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RESUMO

O progresso da Anestesiologia junto com o desenvolvimento de drogas garantiram
maior controle da dor, conforto ao paciente e seguranca durante 0 ato anestésico-
cirdrgico. A Farmacogenética € uma ciéncia que permite a melhora da assisténcia a
saude, por meio do conhecimento das variacbes genéticas que podem estar
envolvidas com as diferencas na resposta terapéutica. As CYP3A sdo as enzimas
mais importantes envolvidas com o metabolismo de drogas prescritas na pratica
clinica, apresentando grande variabilidade genética na sua expressdo. A CYP3A5 é
a forma que apresenta mais variantes funcionais e com diferencas expressivas nas
frequéncias observadas em diferentes grupos populacionais do mundo. Este estudo
teve como objetivo avaliar a frequéncia das variantes genotipicas e alélicas do
CYP3A5*3 e CYP3A5*6 e inferir sobre o perfil metabolizador dos individuos em
funcdo destas variantes em relacdo a drogas usadas em anestesia. O grupo
avaliado incluiu 166 individuos usuérios do Laboratério da Area de Satde da PUC-
Goias, nascidos na regido Centro-Oeste do Brasil, maiores de 18 anos e de ambos
0s sexos. As amostras de sangue foram obtidas de cada individuo e genotipados
para CYP3A5*3, A>G (rs 776746) and CYP3A5*6, G>A (rs 10264272) por Reacéo
em Cadeia de Polimerase usando sondas TagMan. A andlise dos dados das
frequéncias alélicas foi realizada através do calculo das porcentagens para 0s
grupos estabelecidos, segundo a cor ou raca, em relacdo a amostra total. Nos
individuos da regido Centro-Oeste do Brasil avaliados neste estudo, a frequéncia da
variante alélica CYP3A5*3 foi de 40% e da CYP3A5*6 foi de 2%. A frequéncia
observada para a variante alélica CYP3A5*3 em individuos da regido Centro-Oeste
foi menor que a de outros estudos brasileiros e também menor que as frequéncias
verificadas em europeus e asiaticos, porém similar a observada na populacdo do
leste e oeste da Africa. A frequéncia da variante alélica CYP3A5*6, neste estudo, foi
maior que a encontrada em estudos europeus e com valores mais proximos
daqueles observados no norte da Africa. Com base nos resultados obtidos da
amostra pode-se inferir que 72% dos individuos seriam fracos metabolizadores. A
maior frequéncia do perfil de fraco metabolizador mostra que existe potencial de
maior ocorréncia de eventos adversos no uso de farmacos metabolizados pela
CYP3AGS nesta populacéo da regidao Centro-Oeste do Brasil.

Palavras chave: CYP3A5; Variantes Alélicas; Polimorfismo, Centro-Oeste



ABSTRACT

The advances in Anesthesiology took place at the same time as the development of
drugs that ensured greater control over pain, patient comfort, and safety during
surgical anesthetic procedures. Pharmacogenetics is the science that enables
enhanced healthcare, by understanding the genetic variations that may affect the
different responses to treatments. CYP3A are the most important enzymes involved
in the metabolism of drugs prescribed in clinical practice, showing extensive genetic
variability in their expression. CYP3A5 presents the highest number of functional
variants, with significant differences in the frequencies observed among different
population groups around the world and in Brazil. This study aimed and at assessing
the frequency of CYP3A5*3 and CYP3A5*6 genotypic and allelic variants and to
estimate the metabolizing profile according to these variants, as well as any potential
implications on adverse events with drugs used in anesthesia. The sample used for
this study included 166 subjects users of the Laboratério da Area de Salde da PUC-
Goiads (PUC Healthcare Laboratory — city of Goias). They were all born in the
Brazilian Midwest, over 18 years of age, and from both genders. The blood samples
were obtained from each individual and genotyped for CYP3A5*3, A>G (rs 776746)
and CYP3A5*6, G>A (rs 10264272) by real time Polymerase Chain Reaction using
TagMan assays. Data analysis of the allelic frequency was conducted by calculating
the percentage for the established groups, according to color or race, compared to
the total sample. In individuals from the Brazilian Midwest, assessed in this study, the
frequency of the allelic variant CYP3A5*3 was 40% and 2% for CYP3A5*6. The
frequency observed for the CYP3A5*3 allelic variant in subjects from the Midwest
was lower than that from other Brazilian studies and also lower than the frequencies
observed in Europeans and Asians, however, they were similar to the frequency
seen in populations from East and West Africa. The frequency of the CYP3A5*6
allelic variant, in this study, was higher than that found in European studies and
similar of the subjects in the North of Africa. Based on the results, one may infer that
72% would be poor metabolizers. The higher frequency of the poor metabolizer
profile shows that there is potential for a greater occurrence of adverse events when
using drugs metabolized by CYP3AS5 in this population from the Brazilian Midwest.

Keywords: CYP3AD5; Allelic Variants; Polymorphism; Midwest
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1. INTRODUCAO

1.1Anestesiologia e Farmacos Usados em Anestesiologia

Por muito tempo os procedimentos cirdrgicos foram considerados brutais e
desumanos. Uma nova era, tanto na Cirurgia como na Anestesiologia, foi
inaugurada com a utilizacdo dos anestésicos, permitindo o avanco cientifico nestas
areas bem como a ocorréncia de uma profunda mudanca na condicdo humana
(BELFER, 2013).

Ha& milhares de anos, as folhas de coca mastigadas sao utilizadas pelos
indios sul-americanos devido a atividade anestésica da cocaina na lingua, além de
seus efeitos psicotropicos que minimizam o desconforto respiratério em locais com
oxigénio rarefeito. Em 1860, a cocaina foi isolada e usada como anestésico local
com finalidade cirargica. Em 1884, Carl Koller relatou que a cocaina tépica poderia
ser utilizada na cornea com efeito anestésico reversivel. A idéia foi rapidamente
aceita e 0 uso topico da cocaina foi extendido para a odontologia. Em 1905, a
procaina, um substituto sintético a cocaina, foi descoberto e assim seguiram se as
descobertas de outros anestésicos para uso em anestesia local e locorregional
(RANG et al., 2012).

O nome anestesia foi sugerido por Oliver Wendel Holmes, professor de
Anatomia e Fisiologia da Escola de Medicina de Harvard, no entanto, antecedido
pelo termo “eterizagdo”. A sintese do éter dietilico foi realizada pelo botanico aleméao
Valerius Cordus, em 1540 (CANGIANI et al., 2011). O éter foi empregado, pela
primeira vez, em anestesia pelo médico Crawford W. Long, com finalidade cirdrgica,
em 30 de marco de 1842, na Cidade de Jefferson, no Estado Norte Americano da
Georgia. William T. G. Morton realizou a primeira demonstracdo publica de uma
anestesia com éter, em 1846, no Massachussets General Hospital (BRUNTON;
LAZO; PARKER, 2015).

O oxido nitroso foi sintetizado por Joseph Priestley, em 1772 (CANGIANI et
al., 2011). O éter, ao contrario do 6éxido nitroso, era considerado uma droga potente
e que ndo alterava as concentragbes do ar inalado até niveis hipoxicos. O éter
apresentava algumas caracteristicas que facilitavam seu uso pois era liquido em
temperatura ambiente, de facil manejo e rapida evaporacdo. O éter manteve seu
papel na anestesia até a década de 1950 (SHORVON, 2013; BRUNTON; LAZO;



PARKER, 2015).

O dentista Horace Wells observou que um ator de teatro, com uma lesdo, nao
apresentava dor sob a influencia da inalacdo do Oxido nitroso. ApoOs esta
observacéo, Horace Wells permitiu que seu dente fosse extraido enquanto respirava
oxido nitroso, sem sentir dor. Porém, em uma demonstracdo de paciente inalando
oxido nitroso, no Massachussets General Hospital, em 1845, o paciente gritou e
apos este ocorrido o Oxido nitroso caiu em desuso. Apenas em 1868, o cirurgiao
Edmond Andrews, retomou o uso de 6xido nitroso administrado concomitantemente
ao oxigénio e, desta forma, permanece a sua utilizacdo até os dias atuais
(BRUNTON; LAZO; PARKER, 2015).

O cloroférmio foi introduzido em 1847 pelo obstetra escocés James Simpson.
O cloroférmio tinha odor mais agradavel que o éter e ndo era inflamavel, porém
apresentava hepatoxicidade e depressao cardiovascular acentuada. O ciclopropano
foi descoberto acidentalmente em 1929. O ciclopropano apresenta odor agradavel,
inducdo e recuperacdo anestésica rapido mas € explosivo em contato com o
oxigénio (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2015).

Em 1956, deu se a descoberta do halotano, um gas volatil, ndo inflaméavel que
rapidamente tornou-se o0 anestésico mais utilizado por via inalatéria (BRUNTON;
LAZO; PARKER, 2015). Ap6s o halotano, outros gases da classe dos halogenados
surgiram e demonstraram melhor indice terapéutico, menor indice de hepatoxicidade
e cardiotoxicidade. Estes gases halogenados, como sevofluorano, isofluorano e
dexfluorano, apresentam um perfil de seguranca maior e se ajustam a pacientes de
perfil clinico especifico como criancas, obesos e cardiopatas (CANGIANI et al.,
2011).



Data Farmaco
1540 Valerius Cordus sintetizou o éter dietilico.
1772 Joseph Priestley sintetizou o 6xido nitroso.
1860 A cocaina foi utilizada como anestésico local com finalidade
cirurgica.
1884 Carl Koller utilizou cocaina topica.
1842 Crawford W. Long utilizou o éter como anestésico.
1845 O oOxido nitroso caiu em desuso.
1846 William T. G. Morton demonstrou uma anestesia com éter.
1847 James Simpson utilizou o cloroférmio com finalidade
anestésica.
1868 Edmond Andrews retomou o uso do 6xido nitroso.
1905 Descoberta da Procaina.
1929 Descoberta do Ciclopropano.
1935 Lundy utilizou o tiopental para inducéo anestésica.
1956 Descoberta do Halotano
Década de 1980 Descoberta do Propofol

Quadro 1: Marcos da descoberta e utilizacdo de drogas com fins anestésicos.

A Anestesiologia seguiu progredindo com drogas para utilizacao intravenosa
Em 1935, Lundy demonstrou que o tiopental, administrado por via intravenosa,
poderia ser usado para inducBes anestésicas rapidas. O tiopental, em doses
anestésicas apresentava risco de depressdo cardiovascular e respiratoria
(BRUNTON; LAZO; PARKER, 2015). Nas ultimas décadas, o grande avanco na
Anestesiologia foi marcado pela descoberta do propofol. O propofol pode ser
utilizado como droga Unica em sedacdo, e também na inducdo de anestesia geral
associada a outras drogas adjuvantes como o midazolam, dexmedetomidina e
remifentanil. O advento do propofol ainda permitiu o desenvolvimento da anestesia
venosa total devido a suas caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas que
conferem seguranca e conforto ao paciente além da facilidade em sua utilizacao
clinica (CANGIANI et al., 2011).

Os avancos anestésicos sdo perceptiveis ao longo das décadas mostrando
uma crescente preocupacdo com o desenvolvimento de diferentes drogas que
possuam caracteristicas voltadas ao controle da dor, conforto, seguranca, bem
como a baixa ocorréncia de eventos adversos durante o ato anestésico (CANGIANI,
et al. 2011). Entende-se por evento adverso um dano causado ao individuo
decorrente do cuidado a sua saude. Atualmente, a melhoria da seguranca do
paciente e da qualidade da assisténcia a saude tem recebido atencdo especial em
ambito global (ORGANIZAGCAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que esses danos ocorram em




dezenas de milhares de pessoas todos os anos, em diversos paises. Na Europa, 0s
estudos realizados sobre a Qualidade da Atencéao Hospitalar mostraram que um a cada
dez pacientes nos hospitais europeus sofrem danos evitdveis e eventos adversos
ocasionados durante a assisténcia recebida. Esses danos podem ser incapacitantes,
com sequelas permanentes, além de levar ao aumento do custo e da permanéncia
hospitalar e, até mesmo, resultar em morte prematura como consequéncia direta de
préaticas inseguras em satde (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016). Entre as
varias iniciativas relacionadas a seguranca do paciente, a Farmacogenética
constitui-se atualmente em uma importante ferramenta cientifica.

As variantes genéticas podem ser a razao de 20 a 95% da variabilidade na
biodisponibilidade da droga e em seus efeitos (SOUZA, 2013).. O uso concomitante
de outros medicamentos e fatores ambientais tem certa implicagdo na variabilidade.
Os polimorfismos genéticos e as variagdes de expressao tem grande importancia na
variabilidade individual de resposta clinica observada relacionda a atividade da
CYP3A (MIAO, 2009). Inumeras outras variaveis envolvendo a absorcdo, a
distribuicdo até o sitio de acdo, metabolizacéo e excrecdo podem envolver variacdes
genéticas clinicamente significativas, tendo a capacidade de influenciar a resposta
terapéutica (SOUZA, 2013).

1.2 Benzodiazepinicos

O termo benzodiazepinico vem do fato da estrutura quimica da substancia ser
composta por um anel benzeno unido a um anel diazepinico de sete atomos.
(LADER, 2014). O primeiro benzodiazepinico de uso clinico foi o clordiazepodxido,
sintetizado em 1955. O clordiazepéxido apresentava, em ratos, propriedades
hipnéticas e anticonvulsivantes, sendo disponibilizado para uso oral, em humanos, a
partir do ano de 1960. O diazepam (Figura 1), considerado a droga padrao entre os
benzodiazepinicos, foi sintetizado em 1959 (CANGIANI et al., 2011).



Cl

Figura 1: Estrutura quimica do diazepam Fonte: WISHART et al, 2006.

Em anestesia, os benzodiazepinicos sdo usados como drogas adjuvantes,
pois em doses anestésicas podem resultar em sedagcdo e amnésia prolongada. Uma
medicacdo adjuvante é responsavel por potencializar componentes especificos da
anestesia, como ansiolise e amnésia em momentos especificos do ato anestésico, e
permitir o uso de doses menores das drogas anestésicas com menores efeitos
colaterais (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2015).

Existem trés benzodiazepinicos que sao prototipos em suas classes, de
acordo com seu metabolismo e depuracdo plasmatica: os de curta duragao
(midazolam), os de duracdo intermediaria (lorazepam) e os de longa duragéo
(diazepam) (CANGIANI et al., 2011).

Fatores como idade, sexo, uso de indutores enzimaticos hepaticos e doenga
renal influenciam a farmacocinética dos benzodiazepinicos. A depuracao plasmatica
do midazolam, por exemplo, esta diminuida com o aumento da idade. A obesidade
afeta a farmacocinética de todos os benzodiazepinicos. Obesos apresentam
aumento do volume de distribuicdo e do tempo de meia-vidados benzodiazepinicos,
porém, a depuracdo plasmatica ndo é afetada. A concentracdo plasmética dos
benzodiazepinicos permanece quase igual & liquérica. Os benzodiazepinicos

atravessam a barreira placentaria e sdo excretados no leite materno (CANGIANI et



al., 2011).

A principal via metabdlica dos benzodiazepinicos envolve o sistema citocromo
microssomal hepatico CYP450. As substancias ativas geradas pelo metabolismo dos
benzodiazepinicos no figado podem resultar em compostos que s&o0 mais
lentamente metabolizados que os compostos originais. Desta forma, existe pouca
relacdo entre o metabolismo e a meia vida de eliminacdo da droga que foi
administrada. Ja os compostos benzodiazepinicos que sao inativados pela reacao
inicial de hidroxilagdo, como o midazolam, o metabolismo determina sua duracéo de
acao (LADER, 2014).

Em termos gerais, o metabolismo dos benzodiazepinicos ocorre em trés
estagios. A fase inicial para os benzodiazepinicos, com grupo substituinte na
posicdo 1 ou 2 do anel diazepinico, envolve a modificacdo ou retirada do
grupo substituinte, resultando em compostos ativos. Na segunda fase, a
hidroxilacdo da posicdo 4 produz também um metabdlito ativo. Na terceira fase,
ocorre a conjugacao dos compostos 4-hidroxilados com o acido glicurénico, cujos
metabolitos séo inativos. Os produtos denominados compostos alfa- hidroxilados
sdo ativos, porém, sdo metabolizados rapidamente através da conjugacdo com o
acido glicurdnico, desta forma ndo havendo acumulo de metabdlitos ativos. A
rapidez do metabolismo do midazolam deve-se a hidroxilacédo inicial, formando o
derivado 4-hidroxila. Este composto hidroxilado, que é ativo, é eliminado em uma
hora, ap6s conjugacgéo com &cido glicurénico. Pode ocorrer acumulo dos metabdlitos

ativos quando o midazolam € administrado em infusédo continua (LADER, 2014).

1.3 Receptor GABAa

O GABA é o neurotransmissor inibitorio mais importante do sistema nervoso
central de mamiferos, afetando processos fisioldgicos e psicologicos. Medicacbes
gue atuam na funcdo gabaérgica sdo extensamente usadas no tratamento de
ansiedade, epilepsia, insbnia, espasticidade e para o0 comportamento agressivo
(JEMBREK; VLAINIC, 2015).

A interacdo molecular e os subsequentes efeitos farmacoldgicos induzidos
pelas drogas que agem no receptor GABA, sdo considerados extremamente
complexos devido a heterogeneidades estrutural deste receptor e a existéncia de

numerosos sitios de ligacao alostéricos, além de variados ligantes que se conectam



ao receptor. Apesar da complexidade dos estudos do receptor GABA,, drogas mais
seletivas sdo desenvolvidas a fim de alcancar efeitos terapéuticos e prevenir efeitos
indesejaveis (JEMBREK; VLAINIC, 2015).

O receptor GABAA € composto por 5 subunidades protéicas (Figura 3). Cada
isoforma consiste em cinco subunidades homdlogas ou idénticas, ao redor de um
canal de ion seletivo de cloro, localizado no centro do receptor, o qual se abre
comaligacdo do GABA. Devido a sua alta complexidade de arranjos e
combinacgdes, varias isoformas do receptor podem existir. Em humanos, existem
seis subunidades alfa, trés subunidades beta e trés subunidades gama, ou trés
subunidades épsilon, delta, 6mega e pi (JACOB; MOSS; JURD; 2008).

RECEPTOR GABA,

Figura 2: Representacéo do receptor GABA, e seus sitios de ligacdo. BZs: sitio de
ligacdo dos benzodiazepinicos. Fonte: Adaptado de JACOB; MOSS; JURD, 2008.

Os varios subtipos de receptores diferem em quantidade e funcdo nas células
do sistema nervoso central (OLSEN; SIEGHART, 2008). Algumas subunidades tem
sua maior expressao fora do sistema nervoso central, tal como a subunidade alfa 6,

gue € expressa em apenas um tipo de célula cerebelar. A subunidade ro6 é



principalmente, mas ndo exclusivamente, expressa na retina. Fora do sistema
nervoso central, os receptores GABA, foram encontrados no figado, masculo liso do
pulmdo e varios tipos de células imunes. Estudos atuais conseguem apenas
especular quantos receptores GABAA S80 expressos no cérebro, além da sua
composicdo e arranjo através de estudos em animais. Destes estudos concluiu-se,
de maneira simplificada, que a subunidade alfa-1 estd relacionada ao efeito
sedativo, a subunidade alfa-2 e alfa-3 com ansiedade e a alfa -5 com a memoria
temporal e espacial. Esta simplificacdo tem efeito didatico, pois na pratica sabe-se
gue o comportamento € um fendbmeno complexo e provavelmente existem varios
tipos de receptores GABA, envolvidos em determinar tragcos comportamentais
(SIGEL; STEINMANN, 2012).

Existem 19 genes para as subunidades do receptor GABAA (SIMON et al.,
2004). Os principais genes que codificam as subunidades do receptor GABAA se
agrupam nos cromossomos 4, 5, 15 e X do genoma humano (SIGEL; STEINMANN,
2012).

Os receptores GABAA sao ativados por uma serie de drogas, entre elas 0s
benzodiazepinicos. Estes sdo utilizados pelos seus efeitos hipnéticos, sedativos e
ansioliticos. Os benzodiazepinicos se ligam com alta afinidade na subunidade alfa e
gama, porém, por si sO, hdo abrem o canal de cloro. A sua alta afinidade ao sitio de
ligacdo leva a uma mudanca conformacional no receptor, o qual aumenta a afinidade
do canal pelo GABA nas subunidades alfa e gama. Assim, os benzodiazepinicos
atuam fortalecendo as acdes inibitérias do GABA (TRUDELL, BERTACCINI,
MACLAVER, 2012).

1.4 Midazolam

O midazolam é um derivado do grupo das imidazobenzodiazepinas (Figura 4),
Cuja estrutura quimica Unica confere caracteristicas de grande utilidade em
anestesia. O midazolam é também utilizado em procedimentos endoscoépicos e
tratamento de crises convulsivas, bem como é a droga mais utilizada em unidades
de terapia intensiva para sedacéo de pacientes (SAKATA, 2010). O midazolam pode
ser usado por via oral, nasal, venosa e retal (SUNG-HOON, 2014). E a Unica
medicacdo aprovada pela Food and Drugs Administration (FDA) para administracao

como sedativo em qualquer idade.



A descoberta do midazolam ocorreu em 1976, por Walser, Benjamin e Flynn e
foi um marco na Farmacologia e Anestesiologia (CANGIANI et al., 2011). O
midazolam apresenta a vantagem farmacocinética de um rapido inicio de acdo e
duracdo curta. A dose do midazolam para sedacdo varia de 0,01- 0,05 mg/kg,
alcancando efeito méximo em dois minutos e a duragéo por cerca de trinta minutos
(SUNG-HOON, 2014). A dose do midazolam pode ser titulada até a obtencdo do
efeito desejado, especialmente em casos de pacientes com maior sensibilidade,
conferindo maior seguranca na utilizagdo clinica (BRUNTON; LAZO; PARKER,
2015).
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Figura 3: Estrutura quimica do midazolam. Fonte: WISHART et al, 2006.

O anel imidazdlico do midazolam confere alcalinidade a molécula e permite
preparo de sais hidrossoluveis em pH de 3,5. No pH fisiol6gico, o midazolam é
altamente lipossolivel (SUNG-HOON, 2014). O midazolam apresenta leve
diminuicAo da depuragdo plasmatica e pequeno aumento da meia vida de
eliminacdo no sexo feminino (AYUSE et al., 2009.). Alteracées farmacocinéticas e
farmacodinamicas relacionam individuos ruivos com o uso de midazolam e um efeito
sedativo menor (CHUA; TSUEDA; DOUFAS, 2004). O anel imidazolico é
responsavel pela rapida oxidacdo no figado, formando o composto ativo 1-
hidroximidazolam que posteriormente € conjugado com o acido glicurénico e entdo
excretado na urina (Figura 4) (CANGIANI et al., 2011).



O midazolam apresenta meia vida de 1,9 horas (+/- 0,6). As doses
recomendadas variam consideravelmente com cada uso especifico, com a condi¢ao
do paciente e com a administragdo concomitante de outros farmacos. O midazolam
liga-se 98% as proteinas plasmaticas, mas esta ligagdo encontra-se diminuida em
idosos e na doenca renal. A taxa de ligacdo plasmatica do midazolam nédo se altera
em tabagistas e na doenca hepatica. A taxa de depuracéo plasmatica do midazolam
€ de 6 a 11 mL/kg/minuto (+/- 1,8 mL/kg/minuto) e encontra-se aumentada na
doenca renal, diminuida na doenca hepética e neoplasias, porém, ndo se altera com
a obesidade, tabagismo e em criangas. A concentracdo maxima do midazolam é
obtida em 0,67 horas (+/- 0,45) O volume de distribuicdo do midazolam é 1,1 L/kg
(+/- 0,6) e encontra-se aumentado nos obesos e diminuido nas neoplasias
(BRUNTON; LAZO; PARKER, 2015).

O midazolam sofre extenso metabolismo de primeira passagem pela CYP3A
intestinal e hepatica. A biodisponibilidade parece ser dependente da dose e
possivelmente devido ao metabolismo intestinal de primeira passagem saturavel: 35
a 67% com uma dose oral de 15 mg, 28 a 36% com 7,5 mg e 12 a 47% com 2 mg
(BRUNTON; LAZO; PARKER, 2015). O término de acdo do midazolam é resultado
de sua redistribuicdo do sistema nervoso central para os outros tecidos. Por todas
estas caracteristicas, o midazolam €& uma importante medicacdo de uso em
Anestesiologia para utilizacdo em infusdo continua e prolongada (CANGIANI et al.,
2011).

Em um estudo avaliando a atividade da CYP3A pelo niveis plasmaticos do
midazolam, as concentracdes plasmaticas observadas variaram de 0,3% a 13,6%
em individuos que tiveram monitoradas a exposicdo ambiental a fatores como
tabagismo, uso de outros medicamentos e dieta controlada (MIAO et al., 2009).

A avaliagdo do género na atividade da CYP3A encontra resultados
conflintantes na literatura. Muitos substratos da CYP3A apresentam maior clearence
em mulheres. Ainda assim, os estudos recomendam que a maior atividade da
CYP3A observada em mulheres deve ser melhor estudada (HE et al., 2005; MIAO et
al, 2009; MASTERS et al, 2015). A idade dos individuos ndo tem influéncia nos
paramétros farmacocinéticos do midazolam (MIAO et al, 2009).

O midazolam, por via intravenosa, € usado como marcador para avaliar a
atividade da CYP3A hepatica através da dosagem do metabolito 1-hidroximidazolam

tanto em estados de indugéo enzimatica da CYP3A com o uso da rifampicina e



pleconaril e em estados de inibicdo enzimética da CYP3A com o uso do cetoconazol
e itraconazol (MASTERS et al., 2015).

Meia vida Ligagé&o Depuragéo US[aI0) [lee Volume
(horas) Plasn?ét(i;ca (%) (mI[/)min;;kg) Concentracdo | de distribuicao
Maxima (horas) (L/kg)
1.9 98 6,6 +-1,8 Oral: 0,67 11
+-0,6 +/- 0,45 +- 0,6

Quadro 2: Farmacocinética do midazolam. Fonte: BRUNTON; LAZO; PARKER, 2015.

1.5 CYP450

As citocromo P450 (CYP450) representam uma familia de mais de 5500
proteinas que podem ser encontradas em muitas espécies (OLIVER; LUBOMIROV;
CARCAS, 2010). Aproximadamente 55 diferentes genes CYP ja foram identificados
no genoma humano e sado classificados em diferentes familias e subfamilias
segundo suas homologias de sequencia (KUEHL et al., 2001). Porém, somente um
pequeno numero das proteinas codificadas pelas subfamilias CYP1, CYP2 e CYP3
parecem estar envolvidas na metabolizacdo de drogas (KOHLRAUSCH;
CARRACEDO; HUTZ, 2014). As proteinas destas subfamilias sdo responsaveis por
70 a 80% do metabolismo de primeira fase de uma droga para uso clinico
(KOHLRAUSCH; CARRACEDO; HUTZ, 2014). As variantes alélicas do gene
CYP450 e suas numerosas sub variantes, foram descritas pelo Human Cytochrome
P(450) Allele Nomenclature Committee (NESTOROVSKA et al., 2014).

As proteinas CYP450 s&otambém conhecidas como monoxigenases ou
oxidases de funcdo mista e sdo uma superfamilia de proteinas contendo o grupo
heme. Essas proteinas séo similares ao citocromo mitocondrial que tem pigmento
vermelho e maximo espectro de absor¢cao na amplitude de 450-nm, quando se ligam
ao monoxido de carbono. A origem do nome citocromo P450 vem das proteinas
celulares (cito), coloridas (cromo) cujo pigmento absorve luz no comprimento de
onda de 450nm quando o ferro do grupamento heme é reduzido. Todas as proteinas
do CYP450 possuem uma molécula heme que contém um atomo de ferro, cuja
funcgéo é ligar o oxigénio aos locais ativos da CYP450, como parte do ciclo catalitico
dessas proteinas. As CYP450 usam O2 e o H+ derivado do NADPH para realizar a

oxidac&o dos substratos. O metabolismo de um substrato da CYP450 consome uma
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molécula de oxigénio e produz um substrato oxidado e uma molécula de agua
(BRUNTON; LAZO; PARKER, 2015).

As CYP450 sao responsaveis pelo metabolismo de substancias endogenas e
exdgenas. As proteinas do metabolismo de drogas sdo responsaveis pelo
metabolismo de fase | e Il, com importante papel na absor¢cdo intestinal,
permeabilidade, metabolizacéo, eliminacdo e detoxificacdo de varias drogas. Tais
etapas do metabolismo de uma droga determinam sua concentracdo no sitio de
acdo (SEMIZ et al., 2010). Usualmente uma droga lipofilica é convertida em um
metabdlito polar antes de poder ser eliminado pelos rins. No figado, ocorrem as
reacdes de fase |, pelas CYP450, que introduzem um grupo polar na molécula. As
reacOes de fase Il, como a acetilacdo e glucoronidacdo, conjugam uma substancia
hidrofilica com um grupo polar para aumentar a hidrossolubilidade e consequente
excrecdo da molécula. A reacdo de fase | pode ocorrer ja durante a absorcdo na
mucosa intestinal e no figado. O metabolismo de primeira passagem determina a
fracdo oral, isto é, qual a fracdo biodisponivel referente a uma dose administrada
gue atingira a circulacao (FUKASAWA, SUZUKI, OTANI, 2007).

As CYP450 estdo envolvidas em reacbes de N-desalquilagdo, O-
desalquilagdo, hidroxilagdo aromatica, N-oxidacdo, S-oxidacdo, desaminacdo e
desalogenacao (Figura 5) (SIKKA et al., 2005). Essas proteinas localizam-se no
reticulo endoplasmatico das células, principalmente do figado, no qual ocorre a
maioria das reacdes, e em menor quantidade no intestino delgado. Algumas
medicacfes sdo substrato para uma Unica proteina, enquanto outras drogas sao
metabolizadas por mais de uma CYP450 (SIKKA et al., 2005).
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Figura 4: Exemplos de reagfes catalizadas pela CYP450. Fonte: BRUNTON; LAZO; PARKER, 2015




1.6 CYP3A: Proteinas e Genes

As CYP3A séo as proteinas mais importantes da superfamilia CYP450, pois
sdo responsaveis pelo metabolismo de metade das drogas prescritas na prética
clinica. No locus CYP3A estdo todos os membros da subfamilia 3A da grande
familia de genes CYP450 (SIKKA et al., 2005; MIAO, 2009). As diferencas
interindividuais na expressdo das CYP3A variam de 10 a 30 vezes em algumas
populacdes e se refletem nos resultados farmacocinéticos dos substratos da CYP3A
resultando em grande dificuldade de prever o efeito e a seguranca do medicamento
(KUEHL, et al., 200; MIAO et al., 2009).

Os genes CYP3A localizam-se na regidao cromossémica 7¢g22.1, consistindo
em um grupo de 200-kb e quatro genes: CYP3A43, CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7
(Figura 6). Entre estes quatro genes também h& mais dois pseudogenes: CYP3A5P1
e CYP3A5P2, assim como muitos éxons, 0s quais podem ou nao ser inclusos nos
produtos de transcri¢cdo produzidos nesta regido (LESKELA et al., 2007).

A CYP3A4 é a principal forma presente no figado e intestino delgado. A
atividade da CYP3A4 é correlacionada com a quantidade de RNA mensageiro
(mRNA) produzida, indicando que o controle transcricional € 0 mecanismo primario
que regula a expressado do CYP3A4. A CYP3A4 compartilha grande homologia com
a CYP3A5 e juntas metabolizam mais de 50% das medicagcbes prescritas. A
CYP3AS ¢é a forma polimérfica presente no figado, intestino e rins principalmente em
Caucasianos (KUEHL et al., 2001). A CYP3A7 é a forma fetal da CYP3A, que logo
apos o nascimento é silenciada. A CYP3A43 é expressa em maior quantidade na
prostata (HE et al., 2005).
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Figura 5: Organizagido gendmica dos CYP3A43, CYP3A4, CYP3A7, CYP3A5 e dos pseudogenes
CYP3AP2, CYP3AP1. FONTE: OZAWA, SOYAMA, SAEKI, 2004.

Como muitas drogas metabolizadas pela CYP3A5 sdo também metabolizadas
pela CYP3A4, os estudos apresentam dados conflitantes sobre qual isoforma estaria
implicada nas diferencas interindividuais do metabolismo das drogas, porem é mais
aceito que, in vivo, o metabolismo das drogas realizado pelas proteinas da
superfamilia CYP3A reflita a atividade combinada da CYP3A4 e CYP3A5. Muitas
variantes alélicas do CYP3A4 e CYP3AS5 foram identificadas, no entanto, alelos com
relevancia funcional sdo pouco frequentes. Os polimorfimos de nucleotideo Unico
(SNPs) CYP3A5*3 e CYP3A5*6 sédo considerados alelos ndo funcionais e por isso sao
0S mais estudados e que podem explicar as diferentes taxas de

metabolizacdo de seus substratos observadas in vivo e in vitro (MIAO et al., 2009).

1.7 Polimorfismo do CYP3A5

O gene CYP3A5 é responsavel pela codificacdo da proteina CYP3A5
pertencente a superfamilia CYP450. A proteina CYP3A5 metaboliza drogas e
hormdnios esterbides como a testosterona e progesterona. Splicing alternativos
resultam em mdltiplos transcritos variantes (KUEHL et al.,, 2001). O CYP3A5
apresenta 26 SNPs conhecidos e sete outros cujos haplétipos ainda ndo foram
determinados (INGELMAN-SUNDBERG; DALY; NEBERT; 2008).

Os polimorfismos genéticos sao definidos como uma variacdo na

sequencia do DNA e que apresentam uma frequiéncia alélica igual ou superior a 1%



em determinada populacdo (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2015). As formas mais
comuns de polimorfismos genéticos sdao delegcbes, mutagdes, polimorfismos de
nucleotideo Unico, variacdes no numero de sequéncias repetidas, micro e
minisatélites. A heranca de um polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP) produz
mais frequentemente, uma proteina inativa e € uma das mais importantes causas de
variabilidade individual de resposta a droga (KUEHL, 2001).

O polimorfismo de nucleotideo Unico € uma variagdo em uma unica posi¢cao
na sequencia do DNA e encontrada em menos de 1% da populagdo. Muitas
variacfes genéticas no genoma humano estdo na forma de SNPs os quais resultam
de uma mutagdo pontual produzindo diferencas em um Gnico par de bases da
sequencia cromossomica. Os SNPs sdo considerados marcadores que podem
revelar a histéria evolucionaria e explicar o risco adquirido geneticamente para
certas enfermidades (FAREED, AFZAL, 2013).

Devido a CYP3AS5 representar 50% do total do conteddo hepético da CYP3A
nas pessoas portadoras desta isoforma, o CYP3A5 deve ser o mais importante
contribuinte da variabilidade de resposta individual relacionada ao metabolismo de
drogas envolvendo a CYP450. O CYP3A5 é o principal membro da familia CYP3A
expresso no figado e intestino, sendo também expresso no rim, pulmao e leucdcitos,
indicando que a CYP3A5 também age nestes tecidos. No tecido renal, a CYP3A5,
regula o metabolismo do sédio pelo cortisol (KUEHL et al., 2001).

As diferentes taxas da expressdo da CYP3A5 devem contribuir para as
diferencas interindividuais e maior susceptibilidade a hipertensdo arterial por
alteracéo da metabolizacdo do cortisol e aumento da retencéo de sédio. Assim, além
do papel no metabolismo de drogas, a CYP3A5 também exerce acdo enddcrina no
rim. Em tecidos como a préstata e a mama, a expressao polimorfica da CYP3A5
leva a uma variabilidade de exposicdo tecidual aos esteréides e pode ser um
modulador do risco a neoplasia (KUEHL et al., 2001).

O alelo variante CYP3A5*3, rs776746, 6986A>G apresenta um SNP no intron
3 que leva a um erro de processamento do RNAm. Este alelo CYP3A5*3 transcreve
um mRNA aberrante, com formacdo de um codon de parada prematuro e a criagcao de
um sitio alternativo para splicing, produzindo um transcrito com o éxon 3B e também a
introducéo de um coédon de parada precoce no éxon 13 (Figura 7) (BRUNTON; LAZO;
PARKER, 2015). A traducé&o do transcrito anormal produz uma proteina truncada. Tal
achado molecular é responsavel por um dos mais frequentes polimorfismos de
enzimas metabolizadoras de drogas (KUEHL et al.,, 2001). Existe uma grande



variabilidade na frequéncia genotipica da CYP3A5*3 entre diferentes grupos
populacionais. A variante CYP3A5*3 apresenta alta freqiéncia em caucasianos, com
10 a 30% desta populacdo expressando pequenas quantidades de CYP3A5
(PERERA et al., 2009).

Gene Alelo cYP345*1 _[1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] [8] [G] fi ] fid [3
Transcrito CYP3A5*1 (1]2[3]4]5]6]7]8 |90} 1[1213]
Proteina CYP3AS5 ativo

Gene alelo CYP3A5'3 _[1] [2] [3]pf4] [5] [6] [¢] fig fiM A3 A3
(A—=G)
cria uma regiao de splicing alternativa

Transcrito (Cyp345*3 (1]2]3]8]4]5]6] 7|8 ]9fi0[11[12]13]
Cddon de parada precoce

Proteina CYP3AS5 inativo e truncado

Figura 6: Variagdes no splicing do CYP3AS5. Figura esquematica do cDNA e os alelos do CYP3AS. .
Fonte: BRUNTON; LAZO; PARKER, 2015

A variante CYP3A5*6, rs10264272, 14690G>A, € um polimorfismo do éxon 7
gue também leva a um defeito de processamento do RNA. A resultante retirada do
éxon 7 ocasiona uma alteragdo no quadro de leitura e produz uma proteina truncada
no aminoé&cido 184 (KUEHL et al., 2001).

As variantes CYP3A5*3, CYP3A5*6, devem ser consideradas juntas no
sentido de predizer uma expressao diminuida da CYP3A5 (MIAO et al., 2009).
Variacdes nas proteinas CYP3A5 alteram seus niveis circulantes, bem como a
resposta das drogas que sofrem oxidacdo por tais enzimas. A atividade enziméatica
da CYP3A é resultado da soma das atividades dos genes CYP3A, incluindo o
CYP3A5 (KUEHL et al., 2001).

Os individuos com pelo menos um alelo CYP3A5*1 expressam grandes
guantidades de CYP3A5 (MIAO et al.,, 2009). A variante alélica CYP3A5*3 mais
frequente entre europeus, apresenta baixa frequéncia entre asiaticos e africanos
(OLIVER et al., 2010). O alelo CYP3A5*1 é associado com os maiores niveis de
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expressdo da CYP3A5 enquanto os alelos CYP3A5*3 e CYP3A5*6 resultam em
pequena quantidade da CYP3A5. Os individuos que sdo homozigotos para
CYP3A5*3 acabam por apresentar menores quantidades do mRNA do CYP3A5 em
comparacao aos que pelos menos carregam um alelo CYP3A5*1. Os mRNAs com
uma parada prematura no cédon sdo mais instaveis e desta forma sdao mais

rapidamente degradados e menos expressos (KUEHL et al., 2001).

1.8 Relagdo entre os Polimorfismos Genéticos do CYP3A5 e o Metabolismo do
Midazolam Associado ao Risco de Eventos Adversos Decorrente do Uso em

Anestesia.

O midazolam, que é um substrato da CYP3A5 e CYP3A4, apresenta in vivo
uma variabilidade de 5 vezes no seu metabolismo. A variabilidade na taxa de
extracdo hepética dos substratos da CYP3A in vitro pode chegar a 30
vezes. Estudos in vivo focam nos alelos CYP3A5*3 e CYP3A5*6 com uma linha de
investigacdo mostrando um maior metabolismo do midazolam em individuos com o
alelo selvagem CYP3A5*1 (Figura 8) (HE et al., 2005). Em pacientes com cancer, o
clearence do midazolam apdés uma dose oral ou intravenosa, foi 1,5 vezes maior
naqueles com genétipo CYP3A5*1/*3 comparado ao gendtipo CYP3A5*3/*3 (WONG
et al., 2004). Portadores de pelo menos um alelo CYP3A5*1 expressam CYP3A5 no
intestino, rins e figado (FROMM et al., 2007). Os individuos homozigotos para
CYP3A5*1 tem expressdo normal da proteina CYP3A5 e sdo chamados de fortes
metabolizadores (LIOU; LIN; WU, 2006). Entre os caucasianos, 5 a 10% séao
portadores do alelo CYP3A5*1 e sao considerados fortes metabolizadores (FROMM
et al., 2007). A administracdo intravenosa de midazolam em individuos em uso
concomitante de itraconazol, resulta em aumento dos niveis plasmaticos do
metabolito 1-hidroximidazolam em individuos com o genoétipo CYP3A5*1/*1,
considerado um perfil de forte metabolizador. A rifampicina administrada por 14 dias,
com finalidade de inducédo enzimatica da CYP3A, néo alterou a farmacocinética do
midazolam em funcéo do gendtipo do CYP3A5 (YU et al., 2004).
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Figura 7: Metabolismo do midazolam segundo genétipo do CYP3A5. Fonte: Adaptado de
BRUNTON; LAZO; PARKER, 2015.

Naqueles individuos portadores dos alelos variantes, CYP3A5*3 e CYP3A5%*6,
deve se esperar uma atividade diminuida da CYP3A5 (MIAO et al., 2009).
As variantes, CYP3A5*3 e CYP3A5*6, respondem por 95% dos alelos CYP3A5 nédo
funcionais identificados (KOHLRAUSCH; CARRACEDO; HUTZ, 2014). Os
individuos  homozigotos para as variantes CYP3A5*3 e CYP3A5*6
sdo chamados de fracos metabolizadores (LIOU; LIN; WU, 2006). Quando a droga
administrada ja € um composto ativo, o0 metabolizador fraco podera sofrer mais
eventos adversos e risco maior de toxicidade e os metabolizadores fortes poderéao
apresentar niveis sub terapéuticos e necessidade de maiores doses para obter uma
resposta clinica adequada (SIKKA et al., 2005).

O conhecimento das variantes do CYP3A5 € uma importante etapa da
avaliacado terapéutica individual. A distribuicdo mundial da variante CYP3A5*3 é
considerada um marcante exemplo da diversidade populacional, com frequéncia
alélica ao redor de 0,14, entre africanos subsaarianos, e de 0,95, entre a populacao
européia. A variante alélica CYP3A5*6, é relativamente frequente em negros
africanos, mas rara ou ausente em caucasianos (SUAREZ-KURTZ, 2009). Kuehl e

colaboradores (2001) examinaram 47 tecidos hepéticos de diferentes individuos. A
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CYP3A4 e CYP3A5 produzem dois metabdlitos a partir do midazolam: 1’-
hydroxymidazolam e 4-hydroxymidazolam. A velocidade média das reacbes foi 2,5
vezes maior em tecidos hepaticos de caucasianos e 2,2 vezes maior em afro-
americanos que tinham pelo menos um alelo CYP3A5*1, comparada a aqueles que
eram homozigotos para CYP3A5*3. A quantidade total de CYP3A em caucasianos e
afro americanos foi aproximadamente trés vezes maior naqueles com o alelo
CYP3A5*1 do que naqueles que ndo apresentam este alelo. Assim, verifica-se a
importancia da CYP3A5 naqueles portadores deste polimorfismo. Ainda neste
estudo, constatou se que as pessoas que apresentaram maiores quantidades de
CYP3A5 no figado, também tinham elevadas quantidades no intestino e eram
homozigotas ou heterozigotas para o alelo CYP3A5*1(KUEHL et al., 2001).

Quando avaliada a farmacocinética do midazolam dosando seu metabdlito, 1'-
hidroximidazolam, ap6s uma dose oral ou intravenosa nédo foi observada diferenca
do clearence do midazolam em funcéo do nimero de alelos CYP3A5*3 e CYP3A5*6,
(SHIH, HUANG, 2002; YU, CHO, JANG et al.,, 2004; HE et al., 2005; FROMM et
al., 2007; MIAO et al., 2009). Apesar destes resultados conflitantes, o midazolam
vem sendo utilizado como marcador da atividade da CYP3A. Quando
0 midazolam é administrado via oral, a dosagem de seus metabdlitos
reflete a atividade hepéatica e intestinal da CYP3A. Quando administrado por via
intravenosa, a dosagem dos metabolitos reflete a atividade da CYP3A hepatica
(MIAQO et al., 2009) .

A atividade enzimatica das CYP3A é resultante de uma complexa equacao
com multiplas variaveis (LIOU; LIN; WU, 2006), envolvendo agentes ambientais,
coadministracdo de drogas e elementos da dieta (HE et al., 2005). Reacbes
adversas podem ser mediadas pela inibicdo ou inducéo das proteinas CYP450, por
utilizacdo concomitante de medicamentos. Enquanto a inibicdo é um processo
imediato, podendo ainda ser reversivel ou irreversivel, a indugdo enzimética é um
processo ao longo do tempo (SIKKA et al, 2005). Medicamentos como
carbamazepina, fenitoina, fenobarbital, rifampicina e efavirenz sdo consideradas
indutoras da expressdo CYP3A, enquanto o itraconazol e atazanavir sao
consideradas drogas inibidoras da CYP3A e sdo de uso extenso na prética clinica
(YU et al., 2004).

Devido a complexidade dos fatores envolvidos no metabolismo enzimatico de

um farmaco, o resultado clinico esperado pode nédo ser alcancado. A inducéo e a



inibicdo de CYP3A devem ser consideradas junto com as variantes de CYP3A5, na
farmacocinética do midazolam, para uma melhor elucidacdo da variabilidade de
resposta individual encontrada na pratica clinica (YU et al., 2004).

O midazolam é um benzodiazepinico de curta agdo com atividade depressora
no sistema nervoso central. Os efeitos depressores do midazolam dependem da
dose administrada, da via de administracdo e do uso concomitante de outras
medicacdes com efeito depressor no sistema nervoso central. O midazolam tem um
amplo espectro de efeitos incluindo ansidlise, sedacdo, hipnose e amnésia
anterograda. Os diferentes graus de sedac¢do obtidos com a utilizagdo do midazolam
variam da ansiélise com o individuo ainda respondendo a comandos verbais até o
estado de sedacao profunda, na qual o individuo ndo responde a estimulos verbais,
tatéis ou dolorosos podendo haver necessidade de suporte ventilatério. As
complicagbes mais sérias durante a sedacdo sdo a cardio e a respiratorio
depressdo, podendo levar a morte quando o individuo resulta profundamente
sedado. Os efeitos farmacolégicos dos sedativos apresentam grande variabilidade
de resposta. Em intervencdes cirurgicas na coluna vertebral para alivio da dor
utilizam-se sedativos para maior conforto do paciente durante o procedimento. Os
sedativos além de alterarem o nivel de consciéncia também alteram a resposta do
individuo aos estimulos durante estes procedimentos diagnosticos levando a
incerteza sobre os resultados ou respostas obtidas (SMITH, COLSON, SEHGAL,
2013).

A terminologia e definicdes para sedacao relacionada a eventos adversos foi
desenvolvida pela The World Society of Intravenous Anaesthesia International
Sedation Task Force. Os eventos adversos relacionados a sedacdo sao definidos
como respostas nao desejadas e ndo esperadas a um sedativo usado para permitir
a realizacdo de procedimentos que causam dor ou desconforto ao paciente. The
Task Force desenvolveu um formulério para relatar os eventos adversos decorridos
da sedacdo. Neste formulario cada evento adverso é caracterizado segundo uma
descricéo do ocorrido, a intervencao que foi tomada e o desfecho clinico. Estas trés
caracteristicas definem qual a severidade e a importancia clinica do evento adverso
porém, este formulario ainda nédo foi validado internacionalmente (MASON, GREEN,
PIACEVOLI, 2012).

A intencdo ao prescrever uma medicacdo é ajudar a curar uma doenca ou

aliviar os sintomas. Com o substancial aumento do uso de medica¢cbes houve um
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concomitante aumento na ocorréncia de eventos adversos relacionados a
medicamentos relatados ao FDA. Apesar disso, 0 sistema de relato de eventos
adversos do FDA somente exige que as industrias farmacéuticas relatem os eventos
adversos relacionados a medicamentos, enquanto muitos destes eventos ocorrem
ainda nos hospitais. Entre 2004 e 2008 houve um aumento de 52% no numero de
eventos adversos relatados nos hospitais dos Estados Unidos. Os eventos adversos
aumentam o risco de morte, a duracdo e o0 custo da internacdo hospitalar. Os
eventos adversos relacionados a medicamentos podem ser a razdo da admissao
hospitalar, isto quer dizer que o evento adverso j4 estara presente na admisséo. Os
eventos adversos também originam-se durante a hospitalizacdo e sdo 0s mais
comuns eventos adversos nao cirargicos de ocorréncia hospitalar (WEISS et al,
2013).

1.9 Estudos Populacionais sobre os Polimorfismos Genéticos de CYP3A5

O sequenciamento do genoma humano renovou e fortaleceu o interesse pelas
diferencas biolégicas entre racas e etnias (NESTOROVSKA et al., 2014). Projetos de
re-sequenciamento do genoma mostraram que grande parte da variabilidade humana
deve-se as diferencas entre os individuos de uma populacéo, mais do que diferencas
entre as populagdes (STRANGER, STAHL, RAJ, 2011). Os genes da absorcao,
distribuicdo, metabolismo e eliminacao de drogas, bem como suas variantes genéticas
estudadas em 62 grupos étnicos ao redor do mundo estdo relacionados com a
diversidade intra-populacional de resposta a droga (LI; ZHANG; ZHOU et al., 2011).
Acredita se que a presenca de certas variantes genéticas em determinados grupos
raciais € compativel com o isolamento geografico (XIE et al., 2001).

No passado, se por algumas vezes ndo se dispunha de todo arsenal
farmacogenético de um individuo, o conhecimento de uma resposta terapéutica
esperada em determinado grupo étnico auxiliou na adequacdo das doses dos
farmacos. Essa estratégia clinica € observada em ensaios clinicos com individuos
Asiéticos, em que se utilizava frequentemente doses menores das habitualmente
prescritas para individuos ocidentais (LIOU; LIN; WU, 2006). As variantes de
CYP3A5 vém sendo estudadas em diferentes populagcbes mundiais e apresentam
grande amplitude nas frequéncias dos alelos CYP3A5*1, CYP3A5*3, CYP3A5*6

entre europeus, asiatico e africanos (Tabela 6).
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Em um estudo avaliando 2538 individuos pertencentes ao continente africano,
a frequéncia alélica de CYP3A5*3 e CYP3A5*6 foi avaliada. Nesta populacdo, a
expressédo da CYP3A5 foi muito variavel. A alta diversidade genética foi observada
pelo continente e condizente com um modelo de evolugdo humana recente de
origem africana. Esta pesquisa destaca a regido leste da Africa pela alta diversidade.
Os dados mostram uma reducédo gradual na diversidade genética conforme o estudo
se distancia da Etiopia, mostrando a alta diversidade genética deste pais. Estudos
das variantes funcionais envolvendo genes de relevancia clinica mostraram
significantes diferengas nos etiopes e entre eles e outros africanos. Os resultados
ainda sugerem que existam muitos perfis farmacogenéticos que podem afetar a
seguranca terapéutica dos substratos da CYP3A5 nos africanos (BAINS et al.,
2013).

Nas popula¢cdes estudadas mundialmente, a expressdo da CYP3A5 é mais
avaliada em relacdo as variantes CYP3A5*3 e CYP3A5*6 pois, perfazem 95% dos
alelos nado funcionais do CYP3A5. Dados dos genes CYP3A e quais alelos de maior
importancia na populacéo brasileira sao limitados. (KOHLRAUSCH; CARRACEDO;
HUTZ, 2014).

Apesar do reconhecido impacto farmacogenético, estudos brasileiros
avaliando a frequéncia das variantes CYP3A5*3 e CYP3A5*6 sdo também escassos.
Sabe se que a populacdo brasileira € muito heterogénea e resultante de um
processo de miscigenacdo ao longo de cinco séculos envolvendo europeus,
africanos e indios. Este processo historico resultou na formacdo de uma nagdo com
grande variabilidade na pigmentacdo cutanea. No Brasil a cor da pele é uma
caracteristica fenotipica pela qual os individuos se autodeclaram pertencentes a
uma raca. Acredita se que esta classificacdo racial ndo seja a mais adequada para
pesquisas em populacdes com diferentes graus de ancestralidade (PENA, 2005;
PENA, 2011; PENA et al., 2011).

Em um estudo realizado com a populacdo do Rio de Janeiro avaliou se a
frequéncia do CYP3A5*3. A frequéncia encontrada para este alelo foi trés vezes
maior em pretos brasileiros (32%) do que em africanos (<10%) e foi menos comum
entre os brasileiros brancos (78%) do que em europeus (>95%) (SUAREZ-KURTZ,
20009).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no Censo de

2010, o Brasil contava com uma populacao de 190.732.694. A populacéo da regido



Centro-Oeste corresponde a 7,4% deste total. Os dados do Censo 2010 mostram
gue 43,1% da populacéo brasileira se declara pardo e que todas as regiées revelam
percentuais de pardos acima dos 35%, exceto para a regiao Sul, com 16,5%. Ainda
segundo o censo 2010, 7,6% dos entrevistados se declararam pretos, e seu maior
percentual encontra-se no Nordeste (9,5%), seguido pela regido Sudeste (7,9%),
enquanto a Regido Sul mostra o menor percentual (4,1%). No Centro-
Oeste, 46,2% se autodeclaram brancos, 3,5% pretos, 49,4% pardos, 0,4% amarelos
e 0,5% indigenas (IBGE, 2016).

Um estudo brasileiro envolvendo a populacdo da regido do sul do Brasil,
com 179 individuos, observou uma freqiéncia de 0,81 da variante CYP3A5*3
naqueles que se declararam descendentes de europeus e de 0,523 entre aqueles
gue se declararam afro-descendentes. Ja a frequéncia do alelo CYP3A5*6 foi de
0,04 nos afro descendentes. Os brasileiros descendentes de africanos tem uma
freqiéncia menor do alelo CYP3A5*6 comparados aos afro-americanos e africanos
(0,07 e 0,22). Os descendentes brasileiros de europeus apresentam uma frequéncia
do alelo CYP3A5*6 de 0,005, valor maior que o encontrado em europeus e também
em americanos de descendéncia européia (0-0,001). O estudo ainda ressalta que a
populagcdo do sul do Brasil apresenta uma menor contribuicdo africana e maior
contribuicdo étnica européia, quando comparada a outras regides geogréficas
brasileiras (KOHLRAUSCH; CARRACEDO; HUTZ, 2014).

Em outro estudo brasileiro foi avaliado o impacto da cor/raca, regiao
geografica de origem e a proporcao da ancestralidade européia, africana e indigena
de cada individuo na distribuicdo alélica do CYP3A5*3 e CYP3A5*6, inferido se os
haplétipos CYP3A5 e o esperado fenotipo metabolizador relacionado com esta
proteina. Foram avaliados 909 individuos pertencentes as regiées norte, nordeste,
sul e sudeste do Brasil. Demonstrou se que a distribuicdo das frequiéncias dos alelos
CYP3A5*3 e CYP3A5*6, seus haplotipos e fendtipos variaram significativamente de
acordo com a cor/raca relatada e a regido geografica brasileira de origem. A chance
de portar o alelo CYP3A5*3 aumentou conforme aumentou a chance da
ancestralidade européia e decaiu com a maior ancestralidade africana, independente
da racga/cor declarada. Da mesma forma , neste estudo, a distribuicdo do alelo
CYP3A5*6 aumentou conforme as chances de maior ancestralidade africana
(SUAREZ-KURTZ, 2014).

A populacéo brasileira, heterogénea e miscigenada, torna a extrapolacdo de



dados farmacogenéticos oriundos de grupos étnicos relativamente homogéneos,
(europeus, norte-americanos brancos ou africanos subsaarianos) inadequada. Os
achados de estudos brasileiros enfatizam a heterogeneidade brasileira como
uma variavel continua e ressaltam a importancia farmacogenética dos dados
levantados (SUAREZ-KURTZ, 2014). Entre os brasileiros a heterogeneidade de
nossa populacao ndo pode ser representada por pela cor. No Brasil, é recomendavel
gue cada pessoa seja tratada como um individuo sem distingdo racial. (KURTZ;
PENA, 2006). Assim, este estudo foi proposto visando preencher uma lacuna nos
dados disponiveis sobre as variantes CYP3A5*3 e CYP3A5*6.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Primérios

« Avaliar a frequéncia dos principais polimorfismos funcionais do gene
CYP3A5, em individuos do Centro-Oestre do Brasil e as possiveis associacdes as
caracteristicas demograficas desta populacao.

2.2 Objetivos Secundarios

 Investigar a frequéncia dos polimorfismos genéticos da CYP3A5 em
individuos da regido Centro-Oeste do pais.

 Comparar as frequéncias dos polimorfismos encontrados com aquelas
obtidas em outras regides geogréficas do pais e do exterior.

 Investigar as possiveis associagbes ja descritas na literatura entre os

polimorfismos estudados e inferir o perfil metabolizador.



3. METODOLOGIA

3.1 Aspectos Eticos e Tipo de Estudo

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUC Goias
com o parecer numero CAAE 39368614.8.0000.0037 (Anexo 1).

3.2 Selecao dos Participantes e Coleta de Dados Demograficos

A coorte foi constituida por usuérios do Laboratério da Area de Salude da
PUC-Goias (LAS) que pertence ao departamento de Biomedicina da PUC-Goias e
oferece atendimento pelo Sistema Unico de Saide (SUS). O LAS realiza exames de
alta complexidade e atende uma média de 80 pacientes por dia na realizacdo de
exame nos diferentes setores de andlises clinicas. Entre os usuarios do LAS foram
selecionados 166 individuos, maiores de 18 anos, nascidos e residentes na regiao
Centro-Oeste do Brasil. A amostragem deu-se por conveniéncia. O numero de casos
analisados ndo pode ser calculado pelas bases metodoldgicas convencionais, sendo
entdo estimado o nimero da amostra pelo nimero de participantes nas bibliografias
consultadas. A grande amplitude de frequéncias encontradas nos diferentes grupos
étnicos para os polimorfismos estudados impediu o célculo da amostra pelos
meétodos convencionais.

As amostras de sangue foram colhidas por puncao venosa e armazenadas na
forma de biorrepositorio, apdés a assinatura do TCLE (Anexo 2), obedecendo a
Resolucdo do Conselho Nacional de Saude (CNS) CNS 466/2012. As amostras
receberam imediatamente um numero de identificagdo, fornecido no proéprio
laboratério, de acordo com o numero langado no TCLE e no formulério de dados
sociodemograficos. Os dados socio-demogréficos colhidos incluiram: nome, sexo,
idade, cor, naturalidade e uso de medicamentos. Os individuos que receberam

transfusdo de hemoderivados nos Ultimos seis meses ndo foram incluidos no estudo.

3.3 Extracao de DNA

As amostras de sangue, coletadas a vacuo em tubo contendo EDTA, foram



mantidas refrigeradas em recipiente adequado e transferidas ao final do dia para o
Laboratorio de Diversidade Genética da PUC-Goias, onde foram realizadas as
extracdes de DNA. As extracOes de DNA foram realizadas por meio do kit comercial
PureLink (Invitrogen), de acordo com as recomendagdes do fabricante,
posteriomente quantificadas pelo método de espectofotometria, utilizando o
NanoDrop. As aliquotas de DNA devidamente identificadas foram armazenadas em
freezer -20°C até a realizacdo dos testes moleculares para deteccdo dos

polimorfismos genéticos.

3.4 Deteccéao e Genotipagem dos Polimorfismos da CYP3A

A discriminacéo alélica do polimorfismo CYP3A5*3 e CYP3A5*6, foi realizada
por amplificagdo do DNA gendmico, através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real e identificacdo dos SNPs com sondas TagMan. Os alelos néo
identificados como CYP3A5*3 e CYP3A5*6 foram denominados CYP3A5*1.
A reacdo de PCR em tempo real foirealizada no equipamento StepOne (Aplied
Biosystems) com deteccdo de fluorescéncia conectada a um computador para
registro, colecdo dos dados e andlise no software StepOne.

Na PCR em tempo real, um sinal fluorescente é emitido proporcionalmente ao
acumulo do produto gerado durante a reacdo. A reacdo pode ser monitorada do
comeco ao fim. A fluorescéncia em cada amostra produz um sinal 6ptico associado
a molécula alvo amplificada e também a quantidade de produtos da PCR gerada a
cada ciclo de amplificacdo (VERLENGIA et al., 2013).

Inicialmente, a sonda TagMan se hibridiza a sequéncia-alvo. Esta sonda
contem dois marcadores de diferentes espectros de fluorescéncia. Na extremidade
5’ encontra-se o repérter e na extremidade 3’ esta o quencher. Enquanto a sonda
esta intacta, a fluorescéncia do reporter € inibida pela proximidade ao silenciador. Na
fase de extensdo da PCR, a sonda é degrada pela atividade 5’-exonuclease da Taq
polimerase, liberando os marcadores fluorescentes e permitindo que a fluorescéncia
do reporter seja detectada (VERLENGIA et al., 2013). Para o gene CYP3A5*3, 6981
A>G (rs776746) e CYP3A5*6 G>A (rs10264272) usou se um ensaio de PCR alélico

especifico fluorgénico segundo o protocolo do fabricante (ThermoScientific).



3.5 Analise dos Dados
A anadlise dos dados das frequéncias alélicas foi realizado através do calculo
das porcentagens para os grupos estabelecido, segundo a cor ou racga, em relagao a

mostra total.



4. RESULTADOS

A coorte deste estudo foi constituida por 166 individuos, sendo 61 individuos
do sexo masculino (37%) e 105 do sexo feminino (63%). A média das idades da
populacdo estudada foi de 37,8 anos (18 a 75 anos). O uso de qualquer tipo de
medicacdo foi relatado em 41% dos individuos. O tipo de medicacdo nédo foi
questionado. Os individuos autodeclarados brancos foram 71 (42,8%), pretos foram
20 (12%), pardos foram 71 (42,8%), um individuo indigena (0,6%) e trés individuos
declararam se amarelos (1,8%) (Tabela 1). Nenhum individuo referiu ter recebido

hemoderivados nos ultimos seis meses.

Tabela 1: Dados sociodemogréficos dos individuos avaliados

SEXO N %
MASCULINO 61 37
FEMININO 105 63
166 100
RACA/COR
BRANCO 71 42,8
PRETO 20 12,0
PARDO 71 42,8
INDIGENA 1 0,6
AMARELO 3 1,8
166 100
NATURALIDADE
GOIAS 158 95,0
MATO GROSSO 3 1,8
MATO GROSSO DO SUL 2 1,4
DISTRITO FEDERAL 3 1,8
USO DE MEDICACAO
SIM 68 41
NAO 08 59

Com relacdo as frequéncias alélicas, observou-se que o alelo *1 esteve
presente em 58% dos casos deste trabalho, o alelo *3 em 40% dos casos e o0 alelo
*6 em 2% dos individuos avaliados (Tabela 2). Na populagédo branca, a freqiéncia
do alelo *1 foi de 61%, enquanto na populacéo de pretos, a frequéncia foi de 55% e

na populacao parda, foi de 52% (Tabela 2).



Tabela 2: Distribuicéo alélica das variantes do CYP3A5 segundo raga ou cor

RACA ou COR N
BRANCA 284
PRETA 80
PARDA 284
INDIA 4
AMARELA 12
TOTAL 664

*1

173

44
149

377

%

61
55
52
50
75
58

*3

N
109

34
108

256

ALELOS

%
38
43
38
50
25
40

o O © NN

13

*6

Em relacdo ao polimorfismo CYP3A5*6, 0 gendtipo homozigoto selvagem
(CYP3A5*1/*1) foi observado em 92% da amostra, o heterozigoto CYP3A5*1/*6 foi
encontrado em 8% e 0 gendtipo CYP3A5*6/*6 ndo foi detectado na amostra (Tabela
3). A frequéncia do homozigoto selvagem (CYP3A5*1/*1) foi de 41,5% na populagéo

branca, 11,2% para a populacao preta e 37,5% para a populacéo parda (Tabela 3).

Tabela 3: Distribuicdo genotipica da variante do CYP3A5*6 segundo raca ou cor

RACA ou COR

N
BRANCA 69
PRETA 18
PARDA 62
INDIA 1
AMARELA 3
TOTAL 153

*1/*1

%
0,415
0,112
0,375
0,006
0,018
0,92

o o © N N Z

GENOTIPO

*1/*6

%
0,012
0,012
0,05
0

0
0,08

O o o o o o =z

*6/*6

O O O o o o

Quanto ao polimorfismo CYP3A5*3,
CYP3A5*3/*3 foi observado em 72% dos individuos avaliados (Tabela 4). O
heterozigoto CYP3A5*1/*3 foi encontrado em 11% da amostra, enquanto o
homozigoto selvagem foi encontrado em 17% dos casos. A frequéncia do

homozigoto variante CYP3A5*3/*3 foi de 32% na populacdo branca, 9% na

0 gendtipo homozigoto variante

populacdo preta e 29% na populacao parda (Tabela 4).



Tabela 4: Distribuicdo genotipica da variante CYP3A5*3 segundo raca ou cor

RACA ou COR

N
BRANCA 14
PRETA 2
PARDA 13
INDIA 0
AMARELA 1
TOTAL 29

*1/*1

%
0,084
0,012
0,078
0
0,006
0,17

GENOTIPO

2
10
0
1
18

*1/*3

%
0,030
0,012
0,06
0
0,006
0,11

N
52
16
49
1

1
119

*3/*3

%
0,32
0,09
0,29
0,006
0,006
0,072

Quando analisada a expressdo de CYP3A5, o perfil de forte metabolizador

(Tabela 5) foi correlacionado com a presenca de pelo menos um alelo CYP3A5*1.

Assim, individuos homozigotos selvagens (CYP3A5*1) para CYP3A5 possuem a

maior atividade enzimatica (MIAO et al., 2009). Os individuos homozigotos variantes
CYP3A5*3 e CYP3A5*6 expressam uma proteina sem atividade (KUEHL et al.,

2001) e por isso sdo chamados de fracos metabolizadores (MIAO et al., 2009).

Analisando os dados desta amostra, pode se inferir que 73% dos brancos, 69% dos

pardos e 8% dos pretos teriam um perfil de fracos metabolizadores.

Tabela 5: Classificacéo fenotipica do perfil metabolizador segundo raca ou cor

RACA ou COR Forte
N
BRANCA 19
PRETA 4
PARDA 22
INDIA
AMARELA

TOTAL 29

Metabolizador

%
0,27
0,2
0,31
0
0,67
0,28

GENOTIPO

Fraco Metabolizador

N
52
16
49
1

1
119

%
0,73
0,8
0,69
1
0,33
0,72

71
20
71

166

Total
%
0,43
0,11
0,43
0,01
0,02
1
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5. DISCUSSAO

Este estudo avaliou a frequéncia alélica das variantes CYP3A5*3 e
CYP3A5*6 em individuos nascidos na regido Centro-Oeste do Brasil. Durante o
levantamento bibliografico ndo foi identificado nenhum estudo que ja tivesse
avaliado este polimorfismo nesta populagcédo previamente.

As frequéncias das variantes observadas em estudos brasileiros prévios,
realizados com individuos da regido Norte, Nordeste, Sul e Sudeste (SUAREZ-
KURTZ et al., 2014; KOHLRAUSCH, CARRACEDO, HUTZ, 2014), mostram que 0s
alelos CYP3A5*3 e CYP3A5*6 apresentam uma distribuicdo caracteristica no povo
brasileiro e que diferiu dos valores obtidos para individuos da populacédo da regiao
Centro-Oeste. Dados da literatura internacional (Tabela 6) mostram uma grande
amplitude na frequéncia alélica do CYP3A5*3, sendo relatada em negros de 0,03 a
0,85, em afro-americanos de 0,28 a 0,73, em europeus de 0,81 a 0,96 e em
asiaticos de 0,69 a 0,94.

Em Dbrasileiros avaliados nas quatro regides geograficas do Brasil
(KOHLRAUSCH, CARRACEDO, HUTZ, 2014), exceto o Centro-Oeste, observou-se
uma frequéncia alélica de 0,5% da variante CYP3A5*6 em brancos, e de 4% em
negros. Nesta amostra, que avaliou individuos da regido Centro-Oeste, observou-se
uma frequéncia de 1% em brancos, de 2% em pretos (2%) e de 10% nos pardos.
Dados da literatura mundial mostram que a variante CYP3A5*6 € rara ou ausente
em brancos e asiaticos e mostra grande variabilidade de frequéncia em individuos
de nacdes africanas na qual a frequéncia da variante CYP3A5*6 oscilou de 0,05 a 1
(Tabela 6).

Quanto ao genotipo homozigoto variante CYP3A5*3/*3 dois estudos
brasileiros (SUAREZ-KURTZ et al., 2014; KOHLRAUSCH, CARRACEDO, HUTZ,
2014) mostraram valores de frequéncia para brancos, pardos e pretos de 67%, 47%
e 27% respectivamente. Estes valores, comparados aos de nossa amostra, Sao
guase duas vezes maiores que os encontrados para brancos (32%) e pardos (29%)

e trés vezes maiores para pretos (9%).



Tabela 6: Frequéncias alélicas dos CYP3A5*1, CYP3A5*3, CYP3A5*6 em diferentes

populacdes.
FREQUENCIA ALELICA (%)
Ndmero
Referéncia Pais de Populacéo CYP3A5*1 CYP3A5*3 CYP3A5*6
Casos
Van Schaik, R. H. 5
Alemanha 500 Alema 0,91 0,002
(2002)
. 2,8 vezes
Hiratsuka, M. 5 .
Japédo 265 Japonesa maior que em 0,74 0
(2002)
caucaseanos
Afro-
Hustert (2001) 183 . 0,27
Americanos
Chinesa 0,73
Japonesa 0,71
Yu, K (2004) Coréia do Sul 19 Sul coreana 0,054 0,94
Liou, Y (2006) Taiwan 180 Taiwanesa 0,692
Suarez-Kurtz et .
Brasil/RJ Branca 0,78
al., (2009)
Negra 0,32
Oliver, P. (2010) Espanha 207 Espanhola 0,87
Japao, Reino
International Hap  Unido, Canada,
Map Project, China, Nigéria Branca --- 0,95
(2013) e Estados
Unidos
Africana-
. 0,14
Subsaariana
Bains, R. K. (2013) Africa 2538 Norte Africana --- 0,6-0,8 0,05-0,11
Leste Africana --- 0,29-0,65 0,14-0,26
Oeste Africana 0,11-0,25 0,16-0,23
Centro
. 0,04-0,62 0,01-1
Africana
Sudeste
. 0,11-0,26 0,13-0,33
Africana
Kohlrausch, F. B. .
Brasil/RS 179 Branca --- 0,81 0,005
(2014)
Negra --- 0,52 0,04
Nestorovska et al. .
Macedonia 96 Branca 0,91

(2014)

Entre caucasianos, a variante CYP3A5*3 apresenta frequéncia de 92% e

36,5% entre afro-americanos (KUEHL et al., 2001). Um estudo na populacdo Bdosnia

observou uma frequénciade 94% da variante CYP3A5*3, similar a de outras

populacdes européias j4 estudadas (SEMIZ et al., 2011).

Em outro estudo as

freqiéncias da variante CYP3A5*3 foram de 85-95% entre Caucasianos, 60-73%

entre Asiaticos e 27-50% entre afro-americanos (MIAO et al., 2009)
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Nos asiéticos, a frequéncia alélica da variante de CYP3A5*1 e CYP3A5*3 em
chineses é similar a dos caucasianos (KUEHL et al., 2001) porém diferente dos afro
americanos (KUEHI et al., 2001). A frequéncia alélica de CYP3A5*1 em malaios e
indianos é similar a frequéncia dos afro-americanos, enquanto a frequéncia alélica
da variante CYP3A5*3 em malaios e indianos é maior que nos afro-americanos
(ZHOU, LIU, CHOWBAY, 2009). Em um estudo com 265 japoneses, a frequéncia
alélica da CYP3A5*3 foi 0,740 e da CYP3A5*6 foi igual a zero. A frequéncia da
variante CYP3A5*1 foi 2,8 vezes maior em Japoneses do que em caucasianos
(HIRATSUKA et al., 2002).

Em um estudo espanhol, a frequéncia de homozigotos variantes CYP3A5*3
em brancos foi de 0,87 e na populagédo chinesa de 0,62 (OLIVER; LUBOMIROV;,
CARCAS, 2010). Em outro estudo com 177 espanhodis, a frequéncia do
homozigoto variante do CYP3A5*3 foi de 0,847 (GERVASINI et al., 2005). Na
avaliacdo da populacdo do norte da Espanha, obteve se uma frequéncia de 0,883
para os homozigotos variantes CYP3A5*3 e entre 232 individuos da América Central
observou se uma frequéncia de 0,556 dos homozigotos variantes CYP3A5*3
(SINUES et al., 2007).

Europeus e asiaticos apresentam frequéncias alélicas para a variante
CYP3A5*3 de forma mais previsivel ao longo dos estudos analisados. Quando se
analisam os estudos brasileiros, sem uma genotipagem prévia com polimorfismos
validados para categorizar a ancestralidade dos individuos, as frequéncias da
variante CYP3A5*3 mostram se amplamente variaveis entre os individuos
analisados segundo a cor relatada (SUAREZ-KURTZ et al., 2014). Tal fato deve-se
possivelmente porque aqueles que se autoreconhecem pardos, por exemplo, podem
ter maior ancestralidade européia ou africana do que consideram (PENA, 2005;
PENA, 2011).

A populagédo brasileira distribuida em um pais de dimensfes continentais
mostra grande diversidade étnica resultante do processo de colonizagdo que uniu,
em um primeiro momento, indigenas e europeus e mais tarde recebeu escravos
africanos (PENA, 2011). Até o meio do século XX, continuou a receber europeus e
asiaticos de maneira ndo uniforme ao longo do territério brasileiro. Em consequéncia
deste passado historico, observam-se diferentes propor¢des da influencia destes

povos refletidas no fendétipo do brasileiro (PENA, 2011).
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Segundo dados do Censo 2010, 49,4% da populacao da regido Centro-Oeste
intitula-se parda e 46,2% se considera branca (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2016). Outra limitacdo para comparacdo com dados
internacionais € a definicdo de pardo que ndo é encontrada em outros paises, e que
também n&o encontra consenso na sua utilizacdo entre os brasileiros (PENA, 2005;
PENA,2011). Poucos sao os estudos brasileiros existentes (SUAREZ-KURTZ et al.,
2014; KOHLRAUSCH, CARRACEDO, HUTZ, 2014) avaliando as variantes de maior
impacto do metabolismo de drogas envolvendo a CYP3A5, mas também se deve
guestionar a avaliacdo das frequéncias das variantes divididas por categoria de raca
ou cor (SUAREZ-KURTZ et al., 2014).

A diversidade observada em grandes populacbes com distribuicdo
continental, como a brasileira, foi constatada atravées de um estudo em 934
brasileiros, investigando-se 40 polimorfismos de insercédo — delegcéo, validados para
rastreio do grau de ancestralidade européia, africana e indigena. O estudo mostrou
grande diversidade na ancestralidade entre as diferentes regides geograficas
brasileiras baseada na cor dos individuos. Porém, otrabalho aponta
um problema relacionado a semantica na autodeclaracdo de cor mostrando que
esta caracterizacado € baseada em aspectos fenotipicos subjetivos que levam em
conta ndo sO a pigmentacdo da pele, mas também a cor dos olhos, textura dos
cabelos, largura do nariz e labios. Quando desprezada a auto caracterizacdo pela
cor houve uma maior uniformidade da ancestralidade, com predominio da européia,
em todas as regides estudadas (PENA, 2005; PENA, 2011).

Na tentativa de facilitar a compreensao sobre qual raca prevalece no pais e
em suas diferentes regibes geogréaficas, tenta-se enquadrar o brasileiro em
categorias raciais rigidas, pré-concebidas, para por fim definir sua etnia. Tal
estratégia ndo se mostra eficaz, pois nota-se, pelos estudos que avaliam frequéncias
alélicas, o distanciamento entre a autodeclaragdo de cor e sua relacdo com a
ancestralidade (PENA, 2005; PENA, 2011). Sabe se que um pequeno numero de
genes € responsavel pela cor da pele, cor e textura dos cabelos, formato de nariz e
labios e tais caracteristicas fisicas ndo devem ser tomadas como determinantes
precisas a qual grupo racial pertence um brasileiro. Até hoje, a utilizagdo desta
classificagao racial pode ter sido usada esperando-se que avan¢gos no campo do

tratamento personalizado ocorram em breve (PENA, 2005).



Para a avaliacdo da variante CYP3A5*6 os dados internacionais de
populacdes mostram uma baixa ou ausente frequéncia alélica (KUEHL et al., 2001;
HIRATSUKA et al., 2002; VAN SCHAIK et at., 2002). Estudos africanos mostram
frequéncias mais expressivas relacionadas a variante CYP3A5*6 (BAINS et al.,
2013). Neste estudo da populagao brasileira da regido Centro-Oeste do Brasil, os
dados se distanciam dos extremos encontrados entre brancos e africanos (Tabela 6)
e apresentam frequéncias proximas as encontradas em estudos brasileiros
(SUAREZ-KURTZ et al., 2014; 2014; KOHLRAUSCH, CARRACEDO, HUTZ, 2014).

Assim, o melhor entendimento da base molecular das diferencas raciais na
resposta as drogas podera melhorar a terapia farmacolégica individual e oferecer um
uso mais racional dos medicamentos na medicina, além de diminuir a ocorréncia de
reacdes adversas na anestesia. Tal com o ocorre nos Estados Unidos,
tradicionalmente a cor da pele é usada para estudos clinicos e farmacoldégicos como
um substituto da ancestralidade geografica (PENA, 2005). A populagéo brasileira
mostra uma continua variabilidade genéticae a definicdo de raca/cor pode nao
refletir sua heterogeneidade (PENA et al., 2011).

Em Anestesiologia, é grande o interesse no surgimento de drogas cada vez
mais adaptadas a cada individuo e ao ato anestésico. Muito mais preocupada que
simplesmente oferecer conforto ao paciente que serad submetido a uma cirurgia, a
Anestesiologia tem buscado ofertar maior seguranca nos procedimentos realizados
e drogas administradas. Estima-se que mundialmente ocorra um grande numero de
eventos adversos, principalmente relacionados a prescricdo e administracdo de
drogas. A ocorréncia de eventos adversos nao s6 implica em uma injaria transitoria
ou permanente até o momento da alta hospitalar, mas também no prolongamento do
tempo de internacdo além do gasto de grande soma de recursos financeiros
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2016). A droga certa, ha quantidade certa
ao paciente certo é o alvo desta terapéutica personalizada. A farmaco vigilancia é
uma preocupacdo crescente dos oOrgaos reguladores de medicamentos que se
esforcam por disponibilizar informagdo nos bularios a fim de prevenir efeitos
adversos e otimizar os indices terapéuticos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2016).

A medida que cresce o acesso a novas tecnologias e o acesso a saude,
também aumenta o acesso aos medicamentos (SMITH, COLSON, SEHGAL, 2013).
Nesta amostra, 0 uso de medicamentos foi relatado por 41% dos individuos e a

partir da frequéncia genotipica pode se inferir que mais de 70% da amostra
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apresenta um perfil de fraco metabolizador. Assim, € possivel que esta populacéo
esteja em maior risco de toxicidade ou falha terapéutica, caso sejam medicamentos
metabolizados pela CYP3A5. Os desfechos clinicos podem ser alterados com o
conhecimento preciso do perfil metabolizador da CYP3A5 em cada individuo (PENA,
2005). Esta medicina personalizada, pode ser usada para conhecer o perfil
farmacogenético daqueles que se submeteram a anestesia diminuindo o risco de
toxicidade e melhora da eficacia terapéutica. Os custos dos testes genéticos para
conhecimento do perfil farmacogenético ja vem diminuindo ao longo
dos anos, devendo-se difundir a sua utilizacdo pelos profissionais de saude para
tomada de decisbes quanto a prescricao (SOUZA, 2013).

A Farmacogenética € uma ciéncia que busca informacdes nos genes, a fim de
guiar a terapéutica e melhorar as decisdes e desfechos clinicos. Somente apds o
Projeto Genoma Humano, foi possivel o desenvolvimento de pesquisas que
identificassem possiveis variantes que estariam relacionadas a variabilidade de
resposta individual decorrente da administracdo de um medicamento. O
conhecimento farmacogenético permite tanto a escolha da droga mais adequada,
assim como o ajuste da dose de forma individualizada (SOUZA, 2013).0
conhecimento do perfil farmacogenético € mais uma ferramenta no arsenal clinico
gue deve ser considerado em conjunto com outras variaveis como idade, estado
fisiologico e uso de medicagfes indutoras ou inibidoras do metabolismo enzimatico,
a fim de prever o risco real de toxicidade ou de falha terapéutica a que um individuo
se expde com a administracdo de um farmaco (PENA, 2005).

O maior conhecimento das relevantes frequéncias alélicas implicadas no
metabolismo de drogas direcionadas ao povo brasileiro e o abandono da
categorizacdo racial embasada em aspectos morfoldégicos podera ofertar uma
terapéutica direcionada a individualidade e proporcionara seguranca para todas as
areas cientificas (PENA, 2005). A definicdo da raca € um artificio temoroso quando
se pensa em definir qual o perfil farmacogenético de um individuo e todas as
implicagGes relacionadas a toxicidade, falha terapéutica e outros diversos eventos
adversos que podem sobrevir de tal caracterizacdo superficial da populagao
brasileira (PENA, 2011).

O estudo realizado apresentou limitacbes relacionadas ao numero de
polimorfismos da CYP3A5 estudados. Os polimorfismos avaliados neste estudo,

CYP3A5*3 e CYP3A5*6, sao os mais estudados na literatura consultada e de



relevancia funcional no metabolismo de drogas utilizadas em anestesiologia. Este
estudo abre perspectiva para que novas pesquisas avaliem os demais polimorfismos

da CYP3AS5 na populacéo brasileira.



6. CONCLUSAO

Nos individuos da regido Centro-Oeste do Brasil avaliados neste estudo, a
frequéncia alélica de CYP3A5*1 foi de 58%, de CYP3A5*3 foi de 40% e CYP3A5*6
foi de 2%.

O gendtipo CYP3A5*3/*3 foi 0 mais comum na amostra, sendo encontrado
em 72% dos individuos e com frequencia de 32% em individuos brancos.

Quanto ao polimorfismo CYP3A5*6, o genotipo CYP3A5*1/*1 foi observado
em 92% da amostra, com maior frequencia em individuos brancos (41,5%).

Comparando-se com estudos brasileiros, a frequéncia da variante alélica
CYP3A5*6 apresentou frequencias esperadas para brancos, menores em pretos e o
dobro para pardos. A variante alélica CYP3A5*6 apresentou frequéncias menores
em estudos em europeus e menores que em estudos em africanos.

A frequéncia da variante alélica CYP3A5*3 na populacdo da regido Centro-
Oeste do pais foi menor que em outros estudos brasileiros e também menor que as
verificadas em europeus e asiaticos porém, encontra-se com frequéncia similar a
observada na populacéo do leste da Africa.

Quanto ao perfil metabolizador inferiu-se que 72% desta amostra apresenta
um perfil de fraco metabolizador, valor este menor do que o observado em outro
estudo brasileiro que descreveu 96% de fracos metabolizadores.

A maior frequéncia do perfil fraco metabolizador mostra que existe potencial
de maior ocorréncia de eventos adversos com o uso de farmacos metabolizados
pela CYP3A5 e que fazem parte do arsenal de medicamentos utilizados nas

anestesias nesta populacéo da regidao Centro-Oeste do Brasil.
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O estudo proposto & transversal, descritivo, prospectivo e utilizara dados socio-demografic
sangue periférico, visando determinar a frequéncia dos polimorfismos do gene CYP3A5
regiao Centro-Oeste do pais. Os resultados obtidos serdo comparados com os de outras
do exterior, e serdo investigadas as possiveis associacdes descritas na literatura el
estudadas e a resposta ao midazolam, usado em anestesiologia.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a frequéncia dos principais polimorfismos funcionais do gene CYP3A5, na popL
oeste do Brasil e suas possiveis associacdes as caracteristicas demograficas desta po

Objetivo Secundério:
. Avaliar a frequéncia dos polimorfismos genéticos da CYP3AS5 na populacdo da regido
pais. « Comparar as frequéncias dos polimorfismos encontrados com aquelas obtidas e
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outras regides geograficas do pais e do exterior. » Revisar as possiveis associagdes ja descritas na literatura
entre os polimorfismos estudados e a resposta &s drogas usadas em anestesiologia.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Amplamente garantidos de acordo com a Resolug&o 466/12.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A relevéancia do projeto centra no uso dos resultados para a apresentacdo de comunicacdes orais contendo
os resultados da pesquisa em reunides cientificas e congressos, a elaboracdo de manuscritos destinados a
publicacdo em periddicos especializados, a elaboragédo de uma dissertacéo para concluséo do Programa de
Mestrado em Genética da Pontificia Universidade Catélica de Goias, além da formacéo de alunos de
iniciacao cientifica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

De acordo com a Resolugéo 466/12.
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ANEXO 2: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto de Pesquisa: Avaliacdo dos polimorfismos da CYP3A5 em
individuos da regido Centro-Oeste do Brasil.

Pesquisador Responsavel (orientador): Dra. Vera Aparecida Saddi

Equipe de Pesquisa: Nuria Alonso Lopez Cid

Vocé esta sendo convidado(a) para participar voluntariamente do projeto de
pesquisa intitulado: Avaliacdo dos polimorfismos da CYP3A5 em individuos da
regido Centro-Oeste do Brasil. Meu nome é Nuria Alonso Loépez Cid, sou a
pesquisadora responsavel, mestranda em Genética. Apdés receber 0s
esclarecimentos e as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo,
este documento devera ser assinado em duas vias, sendo a primeira de guarda e
confidencialidade do pesquisador responsavel e a segunda ficard sob sua
responsabilidade para quaisquer fins. em caso de recusa, vocé ndo serd penalizado
(a) de forma alguma. Em caso de duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em
contato com a pesquisadora responsavel, Nuria Alonso Lopez Cid, no telefone (62)
81045364 ou pelo email nuriacid@gmail.com ou com a orientadora da pesquisa
Professora Vera Aparecida Saddi, nos telefones: (62) 3946-1346 ou (62) 8247-9596.

Em caso de duvida sobre aspectos éticos aplicados a pesquisa, vocé podera
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa na Pontificia Universidade
Catdlica de Goias, telefone: (62) 3946-1512, localizado na Avenida Universitaria,
namero 1069, Setor Universitario, Goiania - Goias. Durante a realizacdo dos seus
exames de rotina no Laboratorio da Area de Saude da PUC Goias, vocé é convidado
a participar do estudo. Caso vocé concorde sera convidado a participar de uma
conversa com o pesquisador em uma sala reservada, quando sera informado sobre
0s objetivos da pesquisa, a metodologia a ser empregada, a destinacdo do material
coletado e sobre o termo de consentimento livre e esclarecido que devera ser
assinado por vocé e pelo pesquisador. Esta conversa devera levar de 10 a 20
minutos. Vocé esta sendo convidado porgue € nascido no Centro-Oeste do Brasil e
como usudrio do Laboratorio da Area de Saude da PUC, ja teria mesmo que coletar

uma amostra de sangue. Caso vocé concorde em participar da pesquisa, um volume



de sangue de dois mililitros sera colhido a mais além do volume colhido para os seus
exames, sendo esses dois mililitros usados na pesquisa.

Algumas proteinas produzidas no figado humano, como a CYP3A5 séo
responsaveis pela transformacdo da maior parte dos medicamentos que sao
utilizados em hospitais, cirurgias, anestesias e em nossas casas, no nosso dia-a-dia.
Embora as pessoas sejam muito parecidas umas com as outras, existem diferencas
individuais nas diferentes populacfes podendo causar efeitos colaterais com 0 uso
de algumas medicacbes quando a pessoa tem uma dessas proteinas variantes.
Assim, a andlise laboratorial dessas variantes e a determinacdo da sua frequencia
na populacdo brasileira, neste caso, da populacdo do Centro-Oeste é muito
importante para diminuir a ocorrencia de efeitos colaterais. Até os dias de hoje, ndo
h& nenhum estudo sobre estas variantes da proteina CYP3A5 na populacdo da
regido CentroOeste. Este projeto representa uma tentativa de conhecer a
frequencia destas variantes na populacdo da regidao Centro-Oeste para que
medidas, se necessarias, sejam tomadas, a fim de evitar reacdes ndo desejadas
com o uso de medicamentos prescritos em anestesiologia.

A andlise das variacGes genéticas da proteina CYP3A5 sera feita na sua
amostra de sangue, usando técnicas de analise do material genético (analise de
DNA). Os resultados encontrados serdo comparados com aqueles ja obtidos em
outras regides do Brasil e do mundo. A amostra contendo dois mililitros do sangue
coletado sera levada para o Laboratério de Diversidade Genética da PUC Goias,
coordenado pela Doutora Vera Aparecida Saddi, que é também a coordenadora
deste projeto. Esta amostra de sangue sera processada para a analise do material
genético, buscando conhecer as variagbes do gene CYP3A5. Os riscos ou
transtornos previstos para os participantes do estudo incluem aqueles relacionados
a coleta de sangue periférico, obtida por puncdo venosa que pode causar
desconforto fisico ou emocional aos participantes. Porém, o procedi
mento de coleta devera ser realizado por profissionais treinados do Laboratoério da
Area de Saude da PUC-Goias, seguindo as normas de seguranca estabelecidas e
evitando maiores riscos. Entretanto, caso vocé apresente algum problema médico
durante ou apdés a coleta da amostra de sangue periférico, o pesquisador do estudo
prestara assisténcia, encaminhando-o para atendimento de emergéncia e
acompanhamento médico. Os pesquisadores se responsabilizam pelo atendimento

de qualquer complicacdo ou dano de qualquer natureza, que seja decorrente da



participacdo na pesquisa.

Os resultados desta pesquisa serdo tornados publicos, sempre resguardando
a confidencialidade dos participantes da pesquisa. Caso vocé tenha interesse em
conhecer os resultados obtidos por meio do projeto, poderd entrar em contato com
0s pesquisadores responsaveis em gqualquer momento.

Este estudo ndo acarretara nenhuma despesa para o participante, pois a conversa
com o pesquisador, a assinatura do TCLE e a coleta de sangue seréo realizados
durante seus exames de rotina no Laboratorio da Area de Satde da PUCGoias, que
ja estavam previamente agendados. Assim, nao sera fornecida nenhuma
compensacdao financeira adicional, caso vocé aceite participar do estudo. Vocé tem
total liberdade para recusar sua participacdo no estudo. Esta recusa nao interferira
na assisténcia que vocé receberd e vocé ndo serd penalizado(a) ou
responsabilizado de forma alguma. Se aceitar participar e depois retirar seu
consentimento, em nada sera prejudicado(a). Todas as informacdes coletadas neste
estudo sdo estritamente confidenciais. Somente o pesquisador e/ou equipe de
pesquisa terdo conhecimento de sua identidade e nos comprometemos a manté-la
em sigilo ao publicar os resultados dessa pesquisa.

A assisténcia integral e gratuita para atender danos decorrentes da pesquisa,
diretos ou indiretos, imediatos ou tardios sdo garantidos pela Resolucdo 466/12.
Vocé como participante da pesquisa tem o direito garantido de requerer indenizagao
em caso de danos, comprovadamente decorrentes da sua participacdo na pesquisa
,mediante decisao judicial ou extra-judicial.

Declaramos para os devidos fins que cumpriremos com legitimidade os itens IV. 3 e
IV. 4 da Resolucéo do Conselho Nacional de Saude 466/12.

Eu RG , abaixo

assinado discuti com a pesquisadora, Nuria Alonso Lopez Cid, sobre minha deciséao

em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais os propésitos do estudo,
0s procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos. Ficou claro também que minha participacéao
€ isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
guando necessario e concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei
retirar meu consentimento a qualgquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido

com o meu atendimento neste Servigo.



Goiania, , de , de 2015

/ /
Assinatura do participante  Data

/ /
Assinatura da testemunha Data

/ /

Assinatura do responsavel pelo estudo Data

CONTATO TELEFONICO Orientadora Responsavel: Dra. Vera Aparecida Saddi
Telefones: (62) 3946-1346 ou (62) 3212-0012 Pesquisador responsavel: Nuria
Alonso Lépez Cid Telefones: (62)8104-5364 Comité de Etica em Pesquisa da PUC
Goias Av Universitaria, numero 1069, setor Universitario, area IV (Bloco D da
Reitoria) Telefone (62) 3946-1512 no horario de 8:00 as 17:00 email:
cep@pucgoias.edu.br



ANEXO 3: FORMULARIO DE DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS

1 - Nome:

2 - Data de Nascimento: / /
3 - Idade:

4 — Sexo: Masculino (1) Feminino (2)
5-Cor:

(1) Branco (2) Preto (3) Pardo (4) Indigena (5) Amarelo
6 — Naturalidade: -

7- Medicamentos em uso:

8-Recebeu transfusdo de sangue nos ultimos seis meses?




