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RESUMO

No ambito do transplante renal, o processo de rejeicdo, apesar de ter apresentado grande
melhora devido ao aperfeicoamento de drogas imunossupressoras, ainda ¢ uma preocupacao
atual. Deste modo, sdo essenciais estudos para uma melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos neste processo, que aumentem a taxa de sucesso ¢ melhorem a qualidade de vida
dos pacientes. Sabe-se que individuos que possuem alelos que levam a produgdo de proteinas
alteradas em determinadas fungdes bioldgicas, podem responder de forma diferencial ao
tratamento medicamentoso, sendo mais suscetiveis aos seus efeitos deletérios. Na tentativa de
determinar alteragdes genéticas que possam estar diretamente envolvidas no processo de
rejei¢do, este estudo buscou identificar polimorfismos do nucleotideo tinico (SNPs) em genes
do biometabolismo, resisténcia a drogas e receptor hormonal, com o objetivo de encontrar
marcadores genéticos que possam estar relacionados com episddios de rejeicdo renal em
pacientes submetidos a terapia imunossupressora. Um total de 188 pacientes em
monitoramento pos transplante renal foram selecionados e avaliados quanto a presenca de
polimorfismos genéticos nos genes GSTMI, GSTTI, GSTP1, CYPIAI, CYP3A44, CYP3A5,
UGT2B7, MDRI, GCLC, GCLM e VDR por PCR em tempo real (RT-qPCR -ensaios
Tagman), PCR multiplex e PCR alelo especifica. A andlise estatistica foi estimada por um
modelo de regressdo de Poisson. As variantes G/T ou 7/T do gene CYP3A45 (rs 4646453)
foram associadas com uma chance maior de episdédios de rejeicdo nos pacientes renais
transplantados, cuja estimativa foi de 1,72 (I.C.95%: 1,04-2,83). O wuso da droga
imunossupressora tacrolimo associado ao fato de ter recebido o enxerto de doador HLA
idéntico sdo fatores de protegdo com RR=0,389 para os episddios de rejei¢ao (I.C.95%:
0,189-0,802). O ndo uso do imunossupressor tacrolimo aumentou o risco dos episodios de
rejeicdo em 1,81 vezes (1.C.95%: 1,13-2,92) e o ndo uso de corticoide aumentou o risco dos
episodios de rejeicdo em 5,62 vezes (1.C.95%: 3,4-9,09). O risco para episodios de rejeigao
quando o paciente apresentou algum evento cardiovascular foi 1,72 vezes maior (I.C.95%:
1,15- 2,75). Nao houve correlagdo entre o risco dos episddios de rejeicdo e os outros
polimorfismos avaliados. Este estudo buscou auxiliar na caracterizagdo da suscetibilidade
populacional a episddios de rejei¢do em transplantados renais, porém, estudos futuros ainda
sdo necessarios para a definicdo de um painel de marcadores genéticos que possam ser uteis
para prevenir a rejei¢do, culminando com a melhora da conduta terapéutica e com a qualidade
de vida dos transplantados renais no mundo.

Palavras chave: Imunossupressao. Transplante renal. Polimorfismo genético. Gene CPY345.
Doenca cardiovascular. HLA.
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ABSTRACT

As part of kidney transplant, the process of rejection, despite having greatly improved due to
the development of immunosuppressant drugs, is still a current concern. Thus, studies are
crucial for a better understanding of the mechanisms involved in this process, increasing the
success rate and improving the quality of life of patients. It is known that individuals who
have alleles that lead to the production of altered proteins in certain biological functions, may
respond in a differential way to drug treatment, being more susceptible to the rejection. In an
attempt to determine the genetic changes that may be directly involved in the rejection
process, this study aimed to identify Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in the genes of
biometabolism, drug resistance, and hormone receptors, with the goal of finding genetic
panels that may be related to episodes of kidney rejection in patients undergoing
immunosuppressive therapy. A total of 188 patients in monitoring after renal transplantation
were selected and evaluated for genetic polymorphisms in GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYPIAI,
CYP3A44, CYP3A45, UGT2B7, MDRI1, GCLC, GCLM and VDR genes by RT-qPCR (Tagman
assays), multiplex PCR and allele specific PCR. Statistical analysis was estimated by a
regression model of Poisson. The variants G/T or 7/T of the gene CYP3A45 (rs 4646453) were
associated with an increased risk of rejection episodes in renal transplantation patients, whose
estimative was 1.72 (I.C.95%: 1.04-2.83). The use of immunosuppressive drug tacrolimo and
have received the graft of identical HLA donor, when associated, were protective factors with
relative risk (RR) of 0.389 for incident of rejection (I1.C.95%: 0.189-0.802). The non use of
immunosuppressive drug tacrolimo increased the risk of rejection episodes in 1.91 fold
(I1.C.95%: 1.13-2.92), the non use of corticoids increased the risk of rejection episodes in 5.62
folds (I.C.95%: 3.4-9.09). The risk on rejection episodes in patients presenting any
cardiovascular event was 1.72 fold higher (I.C.95%: 1,15- 2,75). There was no correlation
between the risk of rejection episodes and the other polymorphisms evaluated. This study
tried to help in the characterization of populational susceptibility to the rejection episodes
process in renal transplantation individuals, however future studies will be necessary for the
definition of a panel of genetic markers that may be useful to prevent rejection leading to the
improved therapeutic and quality of life of renal transplant patients worldwide.

Keywords: Immunosuppression. Kidney transplant. Genetic polymorphism. CPY3A45 gene.
Cardiovascular disease. HLA.
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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSPLANTE RENAL

O transplante renal entrou para a historia da humanidade devido aos avangos
na medicina e a contribui¢do de varios pesquisadores. Tullius (2013), em um artigo especial
dedicado ao médico cirurgido Joseph E. Murray, o considera mais do que um cirugido
pioneiro na area do transplante renal, devido ao fato dele ter tido, ao longo de sua vida, uma
curiosidade cientifica e ter conduzido seu trabalho com uma abordagem humanitaria.
Atualmente o transplante renal constitui uma das terapias de substitui¢do aplicadas no
tratamento de pacientes com doenca renal cronica e oferece uma melhor qualidade de vida
quando comparada a hemodialise (Chapman, 2011).

O diagnodstico da doenga renal ¢ estabelecido por parametros clinicos e
laboratoriais. Os métodos mais comumente utilizados para estimar a fun¢ao renal incluem a
determinagdo do nivel da creatinina sérica, da depuracdo da creatinina e da uréia e equagdes
que estimam a fun¢do renal baseadas na concentracdo sérica e urindria da creatinina e da
uréia, respectivamente (Vella e Brennan, 2011). A indicacao de dialise ou transplante para os
pacientes com insuficiéncia renal cronica geralmente se faz quando a estimativa da taxa de
filtracdo glomerular estiver abaixo de 8 mL/minuto (Ramos e Brennan, 2012).

No Brasil, foram realizados 3.851 transplantes renais pelo SUS no ano de
2010 e 4.430 em 2011, sem considerar os transplantes duplos de pancreas e rim. Estimava-se
que 5.236 transplantes de rim seriam realizados pelo SUS até o final de 2012 (DATASUS-
Ministério da Saade - 2012).

Os pacientes submetidos a transplante fazem o wuso de terapia
imunossupressora, obedecendo ao protocolo de tratamento que consta no Regulamento
Técnico Vigente do Sistema Nacional de Transplantes. Este protocolo visa o estabelecimento
do estado de imunossupressdo, que se refere ao tratamento utilizado no momento do
transplante ou imediatamente antes deste. O estabelecimento do estado de imunossupressao
(Peri-transplante) pode ser obtido por meio da terapia de indugdo (com anticorpos policlonais
ou monoclonais) ou pelo uso dos imunossupressores convencionais. Ja a terapia de
manuten¢do, que se refere ao esquema do imunossupressor utilizado posteriormente ao
transplante, ¢ utilizada para prevenir o desenvolvimento da rejeicdo aguda e cronica do

enxerto (DATASUS- Ministério da Satude - (2012)).
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Anteriormente ao transplante renal, o paciente deve estar ciente dos riscos da
perda do enxerto e das complicagdes poés-transplante decorrentes do uso inadequado,
insuficiente ou ndo supervisionado dos medicamentos imunossupressores. Exames clinicos,
laboratoriais, de imagens e outros, sdo realizados nos pacientes transplantados de acordo com
o protocolo de cada servico e, segundo a necessidade de cada caso, para o monitoramento das

possiveis rejeicoes (Wilkinson, 2010).

1.2 RESPOSTA IMUNE E IMUNOSSUPRESSAO

O conhecimento da resposta imune tem um papel fundamental na histéria
dos transplantes, seja de orgdos solidos ou de tecidos. A importancia central do sistema
imunolégico nos transplantes ¢ bem descrita quanto a compatibilidade HLA (Human
Leukocyte Antigen) do receptor e de seu doador (Dausset ¢ Svejgaard, 1997).

Os testes laboratoriais no pré transplante permitem a melhor escolha do par
doador-receptor para o sucesso do mesmo. Através da tipificagdo HLA do receptor e seu
doador, h4 a probabilidade de se encontrar HLA idénticos, haploidénticos e HLA distintos.
Este teste deve ser acompanhado de testes de histocompatibilidade, como a prova cruzada,
que deverao contraindicar ou liberar o transplante, pois permitem identificar anticorpos
presentes no soro do receptor, objetivando, com esses critérios seletivos, o sucesso pleno do
transplante realizado (Terasaki e Mcclelland, 1964).

A resposta imune ao enxerto compreende uma primeira fase em que acontece
a sensibilizacdo do receptor aos antigenos externos € uma fase subsequente, quando se
verifica uma resposta agressiva ao enxerto por meio dos varios mecanismos efetores (Sabatine
e Aunchincloss, 1966).

A rejeicdo hiper aguda ocorre quando o receptor apresenta anticorpos
dirigidos contra o antigeno do doador transplantado, manifesta-se nas primeiras 24hs do pos
transplante ou mesmo durante a cirurgia, causando a perda rdpida e irreversivel do 6rgao
transplantado (Wilkinson, 2010). Com o advento de novos imunossupressores ¢ dos testes de
histocompatibilidade com os quais podemos detectar os anticorpos presentes no soro do
receptor, este tipo de rejeicdo ¢ praticamente nula. O teste da microlinfotoxicidade foi
desenvolvido por Terasaki e McClelland em 1964 e apo6s sua padronizagdo internacional, é
aplicado até hoje (Terasaki e Mcclelland, 1964; Ceka et al., 2010).

A rejeicdo aguda ocorre dentro das primeiras semanas do transplante,

podendo acontecer a qualquer momento no curso do pds transplante e sendo mais comum nos
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trés primeiros meses. As rejeigoes agudas sao, predominantemente mediadas pela via direta,
explicada pela grande quantidade de células passageiras apresentadoras de antigenos
presentes na fase inicial do transplante, particularmente células dendriticas, as quais sdo
capazes de provocar os sinais co estimulatorios para a ativacao de células T (Halloran, 2004).
E o tipo mais comum de rejei¢io precoce.

A rejei¢do crdnica ocorre ao longo da evolugdo do transplante, levando a
perda funcional lenta e progressiva do rim transplantado (Terasaki, Lachmann et al., 2006).
Os imunossupressores administrados sozinhos ou combinados possibilitam, para a maioria
dos pacientes, a prevencao da rejei¢do do 6rgao (Danovitch, 2010).

A imunossupressao clinica foi iniciada no comego dos anos 50 com o uso de
glicocorticdides associados a azatioprina e globulinas antilinfocitarias, que permaneceram
como as principais drogas imunossupressoras at¢ o comeco dos anos 80. Em 1972 foi
descoberto o imunossupressor ciclosporina (CSA) e, de acordo com Borel (1977), a acentuada
atividade imunossupressora da ciclosporina foi comprovada em muitos modelos
experimentais, tanto para imunidade humoral como celular, em diversas espécies animais. A
seguir, em 1980, a CSA foi utilizada no primeiro transplante e passou a ser comercializada a
partir de 1983 e, sem duvida, foi um dos principais adventos da histéria da transplantagao
humana. A partir dos anos 90, agentes quimicos como o tacrolimo e o micofenolato de
mofetil passaram a ser utilizados como imunossupressores (Danovitch, 2010).

A utilizagdo de diferentes combinacdes de drogas imunossupressoras
propiciou a obtencdo de taxas de rejeicdo cada vez menores. Como consequéncia, a
importancia da seguranca e da tolerabilidade das drogas imunossupressoras se tornou assunto
cada vez mais discutido, especialmente com relagdo a preservagdo da funcdo do enxerto e
reducdo dos fatores de risco cardiovascular, associados com a sobrevida do enxerto e do
paciente (Kaplan e Meier-Kriesche, 2004).

As drogas imunossupressoras podem ser subdivididas em grupos, conforme
suas caracteristicas estruturais (bioldgica e quimica), de acordo com os locais de a¢do (na
membrana celular, no citoplasma, no nicleo) ou conforme sua a¢do molecular (bloqueio da
sintese ou acdo de citocinas e bloqueio da sintese de nucleotideos (Danovitch, 2010).

Os imunossupressores mais utilizados no pos transplante renal sdo os
inibidores da calcineurina, sendo eles, a ciclosporina e/ou tacrolimo, e os inibidores do alvo
da rapamicina em mamiferos (mTOR), sirolimo e/ou everolimo, micofenolato de mofetil e

azatioprina, os quais apresentam caracteristicas farmacocinéticas variaveis (Halloran, 2004).
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Os inibidores da calcineurina impedem a formagado de anticorpos deletérios
ao enxerto, pois atuam junto as imunofilinas. Estas constituem uma familia de proteinas de
ligagdo com farmacos imunossupressores, mediando, assim, sua a¢do. Ao ligar-se aos seus
receptores de proteinas intracelulares, as imunofilinas bloqueiam seletivamente a ativacao
transcricional de genes relacionados com a defesa através das células T, via transducdo de
sinal (O'keefe, Tamura et al., 1992).

Outro mecanismo ¢ a inibicdo de mTOR (mammalian target of rapamicin),
em que imunossupressores como o sirolimo ligam-se a imunofilina FKBP12 formando um
complexo biologicamente ativo que inibe a atividade enzimatica da mTOR. Esta enzima
controla a atividade enzimatica de diversas proteinas envolvidas na transdu¢ao de sinais de
ativacdo e proliferacdo derivados de receptores de membrana de linfocitos, principalmente de
I1-2 e dos receptores de co-estimulacdo linfocitario CD-28, inibindo, por fim, a prolifera¢ao
celular (O'keefe, Tamura et al., 1992).

As drogas imunossupressoras podem causar toxicidade, algumas com maior
e outras com menor grau de nefrotoxicidade, o que estd diretamente relacionado com sua
metabolizacdo (Ware, 2012). Desta forma, faz-se necessario um monitoramento terapéutico
das drogas imunossupressoras dos pacientes renais transplantados. Este monitoramento ¢
realizado pelo médico responsavel, que controla e acompanha o paciente com o auxilio de
exames clinicos e laboratoriais.

No Instituto do Rim de Londrina (PR), ap6s a alta hospitalar, os pacientes
normalmente sdo acompanhados trés vezes por semana em ambulatério para seguimento
clinico, avaliagdo da fun¢do renal e ajuste da medicacdo imunossupressora. As consultas
tornam-se gradativamente menos frequentes e, nos casos de evolugcdo sem complicacdes,
passam a ser realizadas a cada dois ou trés meses ao final de um ano (Mocelin, 1996).

Em alguns casos podem ocorrer efeitos colaterais especificos para cada uma
das drogas administradas, como por exemplo, a nefrotoxicidade induzida pela ciclosporina e
pelo tacrolimo. Em 1983, desde que foi introduzida na prética clinica, a ciclosporina tornou-se
a principal droga imunossupressora utilizada nos transplantados. Varios estudos comprovam a
sua eficiéncia na sobrevida do enxerto. Contudo, seu manejo, em relagdo a outros
imunossupressores ¢ um dos mais dificeis, devido a sua estreita margem terapé€utica e as
variagdes interindividuais em sua absorc¢ao e metabolismo (Ware, 2012).

O imunossupressor micofenolato de mofetil ¢ uma das principais opgdes em
transplantes de 6rgaos sélidos. Seu principal metabdlito € o glucoronideo fenolico, que ¢

excretado pela urina. Porém, ¢ observada na literatura a ocorréncia de resultados conflitantes
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em relagdo as doses deste imunossupressor no plasma do receptor renal, revelando uma
grande variabilidade entre os pacientes. Uma possivel explicagdo para esta variabilidade
encontrada ¢ a diferenca interindividual de cada paciente, seja para a funcdo hepatica, renal,
niveis séricos de albumina, hemoglobina, massa corporal, exposi¢cdo concomitante a
medicamentos e polimorfismos genéticos em enzimas responsaveis pelo metabolismo e

transporte de drogas (Barraclough, Staatz et al., 2009).

1.3 GENES DO BIOMETABOLISMO DE DROGAS

A maioria dos farmacos possui carater lipofilico e, em pH fisiologico,
permanecem ndo ionizados ou parcialmente ionizados. Devido a estas caracteristicas, os
mesmos tenderiam a permanecer no organismo, ja que seriam reabsorvidos nos rins apos a
filtracdo glomerular. Visando eliminar estas substancias exogenas, o organismo pode langar
mao de sistemas enzimaticos utilizados normalmente para a degradacdo de substancias
endogenas. Deste modo, a biotransformacao ¢ a transformacdo enzimatica dos firmacos em
metabolitos com caracteristicas mais hidrofilicas, tendo como objetivo facilitar a excre¢do
pelo organismo (Hatagima, 2002; Nebert ¢ Russell, 2002; Ferreira ¢ Rocha, 2004).

O 6rgdo onde ocorre a maioria das reagdes de biotransformacao ¢ o figado,
por apresentar varias enzimas ou complexos enzimaticos especializados (Xu, Li ef al., 2005).
Essas enzimas de biotransforma¢do desempenham um importante papel no metabolismo de
xenobidticos (compostos exdgenos ndo comuns ao organismo). Ha uma ampla variabilidade
interindividual nos niveis de atividade dessas enzimas e o exemplo disso pode ser observado
tanto em exposicdes terapéuticas, ocupacionais, € at¢ mesmo através da dieta alimentar. Entre
as enzimas de biotransformac¢do destacam-se as mono-oxigenases do complexo enzimatico
CYP, as redutases e as transferases (Xu, Li ef al., 2005).

A biotransformac¢ao dos farmacos pode ser dividida em duas fases. A fase |
consiste nas reagdes de oxidagdo, reducdo e hidrolise, ocasionando sempre uma modificagdo
estrutural do farmaco, o que, na maioria das vezes pode levar a sua inativagdo. No caso de
administracdo de pro-fairmacos, a fase I vai ser fundamental para gerar a substancia
farmacologicamente ativa. Na fase II, conhecida como fase de conjugacdo, ocorrem reacdes
de conjugacdo do farmaco com substancias enddgenas, visando facilitar sua excre¢do. Os
processos das fases I e II sdo independentes, ou seja, o farmaco pode sofrer apenas reagdes de
fase I ou de fase II, ou as duas, sequencialmente. Geralmente as rea¢des de fase I introduzem

na molécula um grupo relativamente reativo, como o grupo hidroxila, e este grupo funcional
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servira, entdo, como alvo para o sistema conjugado, que fixara a ele um substituto maior,
como um grupo glicuronil, sulfato ou acetil (Lu, 1998; Gattas e Soares-Vieira, 2000; Nebert e
Russell, 2002).

As enzimas de fase I, complexo CYP450, constituem uma superfamilia de
heme-enzimas (com um grupo prostético heme, ou grupo ferro-porfirina) que ocorrem em
praticamente todos os organismos vivos, das bactérias aos mamiferos (o nome ¢ originado do
caracteristico pico de absor¢do espectral em 450 nm quando reagido em seu estado Fell com o
Co). As enzimas mono-oxigenases catalizam rea¢des nas quais um atomo de oxigénio da
molécula de O, ¢ incorporado na molécula do substrato organico e o outro atomo ¢é reduzido a
H,0. Sao as principais enzimas responsaveis pela biotransformagao de farmacos no
organismo humano, estando presentes, principalmente, no reticulo endoplasmatico agranular
(fracdo microssdmica) dos hepatdcitos, podendo também ser encontradas em outros 0rgaos,
como pulmoes e rins (Lamba, Lin et al., 2002; Nebert e Russell, 2002).

Um dos aspectos interessantes das enzimas do complexo do CYP450 ¢ que,
além de poder catalisar varias reacdes de oxidacdo (hidroxilagdo, desalquilacdo, epoxidacao,
oxigenagdo de heterodtomos), elas também podem biotransformar um grande nimero de
xenobidticos de carater lipofilico. Os xenobioticos sdo entdo convertidos em formas mais
soluveis, o que ajuda na sua excrecao pelos rins. Além disso, os grupos hidroxilas gerados
sdo, algumas vezes, conjugados enzimaticamente (ligados covalentemente) a substancias
polares, como o acido glucurdnico, glicina, sulfato e acetato, que aumentam mais ainda a
solubilidade (Nelson, Koymans et al., 1996; Lu, 1998; Confort-Froes, 2004).

Os seres humanos expressam vdrias isoformas (enzimas de um mesmo
organismo que sdo estrutural e cataliticamente similares, mas geneticamente distintas) de
CYP450. Estas catalizam o mesmo tipo de reacdo, apresentando afinidade por substratos
diferentes e biotransformando-os, portanto, em farmacos distintos. Além disso, as isoformas
diferem na sua distribuicdo pelo organismo e na regulagao de sua atividade, apresentando
diferentes inibidores, indutores e foirmacos marcadores. Estes ultimos sdo utilizados para a
determinagdo da atividade de cada isoforma e, por isso, sdo também substratos das mesmas
(Confort-Froes, 2004).

Cada isoforma possui atividade catalitica para um amplo espectro de
substratos. A capacidade em biotransformar multiplos substratos ¢ responsavel por um grande
numero de interagdes medicamentosas associadas com a inibigdao destes. A inibicdo da

biotransformac¢do de farmacos por competicdo por uma mesma enzima pode elevar a
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concentracdo plasmatica de algumas drogas e levar a sintomas clinicos importantes (Cheung,
2008).

As isoformas identificadas em seres humanos sdo classificadas de acordo
com as convengdes da biologia molecular e identificadas por um ntimero arabico indicando a
familia (membros de uma mesma familia sdo os que apresentam mais de 40% de aminoacidos
idénticos), seguido de uma letra maidscula, que indica a subfamilia (55% de aminoacidos
idénticos) e outro numero representando o gene na subfamilia, por exemplo: CYP1A2. As
enzimas CYP envolvidas na biotransformacdo de drogas em seres humanos pertencem as
familias 1, 2, 3 e 4 (Nelson, Koymans et al., 1996).

Aproximadamente 70% das enzimas hepdaticas sdo constituidas pelas
isoformas CYP1A2, CYP2A6, CYP3A, CYP2B6, CYP2C, CYP2D6 e CYP2EI. Entre estes,
CYP3A (CYP3A4 e CYP3A5) e CYP2C (principalmente CYP2C9 e 2C19) sdo as
subfamilias mais abundantes (Lin e Lu, 1998).

De acordo com a atividade enzimatica de cada isoforma, pode-se dividir a
populacdo em dois grupos distintos: os metabolizadores extensivos e os metabolizadores
pobres. Os primeiros possuem a isoforma com atividade normal, ndo apresentando problemas
para biotransformar os farmacos. Os metabolizadores pobres tém a atividade da isoforma
diminuida ou nula, podendo levar a diferencas significativas na posologia de alguns farmacos.

Além da atividade enzimatica do sistema CYP450 (Fase I), ha também a
atividade enzimatica da Fase II da metabolizagdo hepética, com destaque para as enzimas
Glutationas S-transferases (GSTs), N-acetiltransferases (NATSs), Glucuronil transferases
(UGTs), entre outras. A reducdo na atividade enzimatica dessas enzimas leva,
consequentemente, a diminui¢do da detoxificacdo dos agentes metabodlitos e ao aumento da
exposicdo a droga.

As GSTs sdo enzimas de Fase II do biometabolismo, que detoxificam varios
agentes quimioterapicos e/ou seus metabolitos por sua conjugagdo com a glutationa. As GSTs
envolvidas na detoxifica¢do incluem GSTT1, GSTM1, GSTP1 e GSTA1 (Hayes, Flanagan et
al., 2005). A classe mp inclui pelo menos cinco genes que codificam igual nimero de
enzimas: GSTM1, M2, M3, M4 e M5.

As enzimas UGTs constituem uma super familia de vérias isoenzimas
associadas & membrana do reticulo endoplasmatico das células hepéticas e de outros tecidos,
tais como intestino delgado, colon, pele, cérebro, baco e mucosa nasal. A localizacao
microssomal confere-lhes o acesso direto aos produtos formados pela acdo das enzimas do

sistema CYP450, na Fase I da biotransformacao hepatica (Kiang, Ensom et al., 2005).
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A glucuronidagdo ¢ uma das principais vias da biotransformagdao de
xenobioticos em todos os mamiferos. Esta reagdo requer como co-substrato o UDP-acido
glucordnico e ¢ catalizada pelas enzimas UGTs (Zhang, Tolonen ef al., 2011). No homem
foram identificadas diversas UGTs, divididas em duas familias (UGT1 e UGT2) e trés
subfamilias (UGT1A, UGT2A e UGT2B), responsaveis pela glucuronidacdo de pelo menos
35% dos farmacos sujeitos a Fase Il da metabolizacdo hepatica. Sdo igualmente suscetiveis a
inibi¢do e/ou inducdo por diversos farmacos, com a consequente alteracdo das interagdes
farmacocinéticas (Zhang, Tolonen et al., 2011).

A natureza dos grupos funcionais presentes nas moléculas ¢ o principal
determinante do destino metabolico do composto e, no caso da glucuronidagao, os compostos
mais suscetiveis a esta reagdo sdo os que contém os grupos —OH, -COOH, -NH2, -NH e —SH.
Além dos diversos xenobidticos e metabolitos oriundos da Fase I da metabolizacdo hepatica,
sdo também substratos para a glucuronidagdo varios compostos endégenos como a bilirrubina,
o estradiol 17 beta, a progesterona, a testosterona, o cortisol e a tiroxina (Zhang, Tolonen et
al.,2011).

Muitas das enzimas presentes nos seres humanos, como citocromos P450,
GSTs, N-acetiltransferases e Glucuronil transferases, além de serem constituidas por
isoformas, também sdo polimorficas, isto ¢, existem diversas variantes para os genes que

codificam essas enzimas na popula¢do (Weinshilboum, 2003; Confort-Froes, 2004).

1.4 POLIMORFISMO GENETICO

O impacto da variabilidade genética no metabolismo enzimatico de drogas ¢
conhecido hd mais de cem anos. Com o estudo do material genético, na década de 1950,
surgiu a genética bioquimica humana, com o objetivo de explicar a variabilidade genética na
resposta a drogas. A partir de entdo, se desenvolveu a farmacogenética, que visa avaliar o
efeito dessas alteracdes genéticas na resposta individual aos medicamentos. Na década de
1990, com o desenvolvimento do projeto genoma humano, foi possivel a identificagdo de
diversas alteragdes genéticas que, em conjunto, podem explicar o efeito de drogas no
organismo. Surgiu assim, a farmacogendmica, que tem sido aplicada na oncologia para
identificar SNPs presentes nas regides promotoras ou codificadoras de genes que codificam
proteinas relacionadas com o metabolismo e/ou o transporte de drogas e que correlacionam

com uma melhor ou pior resposta ao tratamento, ¢ para determinar muta¢des ou perfis de
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expressao génica de tumores capazes de indicar uma resposta pior ou melhor ao tratamento
(Parmigiani e Camargo, 2004).

Estima-se que, entre 25% e 95% da variagdo interindividual na resposta a
drogas ocorra pela presenca de polimorfismos genéticos (Confort-Froes, 2010).

Considera-se um polimorfismo uma alteragdo genética na qual o alelo raro
esta presente em mais de 1% da populacdo. Seres humanos tém 99,5% de semelhan¢a no seu
genoma e um polimorfismo ocorre a cada 500 a 2000 nucleotideos. H& vérios tipos de
polimorfismos e os mais estudados sdo SNP, (single nucleotide polymorphism), que
representam a mudanga de um nucleotideo na sequéncia que compde um gene
(Sachidanandam, Weissman et al., 2001; Confort-Froes, 2004; Ferreira ¢ Rocha, 2004). Em
2008, foi determinada a existéncia de 12 milhdes de SNPs no genoma humano, além de
grande quantidade de outros tipos de variagdes genéticas (Brockmoller e Tzvetkov, 2008).
Dentre estes SNPs, pelo menos 500 mil ocorrem em genes estruturais, sendo que entre um e
dez mil apresentam importancia na area médica (Confort-Froes, 2010). As outras variagdes
podem ser as delegdes, ou seja, a auséncia de um gene ou de parte de um gene; as insergdes,
que sdo a adicdo de um nucleotideo extra (ou mais) na sequéncia de um gene; as repeti¢des,
que sdo copias extras de sequéncias de nucleotideos dentro dos genes, e as duplicagdes e
amplificacdes, que representam duas ou mais copias de um mesmo gene (Sachidanandam,
Weissman et al., 2001).

Os polimorfismos podem ocorrer tanto nas regides do DNA que serdo
transcritas em RNA mensageiro ¢ que poderdo levar a producdo de uma proteina, como
também em regides ndo-transcritas do gene, mas que podem regular o processo de transcrigao.
Os polimorfismos nas regides codificadoras podem ser sindnimos ou ndo sindnimos. Os
sindnimos ocorrem se a substituicdo dos pares de base dentro de um cddon ndo alterar o
aminoacido codificado e os ndo-sindnimos ocorrem se a substituicdo do par de bases resultar
na substituicdo de um aminoacido. Quando ndo sindnimos, os polimorfismos podem ser
funcionalmente relevantes por afetarem a estabilidade do RNA mensageiro ou a tradugdo de
proteinas (Confort-Froes, 2010).

Os mecanismos moleculares que causam os polimorfismos genéticos podem
ocorrer por (1) auséncia completa de codificagdo do gene para a enzima; (2) perda ou
diminui¢do da expressdao do gene, em razdo da presenca de mutagdes na regido reguladora; (3)
presenca de mutacdes nos limites entre o éxon e intron do gene, de maneira a promover um

splicing incorreto do pré-RNA mensageiro; (4) mutagdo na sequéncia de aminoacidos ndo
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criticos, causando mudanc¢a na atividade enzimatica ou mutagdo em aminoacidos criticos,
originando uma enzima inativa (Confort-Froes, 2010).

Polimorfismos em enzimas de biotransformacdo resultam em diferencas
entre as taxas de metabolismo de certas drogas entre os individuos. Por exemplo, nos casos
em que uma variante de um citocromo P450 possuir atividade reduzida ou nula, doses
consideradas padrdao de uma droga, e que a enzima normalmente metaboliza, poderdao fazer a
biodisponibilidade da droga alcancar niveis toxicos (Parkinson, 2001). De modo oposto, se
uma variante de citocromo P450 possui atividade aumentada, doses maiores da droga deverao
ser administradas para alcangar os efeitos terapéuticos desejados (Phillips e Van Bebber,
2005). Entretanto, se a droga ¢ metabolizada em um produto toxico, isso podera resultar em
uma reacdo adversa. Diversas variantes de citocromo P450 conhecidas possuem suas
especificidades de substratos alteradas e, assim, produzem metabolitos diferenciados, que
também podem causar efeitos colaterais deletérios (Parkinson, 2001; Obligacion, Murray et
al., 2006; Roy, Barama et al., 2006).

Alelos que causam diminuigdo, aumento, alteracdo qualitativa do
metabolismo de drogas tém sido descritos para muitas enzimas desses complexos. As
distribui¢des desses alelos diferem bastante entre os grupos étnicos e, assim, provavelmente
surgiram para permitir que cada grupo se adaptasse as toxinas particulares de seus habitos
diarios (dieta, exposicao ambiental, terapéutica, etc) (Mcleod e Evans, 2001).

Uma avaliacdo do mecanismo de “clearance” metabolico de 315 drogas
diferentes revelou que 56% sdo eliminadas primariamente por meio de varias isoformas de
CYPs; CYP3A4 foi a mais importante (50%), seguida por CYP2D6 (20%), CYP2C9 e
CYP2C19 (15%) e o restante era biotransformado por CYP2E1, CYP1A2, CYP2A6 entre
outras, de modo que pode-se estimar que 90% das reagdes de oxidacdo das drogas em seres
humanos podem ser atribuidas a estas sete enzimas principais. O conceito de que a maioria
das oxidacdes de drogas € catalizada por um pequeno nimero de enzimas ¢ importante na
preven¢do e identificacdo das possiveis interacdes medicamentosas envolvendo a
biotransformac¢ao dos farmacos (Bertz e Granneman, 1997).

O gene CYPIAI esta mapeado em 15g22-24 (Hildebrand, Stallings et al.,
1985) e consiste em 7 éxons e 6 introns (Evans, 1993). O gene ¢ induzido por substancias
como a dioxina e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs). O produto deste gene ¢
o hidrocarboneto de aril hidrolase, responsavel pela oxidacdo de PAHs em produtos fendlicos

e epoxidos. Polimorfismos no dominio catalitico ou nos reguladores do gene CYPIAI, tém se



23

mostrado importantes biomarcadores por estarem envolvidos na inducado do mesmo (Daly,
Cholerton et al., 1993; Pavanello e Clonfero, 2000).

Foram descritos 15 polimorfismos de nucleotideos tnicos em CYPIAI que
caracterizam as variantes alélicas: *1A, *1B, *1C, *2A, *2B, *2C,*3, *4, *5, *6, *7, *§, *9,
*10, *11. Um dos polimorfismos bastante estudado ¢ originado de uma mutacao de ponto (A
4889 —G@G) no exon 7 do gene CYP1AI (Hayashi, Watanabe et al., 1991). Tal mutagdo leva a
substitui¢do do aminoécido isoleucina (Ile) por valina (Val) no residuo 462, resultando em
dois gendtipos homozigotos (A/A e G/G) e um heterozigoto (A/G). A presenca do genotipo
raro (G/G) confere um aumento de pelo menos trés vezes na atividade catalitica da enzima
(Pavanello e Clonfero, 2000; Coughlin e Hall, 2002). Existem evidéncias convincentes de que
uma atividade aumentada de CYP1A1 pode levar a toxicidade, o que pode ser exemplificado
por meio do metabolismo do benzo(a)pireno (Brooks, Gooderham et al., 1999).

O gene CYP344 humano consiste de 13 éxons e localiza-se em 7q21.1
(Inoue, Inazawa et al., 1992). Este gene esta presente predominantemente no tecido hepatico e
sua expressdo ¢ controlada pela transcricdo de fatores como receptor de pregnolona, receptor
de xenobidticos e glicocorticoides (Ogg, Williams et al, 1999). A enzima CYP3A4
metaboliza mais de 50% das drogas usadas clinicamente, entre elas, Triazolam, Midazolam,
Rifampicina, e Ciclosporina (Coughlin e Hall, 2002), além de participar da oxidagdo de
alguns esterdides, como a testosterona, lipidios e carcindgenos, como os pesticidas
organofosforados (Nelson, Koymans et al., 1996). J& foram identificados mais de 39 SNPs
neste gene (Gao, Zhang et al., 2008).

Um dos polimorfismos mais estudados no gene CYP344 ¢ a presenga da
variante alélica CYP344*1B, uma transi¢do adenina-guanina (A—G) na regido promotora
5’(5’PR) (posi¢do —290), localizada na sequéncia conhecida como elemento especifico da
nifedipina. A presenca desta variante estd associada com a diminui¢do da expressdao ou da
atividade da enzima CYP3A4. Uma alta variabilidade na frequéncia deste polimorfismo ¢
observada entre os diferentes grupos étnicos (Coughlin e Hall, 2002). A frequéncia ¢ maior
em individuos negros (60%) do que em caucasianos (40%). E interessante dizer que o alelo
raro nao foi encontrado em chineses e japoneses (Ball, Scatina et al., 1999; Sata, Sapone et
al., 2000).

CYP3A4 e CYP3AS sdo as principais isoenzimas responsaveis pelo
metabolismo hepatico da ciclosporina (Tedesco e Haragsim, 2012). Um estudo de
genotipagem do gene CYP3A5 de pacientes renais transplantados sugeriu que a presenga dos

alelos CYP3A45*3 requerer baixas doses de inibidores da calcineurina para se atingir a
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concentracdo ideal da dose desejada. Os autores também sugerem uma nefrotoxicidade
causada pelo imunossupressor tracolimo quando associado com os gendtipos CYP3A44*] e
CYP3A5*1 e CYP344*1B e CYP3A45*1 (Kuypers, De Jonge et al., 2007).

Zhu et al. (2012) afirmaram que as enzimas CYP3A4 ¢ CYP3AS5 sdo as
principais responsaveis pela biotransformagao do imunossupressor tracolimo; logo, a presenga
de polimorfismos nestes genes merece certa atengdo, pois a atividade enzimatica dependera
dos gendtipos dos pacientes renais transplantados que fazem uso deste inibidor da
calcineurina (Roy, Barama et al., 2000).

Vicari-Christensen et al. (2009) descreveram as concentragdes de doses
medicamentosas em relacdo aos genodtipos do gene CYP345 de pacientes renais
transplantados, corroborando estudos anteriores que indicam uma terapia imunossupressora
individualizada, que minimize as reagdes adversas dos imunossupressores.

As GSTs constituem importante parte do processo do sistema de
detoxificagdo celular, por catalizarem a reacdo de conjugacdo do glutatido (GSH) com
diferentes espécies de compostos eletrofilicos, tornando-os mais facilmente excretaveis.
Provavelmente esse sistema evoluiu para proteger as células contra os metabolitos reativos
(Confort-Froes, 2010) e polimorfismo em quaisquer dos genes das GSTs produz alteragdes
significativas no metabolismo de drogas (Singh, Manchanda et al., 2009).

Delegdes polimorficas nos genes que codificam as GSTs, como por exemplo,
GSTTI e GSTM1 sdo bastante comuns na populacao em geral (Cotton, Sharp et al., 2000;
Gattas, Kato et al., 2004).

O gene GSTMI esta mapeado em 1pl3.3, ¢ polimorfico na populacao
humana, apresentando quatro variantes GSTM1*A4, GSTMI1*B, GSTMI1*C e GSMTI*0. Os
dois primeiros ndo tém, aparentemente, diferencas com relacao ao tipo de substrato, e o alelo
*C ¢ muito raro. A variante *O (alelo nulo) causa perda da atividade da enzima na forma
homozigota, que estd associada com reducdo da eficiéncia da ligacdo a substratos
genotoxicos, incluindo epoxidos derivados de PAHs e aflatoxinas (Hayes e Pulford, 1995;
Gattas, Kato et al., 2004).

A frequéncia do genoétipo nulo (GSTMI*0) varia significativamente em
diferentes populacdes, dependendo do grupo étnico a que ele pertence (Board, Coggan ef al.,
1990). Widersten et al. (1991) relataram diferentes frequéncias para este gendtipo: 58% em
chineses, 52% em ingleses, 48% em japoneses, 43% em franceses ¢ um valor

significativamente menor em nigerianos (22%).
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Outros estudos relataram que a auséncia do gene GSTMI ocorre em 23 a
48% em populacdes africanas, 33 a 63% em populacdes asidticas, 51 a 54% na populacao
australiana (Cotton, Sharp et al., 2000), 41,7% na populagdo norte-americana (Seidegard,
Pero et al, 1990) e 55% na populagdo brasileira (Arruda, Grignolli et al, 1998).
Especificamente no norte do Parand, 48,86% da populagdo apresentou genoétipo GSTM1 nulo,
sendo 47,88% em caucasianos (Losi-Guembarovski, D"Arce ef al., 2002).

Do mesmo modo que o gene GSTMI, o gene GSTT1, com um tamanho de
8,1 kb e mapeado em 22q11.2, se apresenta polimoérfico por delecdo (alelo selvagem normal
GSTTI*1, alelo nulo GSTTI*0). Esta consiste na delegdo total ou parcial do gene, resultando
na perda de atividade da enzima GSTT1 (Rossit, Cabral ef al., 1999). Este gene ¢ expresso
nas células do figado, pulmao, rins, cérebro, misculo esquelético, coragdo, intestino, baco e
prostata (Pavanello e Clonfero, 2000).

As frequéncias do gendtipo nulo descritas na literatura sdo menores do que
as descritas para o gene GSTM1I. Ha indicagdes de que a Unica exceg¢dao ocorra em asiaticos,
que apresentam uma frequéncia do genotipo GST7T-nulo variando de 46 a 58% em chineses e
de 42 a 46% em coreanos (Geisler e Olshan, 2001).

Em uma amostra da populagdo brasileira, as frequéncias descritas foram de
26,3% em negros, 22,3% em brancos ¢ 17,2% em mulatos (Gattéas, Kato et al., 2004). Outro
estudo mostrou uma frequéncia de, respectivamente, 18,5% e 19% em individuos brancos
descendentes de caucasianos e em africanos (Arruda, Grignolli et al., 1998). As
consequéncias bioldgicas do genoétipo GSTTI nulo sdo dificeis de predizer, uma vez que a
enzima apresenta propriedades tanto de detoxificacao quanto de ativacdo de muitos poluentes
ambientais (Hayes e Pulford, 1995).

O gene GSTPI, localizado em 11ql3, codifica a isoenzima P1, que esta
envolvida no metabolismo de compostos halogenados, moléculas de baixo peso molecular e
epoxidos reativos de alguns PAHs, apresentando maior concentragdo nos pulmoes, esdéfago e
placenta (Moscow, Townsend et al., 1988). Board et al. (1990) descreveram trés diferentes
alelos para GSTP1, sendo estes denominados GSTPla (ou GSTP1*A), que ¢ o alelo
selvagem, GSTP1b (GSTP1*B) e GSTPlc (GSTP1*C). A variante GSTP1*B apresenta uma
transi¢cdo A—G no nucleotideo +313 do éxon 5, mudando o cdédon 105 de ATC (Ile) para
GTC (Val). O codon 105 compreende parte do sitio ativo da enzima GSTP1 para a ligacdo de
eletrofilicos reativos, e a substituicao Ilel05—Vall05 nas variantes GSTP1*B e GSTP1*C
afeta a atividade catalitica substrato-especifica e a estabilidade térmica da proteina codificada

(Pandya, Srivastava et al., 2000)
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Além das Glutationa S-transferases, destacam-se ainda como enzimas da fase
IT do biometabolismo as diversas uridine 5- diphosphate glucuronosyltransferase (UGTs),
divididas em duas familias (UGT1 e UGT2) e o gene GCLC (glutamate-cisteine ligase,
modifier subunit).

O gene UGT2B7 (UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide 7)
localiza-se no cromossomo 4ql13.2 e polimorfismos neste gene t€ém sido associados com
alteragdes no metabolismo de drogas. As UGTs atravessam o trato intestinal e fardo parte do
primeiro passo do metabolismo pré-hepatico, pois a principal fun¢do da glucuronidagao ¢
aumentar a polaridade dos compostos, facilitando suas detoxificagdo e eliminagdo.
(Monaghan, Clarke et al., 1994; Eissing, Lippert et al., 2012). Strassburg et al. (2001)
estudaram as atividades de diferentes (UGTs) em seres humanos que receberam os
imunossupressores tacrolimo e ciclosporina e demonstraram atividade de glucoronidag@o no
trato gastrointestinal da enzima UGT2B7.

O gene GCLC (glutamate-cisteine ligase, modifier subunit) localiza-se no
cromossomo 1q22.1. Também conhecida como gamma-glutamilcisteina sintetase, a enzima ¢
o primeiro produto da sintese da glutationa, e ¢ constituida de duas subunidades, uma cadeia
pesada e a outra regulatdria. Variagdes nas suas formas tém sido relacionadas a varios tipos de
anemia hemolitica (Gipp, Chang et al., 1992; Detchaporn, Kukongviriyapan et al., 2012).

A literatura tem mostrado que ndo existe uma droga que seja totalmente livre
de reagdes adversas. No entanto, a medida que as enzimas que participam do metabolismo de
drogas, assim como suas variantes sdo caracterizadas, métodos rapidos e mais baratos de
genotipagem sao desenvolvidos. Isto possibilitard, em médio prazo, a adaptacao do tratamento
com drogas as caracteristicas genéticas individuais, contribuindo para a diminuicdo gradativa

do uso de tratamento generalizado para a populagao.

Gene ABCB1: ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1.

O gene ABCBI, anteriormente conhecido como gene MDRI em seres
humanos, esta localizado no cromossomo 7qg21.1 (Callen, Baker et al., 1987), e ¢ membro da
super familia de transportadores ATP-binding cassette (ABC). As proteinas ABC transportam
varias moléculas através das membranas extra e intracelulares e a glicoproteina P (gpP),
codificada pelo gene ABCBI foi o primeiro transportador ABC implicado na resisténcia a
multidrogas. Esta glicoproteina ¢ um transportador de efluxo dependente de ATP, que age

sobre uma ampla variedade de substratos e constitui um mecanismo de protecdo do organismo
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contra xenobioticos. A gpP atua reduzindo, assim, a exposi¢do das células e tecidos a
substancias potencialmente toxicas (Fromm, 2002).

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) foi primeiramente observada em
canceres humanos (Kessel, Hall er al., 1965; Kessel, Botterill et al, 1968). Uma das
caracteristicas inicialmente observadas no fendtipo MDR de células cancerosas foi a
resisténcia cruzada a drogas que nao apresentam relagdo estrutural ou funcional. Os trabalhos
mostraram que as células que apresentavam o fenétipo de resisténcia a multiplas drogas,
apresentavam também um aumento na expressdo da glicoproteina P (gpP - P significa
permeabilidade). A gpP ¢ frequentemente superexpressa em células de cancer, levando a um
bombeamento de drogas para fora dessas células mais rapidamente do que podem entrar. Isto
promove uma baixa concentragdo de drogas na célula cancerosa e reduz a eficiéncia das
drogas na morte dessas células (Disponivel em http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=ABCB1).

Embora a gpP tenha sido inicialmente detectada em células tumorais,
também ¢ expressa em células de tecidos normais (Dean e Allikmets, 2001). Ela est4
envolvida na alteragdo de biodisponibilidade de diversas drogas, afetando a absorc¢do pelo
trato gastrointestinal e excre¢do através dos rins e figado, sendo também expressa no pulmao
e nas barreiras hematoencefalica e hemato-testicular. No trato gastrointestinal, a primeira
barreira de defesa do corpo contra exposi¢cdo a drogas e toxinas ¢ a gpP, que apresenta um
gradiente de expressdo crescente do estdmago em dire¢do ao duodeno e estd presente na
membrana apical do epitélio (Thiebaut, Tsuruo et al., 1987; Thorn, Finnstrom et al., 2005).

O gene ABCBI apresenta um grande numero de polimorfismos e um nimero
cada vez maior de estudos mostra que alguns destes podem afetar a expressdo e atividade da
gpP. Tais variagdes genéticas neste gene foram associadas a ndo resposta ao tratamento com

certas drogas em pacientes com cancer (Fisher, Pusztai et al., 2013).

Gene VDR (Receptor da vitamina D)

O receptor de vitamina (VDR) vpara [Ia,25-dihidroxivitamin D
(10,25(OH)2D), a forma ativa da vitamina D, ¢ expresso em diversas células e, quando
ativado, forma dimero e recruta outros fatores de transcricdo, regulando diversos genes alvos
(Ahn, Albanes et al., 2009; Donkena e Young, 2011). O gene VDR, localizado no
cromossomo 12 q13.11, codifica o hormdnio receptor nuclear para vitamina D3 e funciona

também como receptor para o acido retindico e biliar. O receptor pertence a familia dos
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fatores de regulagao transcricional e mostra sequéncias similares para os receptores hormonais
da tiroide e esteroides.

Dentre os cinco polimorfismos mais estudados deste gene, estd o rs1544410
(Holick, 2007). Esse polimorfismo localiza-se no intron 8 e possui um forte desequilibrio de
ligacdo com um polimorfismo do fragmento correspondente a cauda poli(A) na regido 3’
UTR. Como essa regido esta ligada a estabilidade do mRNA, este polimorfismo pode afetar
os niveis de mRNA do gene VDR (Morrison, Qi et al., 1994; Habuchi, Suzuki et al., 2000).

As drogas imunossupressoras t€ém uma estreita faixa terapéutica e uma
variabilidade muito grande na resposta interindividual. A presenca de polimorfismos nos
genes do metabolismo de drogas medicamentosas ¢ mais dramatica para as que possuem
indice terapéutico baixo, ou seja, aquelas em que a dose terapéutica ¢ muito proéxima da dose
toxica (Brockmdller e Tzvetkov, 2008; Cheung, 2008).

O conhecimento atual sobre o impacto de polimorfismos genéticos nos genes
que codificam enzimas metabolizadoras, nos genes de resisténcia a drogas e genes de
receptores hormonais ainda ndo ¢ suficiente para a farmacogenOmica recomendar a
personalizagdo dos regimes imunossupressores em transplantados renais. Deste modo, uma
investigacdo de diversos polimorfismos, visando encontrar painéis genéticos que diferenciem
individuos mais suscetiveis a rejei¢ao e a toxicidade celular, associada com o metabolismo

local é necessaria.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar algumas variagdes genéticas individuais que podem tornar os
pacientes transplantados renais submetidos a terapia imunossupressora mais oOu Mmenos

suscetiveis aos episodios de rejeicdo do enxerto.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar pacientes transplantados que apresentaram episodios de rejeig¢do
com aqueles que ndo apresentaram episodios de rejeicdo, quanto a presenca
de variantes genéticas nos genes GSTMI, GSTTI, GSTPI, CYPIAI,
CYP3A44, CYP345, UGT2B7, MDR1, GCLC, GCLM e VDR, envolvidos na
metabolizacdo de drogas imunossupressoras, resisténcia a drogas e receptor
da vitamina D;

- Verificar possiveis associacdes dos polimorfismos estudados com aspectos
clinicos e epidemiologicos dos pacientes e com episddios de rejeicao.

- Procurar determinar marcadores genéticos que possam futuramente
constituir um painel a ser testado previamente a administragdo das drogas
imunossupressoras, com intuito preventivo em relagdo a episddios de
rejeicdo de oOrgdos, contribuindo para a individualizacdo da terapia

il’IlUIlOSSLlpI'CSSOI'a.
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3 METODOLOGIA

3.1 SELECAO DA AMOSTRA E COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1 Casuistica

Um estudo progndstico com modelo conceitual de coorte foi realizado na
Universidade Estadual de Londrina tendo como parceiro o Instituto do Rim de Londrina-PR.

Antes do inicio do estudo o protocolo de pesquisa foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina
(CAAE No. 0211.0.268.000-09, Apéndice 1). Os pacientes do presente estudo assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, Apéndice 2) e responderam a um
Questiondrio relacionado ao estilo de vida (Apéndice 3).

A amostra dos pacientes foi constituida por 188 receptores submetidos a
transplantes renais realizados no periodo de 23 de janeiro de 1981 a 10 de setembro de 2011
em Londrina-Parand (Brasil). Foram incluidos todos os transplantes realizados no periodo que
apresentaram sobrevida de enxerto igual ou superior a seis meses. Todos os transplantados
foram atendidos no Instituto do Rim de Londrina pelas mesmas equipes clinica e cirargica
durante o periodo do estudo, com protocolo de imunossupressdo e acompanhamentos
padronizados.

Os dados dos pacientes foram obtidos por meio do questionario aplicado aos
mesmos (Apéndice 3), de consulta aos prontuarios (Servigo de Arquivos Médicos do Instituto

do Rim de Londrina) e do acompanhamento ambulatorial no Instituto do Rim de Londrina.

3.2 ANALISE DAS VARIANTES ALELICAS POLIMORFICAS

3.2.1 Extracdo do DNA Gendmico

Apds o preenchimento do questiondrio e assinatura do TCLE, a coleta de
sangue de cada paciente foi realizada por meio de puncao intravenosa com agulhas e seringas
descartaveis estéreis, e o sangue coletado foi colocado em tubos contendo anticoagulante
ACD (0,016 M de 4cido citrico; 0,068 M de citrato de sédio; 0,081 M de glicose) especifico

para a técnica de extracdo do DNA.
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A extragao de DNA sanguineo foi realizada por meio da técnica de “Salting
out” (Miller, Dykes et al., 1988), como se segue. A amostra foi centrifugada a 2500 rpm ¢ o
plasma aspirado. Foi adicionada solucao de lise de hemdaceas (solucdo A: 0,32 M de sucrose;
10 mM de tris-HCI pH-7,5; 5 mM de MgCly; 1% de Triton X-100) e a amostra mantida no
gelo por 30 min. Em seguida foi centrifugada a 2500 rpm por 15 min e o sobrenadante
descartado. O procedimento foi repetido, o sobrenadante retirado e as células ressuspendidas
em solucdo de lise de leucécitos (solugdo B: 10 mM de tris-HCI; pH-7,5; 5 mM de NaCl; 2
mM de EDTA, pHS,0). Foram adicionados SDS a 20% (duodecil sulfato de sddio) e
proteinase K (20 mg/ml) e mantido a 37°C por cerca de 18 horas. Foi acrescentado NaCl a 6
M e a amostra centrifugada a 2500 rpm por 15 minutos. O DNA foi ressuspendido com etanol
100%, submetido a lavagem com etanol 70% e ressuspendido em solugdo TE (10 mM de

Tris-HCI pH 8,0 ¢ 1| mM de EDTA).

3.2.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Neste trabalho foram utilizadas técnicas baseadas em PCR. A PCR ¢ um
método que envolve a sintese enzimatica in vitro de varias copias de um segmento especifico
de DNA na presenca da enzima DNA polimerase. Esta reacdo se baseia no pareamento e
extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos (moléculas de DNA fita simples). Estes
oligonucleotideos iniciadores, também chamados de primers, sdo sintetizados artificialmente,
de maneira que suas sequéncias de nucleotideos sejam complementares as sequéncias
especificas que flanqueiam a regidao alvo. Um ciclo de PCR envolve trés etapas: desnaturagao,
anelamento e extensdo. A desnaturacdo consiste na separacdo das duplas fitas de DNA, por
meio de elevagdo da temperatura entre 92° a 95°C. Na etapa de anelamento a temperatura ¢
rapidamente reduzida, dependendo do tamanho e da sequéncia do iniciador utilizado, o que
permite a hibridizagdo DNA/DNA de cada iniciador com as sequéncias complementares que
flanqueiam a regido alvo. Em seguida a temperatura ¢ elevada para 72°C para que a enzima
DNA polimerase realize a extensdo, envolvendo a adi¢do de nucleotideos e utilizando como
molde a sequéncia-alvo. Deste modo, varias copias desta sequéncia alvo sdo realizadas em
cada um dos diversos ciclos da reacao, em uma escala geométrica (Mullis e Brickell, 1992).

Os primers e/ou sondas utilizados neste estudo foram adquiridos da empresa
Applied Biosystem ou desenhados baseados em trabalhos da literatura. A Tabela 1 apresenta
as sequéncias de DNA contendo a transicao estudada, assim como informag¢des adicionais

sobre os polimorfismos estudados.
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Tabela 1 — Sequéncia de DNA contendo a transi¢do estudada, SNP ID, tipo de mutagdo e
ensaio utilizado.

Gene | SNPID |Alteracgiao Sequéncia (5°— 3°) Tipo de mutacio Ensaio
GCAAGCGGAAGTGTATCGGTGAGACC[A/GIT |, ,. Alelo-
CYPIAI [rs1048943 A/G I GCCCGCTGGGAGGTCTTICTCTT Missense especifica

GATGTTCACTCCAAATGATGTGCTA[C/G]TGA

CYP344 rs12721627)  C/G |1\ CATCCATGOTGTAGGCCCC Missense Tagman
GSTTI | Delegdo | Delecao Multiplex
GSTM1 | Delegdo | Delecao Multiplex
GSTPI Irs1695 AG CGTGGAGGACCTCCGCTGCAAATAC[A/G]TC Missense Tagman

TCCCTCATCTACACCAACTATGT
TTGTGTCAAATGGACTGCAGAAACAJA/G]GA
TCTGTCACTGCTACTGTTCTGGA
IAGGCGTGTGCAAGGGTGATTGGGTC[A/G]CA
GTTGAGGGGAGCAGCTCGCGAGA
GGAAAAATAACTATTAAAACTCTTT[C/T]TCC
TCCATCTCCCCCTCCTCTGATG
TATTTAGTTTGACTCACCTTCCCAG[C/AJACC
IMDRI [rs2032582 | C/T/A Kﬂ?igg;fgcfcc;?gcc AG[C/TIACC Transversdo (intron) [Tagman
TTCTAGTTCTTTCTTATCTTTC
GAGCAGAGCCTGAGTATTGGGAATG[C/T]GC
AGGCCTGTCTGTGGCCCCAGGAA

CAAAAATTCTCATCTTCCTGGAATA[A/C]TTC [Transversdo
CTGCACATTTTCAGAACAAGGC (intron)

UGT2B7 rs7662029 A/G Transigdo (intron) |Taqman

GCLC [rs41303970] A/G Transigdo (intron) |Tagman

GCLM [rs17883701| C/T Transicdo (intron) [Tagman

VDR rs1544410 C/T Transigdo (intron) |Taqman

CYP3A5 [rs4646453 G/T Tagqman

3.2.3 Detecgio e Quantificagio de Acidos Nucléicos por PCR Quantitativa em Tempo Real
(RT-gPCR) — Ensaio Tagman

Experimentos de PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) sdo baseados
no monitoramento Optico da fluorescéncia emitida durante a reagdo de amplificacdo pela
reacdo em cadeia da polimerase. Nos ensaios de genotipagem para a analise dos diferentes
polimorfismos, realizamos a RT-qPCR utilizando o sistema TagMan (Applied Biosystems).
Este sistema ¢ baseado na atividade exonucleasica 5° da Taq DNA polimerase e utiliza uma
sonda fluorescente para possibilitar a detec¢do de um produto especifico da PCR conforme
este se acumula durante os ciclos da reacao (Holland, Abramson et al., 1991).

A disponibilidade destas sondas fluorescentes permitiu o desenvolvimento de
um método em tempo real para detec¢do somente de produtos de amplificagdo especificos.
Uma sonda (oligonucleotideo) contem um corante reporter fluorescente na extremidade 5" e
um corante quencher (silenciador) na extremidade 3° (Figura 1). Enquanto a sonda estd
intacta, a proximidade do quencher reduz bastante a fluorescéncia emitida pelo corante
reporter por meio da transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET)

através do espago. Se a sequéncia alvo estiver presente, a sonda se anela logo apds um dos
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primers ¢ € clivada por meio da atividade da nuclease 5° da Taq DNA polimerase, enquanto o
primer ¢ estendido (Figura 1). Esta clivagem da sonda separa o corante reporter do corante
quencher, aumentando o sinal do corante reporter. A acdo da enzima remove a sonda da fita
alvo, permitindo que a extensdo do primer continue até o final da fita molde. Assim, a
inclusdo da sonda ndo inibe o processo geral da PCR. As moléculas adicionais do corante
reporter sao clivadas de suas respectivas sondas em cada ciclo, resultando em um aumento na
intensidade de fluorescéncia, que ¢ proporcional a quantidade de amplicon produzido. No
presente estudo foram utilizadas sondas do tipo TagMan MGB para os ensaios de
discriminacdo alélica. As sondas TagMan MGB contém um gquencher nao-fluorescente na
extremidade 3’. Deste modo, instrumentos de deteccao de fluorecéncia SDS podem medir as
contribuigdes do corante reporter mais precisamente, pois o quencher nao fluoresce. Outra
vantagem ¢ que as sondas TagMan MGB apresentam diferengcas maiores nos valores de
temperatura de melting (Tm) entre as sondas especificas e ndo especificas, o que fornece uma
discriminacao alélica mais precisa. As sondas ainda podem ser marcadas com corantes
reporter distintos e distinguiveis, os quais permitem a amplificacdo de duas sequéncias
distintas em um mesmo tubo de reagdo (corante VIC para um alelo e FAM para outro alelo,
por exemplo). Este método possui alta especificidade e sensibilidade, ja que € necessaria tanto
a hibridizacao especifica entre os primers e o alvo, quanto a hibridizagao especifica da sonda
e o alvo para gerar sinal fluorescente (Applied Biosystems, 2010).

Nos experimentos deste estudo foi usado um corante fluorescente (ROX™)
que funciona como uma referéncia passiva, o que evita alteragdes na quantificagdo do produto
devido a uma possivel evaporagao da amostra. Desta forma, a emissdo de fluorescéncia do
corante reporter foi normalizada em funcdo da emissdo de fluorescéncia desta referéncia
(ARn): o sinal normalizado foi determinado pela equacio ARn = (Rn") — (Rn’), onde Rn"
representa a razao entre o sinal do repdrter em qualquer ciclo e o sinal basal do quencher e
Rn’ representa a razdo entre o sinal basal do reporter e o sinal basal do quencher. O threshold
(limiar) foi estabelecido como sendo o valor de 10 vezes o desvio padrdo da emissdo basal
média calculada para o primeiro ciclo. Assim, o Ct (threshold cycle) foi definido pelo nimero
de ciclos no qual o sinal de fluorescéncia tornou-se significativamente diferente do sinal
basal, ou seja, indica um resultado positivo para amplificacdo da amostra de acido nucléico. A
especificidade da amplificagdo foi avaliada pelo tamanho dos amplicons e pela curva de

dissociacdo gerada ao final de cada reacdo de amplificagdo (Wilkening e Bader, 2004).



34

Figura 1 — Ensaio de genotipagem usando sondas Taqman (Manual da Applied Biosystem)
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A variante polimérfica CYPIA1*2B (rs1048943 A>QG) foi avaliada por meio
da reagdo de PCR alelo-especifica, utilizando-se um termociclador da marca Thermo electron
corporation (Loccus Biotecnologia). O volume total da reacao foi de 25 pL, contendo 100 ng
de DNA, tampao de reacdo 1x (Tris-HCI 20 mM, pH 8,4; KCl 50 mM), 2 mM MgCl,, 2 mM
de cada ANTP, 10 pMol de cada primer, 1,25U de AmpliZ7ag DNA polimerase e agua ultra
pura estéril. Nesta reagdo foi utilizado controle negativo (dgua ultra pura estéril). Os produtos
da amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, corados com brometo
de etideo e fotografados sob luz ultravioleta, utilizando-se um sistema de captura e imagem da
marca Loccus Biotecnologia (modelo L PIX-ST). A reacdo de amplificagcdo deste fragmento
gerou um produto de 340pb, que pode ser visualizado na forma de uma ou duas bandas no
gel, dependendo se o individuo possuia o genotipo prevalente (A/A), heterozigoto (A/G) ou

raro (G/G) (Figura 2).
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Figura 2 — Padrao de bandas da variante polimorfica rs1048943 do gene CYPIAI.

3d0pbh —>

A/A AlG G/G
1: homozigoto prevalente (A/A); 2: heterozigoto (A/G); 3: homozigoto raro (G/G); C: controle negativo (agua);

M: marcador de peso molecular DNA Ladder (100 pb).

As variantes polimorficas GSTMI*0 e GSTTI*O foram avaliadas por meio
de PCR Multiplex, em termociclador marca Thermo electron corporation (Loccus
Biotecnologia). A PCR foi feita em um volume total de reagdo de 25 pL, contendo 100ng de
DNA, tampao de reagdo 1x (Tris-HCI 20 mM, pH 8,4; KCI 50 mM), 2 mM MgCl,, 2 mM de
cada dNTP, 10 pMol de cada primer, 1,25U de Ampli7ag DNA polimerase e agua ultra pura
estéril. Nesta reagdo foram utilizados controles negativo (dgua ultra pura estéril) e positivo
(gene CYPIAI), que origina um fragmento nao polimodrfico de 312 pb. Os produtos da
amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, corados com brometo de
etideo e fotografados sob luz ultravioleta, utilizando-se um sistema de captura e imagem da
marca Loccus Biotecnologia (modelo L PIX-ST). Os fragmentos de 215 pb e 480 pb foram
observados nos individuos GSTM1 e GSTT1 positivos, respectivamente. A auséncia de
amplificacao das variantes GSTM1*0 (215 pb) ou GSTT1*0 (480 pb), na presenga do controle

interno, indica os respectivos gendtipos nulos para cada variante ou para ambas (Figura 3).

Figura 3 — Padrao de bandas dos genes GSTM1 ¢ GSTTI (CYP1AI: controle interno).

480ph »

320pbh >

1, 3,4 e 5 individuos GSTT1+ e GSTM 1+
2: individuo GSTT1+

6: individuo GSTM1 e GSTT1 nulo

C: controle negativo (4gua + reagentes)
M: marcador de 100 pb.
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3.2.4 Analise Estatistica dos Dados

Para analisar a associacdo entre as variantes polimorficas e a suscetibilidade
a rejeicao, foram comparados o total de pacientes que apresentaram episddios de rejeicdo com
pacientes que nao apresentaram episodios de rejei¢do, utilizando-se andlise univariada e
multivariada.

Na andlise univariada uma estimativa do risco relativo (RR) com 95% de
intervalo de confianca foi obtida pela comparacdo do numero de individuos com gendtipos
raros, prevalentes e heterozigotos do grupo de pacientes que rejeitou o enxerto com o grupo
de pacientes que nao rejeitou. Os testes de qui-quadrado ou teste exato de Fisher também
foram realizados na andlise univariada e foram considerados estatisticamente significativos
apenas os resultados com valor de p menor ou igual a 0,05.

Para a andalise multivariada dos genotipos combinados com as caracteristicas
clinicas e patoldgicas, um modelo de regressao de Poisson foi adotado. O critério de selegao
de variaveis adotado foi o método backward, que inicialmente incorpora todas as varidveis no
modelo e na sequéncia uma varidvel por vez pode ser eliminada, desde que ndo seja

significativa no modelo.
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Introducio. O processo de rejeicdo, apesar de ter alcangcado grandes avancos devido ao
desenvolvimento de novas drogas imunossupressoras mais potentes, ainda ¢ uma preocupacao
na area do transplante renal. A fim de se obter uma imunossupressao adequada, cogita-se o
uso de uma terapia com base nas necessidades individuais do paciente. Este estudo buscou
identificar polimorfismos de nucleotideos tnicos (SNPs) em genes do biometabolismo,
resisténcia a drogas e receptor da vitamina D, com o objetivo de encontrar painéis genéticos
que possam estar relacionados com episoddios de rejeigdo renal em pacientes submetidos a
terapia imunossupressora. Materiais e Métodos. Foram selecionados 188 pacientes em
monitoramento poés-transplante renal. Foram avaliados polimorfismos nos genes GSTMI,
GSTTI, GSTPI, CYPIAI, CYP344, CYP345, UGT2B7, MDRI1, GCLC, GCLM e VDR por
RT-qPCR (ensaios Tagman), PCR multiplex e PCR alelo especifica. A analise estatistica foi
realizada por meio de andlise de regressdo univariada e por um modelo de regressdo de
Poisson. Resultados. As variantes G/T ou 7/T do gene CYP3A45*1E, g.17163G>T (rs
4646453) foram associadas com uma chance maior de episddios de rejeicdo nos pacientes
renais transplantados, cuja estimativa foi de 1,72 (I1.C.95%: 1,04-2,83). Nao houve associacao
entre o risco de episodios de rejei¢do e os outros polimorfismos avaliados. O uso da droga
imunossupressora tacrolimo associado ao fato do paciente ter recebido o enxerto de doador
HLA idéntico sdo fatores de prote¢do, com RR=0,389 para os episodios de rejei¢ao (1.C.95%:
0,189-0,802). O nao uso do imunossupressor tacrolimo e de corticoide aumentaram o risco de
rejeicdo em, respectivamente, 1,811 vezes (I.C.95%: 1,13-2,92) e 5,62 vezes (1.C.95%: 3,4-
9,09). O risco para episodios de rejei¢do quando o paciente apresentou algum evento
cardiovascular foi 1,72 vezes maior (I.C.95%: 1,15- 2,75). Conclusao. Neste estudo,
variantes no gene CYP3A45 foram associadas a episoddios de rejei¢do nos pacientes renais
transplantados. Este ¢ o primeiro passo para identificagdo de painéis de marcadores que
possam contribuir para genotipagem pré-transplante e prever episodios de rejeigao.
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INTRODUCAO

No Brasil, foram realizados pelo Sistema Unico de Satude (SUS) no ano de 2011,
4.430 transplantes renais, sem considerar os transplantes duplos de pancreas e rim e estimava-
se que até o final de 2012 seriam realizados 5.236 transplantes de rim pelo SUS (DATASUS-
Ministério da Saude - [1]).

A maior complicacdo do transplante renal ¢ a rejeicdo e, de acordo com a avaliacdo
clinica e o seu aparecimento, ¢ classificada em hiper aguda, aguda e cronica [2].

Os episddios de rejeicdo sdo evitados por meio de terapia imunossupressora, que
consegue controlar a sobrevida do enxerto do paciente receptor. Este quadro tem melhorado
ao longo das tultimas décadas, em parte como resultado da introdu¢do de novos farmacos
imunossupressores. Estes geralmente sao utilizados no pos-transplante, como os inibidores da
calcineurina (ciclosporina e tacrolimo) e de mTOR (sirolimo, everolimo, micofenolato de
mofetil e azatioprina), que podem ser administrados sozinhos ou combinados, possibilitando a
prevenc¢ao da rejeicdo ao o6rgao transplantado nos pacientes [3].

Na pratica, ndo existem imunossupressores que sejam totalmente livres de reagdes
adversas. Concentragdes subterapéuticas podem aumentar o risco de rejei¢do aguda, enquanto
uma overdose pode aumentar o risco de infec¢des e cancer [4]. Muitos tém sido associados
com um risco aumentado de doengas, como eventos cardiovasculares e cancer [5]

Algumas drogas imunossupressoras como a ciclosporina sdo dificeis de serem
manejadas devido a sua estreita margem terapéutica e as variagdes interindividuais em sua
absor¢ao e metabolismo [6, 7]. Observa-se que quando um grupo de pacientes recebe a
mesma dose de imunossupressores, estes, quando analisados clinicamente por exames
laboratoriais, apresentam no sangue diferentes concentracdes da droga [4].

De acordo com Kalow et al. [8], este processo pode envolver variagdes genéticas
significativas, sendo estimado para a populagcdo em geral, que 20 a 95% da variabilidade dos
efeitos das drogas sejam devidos a ocorréncia de fatores genéticos. Portanto, ¢ cada vez mais
importante o estudo de variantes genéticas em genes responsaveis pelo biometabolismo de
drogas imunossupressoras, pois segundo Pavanello e Clonfero [9], polimorfismos no dominio
catalitico ou nos reguladores desses genes tém se mostrado importantes biomarcadores por
estarem envolvidos na inducao dos mesmos.

Os genes CYP3A44 e CYP3A45 codificam as principais isoenzimas responsaveis pelo
metabolismo hepatico da ciclosporina e do tacrolimo logo, a presenga de polimorfismos

nestes genes merece atencdo, dada a atividade enzimatica referente aos genotipos dos
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pacientes renais transplantados [7, 10]. Um dos polimorfismos mais estudados no gene
CYP3A4 ¢ a presenga da variante alélica CYP3A4*1B, uma transi¢do adenina-guanina
(A—G) na regido promotora 5°(5’PR) (posicao—290), localizada na sequéncia conhecida
como elemento especifico da nifedipina. A presenca desta variante estd associada com a
diminui¢ao da expressdo ou da atividade da enzima CYP3A4 [7, 11].

Estudo de genotipagem do gene CYP3A45 de pacientes transplantados renais sugeriu
que a presenca dos alelos CYP345*3 estd associada a necessidade de baixas doses de
inibidores da calcineurina para se atingir a concentragdo ideal da dose desejada. Este estudo
também sugeriu uma nefrotoxicidade causada pelo imunossupressor tacrolimo quando
associado com os genotipos CYP3A44*1 e CYP3A45*1 [12].

Vicari-Christensen ef al. [13] relacionaram as concentragdes de doses medicamentosas
com os genotipos do gene CYP3AS5 de pacientes renais transplantados, corroborando estudos
anteriores que indicam uma terapia imunossupressora individualizada, que minimize as
reagOes adversas dos imunossupressores.

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) foi primeiramente observada em canceres
humanos [14, 15]. Uma das caracteristicas inicialmente observada no fenétipo MDR de
células cancerosas foi a resisténcia cruzada a drogas que nao apresentam relagao estrutural ou
funcional. O gene ABCBI, conhecido também como gene MDRI em seres humanos, codifica
para a glicoproteina P (gpP), envolvida na alteracdo de biodisponibilidade de diversas drogas,
afetando a absorcdo pelo trato gastrointestinal e excrecdo através dos rins e figado [16]. O
gene MDRI apresenta um grande niimero de polimorfismos e um niimero cada vez maior de
estudos mostra que alguns destes podem afetar a expressao e atividade da gpP [17].

O gene VDR localiza-se no cromossomo 12ql13.11 e codifica o horménio receptor
nuclear para vitamina D3 [18]. Dentre os cinco polimorfismos mais estudados deste gene esta
o 131544410, que possui um forte desequilibrio de ligagdo com um polimorfismo do
fragmento correspondente a cauda poli(A) na regido 3° UTR. Como essa regiao esta ligada a
estabilidade do mRNA, este polimorfismo pode afetar os niveis de mRNA do gene VDR [19,
20] e, consequentemente, o seu produto final.

O conhecimento atual sobre o impacto de polimorfismos genéticos nos genes que
codificam enzimas metabolizadoras, nos genes de resisténcia a drogas e receptores hormonais
ainda ndo ¢ suficiente para a farmacogenomica recomendar a personalizacdo dos regimes
imunossupressores em transplantados renais. Deste modo, o objetivo deste estudo foi
investigar determinados polimorfismos genéticos nos genes GSTMI, GSTTI, GSTPI,
CYP3A44, CYP3A45, UGT2B7, MDRI, GCLC, GCLM e VDR, visando encontrar painéis
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genéticos que diferenciem individuos mais suscetiveis a episddios de rejeicao do enxerto pos
transplante renal, assim como suas possiveis associagdes com algumas caracteristicas clinico

epidemioldgicas dos pacientes.

METODOLOGIA

Sele¢do da Amostra, Coleta de Dados Clinicos e de Material Biologico

Um estudo progndstico com modelo conceitual de coorte foi realizado na
Universidade Estadual de Londrina tendo como parceiro o Instituto do Rim de Londrina-PR.
Neste estudo foram utilizadas 188 amostras de DNA obtidas a partir de sangue periférico
provenientes de pacientes submetidos a transplante renal. Entre os pacientes, 58% eram do
sexo masculino e 42% do sexo feminino, sendo a média de idade de 46,6 + 13 anos.

O seguimento de todos os pacientes ¢ realizado periodicamente pelo Instituto do Rim
de Londrina (PR - Brasil) e varia de 1 a 20 anos, quando os pacientes transplantados renais
passam por avaliagcdes clinico laboratoriais a cada visita para avaliacdo funcional do
transplante (exceto aqueles que perderam o enxerto) e de suas condigdes gerais.

O protocolo de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (CAAE No. 0211.0.268.000-09),
Parana - Brasil. Os pacientes do presente estudo assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido e responderam a um Questionario relacionado ao estilo de vida e historico
de exposi¢ao ocupacional. A partir da analise das avaliagdes clinicas e exames de diagnostico
contidos nos prontuarios dos pacientes, foi possivel fazer o levantamento referente ao uso do
imunossupressor ¢ as doencas desenvolvidas por cada um dos pacientes transplantados. As
doengas frequentemente desenvolvidas foram catarata, gastrite, doenca cardiovascular,

verrugas, cancer ¢ diabetes.

Analise das Variantes Alélicas Polimoérficas

A extracdo de DNA sanguineo foi realizada por meio da técnica de “Salting out” [21].
Neste trabalho, técnicas baseadas em PCR foram utilizadas para os ensaios de genotipagem
para a andlise dos diferentes polimorfismos, tendo a maioria sido realizada por RT-qPCR,
utilizando-se o sistema TaqMan (Applied Biosystems) [22]. A variante polimorfica

CYPIAI*2B (rs1048943 A>Q) foi avaliada por meio da reacdo de PCR alelo-especifica [23],
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enquanto variantes polimoérficas GSTM1*0O e GSTTI1*0O foram avaliadas por meio de PCR
Multiplex [24]. A analise do polimorfismo rs1695 do gene GSTP! foi realizada por PCR-
RFLP de acordo com o protocolo de Harries et al. [25]. A Tabela 1 lista todos os
polimorfismos avaliados neste estudo e seus respectivos métodos, assim como as sequéncias e

transi¢des ou delecdes investigadas.

Tabela 1 — Sequéncia de DNA contendo a transi¢do estudada, SNP ID, tipo de mutacdo e
ensaio utilizado.

Tipo de

Gene SNPID  Alteragao Sequéncia (5°— 3°) mutacio

Ensaio

GCAAGCGGAAGTGTATCGGTGAGACCIA/G]T
TGCCCGCTGGGAGGTCTTTCTCTT
GATGTTCACTCCAAATGATGTGCTA[C/G]TG

CYPIAI 151048943 A/G Missense  Alelo-especifica

CYP3A44 1512721627 C/G ATCACATCCATGCTGTAGGCCCC Missense Taqman
GSTTI - Delegao - Delegao Multiplex
GSTM1 - Delegao - Deleg@o Multiplex
GSTPI 151695 A/G CGTGGAGGACCTCCGCTGCAAATAC[A/G]TC Missense Taqman

TCCCTCATCTACACCAACTATGT
TTGTGTCAAATGGACTGCAGAAACA[A/G]GA Transi¢do

UGT2B7  1s7662029 A/G TCTGTCACTGCTACTGTTCTGGA (intron) Tagman
AGGCGTGTGCAAGGGTGATTGGGTC[A/G]CA Transigdo
GCLC 141303970 A/G GTTGAGGGGAGCAGCTCGCGAGA (intron) Tagman
GGAAAAATAACTATTAAAACTCTTT[C/T]TC Transi¢do
GCLM  rs17883701 C/T CTCCATCTCCCCCTCCTCTGATG (intron) Taqman
TATTTAGTTTGACTCACCTTCCCAGIC/AJACC Transversd
TTCTAGTTCTTTCTTATCTTTC
MDRI 152032582 C/T/A 1\ PITAGTTTGACTCACCTTCCCAGICITIACC  © Tagman
TTCTAGTTCTTTCTTATCTTTC (intron)
GAGCAGAGCCTGAGTATTGGGAATG[C/TIGC Transigdo
VDR 151544410 CT AGGCCTGTCTGTGGCCCCAGGAA (intron) Tagman
C CTCATCTTCCTGGAATA[A/CITTC Transversa
AAAAATTCTCATCTTCCTGGAATA[A/C]TT
CYP3A45 1s4646453 G/T CTGCACATTTTCAGAACAAGGE . Taqman
(intron)

Analise Estatistica dos Dados

Para analisar a associagdo entre as variantes polimorficas e a suscetibilidade a rejeigao,
foram comparados o total de pacientes que apresentaram episodios de rejeicdo com pacientes
que ndo apresentaram episddios de rejei¢do, utilizando-se andlises univariada e multivariada.

Na analise univariada uma estimativa do risco relativo (RR) com 95% de intervalo de
confianga foi obtida pela comparagdo do nimero de individuos com genotipos raros,
prevalentes e heterozigotos do grupo de pacientes que rejeitaram o enxerto com o grupo de

pacietes que nao rejeitaram. Os testes de qui-quadrado ou teste exato de Fisher também foram
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realizados na analise univariada e foram considerados estatisticamente significativos apenas
os resultados com valor de p menor ou igual a 0,05.

Para a anélise multivariada dos genotipos combinados com as caracteristicas clinicas e
patologicas do grupo de pacientes que apresentou episodios de rejeigao, foi adotado o modelo
de regressdao de Poisson, utilizando-se o critério de sele¢do das varidveis pelo método
Backward de selegao de varidveis, que inicialmente incorpora todas as variaveis no modelo e
em seguida uma varidvel por vez pode ser eliminada, desde que ndo seja significativa no

modelo.

RESULTADOS

A Tabela 2 apresenta as principais caracteristicas clinico epidemioldgicas dos 188
participantes deste estudo. O grupo étnico prevalente foi de origem caucasiana (79,2%),
seguido por afrodescendentes (20,7%); 110 (58,5%) pacientes eram do sexo masculino e 78
(41,4) do sexo feminino; quatorze (7,4%) apresentaram-se como tabagistas e 30 (15,9%)
como etilistas. Na Tabela 2 também estdo listadas as enfermidades que mais comumente
acometeram os pacientes transplantados renais deste estudo, destacando-se as neoplasias
(35% da amostra apresentaram verrugas e 5% canceres, principalmente de pele), o diabetes,
presente em 45 pacientes (24%) e as doengas cardiovasculares, presentes em 27 pacientes
(14%).

A coleta de informagdes clinicas relacionadas com o uso de drogas imunossupressoras
e com os episddios de rejeicdo do enxerto indicou que, de todos os pacientes, 94 (50%)
faziam uso didrio do imunossupressor micofelonato de mofetil, 76 (40,4%) usavam tacrolimo,
enquanto 58 (30,8%) faziam uso de azatioprina, 42 (22%) usavam ciclosporina e 18 (9,57%)
usavam sirolimo. A maioria dos pacientes 187 (99,4%) fazia uso de corticéides (Tabela 2).

Dos pacientes investigados no estudo, 59 (31%) apresentaram episddios de rejei¢ao,
enquanto 129 (69%) pacientes ndo rejeitaram o o6rgao até o momento. Na analise estatistica
univariada apresentaram um risco relativo estatisticamente significativo para episddios de
rejeicdo os pacientes de pele ndo branca, os que receberam enxerto de doadores falecidos
(compatibilidade HLA) e aqueles que apresentavam doenga cardiovascular (Tabela 3). Os
resultados do estudo indicaram auséncia de associagdo entre os polimorfismos genéticos nos
genes GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYP3A44, CYP3A5, UGT2B7, MDRI, GCLC, GCLM e VDR ¢

episodios de rejeicdo (Tabela 4). Quando avaliado o tipo de imunossupressao a que o paciente
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foi exposto, foi verificado que apenas o uso da ciclosporina apresentou associacdo com
rejeicao (p=0,028), com risco de 1,651 (1.C.95%: 1,080-2,525) (Tabela 5).

As variaveis epidemiologicas, clinicas e a presenca dos genotipos foram avaliadas
pelas analises de regressdo de Poisson de multiplas varidveis com variancia robusta e pelo
método de Backward para sele¢do de varidveis. O modelo de regressdo de Poisson foi
aplicado de uma maneira conjunta aos dados genotipicos dos pacientes que apresentaram
episodios de rejeigdo (com excegdo dos genes CYPIAI e CYP3A4).

Os resultados do presente estudo sugeriram que o tipo de doador HLA idéntico foi um
fator de protecdo com RR=0,389 para os episddios de rejei¢ao (I.C.95%: 0,189-0,802); a
presenca dos genotipos G/T ou T/T (alelo T) do gene CYP3A5 caracterizou-se em aumento do
risco para episddios de rejeicao (1,72; 1.C.95%: 1,04-2,83); o ndo uso do imunossupressor
tacrolimo e o ndo uso de corticdide aumentaram o risco de rejeicdo em, respectivamente, 1,81
vezes (1.C.95%: 1,13- 2,92) e 5,62 vezes (1.C.95%: 3,45-9,09). O risco para episodios de
rejeicdo quando o paciente apresentou algum evento cardiovascular foi 1,72 vezes maior

(I1.C.95%: 1,15 a 2,75) (Tabela 6).

Tabela 2 — Caracteristicas clinico epidemioldgicas dos pacientes renais transplantados e
relacdo com o uso de imunossupressores

Variaveis Total Ciclosporina Tracolimo Sirolimo Azatioprina Micofenolato Corticoide
de Mofetil
n=188 n=42 n=76 n=18 n=>58 n=294 n=187
Sexo
Masculino 110 (58) 27 (64) 38 (50) 08 (44) 40(69) 52 (55) 110 (59)
Feminino 78 (42) 15 (36) 38 (50) 10(56) 18 (31) 42 (45) 77 (41)
Cor da pele
Branca 149 (79) 31 (74) 66 (87) 15(83) 43 (74) 80 (85) 148 (79)
Nédo branca 39 (21) 11 (26) 10 (13) 03(17) 15(26) 14 (15) 39 (21)
Doador
Idéntico 41 (22) 04(10) 09 (12) 01(05) 22(38) 13 (14) 41 (22)
Haplo 83 (44) 22(52) 35 (46) 13(72) 21(36) 51 (54) 82 (44)
Falecido 64 (34) 16(38) 32 (42) 04 (23) 15(26) 30 (32) 64 (34)
Tabagismo 14 (07) 01 (02) 04 (05) 02 (11) 04 (07) 04 (04) 14 (07)
Etilismo 30 (16) 07 (16) 06 (08) 04 (22) 13(24) 13 (14) 30 (16)
Catarata 03 (01) 01 (02) 01 (01) 01(05) 01(02) 03 (03) 03 (01)
Gastrite 14 (07) 03 (07) 03 (04) 02 (11) 05(08) 06 (06) 14 (07)
Doenca 27 (14) 06(14) 11(14) 03(16) 08 (14) 12 (13) 27 (14)
Cardiovascular
Verrugas 67 (35) 21 (50) 14 (18) 07 (46) 33 (57) 21(22) 67 (36)
Cancer 10 (05) 03 (07) 03 (04) 01 (05) 03 (05) 03 (03) 10 (05)
Diabetes  45(24) 13 (31) 20 (26) 03(16) 13(22) 31(33) 45 (24)

Valor em parénteses corresponde a percentagem em relag@o ao n de cada coluna.
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Tabela 3 — Distribuicao dos pacientes com episodios de rejei¢ao (n=59), de acordo com as
variaveis clinico-epidemioldgicas; valores de p, risco relativo e intervalos de
confianga a 95% obtidos da andlise estatistica.

Episodios de rejeicio N Valor RR L.C. 95% RR

Variaveis
N % total dep Lim.inf. Lim.sup.
Sexo
Masculino 37 33,6% 110 0,429° 1,193 0,767 1,853
Feminino 22 38,2% 78 1,000 - -
Cor da pele
Branca 41 27,5% 149 0,026°* 0,596 0,389 0,914
Naio branca 18 46,2% 39 1,000 - -
Doador
Idéntico 7 17,1% 41 0,040°* 1,000 - -
Haplo 26 31,3% 83 1,835 0,870 3,869
Falecido 26 40,6% 64 2,379 1,139 4,971
Tabagismo
Sim 3 21,4% 14 0,404F 0,666 0,239 1,857
Nio 56 32,2% 174 1,000 - -
Etilismo
Sim 10 33,3% 30 0,802° 1,075 0,616 1,876
Nao 49 31,0% 158 1,000 - -
Catarata
Sim 12 30,0% 40 0,832° 0,945 0,557 1,603
Niao 47 31,8% 148 1,000 - -
Gastrite
Sim 28 38,4% 73 0,101° 1,423 0,936 2,162
Nao 31 27,0% 115 1,000 - -
Cardiovascular
Sim 14 51,9% 27 0,013°* 1,855 11,0195 2,881
Nio 45 28,0% 161 1,000 - -
Verrugas
Sim 23 34,3% 67 0,517° 1,154 0,751 1,773
Nao 36 29,8% 121 1,000 - -
Cancer
Sim 4 40,0% 10 0,5461 1,295 0,587 2,853
Nao 55 30,9% 178 1,000 - -
Diabetes
Sim 15 33,3% 45 0,746° 1,083 0,670 1,752
Nio 44 30,8% 143 1,000
RR= Risco Relativo

* P<0,05

° Valor de p do teste de qui-quadrado

1 Valor de p do teste exato de Fisher

Valores em parénteses correspondem a porcentagem de cada variavel em relacdo ao n total.
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Tabela 4 — Distribui¢ao dos pacientes com episodios de rejeicao de acordo com a presenca
dos gendtipos, valor de p, Risco Relativo e Intervalo de Confianca a 95%

Episodios de rejeicio N  Valor RR I.C. 95% RR

Varidveis
N % Total dep Lim.inf. Lim.sup.
CYP3AS
G/G 50 29,8% 168 0,165° 0,661 0,386 1,132
G/TouT/T 9 45,0% 20 1,000 - -
GSTM1
Presente 28 30,8% 91 0,861° 0,963 0,630 1,470
Nulo 31 32,0% 97 1,000 - -
GSTT1
Presente 46 31,5% 146 0,946° 1,018 0,611 1,697
Nulo 13 31,0% 42 1,000 - -
GSTP1
A/AouA/G 52 30,6% 170 0,471° 0,787 0,422 1,465
GG 7 38,9% 18 1,000 - -
UGT2B7
A/A 6 25,0% 24 0,471° 1,000 - -
A/GouG/G 53 32,3% 164 1,108 0,374 1,601
GCLC
C/CouC/T 58 31,4% 185 0,9421 0,941 0,187 4,726
T 1 33,3% 3 1,000 - -
GCLM
C/CouC/T 54 30,5% 177 0,300 0,671 0,339 1,331
T 5 45,5% 11 1,000 - -
VDR
cic o 27 34,6% 78 0,421° 1,000 - -
C/TouT/T 32 29,1% 110 0,922 0,754 1,127
MDRI1
G/G 29 31,9% 91 0,890° 1,000 - -
G/TouT/T 30 30,9% 97 0,986 0,813 1,197

RR=Risco Relativo

° Valor de p do teste de qui-quadrado

+ Valor de p do teste exato de Fisher

Valor em parénteses corresponde a percentagem de cada gendtipo em relagdo ao » total.
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Tabela 5 — Distribuicdo dos pacientes com episodios de rejeicdo de acordo com o

imunossupressor recebido, valores de p, Risco relativo e Intervalo de confianga a
95%.

Episodios de rejeicio N  Valor RR I.C. 95% RR

Varidveis
N % total dep Lim.inf. Lim.sup.

Ciclosporina

Sim 19 45,2% 42 0,028°* 1,651* 1,080 2,525

Nao 40 27,4% 146 1,000 - -
Tacrolimo

Sim 18 23,7% 76  0,061° 0,647 0,404 1,037

Nao 41 36,6% 112 1,000 - -
Sirolimo

Sim 5 27,8% 18 0,729° 0,874 0,402 1,902

Nao 54 31,8% 170 1,000 - -
Azatioprina

Sim 17 29,3% 58 0,682° 0,907 0,567 1,453

Nao 42 32,3% 130 1,000 - -
MMF

Sim 28 29,8% 94  0,637° 0,903 0,591 1,380

Nao 31 33,0% 94 1,000 - -
Corticoéide

Sim 58 31,0% 187 0,138t 0,310 0,250 0,384

Nio 1 100,0% 1 1,000 - -

RR= Risco Relativo
° Valor de p do teste de qui-quadrado
1 Valor de p do teste exato de Fisher

* P<0,05
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Tabela 6 — Resultado da regressdo de Poisson para o desfecho episddios de rejeicio em
funcdo dos fatores estatisticamente significativos.

Variaveis Valordep RR L.C.95% RR
Lim. inf. Lim. sup.

Doador

HLA idéntico - 1,000 - -

HLA haplo 0,243 0,772 0,500 1,192

HLA falecido 0011 0389 0,189 0802
Gene CYP3AS5

G/G 0,033 1,000 - )

G/T ou T/T 1,718 1,044 2,825
Tacrolimo

Sim 0,014 1,000 - -

Nio 1,812 1,126 2,915
Corticoide

Sim <0,001 1,000 - ;

Nio 5,618 3,448 9,091
Cardiovascular

Sim 0,010 1,718 1,149 2,752

Nao 1,000 - -

RR= Risco Relativo

DiscussAo

Pacientes renais transplantados fazem uso de terapia imunossupressora ao longo de
sua vida para assegurar a permanéncia do enxerto e apresentam uma condicdo especial
referente aos estudos da farmacogendmica, visto que estes pacientes fazem o uso de drogas
combinadas que s3o metabolizadas por uma série de enzimas polimoérficas. Quando a droga
imunossupressora ¢ administrada, esta ¢ primeiro absorvida na parede intestinal, onde a
presenca de diferentes proteinas pode determinar a quantidade final da droga que ir4 passar
para o sangue [7, 13]. Posteriormente, a droga ¢ metabolizada no figado por um complexo
enzimatico que se apresenta polimorfico na populagdo, resultando em variagdes
interindividuais no metabolismo de drogas [4, 26].

A principal razdo da perda do enxerto ¢ a lesdo crdnica, caracterizada pelo declinio
progressivo da fungdo do rim. A incompatibilidade HLA estimula a producao de anticorpos,
os quais estdo relacionados com a perda tardia do enxerto [27]. Avangos nas terapias

imunossupressoras € 0 monitoramento dos pacientes diminuiram os episddios de rejei¢des
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agudas em transplantes de orgdos so6lidos. No entanto, cerca de 10% a 30% de todos os
pacientes transplantados sofrem episddios de rejei¢do aguda no primeiro ano apds o
transplante [28]. No presente estudo, dos 188 pacientes transplantados renais avaliados, 59
(31%) apresentaram episodios de rejeicdo do enxerto.

A andlise estatistica univariada indicou que individuos ndo brancos apresentaram um
risco relativo maior para rejei¢ao do que os individuos brancos. Neste estudo foi solicitado
aos pacientes que se auto identificassem quanto a cor da pele, pois no Brasil a populacdo ¢
altamente heterogénea, tendo, segundo Suarez-Kurtz [29], significativos graus de
ancestralidade européia e africana, seguida de ancestralidade amerindia, o que dificulta
analises que englobem esta varidvel. Dutra [30] mostrou que individuos negros apresentavam
maior porcentagem de rejei¢do quando comparados com os de cor branca. lanhez [31]
afirmou que esta diferenca seria decorrente de questdes sdcio econdmicas da populagdo negra
e mulata. Os dados do presente estudo confirmam os achados de Dutra [30] e Ianhez [31],
pois além dos individuos de pele nao branca terem apresentado maior risco para rejeigao, eles
sdo maioria na populacdo que recebe atendimento em hospitais publicos brasileiros, onde
muitas vezes ndo hé acesso a exames laboratoriais necessarios para um bom acompanhamento
pré e pos transplante. Dados recentes do Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada (IPEA),
compilados do Ministério da Saude no Brasil, mostram que o Brasil ndo ¢ um pais de maioria
branca e, apesar de tanto as mulheres quanto os negros e pardos apresentarem necessidades
semelhantes as dos homens brancos, estes sdo a maioria dos receptores, gerando inimeras
desigualdades referentes a cor e sexo quanto ao recebimento de enxertos no sistema nacional
de transplantes de 6rgaos [32]. Portanto, os achados da andlise univariada do presente estudo
quanto a associacdo da cor da pele com os episddios de rejei¢do parecem estar relacionados
mais a estas questdes socio economicas do que as genéticas.

Doengas cardiovasculares sdo as principais complicagdes fatais da doenca renal
cronica, tanto para pacientes em terapia renal substitutiva quanto para aqueles em tratamento
conservador [5]. O transplante renal consegue corrigir algumas disfungdes que acentuam e
levam ao aparecimento da doenca cardiovascular, como a hipertensdo arterial, diabetes
mellitus e hiperdispedelimia, porém, o uso de imunossupressores como os inibidores da
calcineurina e corticoides pode também favorecer o desenvolvimento da doenca. A
hipertensao arterial ¢ frequente nos transplantados em geral e tem um aumento significativo
com o uso da ciclosporina [33]. Canzanello et al. [34] relataram em estudos de transplantes de
figado, a menor incidéncia da doenca cardiovascular com o uso de tacrolimo quando

comparado com o uso de ciclosporina. Outro fator de risco para o desenvolvimento da doenca
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cardiovascular em transplantados ¢ o tabagismo. No presente estudo, a porcentagem de
pacientes renais transplantados com habito tabagista foi baixa, ndo permitindo este tipo de
analise.

No presente estudo, dos 59 pacientes que apresentaram episddios de rejeicdo, 27
(14%) apresentaram também doenca cardiovascular, sendo as mais comuns o
comprometimento da funcdo diastolica, que foi detectada em 17 (62%) pacientes e a
disfun¢do do ventriculo esquerdo, observada em 10 pacientes (37%). As enfermidades foram
confirmadas em 59,2% dos pacientes por meio de exames especificos, como por exemplo, a
ecodopplercardiografia. O risco para episddios de rejei¢do quando o paciente apresentou
algum evento cardiovascular foi 1,72 vezes maior (I.C. 95%: 1,15 - 2,75), como mostra a
Tabela 6. Nao ¢ de nosso conhecimento que outros trabalhos da literatura tenham descrito esta
associa¢do, pois geralmente as doencas cardiovasculares em pacientes transplantados sao
relacionadas com mortalidade e ndo com episddios de rejeicdo. Portanto, estudos futuros sao
necessarios para confirmar este achado.

Dentre as principais drogas imunossupressoras mais utilizadas na terapia pos-
transplante estdo o micofenolato de mofetil, o tacrolimo e a ciclosporina. Os dados obtidos
dos prontudrios dos pacientes do presente estudo confirmam isto, pois 94 (50,7%) dos
pacientes faziam uso de micofelonato mofetil, 76 (40,4%) de tacrolimo, enquanto 42 (22%)
usavam ciclosporina diariamente.

Embora apresentem diferencas estruturais, os imunossupressores ciclosporina e
tacrolimo possuem mecanismos de agdo celular semelhantes. Ambos sdo inibidores da
calcineurina e, como resultado desta inibicao, a transcri¢ao dos genes de ativagao de células T
¢ suprimida, o que inibe a producao de interleucina-2 (IL-2) e muitas outras citocinas, como a
interleucina-3 (IL-3), interferon-y (INF-y), e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) [3]. O
mecanismo de inibicdo de mTOR (mammalian target of rapamycin) ocorre por meio de
quinases reguladoras da proliferagdo celular, que bloqueiam a divisdo das células, evitando a
passagem destas da fase G1 para S do ciclo celular [3].

Em um estudo realizado em transplantados de figado com o uso do imunossupressor
tacrolimo, os pacientes apresentaram melhores resultados quando comparados ao uso de
ciclosporina durante o primeiro ano apds o transplante [35]. Apesar da introducdo da
ciclosporina na terapéutica imunossupressora ter sido importantissima para a melhora da
sobrevida do enxerto renal, esta droga juntamente com os corticosterdides e o tacrolimo esta
implicada com o desenvolvimento da hipertensdo pos transplante [36]. No entanto, alguns

autores relatam que os receptores renais que faziam uso do tacrolimo apresentaram menor
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ocorréncia de hipertensdo que os que usavam ciclosporina e, consequentemente, menor risco
de episddios de rejeicdo [36, 37]. Nossos dados confirmam os relatos da literatura, pois a
avaliacdo dos diferentes imunossupressores aos quais os pacientes foram expostos mostrou
que apenas o uso de ciclosporina apresentou risco de 1,651 (I.C.95%: 1,080-2,525) para
episodios de rejeicdo. Resultado contrario foi obtido para o uso do imunossupressor tacrolimo
e corticoides, pois 0 ndo uso desses medicamentos aumentou o risco de episodios de rejeicao
em, respectivamente, 1,81 vezes (1.C.95%: 1,13 - 2,92) e 5,62 vezes (I.C.95%: 3,45 - 9,09).

As drogas imunossupressoras tém uma estreita faixa terapéutica e uma variabilidade
muito grande na resposta interindividual, o que levou os estudos de farmacogendmica a
investigarem mais sobre o assunto, principalmente no que diz respeito a concentragao das
doses desses medicamentos, biomarcadores que indiquem maior risco de rejei¢do, como
também sobre as proteinas envolvidas no processo da farmacodinamica [4, 38].

Atualmente o estudo de biomarcadores vem ganhando destaque na area de
transplantes, sendo os testes de triagem genéticos para o antigeno leucocitario humano (HLA)
realizados para os pacientes receptores anteriormente ao transplante, os melhores
biomarcadores no pré-transplante [27]. Os resultados do presente estudo confirmam este fato,
pois o tipo de doador HLA idéntico se mostrou um fator de protecdo com RR=0,389 para os
episodios de rejeicao (1.C.95%: 0,189 - 0,802).

O fato do antigeno leucocitario humano nao prever a rejei¢ao aguda ou crdnica, tem
estimulado pesquisas baseadas em andlises genéticas visando a identificacdo de possiveis
biomarcadores nesta area [39]. De acordo com Ware [6], genotipagem nos genes do
biometabolismo pode auxiliar na adequagao das doses de drogas imunossupressoras de uma
maneira individuo-especifica, evitando tanto episddios de rejeicdo quanto toxicidade pos
transplante.

Dentre as principais enzimas do biometabolismo, as pertencentes a subfamilia CYP3A
sdo as principais responsaveis pela eliminacdo metabdlica de medicamentos, quando
comparadas com outras enzimas de biotransformacdo [40]. Como tais enzimas estdo
localizadas no figado e intestino delgado, contribuem para o primeiro passo do metabolismo
de drogas. Dentre as diversas drogas utilizadas no pos transplante, os inibidores da
calcineurina (CNIs), inibidores do alvo da rapamicina (mTOR) e os corticoesterdides sdo
todos metabolizados por enzimas oxidativas da subfamilia CYP3A do citocromo P450 [26,
41] e sdo substratos para a P-glicoproteina (Pgp) [42, 43].

As principais enzimas do biometabolismo que tém sido investigadas como potenciais

marcadores em transplantados renais sao as CYP3A4 e CYP3AS, principalmente por seus
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histéricos no metabolismo de diversas drogas. Neste estudo, dos trés genes pertencentes a
super familia CYP450 avaliados, dois (CYP14Il e CYP3A44) nao foram associados a uma
maior suscetibilidade aos episddios de rejeicdo renal. Para o gene CYP3A44, apenas um
polimorfismo com uma MAF (minor allele frequency) muito baixa foi analisado ¢ nenhum
gendtipo raro ou heterozigoto foi encontrado nos pacientes transplantados renais estudados.
No entanto, no presente estudo, a presenca dos alelos G/T ou 7/T na posicao 17163 do gene
CYP3A5 (rs4646453) caracterizou-se em risco para episodios de rejeicdo do enxerto, com
uma estimativa de 1,72 (I.C.95%: 1,04 - 2,83).

Polimorfismos no gene CYP3A45 tém sido alvo de diversos estudos. Shi et al. [44]
avaliaram a troca A6986G (rs776746) e identificaram este polimorfismo como um provavel
marcador molecular para uso clinico em transplantes hepaticos. Este polimorfismo causa um
defeito na regido de splicing e ¢ altamente avaliado em diversos estudos. Tavira et al. [45] e
Ro et al. [46] avaliaram o papel do polimorfismo rs776746 na variabilidade da dosagem de
tracolimo em transplantados renais e indicaram uma relacdo deste polimorfismo com
episodios de rejei¢do. Kuehl et al. [47] concluiram que pacientes transplantados renais
portadores do alelo A de CYP3A5 expressavam niveis normais da enzima, enquanto pacientes
com o alelo G nao expressavam niveis adequados da enzima. Tais resultados sugerem que
pacientes portadores do alelo G requerem diferentes doses de drogas imunossupressoras para
manterem o efeito da droga adequado.

Como o polimorfismo rs776746 ja tem sua funcdo bem caracterizada e um amplo
envolvimento com rejei¢do de enxertos em diversos 6rgaos, no presente estudo foi avaliada a
variante polimoérfica rs4646453. Embora este polimorfismo seja menos conhecido na
literatura, nosso objetivo foi avaliar se variantes de um mesmo gene podem acarretar em
funcao semelhante e maior risco de episddios de rejeicao.

Tavira et al. [45] estudaram polimorfismos de 16 genes do biometabolismo na
farmacocinética do imunossupressor tacrolimo em transplantados renais € ndo encontraram
associacdo entre as variantes dos genes CYPIAI, GSTMI, GSTTI e GSTPI com episodios de
rejeicdo do enxerto. Por outro lado, um estudo realizado por Singh et al. [48] demonstrou que
pacientes com delecdes em GSTM1 e GSTTI apresentaram, respectivamente, maior risco para
rejeicao e perda da fungdo do enxerto, sem no entanto, ter sido observada associagdo entre os
gendtipos de GSTMI e GSTTI e os efeitos nefrotoxicos causados pelo uso de
imunossupressores. Os dados do presente estudo estdo de acordo com [45], pois ndo foram
observadas associagdes entre polimorfismos dos genes do biometabolismo GSTTI, GSTM1,

GSTP1,CYP3A44, UGT2B7, GCLC e GCLM na amostra dos transplantados renais avaliada. No
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entanto, entre os SNPs estudados por Tavira et al. [45], estes indicaram que o polimorfismo
(rs776746) do gene CYP3A5 poderia ser utilizado como uma ferramenta farmacogenética
preditora para a dosagem adequada de tacrolimo em transplantados renais, prevenindo, assim,
toxicidade ou rejeicao.

Zheng et al. [38], em um estudo com pacientes pedidtricos submetidos a transplantes
cardiacos, verificaram que a manutengdo da concentracdo sanguinea da droga
imunossupressora tacrolimo estava associada com a presenca de gendtipos especificos de
ABCBI e CYP3A35, ja que portadores de tais genotipos requeriam doses maiores de tacrolimo
para manter a concentra¢do sanguinea normal do medicamento. Tais resultados mostraram a
aplicabilidade de polimorfismos em ABCBI e CYP3A45 na terapia imunossupressora. No
presente estudo, o polimorfismo do gene ABCBI (rs 2032582) ndo mostrou associacdo com
rejeicdo renal (OR: 0,986 e IC.95%: 0,81 - 1,19).

Ozel et al. [49] demonstraram a importancia de se genotipar alguns polimorfismos do
gene VDR em pacientes pos transplante, j& que estes sdo Uteis no monitoramento do
surgimento de osteoporose nesses individuos. Apesar da osteoporose ndo ter sido confirmada
por meio de exames especificos em muitos dos pacientes do presente estudo, todos foram
genotipados para o polimorfismo rs1544410 do gene VDR e avaliada sua possivel associagao
com episodios de rejeicao do enxerto ou com o uso de algum tipo de imunossupressor. Os
resultados obtidos ndo foram significativos para rejeigao.

As UGT’s constituem uma superfamilia de varias isoenzimas, tendo a subfamilia
UGT2B7 um papel significativo na glucuronidagdo de muitas drogas clinicamente
importantes. Portanto, variagdes na fung¢do enzimatica de UGT2B7 poderiam potencialmente
impactar diferentes respostas individuais as drogas que sdo substratos desta enzima [50].
Congiu et al. [51] relataram fungdes alteradas nas UGT2B7 causadas por polimorfismos
genéticos, tais como niveis alterados de expressio de mRNA. No entanto, associacdo
significativa entre as variantes de UGT2B7 e respostas a drogas em seres humanos nao tem
sido muito explorada em situacdes clinicas.

A transi¢do G/A -842 na regido promotora do gene UGT2B7 tem sido associada a um
aumento na metabolizacdo do 4cido micofendlico em AcMPAG, um metabolito toxico para a
célula em pacientes transplantados renais [52]. Gensburger et al. [53] ndo relataram
associacdo entre UGT2B7 G/A-842 e a ocorréncia de disfungdes gastrointestinais relacionadas
com o imunossupressor MMF em receptores de transplantes renais. Um estudo realizado com
67 pacientes transplantados renais sugeriu que pacientes com a variante T na posicdo 802 do

gene UGT2B7 (rs7439366) eram protegidos dos efeitos gastrointestinais adversos da droga
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micofenolato de mofetil, independentemente da formulagdo do &cido micofenolico ou do
inibidor da calcineurina concomitantemente administrado [54].

De acordo com nossos resultados, ndo houve associagdo positiva correlacionando o
imunossupressor micofenolato de mofetil com os gendtipos avaliados e gastrite. Foram
considerados diagndstico para gastrite os exames laboratoriais confirmatdrios de endoscopia e
utrassonografia especializadas.

O polimorfismo rs7662029 (A/G -327) presente na regido promotora do gene UGT2B7
foi avaliado e os gendtipos A/G e G/G ndo foram relacionados com um maior risco de
episodios de rejeicdo. Op den Buijsch et al. [52] avaliaram outros trés polimorfismos de
UGT2B7 (G/A -79; T/C -66; C/T 816) em transplantados renais chineses € ndo encontraram
evidéncias quantitativas relacionadas aos niveis de tacrolimo no sangue dos pacientes.
Embora no presente estudo ndo tenha sido quantificado o imunossupressor no sangue dos
pacientes, ¢ interessante observar que outros polimorfismos em UGT2B7 podem estar
relacionados com concentragdes de tacrolimo e rejeigcdo renal, ja que, segundo Strassburg et
al. [55], o imunossupressor tacrolimo ¢ metabolizado principalmente por UGT2B7. Esta
afirmacdo ¢ discutivel na literatura, pois outros autores como Kamdem et al. [26] e Cheung
[4] afirmaram que a metabolizagdo do tacrolimo seria realizada principalmente por CYP3A44 e
CYP345.

Os dados do presente estudo demonstraram que o ndo uso do tacrolimo foi associado a
episodios de rejeicdo, assim como a presenca dos gendtipos G/T ou T/T do gene CYP3A5*1E,
2.17163G>T (rs4646453) foi associada a um maior risco de episodios de rejeicdo renal em
pacientes que faziam uso da droga tacrolimo. No entanto, ndo houve associagdo de rejeicao
com nenhum genoétipo analisado do gene UGT2B7. Estes achados tendem a confirmar que
diferencas interindividuais na expressdo de enzimas CYP3A interferem no metabolismo do
tacrolimo e que as variantes alélicas do gene CYP3A45 influenciam na dose necessaria deste
imunossupressor para sua metabolizagao [47, 56].

Hesselink et al. [57] afirmaram que, embora exista uma evidéncia substancial da
patogenia da nefrotoxicidade causada pelos inibidores da calcineurina, ainda sdo necessarias
novas avaliacdes de polimorfismos genéticos em associagdo com dados obtidos de
transplantes renais, para fornecer ferramentas indispensaveis para a melhora da conduta
clinica e para se alcangar a terapia individualizada.

Os dados do presente estudo, apods analisar diversos polimorfismos genéticos,
permitem-nos indicar o gene CYP3A45 como biomarcador genético molecular a ser utilizado

na pratica clinica, pois suas variantes apresentaram associagdo com os episodios de rejei¢ao
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em pacientes transplantados renais brasileiros. Este achado, somado aos dados da literatura,
contribuira, em médio prazo, para que marcadores genético-moleculares possam ser utilizados
para minimizar os efeitos toxicos das drogas imunossupressoras, assim como contribuir para,
futuramente, se alcangar a terapia individualizada dos pacientes transplantados. No entanto,
temos clareza de que o conhecimento atual sobre o impacto dos polimorfismos genéticos de
genes codificadores de enzimas metabolicas, enzimas de resisténcia a drogas e receptores
hormonais sobre os resultados clinicos em transplante renal ainda estd longe de ser suficiente
para a recomendacdo da personalizagdo dos regimes imunossupressores nos pacientes € que

muitos estudos ainda deverao ser realizados para se atingir este objetivo.
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APENDICE A

Aprovagao do Comité de Etica envolvendo seres humanos

_ _In Universidade

Esiadual de Londrina

CONMMTE B8 £7e22 B0 PLSOUSA
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana
Registro CONEP 268

Parecer de Aprovagdo N° 004/10
CAAE N°. 0211.0.268.000-09
FOLHA DE ROSTO N°. 294492

Londrina, 20 de abril de 2010.

PESQUISADORA: ILCE MARA DE SYLLOS COLUS
CCB/BIOLOGIA GERAL

PrezadrSenhor

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana” (Registro CONEP 268)—

de acordo com as orientagdes da Resolucio 196/96
Resolugdes Complementares, avaliou o projeto:

do Conselho Nacional de Satde/MS e

“INVESTIGAGAO DA SUSCETIBILIDADE GENETICA A REJEIGAO E AO CANCEREM
TRANSPLANTADOS RENAIS E DA EXPRESSAO GENICA EM CULTURA FRENTE A EXPOSIGAO
A IMUNOSSUPRESSORES”

Situagdo do Projeto: APROVADO

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificacdo que ocora no

desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL relatério final da pesquisa.

Atenciosamente,

Prof?, Dra. Alexandrina-Aparecida Maciel

Coordenadora

Comité de Etica em Pesquisa-CEP/UEL

“Campus Unlverviiria: Kaduris Coo Garcis C (PR 445), i 590 - Fooe ($3) 5714008 FADX - ¥t ST - Cotn Poaial W1 - CEF WAI1750  Dmiermet b e SiLie
Hoeplial Unlversbiiria/Contre do Cliacins du Smida: Av, Rabert Kick, &4 - Viia Operiria - Fooe (43) 31.2800 PABY - Fax 1174041 ¢ 1377495 . Catra Pustal 791 - CEF 16638640

LONDRINA - PARANA
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APENDICE B
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nos, lice Mara de Syllos Colus, Rossana Batista de Oliveira Godoy Camargo, Heloisa
Lizotti Cilido e Hellen Kuasne, da Universidade Estadual de Londrina e Altair Jacob Mocelin, do
Instituto do Rim de Londrina, o(a) convidamos para nossa pesquisa e solicitamos sua
colaboragdo e o seu consentimenio para inclui-o(@) em nosso projelo de pesquisa
“Investigagdo da suscetibilidade genética a rejeico e ao cancer em transplantados renais e da
expressao génica em cultura de células frente exposicdo a imunossupressores.” O objetivo
deste estudo € avaliar possiveis alteragdes genéticas em suas células que possam estar
relacionadas ao risco de rejeicdo de 6rgéos transplantados e ao desenvolvimento de tumores

de pele decorrentes do tratamento imunossupressor.

Assim, solicitamos a sua autorizagdo para que uma pequena quantidade de seu
sangue (10 ml) seja coletado via puncgdo venosa (picada na veia) com seringa e agulha
descartaveis. Esclarecemos que ndo haver4 desconforio fisico adicional para a sua pessoa,
além da picada da agulha. Pedimos sua autorizaco para que moléculas obtidas a partir deste
material (DNA, RNA ou proteinas) possam ser armazenadas para estudos futuros no
Laboratério-de Mutagénese e Oncogenética da UEL, quando sera solicitada nova.autorizaggo
do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos para a realizagdo das pesquisas
posteriores. O material obtido ficara ammazenado no Laboratério de Mutagénese e
Oncogenética da UEL, sob responsabilidade dos pesquisadores responsaveis por esta

pesquisa.

Solicitamos também sua autorizagdo para que possamos consultar seu prontudrio
meédico e obter alguns dados clinicos do seu tratamento imunossupressor, compatibilidade com
o doador € a evolugéo clinica p6s transplante.

Solicitamos-lhe o preenchimento de um questionario sobre seu estilo de vida, hist6rico
de exposi¢do e evolugdo do transplante, onde o(a) sr(a) sera identificado(a) apenas por um
codigo, preservando sua identidade. Estes questionarios ficardo amrmazenados no laboratério
de Mutagéneses e Oncogenética da Universidade Estadual de Londrina e somente poderéo ter
acesso a ele os pesquisadores responsaveis por esta pesquisa.

Sua identidade ndo sera revelada e sera mantido o carater confidencial de todas as
informagbes obtidas. Esclarecemos que o(a) sr(a) a qualquer momento tem a liberdade de se
recusar em contribuir com o estudo, sem ser prejudicado(a) no seu tratamento e
acompanhamento meédico. Os resultados do estudo serdo divulgados em congressos
cientificos e publicados em revistas especializadas, preservando sua identidade. Os mesmos
provavelmente ndo trarfo beneficios para a sua pessoa, mas poderdo contribuir, no futuro,
para a redugdo do nimero de casos de rejeigdo de transplantes, assim como para a diminuigdo
de tumores em individuos submetidos a drogas imunossupressoras.

No caso de autorizado, o(a) sr(a). devera assinar este Termo de Consentimento.
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Cont. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Desde ja agradecemos sua colaboragao.

Nome do paciente ou responsavel Assinatura

RG:
Médico Responsabel:

Pesquisador responsavel:
Londrina, de de 2010

.

Ressaltamos que nem os pesquisadores e nem o paciente receberdo qualquer

remuneragao financeira por participar desta pesquisa.

Os pesquisadores responsaveis por este estudo (llice Mara de Syllos Célus, Altair
Jacob Mocelin, Rossana Batista de Oliveira Gogoy Camargo, Heloisa Lizotti Cilido e Hellen
Kuasne, telefone 3371.4608, sempre que solicitados, estardo & sua disposigdo para
Emsc.:iar.we‘cimenio dequa!quer ﬁﬁestéo relacionada a esta pesquisa.

Telefone do Comité de Etica em Pesquisa 3371-2490.

Agradecemos-lhe a valiosa colaboracéo.

Prof®. Dr®. lice Mara de Syllos Colus Rossana Camargo / Heloisa Cilido
Assinatura do pesquisador responsavel Coletor / Entrevistador

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, , abaixo assinado, declaro que fui esclarecido

sobre o objetivo do presente estudo sobre os eventuais desconfortos que poderei sofrer, assim
como sobre os beneficios da pesquisa. Concordo, portanto, em participar na qualidade de
voluntario, do referido Projeto de Pesquisa, sob livre e espontanea vontade, autorizando a
coleta e o armazenamento de amostras de moléculas obtidas a partir do meu sangue para
pesquisas futuras bem como dados do questiondrio que respondi. Por ser expressdo de

verdade firmo o presente temmo.

Data__/__ /

Assinatura:



APENDICE C

Questionario pessoal

_ m Universidade

Estadual de Lo~ndrina

Laboratério de Mutagénese e Oncogenética da UEL

Cadigo n°

HISTORICO PESSOAL:

1- Registro Institucional: Instituto do Rim
2- Sexo: Masculino () Feminino ()

3-Idade:

4- Data de nascimento: / /

5- Local de nascimento:

UF:

6- Local de residéncia
Cidade:

UF:

Rua:

Telefone: e-mail:

7- Sua moradia é na zona rural ou urbana ?
( JRURAL ( JURBANA

8- Ha quanto tempo reside neste local ?
anos meses.

9- Profissdo:

10- Grau de instrucdo:

Ensino Fundamental (antigo 12 grau)
Ensino Médio (antigo 22 grau)
Ensino Superior/Graduacio

Pds Graduacdo

Curso Técnico

11- A qual grupo étnico vocé pertence ?

Negro( )  Caucasiano ( ) Asiatico ()

12- Ancestralidade (assinalar e descrever)
() Européia (qual ?)

incompleto (
incompleto (
incompleto (
incompleto (
incompleto (

— et ettt

~completo (

completo (
completo (

completo (
completo |

— e e e

Indigena ( )  Outros ( )

() Africana (qual ?)

()Indigena (qual ?)
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( ) Oriental (qual ?)
() Mestica (qual ?)

13- Informagoes dos familiares do individuo:

Nome completo do pai:
Nome da mae:

Tamanho da irmandade (incluindo vocé):
Total: Vivos:

14 - Vocé possui algum irmdo gémeo idéntico?
( )SIM ( )NAO

Historico de exposigao relacionado ou n3o ao trabalho:
15- Vocé ja se expés a algum destes agentes/substancias listados abaixo EM SEU

TRABALHO OU EM ALGUMA OUTRA ATIVIDADE QUE EXERCE ?
Se SIM, por quanto tempo e ha quanto tempo foi isso:

Derivados de petroleo

(querosene, gasolina, solventes, etc...) ()sIM ( )NAO
Tintas e/ou corantes ( )SIM ( )NAO
Compostos usados em Industrias téxteis ou de tecelagem ()SIM ( )NAO
Praguicidas e/ou herbicidas ()SIM ( )NAO
Radiacdo ()SIM ( )NAO
Metais pesados

(Chumbo, Niquel, Cromo, etc...) ()SIM ( )NAO
Substancias usadas no processamento de madeira ()sSIM ( )NAO
Substancias usadas na industria de papelo ou celulose ()sSIM ( )NAO
Substéncias usadas em Mineragio ( )SIM ( )NAO
Substdncias usadas na industria de calcados ou curtume ( )SIM ( )NAO
Substancias usadas em Metalurgia ( )SIM ( )NAO
Substancias usadas em Usina de aglicar ou alcool ()SIM ( )NAO
Substdncias usadas em processamento de Plastico ou borracha___ ( )SIM ( ) NAO
Sol { )SIM ) NAO

Se SIM, especifique tempo e periodo do dia:

Outras substancias quimicas ou agentes fisicos ()SIM ( )NAO

Se SIM, especifique:

16- Voceé utiliza ou utilizava equipamentos de protegao individual (mdscaras, luvas,
Oculos, chapéu, roupas apropriadas, protetor solar, etc...):
()sim ( )NAD



Historico Tabagista:
17- Vocé fuma atualmente ? () SIM () NAO

18- Se SIM, qual a quantidade de cigarros que fuma por dia?
() menos de meio maco ( )demeioaummaco ( )maisdeum mago

19- Se NAO, ja foi fumante ? Ha quanto tempo parou de fumar ?
() nunca fumei parei de fumar ha ( ) 0-5anos
( )5-10anos
( )mais de 10 anos

20- Vocé convive ou conviveu em seu trabalho ou em casa com pessoas que fumam?

( )SIM ( )NAO )

1

Histérico de Etilismo:
21- Vocé consome bebidas alcodlicas ? ( ) SIM () NAO

22- Se SIM, que tipo de bebida alcodlica vocé costuma consumir?
( ) Destiladas ( )N3o-destiladas ( )Outras ( )Ambas

23- Quanto vocé costuma beber por semana?
( )noméximo1lcopo ( )de2ab5copos ( )de6al0copos ( ) maisde 10 copos

24- Se ja parou had quanto tempo ndo consome mais esta bebida?
( )0-5anos ( )6-10anos ( ) maisde 10 anos

25- Quanto vocé costumava beber por semana?
( )noméximolcopo ( )de2a5copos { )de6al10copos ( )maisde 10 copos

26- Durante a sua vida, ja consumiu ou consome alguma bebida diariamente por mais
de 6 meses continuamente ?
( )SIM ( )NAO

Historico de Salde:

27- Nos ujtimos_z anos vocé tomou algum medicamento diariamente?
()SIM ( )NAO ( )NAO SABE

Se SIM, especifique:
() Horménio

() Anti-inflamatério
() Analgésicos

() Anti-hipertensivos
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() Anabolizantes
() Imunossupressores
() Multivitaminicos
() Antibidticos
() Antianémicos
() Tranquilizantes
( ) Vitaminas

() Antifingicos
() Antialérgicos

() Tranquilizantes
( )Antiarritmicos

( ) Outros:

28- Depois que vocé iniciou seu tratamento com imunossupressor:

A - Observou o surgimento de alguma lesdo na pele?
( )SIM ( )NAO

B - Observou o surgimento de verrugas?

( )SIM ( )NAO

C - Apresentou gastrite ou alguma complica¢3o digestiva?
( )SIM ( )NAO
Se sim, qual?

D - Desenvolveu catarata?
( )SIM ( )NAO

E - Teve algum tipo de micose?
()SIM ( )NAO
Se sim, qual?

F — Desenvolveu diabetes?
( )SIM ( )NAO

G — Desenvolveu Hipertens3o arterial?
( )SIM ( )NAO

H - Desenvolveu alguma doenca cardiovascular?
()sSIM ( )NAO

| = Desenvolveu Osteoporose?
( )SIM ( )NAO

J- Desenvolveu anemia?
( )SIM ( )NAO

L - Desenvolveu sopro?
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( )SIM ( )NAO

M- Desenvolveu Hepatite?
( )sImM ( )NAEO

Outros problemac () Qual:

29- Vocé j3 foi submetido a algum tipo de cirurgia?
( )SIM ( )NAO

Se SIM, especifique:

Tipo:

Ano;

.
30- Vocé ja foi submetido a algum tipo de transplante? |

( )SIM ( )NAO
Se 5IM, especifique:
( YRim ( )Figado ( )Pulmio ( )Coragdo ( )Cdrnea ( )Medula dssea

( )1lvez ( )2vezes ( )3vezes

Qual a data do transplante:

31- VYocé jd recebeu transfusdo sanguinea?
( )SiM ( )NAO
Quantas?

32- Voceé tem antecedentes de cincer em sua familia?
( )SIM { )NAO

23- Em casos de cancer na familia, qual era o vinculo de parentesco?
( )Pai ( )M3e ( )Filho ( )Tio () Primo ( ) Outro
Se OUTRO, especifique:

34- Qual foi a localizagdo do u tumor?
Especifique:

Evolugdo clinica do Transplante

35- Quem foi o doador:

() Parente vivo

Especifique o grau de parentesco
() ndo parente vivo

() Cadéaver

77



