRANK, D, JAEHDE, U. & FUHR, U, 2007). A frequéncia deste perfil foi baixa nas
populacbes amerindias observadas na revisdo (4%), sendo a populacdo amerindia costa-
riguenha a que apresentou o maior percentual quando comparada aos outros paises (30%)
(Naranjo et al., 2018; Céspedes-Garro et al., 2014). Nas tribos brasileiras avaliadas ndo foi
observado este perfil. FDA e EMA orientam a restricdo ao uso de antidepressivos triciclicos,
antipsicoéticos, antiarritmicos e analgésicos opioides, pois pacientes que apresentam este perfil
podem apresentar reacdes adversas graves devido a exposicdo prolongada aos metabdlitos
desses farmacos (SCHENK et al., 2008; ACCORD HEALTHCARE, 2014; HAMADEH et
al., 2014; NOVARTIS PHARMACEUTICALS CORPORATION, 2014).

A metabolizacdo ultrarrapida dos farmacos pode ocasionar a falha terapéutica ou
reacOes adversas graves dependendo do medicamento (PENAS-LLEDO et al., 2013). Os
resultados da revisdo apresentaram uma frequéncia média de 7% do perfil de metabolizacéo
ultrarrapida entre as populaces amerindias, enquanto que na populacdo amerindia brasileira
esta frequéncia foi de 2%, observada somente em uma das trés tribos avaliadas (Kayapo-
Xikrin). Para alguns farmacos, como a codeina, um pro-farmaco metabolizado pelo CYP2D6,
0 uso por UM é restrito pela FDA e EMA devido a potenciais reacfes adversas fatais
(ROXANE LABORATORIES, 2010), além de que pacientes com este perfil relatam uma
historia de tentativa de suicidio ao longo da vida ou fazem uma tentativa grave de suicidio
(PENAS-LLEDO et al., 2012; PENAS-LLEDO et al., 2015).

As mutacdes que categorizam esses perfis possuem diferentes frequéncias nas
populacdes mundiais (ZHOU et al., 2017). Os amerindios apresentados na revisdo possuem
uma elevada frequéncia de haplétipos que caracterizam o perfil extensivo do CYP2D6 (*1 e
*2), frequéncia também observada nos indigenas brasileiros. Demonstrando que a populagéo
amerindia como um todo apresenta uma maior prevaléncia do perfil EM. Sobre a presenca de
mutacbes que compde o genotipo PM em algumas populacdes amerindias, alguns autores
afirmam que podem ser variantes fundadoras trazidas para a América pelos primeiros colonos
asiaticos (Bailliet et al., 2007). Essas diferentes frequéncias também podem ser causadas por
habitos alimentares que evoluiram ao longo de milhares de anos e a evolucdo de
polimorfismos balanceados, como em alelos que influenciam resisténcia as infeccdes
bacterianas ou virais (NEBERT, 1997).

De maneira geral, as pesquisas que utilizam as populacdes amerindias como alvo de

estudo caracterizaram essas populacGes somente por auto declaracdo, caracteristica que foi
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observada nos artigos selecionados para a composi¢ao da revisdo, o nosso estudo avaliou 61
MIAs para a identificagdo do componente de ancestralidade genética na populagdo amerindia
brasileira, e foi possivel observar uma frequéncia de mais de 95% do ancestral amerindio
quando comparado ao europeu e africano em todas as trés tribos avaliadas. O isolamento
dessas populacbes pode explicar a homogeneidade observada dentre as frequéncias
apresentadas, porém é importante destacar que o perfil genético apresentado pode ajudar a
auxiliar as pesquisas em popula¢des que sdo miscigenadas as popula¢ées amerindias, como a

populacdo da América Latina.

CONCLUSAO

Este presente estudo foi pioneiro em avaliar as variantes do gene CYP2D6 em
populacdes amerindias da Amazonia brasileira e na construcdo de uma revisdo que reuniu as
principais publicagdes sobre este gene em outras populages nativo americanas. Sendo
apresentado entdo, um estudo que demonstrou como essa populacdo pode ser caracterizada

pelos perfis de metabolizacdo do gene CYP2D6.

De modo geral, a partir dos dados mostrados nos dois artigos apresentados podemos
observar que o perfil de metabolizacdo extensiva do gene CYP2D6 foi o mais frequente nas
populacdes amerindias como um todo (incluindo as tribos brasileiras). Estas caracteristicas
genotipicas podem prover a estas populacdes uma protecdo aos efeitos adversos e falha
terapéutica aos tratamentos que utilizem drogas metabolizadas pela CYP2D6, pois esta
apresenta, em sua grande maioria, o perfil normal de metabolizagdo. Porém, devemos destacar
que perfis de metabolizagdo extensiva e intermedidria podem ser “transformados” em perfis
de metabolizadores lentos se ocorrer a exposicao a outros xenobioticos, tais como drogas e/ou
medicamentos fitoterdpicos com componentes alcaloides, que sdo conhecidos por serem

potentes inibidores da CYP2D6 e sdo tradicionais de populacGes amerindias.

O uso de MIA em estudos farmacogenéticos € uma importante ferramenta para uma
melhor definicdo do perfil genético da populacdo a ser estudada, e que deve ser aplicado em
estudos com popula¢bes miscigenadas e naquelas mais isoladas, para a determinacdo da
ancestralidade do grupo avaliado e a confiabilidade dos dados. Este estudo foi um dos poucos

a utilizar este painel de marcadores em populacdes amerindias.

Em concluséo, podemos destacar a importancia do estudo em popula¢Ges amerindias

para compreensdo da composi¢do genética de populacBes das Américas, assim como para
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uma melhor caracterizacdo desta populacdo em estudos farmacogendmicos. O gene CYP2D6
é um importante marcador para o direcionamento da terapia de diferentes farmacos; portanto,
0 estudo deste gene em populagdes isoladas, como a populacdo amerindia, pode auxiliar na
decisdo de conduta terapéutica nesta populacdo, aumentando a eficdcia medicamentosa para
estes individuos e para grupos miscigenados, como grande parte da populagdo Latino

Americana.
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