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A procura da verdade é difícil e é fácil, já que 

ninguém poderá desvendá-la por completo ou 

ignorá-la inteiramente. Contudo, cada um de nós 

poderá acrescentar um pouco do nosso 

conhecimento sobre a natureza e, disto, uma certa 

grandeza emergirá. 

(Aristóteles, 350 aC) 
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CAMARGO, Rossana Batista de Oliveira Godoy. Investigação de variantes genéticas nos 
genes do biometabolismo, de resistência a drogas e do receptor da vitamina D em 
pacientes transplantados renais. (Dissertação) Mestrado em Ciências da Saúde - 
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013. 
 
 

RESUMO 
 
 
No âmbito do transplante renal, o processo de rejeição, apesar de ter apresentado grande 
melhora devido ao aperfeiçoamento de drogas imunossupressoras, ainda é uma preocupação 
atual. Deste modo, são essenciais estudos para uma melhor compreensão dos mecanismos 
envolvidos neste processo, que aumentem a taxa de sucesso e melhorem a qualidade de vida 
dos pacientes. Sabe-se que indivíduos que possuem alelos que levam à produção de proteínas 
alteradas em determinadas funções biológicas, podem responder de forma diferencial ao 
tratamento medicamentoso, sendo mais suscetíveis aos seus efeitos deletérios. Na tentativa de 
determinar alterações genéticas que possam estar diretamente envolvidas no processo de 
rejeição, este estudo buscou identificar polimorfismos do nucleotídeo único (SNPs) em genes 
do biometabolismo, resistência a drogas e receptor hormonal, com o objetivo de encontrar 
marcadores genéticos que possam estar relacionados com episódios de rejeição renal em 
pacientes submetidos a terapia imunossupressora. Um total de 188 pacientes em 
monitoramento pós transplante renal foram selecionados e avaliados quanto a presença de 
polimorfismos genéticos nos genes GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYP1A1, CYP3A4, CYP3A5, 
UGT2B7, MDR1, GCLC, GCLM e VDR por PCR em tempo real (RT-qPCR  -ensaios 
Taqman), PCR multiplex e PCR alelo específica. A análise estatística foi estimada por um 
modelo de regressão de Poisson. As variantes G/T ou T/T do gene CYP3A5 (rs 4646453) 
foram associadas com uma chance maior de episódios de rejeição nos pacientes renais 
transplantados, cuja estimativa foi de 1,72 (I.C.95%: 1,04-2,83). O uso da droga 
imunossupressora tacrolimo associado ao fato de ter recebido o enxerto de doador HLA 
idêntico são fatores de proteção com RR=0,389 para os episódios de rejeição (I.C.95%: 
0,189-0,802). O não uso do imunossupressor tacrolimo aumentou o risco dos episódios de 
rejeição em 1,81 vezes (I.C.95%: 1,13-2,92) e o não uso de corticóide aumentou o risco dos 
episódios de rejeição em 5,62 vezes (I.C.95%: 3,4-9,09). O risco para episódios de rejeição 
quando o paciente apresentou algum evento cardiovascular foi 1,72 vezes maior (I.C.95%: 
1,15- 2,75). Não houve correlação entre o risco dos episódios de rejeição e os outros 
polimorfismos avaliados. Este estudo buscou auxiliar na caracterização da suscetibilidade 
populacional a episódios de rejeição em transplantados renais, porém, estudos futuros ainda 
são necessários para a definição de um painel de marcadores genéticos que possam ser uteis 
para prevenir a rejeição, culminando com a melhora da conduta terapêutica e com a qualidade 
de vida dos transplantados renais no mundo. 
 
Palavras chave: Imunossupressão. Transplante renal. Polimorfismo genético. Gene CPY3A5. 

Doença 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, CYP1A1, 
CYP3A4, CYP3A5, UGT2B7, MDR1, GCLC, GCLM and VDR genes by RT-qPCR (Taqman 
assays), multiplex PCR and allele specific PCR. Statistical analysis was estimated by a 
regression model of Poisson. The variants G/T or T/T of the gene CYP3A5 (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 (I.C.95%: 0.189-0.802). The non use of 
immunosuppressive drug tacrolimo increased the risk of rejection episodes in 1.91 fold 
(I.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. CPY3A5 gene. 

Cardiovascular disease. HLA. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 TRANSPLANTE RENAL 

 

O transplante renal entrou para a história da humanidade devido aos avanços 

na medicina e à contribuição de vários pesquisadores. Tullius (2013), em um artigo especial 

dedicado ao médico cirurgião Joseph E. Murray, o considera mais do que um cirugião 

pioneiro na área 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 humanitária. 

Atualmente o transplante renal constitui uma das terapias de substituição aplicadas no 

tratamento de pacientes com doença renal crônica e oferece uma melhor qualidade de vida 

quando comparada à hemodiálise (Chapman, 2011).  

O diagnóstico da doença renal é estabelecido por parâmetros clínicos e 

laboratoriais. Os métodos mais comumente utilizados para estimar a função renal incluem a 

determinação do nível da creatinina sérica, da depuração da creatinina e da uréia e equações 

que estimam a função renal baseadas na concentração sérica e urinária da creatinina e da 

uréia, respectivamente (Vella e Brennan, 2011). A indicação de diálise ou transplante para os 

pacientes com insuficiência renal crônica geralmente se faz quando a estimativa da taxa de 

filtração 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 pâncreas e rim. Estimava-se 

que 5.236 transplantes de rim seriam realizados pelo SUS até o final de 2012 (DATASUS- 

Ministério da Saúde - 2012). 

Os pacientes submetidos a transplante fazem o uso 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 imunossupressão, que se refere ao tratamento utilizado no momento do 

transplante ou imediatamente antes deste. O estabelecimento do estado de imunossupressão 

(Peri-transplante) pode ser obtido por meio da terapia de indução (com anticorpos policlonais 

ou monoclonais) ou pelo uso dos imunossupressores convencionais. Já a terapia de 

manutenção, que se refere ao esquema do imunossupressor utilizado posteriormente ao 

transplante, é utilizada para prevenir o desenvolvimento da rejeição aguda e crônica do 

enxerto (DATASUS- Ministério da Saúde - (2012)). 
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Anteriormente ao transplante renal, o paciente deve estar ciente dos riscos da 

perda do enxerto e das complicações pós-transplante decorrentes do uso inadequado, 

insuficiente ou não supervisionado dos medicamentos imunossupressores. Exames clínicos, 

laboratoriais, de imagens e outros, são realizados nos pacientes transplantados de acordo com 

o protocolo de cada serviço e, segundo a necessidade de cada caso, para o monitoramento das 

possíveis rejeições (Wilkinson, 2010).  

 

1.2 RESPOSTA IMUNE E IMUNOSSUPRESSÃO 

 

O conhecimento da resposta imune tem um papel fundamental na história 

dos transplantes, seja de órgãos sólidos ou de tecidos. A importância central do sistema 

imunológico nos transplantes é bem descrita quanto à compatibilidade HLA (Human 

Leukocyte Antigen) do receptor e de seu doador (Dausset e Svejgaard, 1997).  

Os testes laboratoriais no pré transplante permitem a melhor escolha do par 

doador-receptor para o sucesso do mesmo. Através da tipificação HLA do receptor e seu 

doador, há a probabilidade de se encontrar HLA idênticos, haploidênticos e HLA distintos. 

Este teste deve ser acompanhado de testes de histocompatibilidade, como a prova cruzada, 

que deverão 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 sensibilização do receptor aos antígenos externos e uma fase subsequente, quando se 

verifica uma resposta agressiva ao enxerto por meio dos vários mecanismos efetores (Sabatine 

e Aunchincloss, 1966).  

A rejeição hiper aguda ocorre quando o receptor apresenta anticorpos 

dirigidos contra o antígeno do doador transplantado, manifesta-se nas primeiras 24hs do pós 

transplante ou mesmo durante a cirurgia, causando a perda rápida e irreversível do órgão 

transplantado (Wilkinson, 2010). Com o advento de novos imunossupressores e dos testes de 

histocompatibilidade com os quais podemos detectar os anticorpos presentes no soro do 

receptor, este tipo de rejeição é praticamente nula. O teste da microlinfotoxicidade foi 

desenvolvido por Terasaki e McClelland em 1964 e após sua padronização internacional, é 

aplicado até hoje (Terasaki e Mcclelland, 1964; Ceka et al., 2010). 

A rejeição aguda ocorre dentro das primeiras semanas do transplante, 

podendo acontecer a qualquer momento no curso do pós transplante e sendo mais comum nos 
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três primeiros meses. As rejeições agudas são, predominantemente mediadas pela via direta, 

explicada pela grande quantidade de células passageiras apresentadoras de antígenos 

presentes na fase inicial do transplante, particularmente células dendriticas, as quais são 

capazes de provocar os sinais co estimulatórios para a ativação de células T (Halloran, 2004).  

É o tipo mais comum de rejeição precoce. 

A rejeição crônica ocorre ao longo da evolução do transplante, levando à 

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 prevenção da rejeição do órgão (Danovitch, 2010). 

A imunossupressão clínica foi iniciada no começo dos anos 50 com o uso de 

glicocorticóides associados à azatioprina e globulinas antilinfocitárias, que permaneceram 

como as principais drogas imunossupressoras até o começo 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 dúvida, foi um dos principais adventos da história da transplantação 

humana. A partir dos anos 90, agentes químicos como o tacrolimo e o micofenolato de 

mofetil passaram a ser utilizados como imunossupressores (Danovitch, 2010).  

A utilização de diferentes combinações de drogas imunossupressoras 

propiciou a obtenção de taxas de rejeição cada vez menores. Como consequência, a 

importância da segurança e da tolerabilidade das drogas imunossupressoras se tornou assunto 

cada vez mais discutido, especialmente com relação à preservação da função do enxerto e 

redução 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 características estruturais (biológica e química), de acordo com os locais de ação (na 

membrana celular, no citoplasma, no núcleo) ou conforme sua ação molecular (bloqueio da 

síntese ou ação de citocinas e bloqueio da síntese de nucleotídeos (Danovitch, 2010). 

Os imunossupressores mais utilizados no pós transplante renal são os 

inibidores da calcineurina, sendo eles, a ciclosporina e/ou tacrolimo, e os inibidores do alvo 

da rapamicina em mamíferos (mTOR), sirolimo e/ou everolimo, micofenolato de mofetil e 

azatioprina, os quais apresentam características farmacocinéticas variáveis (Halloran, 2004).  
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Os inibidores da calcineurina impedem a formação de anticorpos deletérios 

ao enxerto, pois atuam junto às imunofilinas. Estas constituem uma família de proteínas de 

ligação com fármacos imunossupressores, mediando, assim, sua ação. Ao ligar-se aos seus 

receptores de proteínas intracelulares, as imunofilinas bloqueiam seletivamente a ativação 

transcricional de genes relacionados com a defesa através das células T, via transdução de 

sinal (O'keefe, Tamura et al., 1992). 

Outro mecanismo é a inibição de  mTOR (mammalian target of rapamicin), 

em que imunossupressores como o sirolimo ligam-se à imunofilina FKBP12 formando um 

complexo biologicamente ativo que inibe a atividade enzimática da mTOR. Esta enzima 

controla a atividade enzimática de diversas proteínas envolvidas na transdução de sinais de 

ativação e proliferação derivados de receptores de membrana de linfócitos, principalmente de 

Il-2 e dos receptores de co-estimulação linfocitário CD-28, inibindo, por fim, a proliferação 

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 está diretamente relacionado com sua 

metabolização (Ware, 2012). Desta forma, faz-se necessário um monitoramento terapêutico 

das drogas imunossupressoras dos pacientes renais transplantados. Este monitoramento é 

realizado pelo médico responsável, que controla e acompanha o paciente com o auxílio de 

exames clínicos e laboratoriais.   

No Instituto do Rim de Londrina (PR), após a alta hospitalar, os pacientes 

normalmente são acompanhados três vezes por semana em ambulatório para seguimento 

clínico, avaliação da função renal e ajuste da medicação imunossupressora. As consultas 

tornam-se gradativamente menos frequentes e, nos casos de evolução sem complicações, 

passam a ser realizadas a cada dois ou três meses ao final de um ano (Mocelin, 1996). 

Em alguns casos podem ocorrer efeitos colaterais específicos para cada uma 

das drogas administradas, como por exemplo, a nefrotoxicidade induzida pela ciclosporina e 

pelo tacrolimo. Em 1983, desde que foi introduzida na prática clínica, a ciclosporina tornou-se 

a principal droga imunossupressora utilizada nos transplantados. Vários estudos comprovam a 

sua eficiência na sobrevida do enxerto. Contudo, seu manejo, em relação a outros 

imunossupressores é um dos mais difíceis, devido à sua estreita margem terapêutica e às 

variações interindividuais em sua absorção e metabolismo (Ware, 2012). 

O imunossupressor micofenolato de mofetil é uma das principais opções em 

transplantes de órgãos sólidos. Seu principal metabólito é o glucoronídeo fenólico, que é 

excretado pela urina. Porém, é observada na literatura a ocorrência de resultados conflitantes 
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em relação às doses deste imunossupressor no plasma do receptor renal, revelando uma 

grande variabilidade entre os pacientes. Uma possível explicação para esta variabilidade 

encontrada é a diferença interindividual de cada paciente, seja para a função hepática, renal, 

níveis séricos de albumina, hemoglobina, massa corporal, exposição concomitante a 

medicamentos e polimorfismos genéticos em enzimas responsáveis pelo metabolismo e 

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

 

1.3 GENES DO BIOMETABOLISMO DE DROGAS 

 

A maioria dos fármacos possui caráter lipofílico e, em pH fisiológico, 

permanecem não ionizados ou parcialmente ionizados. Devido a estas características, os 

mesmos tenderiam a permanecer no organismo, já que seriam reabsorvidos nos rins após a 

filtração glomerular. Visando eliminar estas substâncias exógenas, o organismo pode lançar 

mão de sistemas enzimáticos utilizados normalmente para a degradação de substâncias 

endógenas. Deste modo, a biotransformação é a transformação enzimática dos fármacos em 

metabólitos com características mais hidrofílicas, tendo como objetivo facilitar a excreção 

pelo organismo (Hatagima, 2002; Nebert e Russell, 2002; Ferreira e Rocha, 2004). 

O órgão onde ocorre a maioria das reações de biotransformação é o fígado, 

por apresentar várias enzimas ou complexos enzimáticos especializados (Xu, Li et al., 2005). 

Essas enzimas de biotransformação desempenham um importante papel no metabolismo de 

xenobióticos (compostos exógenos não comuns ao organismo). Há uma ampla variabilidade 

interindividual nos níveis de atividade dessas enzimas e o exemplo disso pode ser observado 

tanto em exposições terapêuticas, ocupacionais, e até mesmo através da dieta alimentar. Entre 

as enzimas de biotransformação destacam-se as mono-oxigenases do complexo enzimático 

CYP, as redutases e as transferases (Xu, Li et al., 2005). 

A biotransformação dos fármacos pode ser dividida em duas fases. A fase I 

consiste nas reações de oxidação, redução e hidrólise, ocasionando sempre uma modificação 

estrutural do fármaco, o que, na maioria das vezes pode levar à sua inativação. No caso de 

administração de pró-fármacos, a fase I vai ser fundamental para gerar a substância 

farmacologicamente ativa. Na fase II, conhecida como fase de conjugação, ocorrem reações 

de conjugação do fármaco com substâncias endógenas, visando facilitar sua excreção. Os 

processos das fases I e II são independentes, ou seja, o fármaco pode sofrer apenas reações de 

fase I ou de fase II, ou as duas, sequencialmente. Geralmente as reações de fase I introduzem 

na molécula um grupo relativamente reativo, como o grupo hidroxila, e este grupo funcional 
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servirá, então, como alvo para o sistema conjugado, que fixará a ele um substituto maior, 

como um grupo glicuronil, sulfato ou acetil (Lu, 1998; Gattás e Soares-Vieira, 2000; Nebert e 

Russell, 2002).  

As enzimas de fase I, complexo CYP450, constituem uma superfamília de 

heme-enzimas (com um grupo prostético heme, ou grupo ferro-porfirina) que ocorrem em 

praticamente todos os organismos vivos, das bactérias aos mamíferos (o nome é originado do 

característico pico de absorção espectral em 450 nm quando reagido em seu estado FeII com o 

Co). As enzimas mono-oxigenases catalizam reações nas quais um átomo de oxigênio da 

molécula de O2 é incorporado na molécula do substrato orgânico e o outro átomo é reduzido a 

H2O. São as principais enzimas responsáveis pela biotransformação de fármacos no 

organismo humano, estando presentes, principalmente, no retículo endoplasmático agranular 

(fração microssômica) dos hepatócitos, podendo também ser encontradas em outros órgãos, 

como pulmões e rins (Lamba, Lin et al., 2002; Nebert e Russell, 2002). 

 Um dos aspectos interessantes das enzimas do complexo do CYP450 é que, 

além de poder catalisar várias reações de oxidação (hidroxilação, desalquilação, epoxidação, 

oxigenação de heteroátomos), elas também podem biotransformar um grande número de 

xenobióticos de caráter lipofílico. Os xenobióticos são então convertidos em formas mais 

solúveis, o que ajuda na sua excreção pelos rins. Além disso, os grupos hidroxilas gerados 

são, algumas vezes, conjugados enzimaticamente (ligados covalentemente) a substâncias 

polares, como o ácido glucurônico, glicina, sulfato e acetato, que aumentam mais ainda a 

solubilidade (Nelson, Koymans et al., 1996; Lu, 1998; Confort-Froes, 2004).  

Os seres humanos expressam várias isoformas (enzimas de um mesmo 

organismo que são estrutural e cataliticamente similares, mas geneticamente distintas) de 

CYP450. Estas catalizam o mesmo tipo de reação, apresentando afinidade por substratos 

diferentes e biotransformando-os, portanto, em fármacos distintos. Além disso, as isoformas 

diferem na sua distribuição pelo organismo e na regulação de sua atividade, apresentando 

diferentes inibidores, indutores e fármacos marcadores. Estes últimos são utilizados para a 

determinação da atividade de cada isoforma e, por isso, são também substratos das mesmas 

(Confort-Froes, 2004). 

Cada isoforma possui atividade catalítica para um amplo espectro de 

substratos. A capacidade em biotransformar múltiplos substratos é responsável por um grande 

número de interações medicamentosas associadas com a inibição destes. A inibição da 

biotransformação de fármacos por competição por uma mesma enzima pode elevar a 
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concentração plasmática de algumas drogas e levar a sintomas clínicos importantes (Cheung, 

2008). 

As isoformas identificadas em seres humanos são classificadas de acordo 

com as convenções da biologia molecular e identificadas por um número arábico indicando a 

família (membros de uma mesma família são os que apresentam mais de 40% de aminoácidos 

idênticos), seguido de uma letra maiúscula, que indica a subfamília (55% de aminoácidos 

idênticos) e outro número representando o gene na subfamília, por exemplo: CYP1A2. As 

enzimas CYP envolvidas na biotransformação de drogas em seres humanos pertencem às 

famílias 1, 2, 3 e 4 (Nelson, Koymans et al., 1996). 

Aproximadamente 70% das enzimas hepáticas são constituídas pelas 

isoformas CYP1A2, CYP2A6, CYP3A, CYP2B6, CYP2C, CYP2D6 e CYP2E1. Entre estes, 

CYP3A (CYP3A4 e CYP3A5) e CYP2C (principalmente CYP2C9 e 2C19) são as 

subfamílias mais abundantes (Lin e Lu, 1998).  

De acordo com a atividade enzimática de cada isoforma, pode-se dividir a 

população em dois grupos distintos: os metabolizadores extensivos e os metabolizadores 

pobres. Os primeiros possuem a isoforma com atividade normal, não apresentando problemas 

para biotransformar os fármacos. Os metabolizadores pobres têm a atividade da isoforma 

diminuída ou nula, podendo levar a diferenças significativas na posologia de alguns fármacos. 

Além da atividade enzimática do sistema CYP450 (Fase I), há também a 

atividade enzimática da Fase II da metabolização hepática, com destaque para as enzimas 

Glutationas S-transferases (GSTs), N-acetiltransferases (NATs), Glucuronil transferases 

(UGTs), entre outras. A redução na atividade enzimática dessas enzimas leva, 

consequentemente, à diminuição da detoxificação dos agentes metabólitos e ao aumento da 

exposição à droga.  

As GSTs são enzimas de Fase II do biometabolismo, que detoxificam vários 

agentes quimioterápicos e/ou seus metabólitos por sua conjugação com a glutationa. As GSTs 

envolvidas na detoxificação incluem GSTT1, GSTM1, GSTP1 e GSTA1 (Hayes, Flanagan et 

al., 2005). A classe mµ inclui pelo menos cinco genes que codificam igual número de 

enzimas: GSTM1, M2, M3, M4 e M5. 

As enzimas UGTs constituem uma super família de várias isoenzimas 

associadas à membrana do retículo endoplasmático das células hepáticas e de outros tecidos, 

tais como intestino delgado, colon, pele, cérebro, baço e mucosa nasal. A localização 

microssomal confere-lhes o acesso direto aos produtos formados pela ação das enzimas do 

sistema CYP450, na Fase I da biotransformação hepática (Kiang, Ensom et al., 2005). 
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A glucuronidação é uma das principais vias da biotransformação de 

xenobióticos em todos os mamíferos. Esta reação requer como co-substrato o UDP-ácido 

glucorônico e é catalizada pelas enzimas UGTs (Zhang, Tolonen et al., 2011). No homem 

foram identificadas diversas UGTs, divididas em duas famílias (UGT1 e UGT2) e três 

subfamílias (UGT1A, UGT2A e UGT2B), responsáveis pela glucuronidação de pelo menos 

35% dos fármacos sujeitos à Fase II da metabolização hepática. São igualmente suscetíveis à 

inibição e/ou indução por diversos fármacos, com a consequente alteração das interações 

farmacocinéticas (Zhang, Tolonen et al., 2011). 

A natureza dos grupos funcionais presentes nas moléculas é o principal 

determinante do destino metabólico do composto e, no caso da glucuronidação, os compostos 

mais suscetíveis a esta reação são os que contêm os grupos –OH, -COOH, -NH2, -NH e –SH. 

Além dos diversos xenobióticos e metabólitos oriundos da Fase I da metabolização hepática, 

são também substratos para a glucuronidação vários compostos endógenos 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 constituídas por 

isoformas, também são polimórficas, isto é, existem diversas variantes para os genes que 

codificam essas enzimas na população (Weinshilboum, 2003; Confort-Froes, 2004).  

 

1.4 POLIMORFISMO GENÉTICO 

 

O impacto da variabilidade genética no metabolismo enzimático de drogas é 

conhecido há mais de cem anos. Com o estudo do material genético, na década de 1950, 

surgiu a genética bioquímica humana, com o objetivo de explicar a variabilidade genética na 

resposta a drogas. A partir de então, se desenvolveu a farmacogenética, que visa avaliar o 

efeito dessas alterações genéticas na resposta individual aos medicamentos. Na década de 

1990, com o desenvolvimento do projeto genoma humano, foi possível a identificação de 

diversas alterações genéticas que, em conjunto, podem explicar o efeito de drogas no 

organismo. Surgiu assim, a farmacogenômica, que tem sido aplicada na oncologia para 

identificar SNPs presentes nas regiões promotoras ou codificadoras de genes que codificam 

proteínas relacionadas com o metabolismo e/ou o transporte de drogas e que correlacionam 

com uma melhor ou pior resposta ao tratamento, e para determinar mutações ou perfis de 
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expressão gênica de tumores capazes de indicar uma resposta pior ou melhor ao tratamento 

(Parmigiani e Camargo, 2004).   

Estima-se que, entre 25% e 95% da variação interindividual na resposta a 

drogas ocorra pela presença de polimorfismos genéticos (Confort-Froes, 2010).   

Considera-se um polimorfismo uma alteração genética na qual o alelo raro 

está presente em mais de 1% da população. Seres humanos têm 99,5% de semelhança no seu 

genoma e um polimorfismo ocorre a cada 500 a 2000 nucleotídeos. Há vários tipos de 

polimorfismos e os mais estudados são SNP, (single nucleotide polymorphism), que 

representam a mudança de um nucleotídeo na sequência que compõe um gene 

(Sachidanandam, Weissman et al., 2001; Confort-Froes, 2004; Ferreira e Rocha, 2004). Em 

2008, foi determinada a existência de 12 milhões de SNPs no genoma humano, além de 

grande quantidade de outros tipos de variações genéticas (Brockmöller e Tzvetkov, 2008). 

Dentre estes SNPs, pelo menos 500 mil ocorrem em genes estruturais, sendo que entre um e 

dez mil apresentam importância na área médica (Confort-Froes, 2010). As outras variações 

podem ser as deleções, ou seja, a ausência de um gene ou de parte de um gene; as inserções, 

que são a adição de um nucleotídeo extra (ou mais) na sequência de um gene; as repetições, 

que são cópias extras de sequências de nucleotídeos dentro dos genes, e as duplicações e 

amplificações, que representam duas ou mais cópias de um mesmo gene (Sachidanandam, 

Weissman et al., 2001). 

Os polimorfismos podem ocorrer tanto nas regiões do DNA que serão 

transcritas em RNA mensageiro e que poderão levar à produção de uma proteína, como 

também em regiões não-transcritas do gene, mas que podem regular o processo de transcrição. 

Os polimorfismos nas regiões codificadoras podem ser sinônimos ou não sinônimos. Os 

sinônimos ocorrem se a substituição dos pares de base dentro de um códon não alterar o 

aminoácido codificado e os não-sinônimos ocorrem se a substituição do par de bases resultar 

na substituição de um aminoácido. Quando não sinônimos, os polimorfismos podem ser 

funcionalmente relevantes por afetarem a estabilidade do RNA mensageiro ou a tradução de 

proteínas (Confort-Froes, 2010). 

Os mecanismos moleculares que causam os polimorfismos genéticos podem 

ocorrer por (1) ausência completa de codificação do gene para a enzima; (2) perda ou 

diminuição da expressão do gene, em razão da presença de mutações na região reguladora; (3) 

presença de mutações nos limites entre o éxon e íntron do gene, de maneira a promover um 

splicing incorreto do pré-RNA mensageiro; (4) mutação na sequência de aminoácidos não 
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críticos, causando mudança na atividade enzimática ou mutação em aminoácidos críticos, 

originando uma enzima inativa (Confort-Froes, 2010). 

Polimorfismos em enzimas de biotransformação resultam em diferenças 

entre as taxas de metabolismo de certas drogas entre os indivíduos. Por exemplo, nos casos 

em que uma variante de um citocromo P450 possuir atividade reduzida ou nula, doses 

consideradas padrão de uma droga, e que a enzima normalmente metaboliza, poderão fazer a 

biodisponibilidade da droga alcançar níveis tóxicos (Parkinson, 2001). De modo oposto, se 

uma variante de citocromo P450 possui atividade aumentada, doses maiores da droga deverão 

ser administradas para alcançar os efeitos terapêuticos desejados (Phillips e Van Bebber, 

2005). Entretanto, se a droga é metabolizada em um produto tóxico, isso poderá resultar em 

uma reação adversa. Diversas variantes de citocromo P450 conhecidas possuem suas 

especificidades de substratos alteradas e, assim, produzem metabólitos diferenciados, que 

também podem causar efeitos colaterais deletérios (Parkinson, 2001; Obligacion, Murray et 

al., 2006; Roy, Barama et al., 2006). 

Alelos que causam diminuição, aumento, alteração qualitativa do 

metabolismo de drogas têm sido descritos para muitas enzimas desses complexos. As 

distribuições desses alelos diferem bastante entre os grupos étnicos e, assim, provavelmente 

surgiram para permitir que cada grupo se adaptasse às toxinas particulares de seus hábitos 

diários (dieta, exposição ambiental, terapêutica, etc) (Mcleod e Evans, 2001). 

Uma avaliação do mecanismo de “clearance” metabólico de 315 drogas 

diferentes revelou que 56% são eliminadas primariamente por meio de várias 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 reações de oxidação das drogas em seres 

humanos podem ser atribuídas a estas sete enzimas principais. O conceito de que a maioria 

das oxidações de drogas é catalizada por um pequeno número de enzimas é importante na 

prevenção e identificação das possíveis interações medicamentosas envolvendo a 

biotransformação dos fármacos (Bertz e Granneman, 1997). 

O gene CYP1A1 está mapeado em 15q22-24 (Hildebrand, Stallings et al., 

1985) e consiste em 7 éxons e 6 íntrons (Evans, 1993). O gene é induzido por substâncias 

como a dioxina e os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (PAHs). O produto deste gene é 

o hidrocarboneto de aril hidrolase, responsável pela oxidação de PAHs em produtos fenólicos 

e epóxidos. Polimorfismos no domínio catalítico ou nos reguladores do gene CYP1A1, têm se 
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mostrado importantes biomarcadores por estarem envolvidos na indução do mesmo (Daly, 

Cholerton et al., 1993; Pavanello e Clonfero, 2000). 

 Foram descritos 15 polimorfismos de nucleotídeos únicos em CYP1A1 que 

caracterizam as variantes alélicas: *1A, *1B, *1C, *2A, *2B, *2C,*3, *4, *5, *6, *7, *8, *9, 

*10, *11. Um dos polimorfismos bastante estudado é originado de uma mutação de ponto (A 

4889 →G) no exon 7 do gene CYP1A1 (Hayashi, Watanabe et al., 1991). Tal mutação leva à 

substituição do aminoácido isoleucina (Ile) por valina (Val) no resíduo 462, resultando em 

dois genótipos homozigotos (A/A e G/G) e um heterozigoto (A/G). A presença do genótipo 

raro (G/G) confere um aumento de pelo menos três vezes na atividade catalítica da enzima 

(Pavanello e Clonfero, 2000; Coughlin e Hall, 2002). Existem evidências convincentes de que 

uma atividade aumentada de CYP1A1 pode levar à toxicidade, o que pode ser exemplificado 

por meio do metabolismo do benzo(a)pireno (Brooks, Gooderham et al., 1999).  

O gene CYP3A4 humano consiste de 13 éxons e localiza-se em 7q21.1 

(Inoue, Inazawa et al., 1992). Este gene está presente predominantemente no tecido hepático e 

sua expressão é controlada pela transcrição de fatores como receptor de pregnolona, receptor 

de xenobióticos e glicocorticóides (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 oxidação de 

alguns esteróides, como a testosterona, lipídios e carcinógenos, como os pesticidas 

organofosforados (Nelson, Koymans et al., 1996). Já foram identificados mais de 39 SNPs 

neste gene (Gao, Zhang et al., 2008). 

Um dos polimorfismos mais estudados no gene CYP3A4 é a presença da 

variante alélica CYP3A4*1B, uma transição adenina-guanina (A→G) na região promotora 

5’(5’PR) (posição –290), localizada na sequência conhecida como elemento específico da 

nifedipina. A presença desta variante está associada com a diminuição da expressão ou da 

atividade da enzima CYP3A4. Uma alta variabilidade na frequência deste polimorfismo é 

observada entre os diferentes grupos étnicos (Coughlin e Hall, 2002). A frequência é maior 

em indivíduos negros (60%) do que em caucasianos (40%). É interessante dizer que o alelo 

raro não foi encontrado em chineses e japoneses (Ball, Scatina et al., 1999; Sata, Sapone et 

al., 2000).  

CYP3A4 e CYP3A5 são as principais isoenzimas responsáveis pelo 

metabolismo hepático da ciclosporina (Tedesco e Haragsim, 2012). Um estudo de 

genotipagem do gene CYP3A5 de pacientes renais transplantados sugeriu que a presença dos 

alelos CYP3A5*3 requerer baixas doses de inibidores da calcineurina para se atingir a 
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concentração ideal da dose desejada. Os autores também sugerem uma nefrotoxicidade 

causada pelo imunossupressor tracolimo quando associado com os genótipos CYP3A4*1 e 

CYP3A5*1 e CYP3A4*1B e CYP3A5*1 (Kuypers, De Jonge et al., 2007).  

Zhu et al. (2012) afirmaram que as enzimas CYP3A4 e CYP3A5 são as 

principais responsáveis pela biotransformação do imunossupressor tracolimo; logo, a presença 

de polimorfismos nestes genes merece certa atenção, pois a atividade enzimática dependerá 

dos genótipos dos pacientes renais transplantados que fazem uso deste inibidor da 

calcineurina (Roy, Barama et al., 2006).  

Vicari-Christensen et al. (2009) descreveram as concentrações de doses 

medicamentosas em relação aos genótipos do gene CYP3A5 de pacientes renais 

transplantados, corroborando estudos anteriores que indicam uma terapia  imunossupressora 

individualizada, que minimize as reações adversas dos imunossupressores.  

As GSTs constituem importante parte do processo do sistema de 

detoxificação celular, por catalizarem a reação de conjugação do glutatião (GSH) com 

diferentes espécies de compostos eletrofilícos, tornando-os mais facilmente excretáveis. 

Provavelmente esse sistema evoluiu para proteger as células contra os metabólitos reativos 

(Confort-Froes, 2010) e polimorfismo em quaisquer dos genes das GSTs produz alterações 

significativas no metabolismo de drogas (Singh, Manchanda et al., 2009).  

Deleções polimórficas nos genes que codificam as GSTs, como por exemplo, 

GSTT1 e GSTM1 são bastante comuns na população em geral (Cotton, Sharp et al., 2000; 

Gattás, Kato et al., 2004). 

O gene GSTM1 está mapeado em 1p13.3, é polimórfico na população 

humana, apresentando quatro variantes GSTM1*A, GSTM1*B, GSTM1*C e GSMT1*0. Os 

dois primeiros não têm, aparentemente, diferenças com relação ao tipo de substrato, e o alelo 

*C é muito raro. A variante *O (alelo nulo) causa perda da atividade da enzima na forma 

homozigota, que está associada com redução da eficiência da ligação a substratos 

genotóxicos, incluindo epóxidos derivados de PAHs e aflatoxinas (Hayes e Pulford, 1995; 

Gattás, Kato et al., 2004). 

 A frequência do genótipo nulo (GSTM1*O) varia significativamente em 

diferentes populações, dependendo do grupo étnico a que ele pertence (Board, Coggan et al., 

1990). Widersten et al. (1991) relataram diferentes frequências para este genótipo: 58% em 

chineses, 52% em ingleses, 48% em japoneses, 43% em franceses e um valor 

significativamente menor em nigerianos (22%).  
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Outros estudos relataram que a ausência do gene GSTM1 ocorre em 23 a 

48% em populações africanas, 33 a 63% em populações asiáticas, 51 a 54% na população 

australiana (Cotton, Sharp et al., 2000), 41,7% na população norte-americana (Seidegård, 

Pero et al., 1990) e 55% na população brasileira (Arruda, Grignolli et al., 1998). 

Especificamente no norte do Paraná, 48,86% da população apresentou genótipo GSTM1 nulo, 

sendo 47,88% em caucasianos (Losi-Guembarovski, D´Arce et al., 2002).  

Do mesmo modo que o gene GSTM1, o gene GSTT1, com um tamanho de 

8,1 kb e mapeado em 22q11.2, se apresenta polimórfico por deleção (alelo selvagem normal 

GSTT1*1, alelo nulo GSTT1*O). Esta consiste na deleção total ou parcial do gene, resultando 

na perda de atividade da enzima GSTT1 (Rossit, Cabral et al., 1999). Este gene é expresso 

nas células do fígado, pulmão, rins, cérebro, músculo esquelético, coração, intestino, baço e 

próstata (Pavanello e Clonfero, 2000). 

As frequências do genótipo nulo descritas na literatura são menores do que 

as descritas para o gene GSTM1. Há indicações de que a única exceção ocorra em asiáticos, 

que apresentam uma frequência do genótipo GSTT1-nulo variando de 46 a 58% em chineses e 

de 42 a 46% em coreanos (Geisler e Olshan, 2001).  

Em uma amostra da população brasileira, as frequências descritas foram de 

26,3% em negros, 22,3% em brancos e 17,2% em mulatos (Gattás, Kato et al., 2004). Outro 

estudo mostrou uma frequência de, respectivamente, 18,5% e 19% em indivíduos brancos 

descendentes de caucasianos e em africanos (Arruda, Grignolli et al., 1998). As 

consequências biológicas do genótipo GSTT1 nulo são difíceis de predizer, uma vez que a 

enzima apresenta propriedades tanto de detoxificação quanto de ativação de muitos poluentes 

ambientais (Hayes e Pulford, 1995).  

O gene GSTP1, localizado em 11q13, codifica a isoenzima P1, que está 

envolvida no metabolismo de compostos halogenados, moléculas de baixo peso molecular e 

epóxidos reativos de alguns PAHs, apresentando maior concentração nos pulmões, esôfago e 

placenta (Moscow, Townsend et al., 1988). Board et al. (1990) descreveram três  diferentes 

alelos para GSTP1, sendo estes denominados GSTP1a (ou  GSTP1*A), que é o alelo 

selvagem,  GSTP1b (GSTP1*B) e  GSTP1c (GSTP1*C). A variante GSTP1*B apresenta uma 

transição A→G no nucleotídeo +313 do éxon 5, mudando o códon 105 de ATC (Ile) para 

GTC (Val). O códon 105 compreende parte do sítio ativo da enzima GSTP1 para a ligação de 

eletrofílicos reativos, e a substituição Ile105→Val105 nas variantes GSTP1*B e GSTP1*C 

afeta a atividade catalítica substrato-específica e a estabilidade térmica da proteína codificada 

(Pandya, Srivastava et al., 2000) 
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Além das Glutationa S-transferases, destacam-se ainda como enzimas da fase 

II do biometabolismo as diversas uridine 5- diphosphate glucuronosyltransferase (UGTs), 

divididas em duas famílias (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 4q13.2 e polimorfismos neste gene têm sido associados com 

alterações no metabolismo de drogas. As UGTs atravessam o trato intestinal e farão parte do 

primeiro passo do metabolismo pré-hepático, pois a principal função da glucuronidação é 

aumentar a polaridade dos compostos, facilitando suas detoxificação e eliminação. 

(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 glucoronidação no 

trato gastrointestinal da enzima UGT2B7.  

O gene GCLC (glutamate-cisteine ligase, modifier subunit) localiza-se no 

cromossomo 1q22.1. Também conhecida como gamma-glutamilcisteína sintetase, a enzima é 

o primeiro produto da síntese da glutationa, e é constituída de duas subunidades, uma cadeia 

pesada e a outra regulatória. Variações nas suas formas têm sido relacionadas a vários tipos de 

anemia hemolítica (Gipp, Chang et al., 1992; Detchaporn, Kukongviriyapan et al., 2012). 

A literatura tem mostrado que não existe uma droga que seja totalmente livre 

de reações adversas. No entanto, à medida que as enzimas que participam do metabolismo de 

drogas, assim como suas variantes são caracterizadas, métodos rápidos e mais baratos de 

genotipagem são desenvolvidos. Isto possibilitará, em médio prazo, a adaptação do tratamento 

com drogas às características genéticas individuais, contribuindo para a diminuição gradativa 

do uso de tratamento generalizado para a população. 

 

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

 

O gene ABCB1, anteriormente conhecido como gene MDR1 em seres 

humanos, está localizado no cromossomo 7q21.1 (Callen, Baker et al., 1987), e é membro da 

super família de transportadores ATP-binding cassette (ABC). As proteínas ABC transportam 

várias moléculas através das membranas extra e intracelulares e a glicoproteína P (gpP), 

codificada pelo gene ABCB1 foi o primeiro transportador ABC implicado na resistência a 

multidrogas. Esta glicoproteína é um transportador de efluxo dependente de ATP, que age 

sobre uma ampla variedade de substratos e constitui um mecanismo de proteção do organismo 
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contra xenobióticos. A gpP atua reduzindo, assim, a exposição das células e tecidos a 

substâncias potencialmente tóxicas (Fromm, 2002).  

A resistência a múltiplas drogas (MDR) foi primeiramente observada em 

cânceres humanos (Kessel, Hall et al., 1965; Kessel, Botterill et al., 1968). Uma das 

características inicialmente observadas no fenótipo MDR de células cancerosas foi a 

resistência cruzada a drogas que não apresentam relação estrutural ou funcional. Os trabalhos 

mostraram que as células que apresentavam o fenótipo de resistência a múltiplas drogas, 

apresentavam também um aumento na expressão da glicoproteína P (gpP - P significa 

permeabilidade). A gpP é frequentemente superexpressa em células de câncer, levando a um 

bombeamento de drogas para fora dessas células mais rapidamente do que podem entrar. Isto 

promove uma baixa concentração de drogas na célula cancerosa e reduz a eficiência das 

drogas na morte dessas células (Disponível em  http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=ABCB1).  

Embora a gpP tenha sido inicialmente detectada em células tumorais, 

também é expressa em células de tecidos normais (Dean e Allikmets, 2001). Ela está 

envolvida na alteração de biodisponibilidade de diversas drogas, afetando a absorção pelo 

trato gastrointestinal e excreção através dos rins e fígado, sendo também expressa no pulmão 

e nas barreiras hematoencefálica e hemato-testicular. No trato gastrointestinal, a primeira 

barreira de defesa do corpo contra exposição a drogas e toxinas é a gpP, que apresenta um 

gradiente de expressão crescente do estômago em direção ao duodeno e está presente na 

membrana apical do epitélio (Thiebaut, Tsuruo et al., 1987; Thörn, Finnström et al., 2005).  

O gene ABCB1 apresenta um grande número de polimorfismos e um número 

cada vez maior de estudos mostra que alguns destes podem afetar a expressão e atividade da 

gpP. Tais variações genéticas neste gene foram associadas à não resposta ao tratamento com 

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

 

Gene VDR (Receptor da vitamina D) 

 

O receptor de vitamina (VDR) para 1α,25-dihidroxivitamin D 

(1α,25(OH)2D), a forma ativa da vitamina D, é expresso em diversas células e, quando 

ativado, forma dímero e recruta outros fatores de transcrição, regulando diversos genes alvos 

(Ahn, Albanes et al., 2009; Donkena e Young, 2011). O gene VDR, localizado no 

cromossomo 12 q13.11, codifica o hormônio receptor nuclear para vitamina D3 e funciona 

também como receptor para o ácido retinóico e biliar. O receptor pertence à família dos 
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fatores de regulação transcricional e mostra sequências similares para os receptores hormonais 

da tiróide e esteróides.  

Dentre os cinco polimorfismos mais estudados deste gene, está o rs1544410 

(Holick, 2007). Esse polimorfismo localiza-se no íntron 8 e possui um forte desequilíbrio de 

ligação com um polimorfismo do fragmento correspondente à cauda poli(A) na região 3’ 

UTR. Como essa região está ligada à estabilidade do mRNA, este polimorfismo pode afetar 

os níveis de mRNA do gene VDR (Morrison, Qi et al., 1994; Habuchi, Suzuki et al., 2000).  

As drogas imunossupressoras têm uma estreita faixa terapêutica e uma 

variabilidade muito grande na resposta interindividual. A presença de polimorfismos nos 

genes do metabolismo de drogas medicamentosas é mais dramática para as que possuem 

índice terapêutico baixo, ou seja, aquelas em que a dose terapêutica é muito próxima da dose 

tóxica (Brockmöller e Tzvetkov, 2008; Cheung, 2008). 

O conhecimento atual sobre o impacto de polimorfismos genéticos nos genes 

que codificam enzimas metabolizadoras, nos genes de resistência a drogas e genes de 

receptores hormonais ainda não é suficiente para a farmacogenômica recomendar a 

personalização dos regimes imunossupressores em transplantados renais. Deste modo, uma 

investigação de diversos polimorfismos, visando encontrar painéis genéticos que diferenciem 

indivíduos mais suscetíveis à rejeição e à toxicidade celular, associada com o metabolismo 

local é necessária.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Estudar algumas variações genéticas individuais que podem tornar os 

pacientes transplantados renais submetidos à terapia imunossupressora mais ou menos 

suscetíveis aos episódios de rejeição do enxerto.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Comparar pacientes transplantados que apresentaram episódios de rejeição 

com aqueles que não apresentaram episódios de rejeição, quanto à presença 

de variantes genéticas nos genes GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYP1A1, 

CYP3A4, CYP3A5, UGT2B7, MDR1, GCLC, GCLM e VDR, envolvidos na 

metabolização de drogas imunossupressoras, resistência a drogas e receptor 

da vitamina D;  

- Verificar possíveis associações dos polimorfismos estudados com aspectos 

clínicos e epidemiológicos dos pacientes e com episódios de rejeição. 

- Procurar determinar marcadores genéticos que possam futuramente 

constituir um painel a ser testado previamente à administração das drogas 

imunossupressoras, com intuito preventivo em relação a episódios de 

rejeição de órgãos, contribuindo para a individualização da terapia 

imunossupressora. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 SELEÇÃO DA AMOSTRA E COLETA DO MATERIAL BIOLÓGICO 

 

3.1.1 Casuística 

 

Um estudo prognóstico com modelo conceitual de coorte foi realizado na 

Universidade Estadual de Londrina tendo como parceiro o Instituto do Rim de Londrina-PR.  

Antes do início do estudo o protocolo de pesquisa foi submetido e aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina 

(CAAE No. 0211.0.268.000-09, Apêndice 1). Os pacientes do presente estudo assinaram um 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, Apêndice 2) e responderam a um 

Questionário relacionado ao estilo de vida (Apêndice 3).  

A amostra dos pacientes foi constituída por 188 receptores submetidos a 

transplantes renais realizados no período de 23 de janeiro de 1981 a 10 de setembro de 2011 

em Londrina-Paraná (Brasil). Foram incluídos todos os transplantes realizados no período 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 clínica e cirúrgica 

durante o período do estudo, com protocolo de imunossupressão e acompanhamentos 

padronizados.  

Os dados dos pacientes foram obtidos por meio do questionário aplicado aos 

mesmos (Apêndice 3), de consulta aos prontuários (Serviço de Arquivos Médicos do Instituto 

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

 

3.2 ANÁLISE DAS VARIANTES ALÉLICAS POLIMÓRFICAS 

 

3.2.1 Extração do DNA Genômico 

 

Após o preenchimento do questionário e assinatura do TCLE, a coleta de 

sangue de cada paciente foi realizada por meio de punção intravenosa com agulhas e seringas 

descartáveis estéreis, e o sangue coletado foi colocado em tubos contendo anticoagulante 

ACD (0,016 M de ácido cítrico; 0,068 M de citrato de sódio; 0,081 M de glicose) específico 

para a técnica de extração do DNA. 
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A extração de DNA sanguíneo foi realizada por meio da técnica de “Salting 

out” (Miller, Dykes et al., 1988), como se segue. A amostra foi centrifugada a 2500 rpm e o 

plasma aspirado. Foi adicionada solução de lise de hemáceas (solução A: 0,32 M de sucrose; 

10 mM de tris-HCl pH-7,5; 5 mM de MgCl2; 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 solução de lise de leucócitos (solução B: 10 mM de tris-HCl; pH-7,5; 5 mM de NaCl; 2 

mM de EDTA, pH8,0). Foram adicionados SDS a 20% (duodecil sulfato de sódio) e 

proteinase K (20 mg/ml) e mantido a 37ºC 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 à lavagem com etanol 70% e ressuspendido em solução TE (10 mM de 

Tris-HCl pH 8,0 e 1 mM de EDTA).  

 

3.2.2 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

Neste trabalho foram utilizadas técnicas baseadas em PCR. A PCR é um 

método que envolve a síntese enzimática in vitro de várias cópias de um segmento específico 

de DNA na presença da enzima DNA polimerase. Esta reação se baseia no pareamento e 

extensão enzimática de um par de oligonucleotídeos (moléculas de DNA fita simples). Estes 

oligonucleotídeos iniciadores, também chamados de primers, são sintetizados artificialmente, 

de maneira que suas sequências de nucleotídeos sejam complementares às sequências 

específicas que flanqueiam a região alvo. Um ciclo de PCR envolve três etapas: desnaturação, 

anelamento e extensão. A desnaturação consiste na separação das duplas fitas de DNA, por 

meio de elevação da temperatura entre 92° a 95°C. Na etapa de anelamento a temperatura é 

rapidamente reduzida, dependendo do tamanho e da sequência do iniciador utilizado, o que 

permite a hibridização DNA/DNA de cada iniciador com as sequências complementares que 

flanqueiam a região alvo. Em seguida a temperatura é elevada para 72°C para que a enzima 

DNA polimerase realize a extensão, envolvendo a adição de nucleotídeos e utilizando como 

molde a sequência-alvo. Deste modo, várias cópias desta sequência alvo são realizadas em 

cada um dos diversos ciclos da reação, 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 sequências de DNA contendo a transição estudada, assim como informações adicionais 

sobre os polimorfismos estudados. 
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Tabela 1 – Sequência de DNA contendo a transição estudada, SNP ID, tipo de mutação e 
ensaio utilizado. 

Gene SNP ID Alteração Sequência (5’→ 3’) Tipo de mutação Ensaio 

CYP1A1 rs1048943 A/G 
GCAAGCGGAAGTGTATCGGTGAGACC[A/G]T
TGCCCGCTGGGAGGTCTTTCTCTT 

Missense 
Alelo-
especifica 

CYP3A4 rs12721627 C/G 
GATGTTCACTCCAAATGATGTGCTA[C/G]TGA
TCACATCCATGCTGTAGGCCCC 

Missense Taqman 

GSTT1 - Deleção - Deleção Multiplex 

GSTM1 - Deleção - Deleção Multiplex 

GSTP1 rs1695 A/G 
CGTGGAGGACCTCCGCTGCAAATAC[A/G]TC
TCCCTCATCTACACCAACTATGT 

Missense Taqman 

UGT2B7 rs7662029 A/G 
TTGTGTCAAATGGACTGCAGAAACA[A/G]GA
TCTGTCACTGCTACTGTTCTGGA 

Transição (intron) Taqman 

GCLC rs41303970 A/G 
AGGCGTGTGCAAGGGTGATTGGGTC[A/G]CA
GTTGAGGGGAGCAGCTCGCGAGA 

Transição (intron) Taqman 

GCLM rs17883701 C/T 
GGAAAAATAACTATTAAAACTCTTT[C/T]TCC
TCCATCTCCCCCTCCTCTGATG 

Transição (intron) Taqman 

MDR1 rs2032582 C/T/A 

TATTTAGTTTGACTCACCTTCCCAG[C/A]ACC
TTCTAGTTCTTTCTTATCTTTC 
TATTTAGTTTGACTCACCTTCCCAG[C/T]ACC
TTCTAGTTCTTTCTTATCTTTC 

Transversão (intron) Taqman 

VDR rs1544410 C/T 
GAGCAGAGCCTGAGTATTGGGAATG[C/T]GC
AGGCCTGTCTGTGGCCCCAGGAA 

Transição (intron) Taqman 

CYP3A5 rs4646453 G/T 
CAAAAATTCTCATCTTCCTGGAATA[A/C]TTC
CTGCACATTTTCAGAACAAGGC 

Transversão 
(intron) 

Taqman 

 

3.2.3 Detecção e Quantificação de Ácidos Nucléicos por PCR Quantitativa em Tempo Real 

(RT-qPCR) – Ensaio Taqman 

 

Experimentos de PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) são baseados 

no monitoramento óptico da fluorescência emitida durante a reação de amplificação pela 

reação em cadeia da polimerase. Nos ensaios de genotipagem para a análise dos diferentes 

polimorfismos, realizamos a RT-qPCR utilizando o sistema TaqMan (Applied Biosystems). 

Este sistema é baseado na atividade exonucleásica 5´ da Taq DNA polimerase e utiliza uma 

sonda fluorescente para possibilitar a detecção de um produto específico da PCR conforme 

este se acumula durante os ciclos da reação (Holland, Abramson et al., 1991).  

A disponibilidade destas sondas fluorescentes permitiu o desenvolvimento de 

um método em tempo real para detecção somente de produtos de amplificação específicos. 

Uma sonda (oligonucleotídeo) contem um corante reporter fluorescente na extremidade 5´ e 

um corante quencher (silenciador) na extremidade 3´ (Figura 1). Enquanto a sonda está 

intacta, a proximidade do quencher reduz bastante a fluorescência emitida pelo corante 

reporter por meio da transferência de energia por ressonância de fluorescência (FRET) 

através do espaço. Se a sequência alvo estiver presente, a sonda se anela logo após um dos 
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primers e é clivada por meio da atividade da nuclease 5´ da Taq DNA polimerase, enquanto o 

primer é estendido (Figura 1). Esta clivagem da sonda separa o corante reporter do corante 

quencher, aumentando o sinal do corante reporter. A ação da enzima remove a sonda da fita 

alvo, permitindo que a extensão do primer continue até o final da fita molde. Assim, a 

inclusão da sonda não inibe o processo geral da PCR. As moléculas adicionais do corante 

reporter são clivadas de suas respectivas sondas em cada ciclo, resultando em um aumento na 

intensidade de fluorescência, que é proporcional à quantidade de amplicon produzido. No 

presente estudo foram utilizadas sondas do tipo TaqMan MGB para os ensaios de 

discriminação alélica. As sondas TaqMan MGB contêm um quencher não-fluorescente na 

extremidade 3´. Deste modo, instrumentos de detecção de fluorecência SDS podem medir as 

contribuições do corante reporter mais precisamente, pois o quencher não fluoresce. Outra 

vantagem é que as sondas TaqMan MGB apresentam diferenças maiores nos valores de 

temperatura de melting (Tm) entre as sondas específicas e não específicas, o que fornece uma 

discriminação alélica mais precisa. As sondas ainda podem ser marcadas com corantes 

reporter distintos e distinguíveis, os quais permitem a amplificação de duas sequências 

distintas em um mesmo tubo de reação (corante VIC para um alelo e FAM para outro alelo, 

por exemplo). Este método possui alta especificidade e sensibilidade, já que é necessária tanto 

a hibridização específica entre os primers e o alvo, quanto a hibridização específica 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 referência passiva, o que evita alterações na quantificação do produto 

devido a uma possível evaporação da amostra. Desta forma, a emissão de fluorescência do 

corante repórter foi normalizada em função da emissão de fluorescência desta referência 

(∆Rn): o sinal normalizado foi determinado pela equação ∆Rn = (Rn+) – (Rn-), onde Rn+ 

representa a razão entre o sinal do repórter em qualquer ciclo e o sinal basal do quencher e 

Rn-  representa a razão 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 padrão da emissão basal 

média calculada para o primeiro ciclo. Assim, o Ct (threshold cycle) foi definido pelo número 

de ciclos no qual o sinal de fluorescência tornou-se significativamente diferente do sinal 

basal, ou seja, indica um resultado positivo para amplificação da amostra de ácido nucléico. A 

especificidade da amplificação foi avaliada pelo tamanho dos amplicons e pela curva de 

dissociação gerada ao final de cada reação de amplificação (Wilkening e Bader, 2004).  
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Figura 1 – Ensaio de genotipagem usando sondas Taqman (Manual da Applied Biosystem)  

 
 

A variante polimórfica CYP1A1*2B (rs1048943 A>G) foi avaliada por meio 

da reação de PCR alelo-específica, utilizando-se um termociclador da marca Thermo electron 

corporation (Loccus Biotecnologia). O volume total da reação foi de 25 µL, contendo 100 ng 

de DNA, tampão de reação 1x (Tris-HCl 20 mM, pH 8,4; KCl 50 mM), 2 mM MgCl2, 2 mM 

de cada dNTP, 10 pMol de cada primer, 1,25U de AmpliTaq DNA polimerase e água ultra 

pura estéril. Nesta reação foi utilizado controle negativo (água ultra pura estéril). Os produtos 

da amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2%, corados com brometo 

de etídeo e fotografados sob luz ultravioleta, utilizando-se um sistema de captura e imagem da 

marca Loccus Biotecnologia (modelo L PIX-ST). A reação de amplificação deste fragmento 

gerou um produto de 340pb, que pode ser visualizado na forma de uma ou duas bandas no 

gel, dependendo se o indivíduo possuía o genótipo prevalente (A/A), heterozigoto (A/G) ou 

raro (G/G) (Figura 2). 
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Figura 2 – Padrão de bandas da variante polimórfica rs1048943 do gene CYP1A1.  

 
1: homozigoto prevalente (A/A); 2: heterozigoto (A/G); 3: homozigoto raro (G/G); C: controle negativo (água); 
M: marcador de peso molecular DNA Ladder (100 pb). 
 

As variantes polimórficas GSTM1*O e GSTT1*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 reação de 25 µL, contendo 100ng de 

DNA, tampão de reação 1x (Tris-HCl 20 mM, pH 8,4; KCl 50 mM), 2 mM MgCl2, 2 mM de 

cada dNTP, 10 pMol de cada primer, 1,25U de AmpliTaq DNA polimerase e água ultra pura 

estéril. Nesta reação foram utilizados controles negativo (água ultra pura estéril) e positivo 

(gene CYP1A1), que origina um fragmento não polimórfico de 312 pb. Os produtos da 

amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2%, corados com brometo de 

etídeo 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 indivíduos GSTM1 e GSTT1 positivos, respectivamente. A ausência de 

amplificação das variantes GSTM1*0 (215 pb) ou GSTT1*0 (480 pb), na presença do controle 

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

 

Figura 3 – Padrão de bandas dos genes GSTM1 e GSTT1 (CYP1A1: controle interno). 

 
1, 3, 4 e 5 indivíduos GSTT1+ e GSTM1+  
2: indivíduo GSTT1+  
6: indivíduo GSTM1 e GSTT1 nulo  
C: controle negativo (água + reagentes) 
M: marcador de 100 pb. 
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3.2.4 Análise Estatística dos Dados 

 

Para analisar a associação entre as variantes polimórficas e a suscetibilidade 

à rejeição, foram comparados o total de pacientes que apresentaram episódios de rejeição com 

pacientes que não apresentaram episódios de rejeição, utilizando-se análise univariada e 

multivariada.  

Na análise univariada uma estimativa do risco relativo (RR) com 95% de 

intervalo de confiança foi obtida pela comparação do número de indivíduos com genótipos 

raros, prevalentes e heterozigotos do grupo de pacientes que rejeitou o enxerto com o grupo 

de pacientes que não rejeitou. Os testes de qui-quadrado ou teste exato de Fisher também 

foram realizados na análise univariada e foram considerados estatisticamente significativos 

apenas os resultados com valor de p menor ou igual a 0,05. 

Para a análise multivariada dos genótipos combinados com as características 

clínicas e patológicas, um modelo de regressão de Poisson foi adotado. O critério de seleção 

de variáveis adotado foi o método backward, que inicialmente incorpora todas as variáveis no 

modelo e na sequência uma variável por vez pode ser eliminada, desde que não seja 

significativa no modelo.  
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Introdução. O processo de rejeição, apesar de ter alcançado grandes avanços devido ao 
desenvolvimento de novas drogas imunossupressoras mais potentes, ainda é uma preocupação 
na área do transplante renal. A fim de se obter uma imunossupressão adequada, cogita-se o 
uso de uma terapia com base nas necessidades individuais do paciente. Este estudo buscou 
identificar polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) em genes do biometabolismo, 
resistência a drogas e receptor da vitamina D, com o objetivo de encontrar painéis genéticos 
que possam estar relacionados com episódios de rejeição renal em pacientes submetidos à 
terapia imunossupressora. Materiais e Métodos. Foram selecionados 188 pacientes em 
monitoramento pós-transplante renal. Foram avaliados polimorfismos nos genes GSTM1, 
GSTT1, GSTP1, CYP1A1, CYP3A4, CYP3A5, UGT2B7, MDR1, GCLC, GCLM e VDR por 
RT-qPCR (ensaios Taqman), PCR multiplex e PCR alelo especifica. A análise estatística foi 
realizada por meio de análise de regressão univariada e por um modelo de regressão de 
Poisson. Resultados. As variantes G/T ou T/T do gene CYP3A5*1E, g.17163G>T (rs 
4646453) foram associadas com uma chance maior de episódios de rejeição nos pacientes 
renais transplantados, cuja estimativa foi de 1,72 (I.C.95%: 1,04-2,83). Não houve associação 
entre o risco de episódios de rejeição e os outros polimorfismos avaliados. O uso da droga 
imunossupressora tacrolimo associado ao fato do paciente ter recebido o enxerto de doador 
HLA idêntico são fatores de proteção, com RR=0,389 para os episódios de rejeição (I.C.95%: 
0,189-0,802). O não uso do imunossupressor tacrolimo e de corticóide aumentaram o risco de 
rejeição em, respectivamente, 1,811 vezes (I.C.95%: 1,13-2,92) e 5,62 vezes (I.C.95%: 3,4-
9,09). O risco para episódios de rejeição quando o paciente apresentou algum evento 
cardiovascular foi 1,72 vezes maior (I.C.95%: 1,15- 2,75). Conclusão. Neste estudo, 
variantes no gene CYP3A5 foram associadas a episódios de rejeição nos pacientes renais 
transplantados. Este é o primeiro passo para identificação de painéis de marcadores que 
possam contribuir para genotipagem pré-transplante e prever episódios de rejeição. 
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INTRODUÇÃO 

 

No Brasil, foram realizados pelo Sistema Único de Saúde (SUS) no ano de 2011, 

4.430 transplantes renais, sem considerar os transplantes duplos de pâncreas e rim e estimava-

se que até o final de 2012 seriam realizados 5.236 transplantes de rim pelo SUS (DATASUS- 

Ministério da Saúde - [1]). 

A maior complicação do transplante renal é a rejeição e, de acordo com a avaliação 

clínica e o seu aparecimento, é classificada em hiper aguda, aguda e crônica [2]. 

Os episódios de rejeição são evitados por meio de terapia imunossupressora, que 

consegue controlar a sobrevida do enxerto do paciente receptor. Este quadro tem melhorado 

ao longo das últimas décadas, em parte como resultado da introdução de novos fármacos 

imunossupressores. Estes geralmente são utilizados no pós-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 

prevenção da rejeição ao órgão transplantado nos pacientes [3]. 

Na prática, não existem imunossupressores que sejam totalmente livres de reações 

adversas. Concentrações subterapêuticas podem aumentar o risco de rejeição aguda, enquanto 

uma overdose pode aumentar o risco de infecções e câncer [4]. Muitos têm sido associados 

com um risco aumentado de doenças, como eventos cardiovasculares e câncer [5]  

Algumas drogas imunossupressoras como a ciclosporina são difíceis de serem 

manejadas devido à sua estreita margem terapêutica e às variações interindividuais em sua 

absorção 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 concentrações da droga [4].  

De acordo com Kalow et al. [8], este processo pode envolver variações genéticas 

significativas, sendo estimado para a população em geral, que 20 a 95% da variabilidade dos 

efeitos das drogas sejam devidos à ocorrência de fatores genéticos. Portanto, é cada vez mais 

importante o estudo de variantes genéticas em genes responsáveis pelo biometabolismo de 

drogas imunossupressoras, pois segundo Pavanello e Clonfero [9], polimorfismos no domínio 

catalítico ou nos reguladores desses genes têm se mostrado importantes biomarcadores por 

estarem envolvidos na indução dos mesmos.  

Os genes CYP3A4 e CYP3A5 codificam as principais isoenzimas responsáveis pelo 

metabolismo hepático da ciclosporina e do tacrolimo logo, a presença de polimorfismos 

nestes genes merece atenção, dada a atividade enzimática referente aos genótipos dos 
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pacientes renais transplantados [7, 10]. Um dos polimorfismos mais estudados no gene 

CYP3A4 é a presença da variante alélica CYP3A4*1B, uma transição adenina-guanina 

(A→G) na região promotora 5’(5’PR) (posição–290), localizada na sequência conhecida 

como elemento específico da nifedipina. A presença desta variante está associada com a 

diminuição da expressão ou da atividade da enzima CYP3A4 [7, 11].  

Estudo de genotipagem do gene CYP3A5 de pacientes transplantados renais sugeriu 

que a presença dos alelos CYP3A5*3 está associada à necessidade de baixas doses de 

inibidores da calcineurina para se atingir a concentração ideal da dose desejada. Este estudo 

também sugeriu uma nefrotoxicidade causada pelo imunossupressor tacrolimo quando 

associado com os genótipos CYP3A4*1 e CYP3A5*1 [12].  

Vicari-Christensen et al. [13] relacionaram as concentrações de doses medicamentosas 

com os genótipos do gene CYP3A5 de pacientes renais transplantados, corroborando estudos 

anteriores que indicam uma terapia imunossupressora individualizada, que minimize as 

reações adversas dos imunossupressores.  

A resistência a múltiplas drogas (MDR) foi primeiramente observada em cânceres 

humanos [14, 15]. Uma das características inicialmente observada no fenótipo MDR de 

células cancerosas foi a resistência cruzada a drogas que não apresentam relação estrutural ou 

funcional. O gene ABCB1, conhecido também como gene MDR1 em seres humanos, codifica 

para a glicoproteína P (gpP), envolvida na alteração de biodisponibilidade de diversas drogas, 

afetando a absorção pelo trato gastrointestinal e excreção através dos rins e fígado [16]. O 

gene MDR1 apresenta um grande número de polimorfismos e um número cada vez maior de 

estudos mostra que alguns destes podem afetar a expressão e atividade da gpP [17].  

O gene VDR localiza-se no cromossomo 12q13.11 e codifica o hormônio receptor 

nuclear para vitamina D3 [18]. Dentre os cinco polimorfismos mais estudados deste gene está 

o rs1544410, que possui um forte desequilíbrio de ligação com um polimorfismo do 

fragmento correspondente à cauda poli(A) na região 3’ UTR. Como essa região está ligada à 

estabilidade do mRNA, este polimorfismo pode afetar os níveis 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 resistência a drogas e receptores hormonais 

ainda não é suficiente para a farmacogenômica recomendar a personalização dos regimes 

imunossupressores em transplantados renais. Deste modo, o objetivo deste estudo foi 

investigar determinados polimorfismos genéticos nos genes GSTM1, GSTT1, GSTP1, 

CYP3A4, CYP3A5, UGT2B7, MDR1, GCLC, GCLM e VDR, visando encontrar painéis 
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genéticos que diferenciem indivíduos mais suscetíveis a episódios de rejeição do enxerto pós 

transplante renal, assim como suas possíveis associações com algumas características clínico 

epidemiológicas dos pacientes. 

 

METODOLOGIA  

 

Seleção da Amostra, Coleta de Dados Clínicos e de Material Biológico 

 

Um estudo prognóstico 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 é realizado periodicamente pelo Instituto do Rim 

de Londrina (PR - Brasil) e varia de 1 a 20 anos, quando os pacientes transplantados renais 

passam por avaliações clínico laboratoriais a cada visita para avaliação funcional do 

transplante (exceto aqueles que perderam o enxerto) e de suas condições gerais.  

O protocolo de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

com Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (CAAE No. 0211.0.268.000-09), 

Paraná - Brasil. Os pacientes do presente estudo assinaram um Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido e responderam a um Questionário relacionado ao estilo de vida e histórico 

de exposição ocupacional. A partir da análise das avaliações clínicas e exames de diagnóstico 

contidos nos prontuários dos pacientes, foi possível fazer o levantamento referente ao uso do 

imunossupressor e as doenças desenvolvidas por cada um dos pacientes transplantados. As 

doenças frequentemente desenvolvidas foram catarata, gastrite, doença cardiovascular, 

verrugas, câncer e diabetes.  

 

Análise das Variantes Alélicas Polimórficas 

 

A extração de DNA sanguíneo 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 análise dos diferentes polimorfismos, tendo a maioria sido realizada por RT-qPCR, 

utilizando-se o sistema TaqMan (Applied Biosystems) [22]. A variante polimórfica 

CYP1A1*2B (rs1048943 A>G) foi avaliada por meio da reação de PCR alelo-específica [23], 
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enquanto variantes polimórficas GSTM1*O e GSTT1*O foram avaliadas por meio de PCR 

Multiplex [24]. A análise do polimorfismo rs1695 do gene GSTP1 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 sequências e 

transições ou deleções investigadas. 

 

Tabela 1 – Sequência de DNA contendo a transição estudada, SNP ID, tipo de mutação e 
ensaio utilizado.  

Gene SNP ID Alteração Sequência (5’→ 3’) 
Tipo de 
mutação 

Ensaio 

CYP1A1 rs1048943 A/G 
GCAAGCGGAAGTGTATCGGTGAGACC[A/G]T

TGCCCGCTGGGAGGTCTTTCTCTT 
Missense Alelo-especifica 

CYP3A4 rs12721627 C/G 
GATGTTCACTCCAAATGATGTGCTA[C/G]TG

ATCACATCCATGCTGTAGGCCCC 
Missense Taqman 

GSTT1 - Deleção - Deleção Multiplex 

GSTM1 - Deleção - Deleção Multiplex 

GSTP1 rs1695 A/G 
CGTGGAGGACCTCCGCTGCAAATAC[A/G]TC

TCCCTCATCTACACCAACTATGT 
Missense Taqman 

UGT2B7 rs7662029 A/G 
TTGTGTCAAATGGACTGCAGAAACA[A/G]GA

TCTGTCACTGCTACTGTTCTGGA 

Transição 
(intron) 

Taqman 

GCLC rs41303970 A/G 
AGGCGTGTGCAAGGGTGATTGGGTC[A/G]CA

GTTGAGGGGAGCAGCTCGCGAGA 

Transição 
(intron) 

Taqman 

GCLM rs17883701 C/T 
GGAAAAATAACTATTAAAACTCTTT[C/T]TC

CTCCATCTCCCCCTCCTCTGATG 

Transição 
(intron) 

Taqman 

MDR1 rs2032582 C/T/A 

TATTTAGTTTGACTCACCTTCCCAG[C/A]ACC
TTCTAGTTCTTTCTTATCTTTC 

TATTTAGTTTGACTCACCTTCCCAG[C/T]ACC
TTCTAGTTCTTTCTTATCTTTC 

Transversã
o 

(intron) 
Taqman 

VDR rs1544410 C/T 
GAGCAGAGCCTGAGTATTGGGAATG[C/T]GC

AGGCCTGTCTGTGGCCCCAGGAA 

Transição 
(intron) 

Taqman 

CYP3A5 rs4646453 G/T 
CAAAAATTCTCATCTTCCTGGAATA[A/C]TTC

CTGCACATTTTCAGAACAAGGC 

Transversã
o 

(intron) 
Taqman 

 

Análise Estatística dos Dados 

 

Para analisar a associação entre as variantes polimórficas e a suscetibilidade à rejeição, 

foram comparados o total de pacientes que apresentaram episódios de rejeição com pacientes 

que não apresentaram episódios de rejeição, utilizando-se análises univariada e multivariada.  

Na análise univariada uma estimativa do risco relativo (RR) com 95% de intervalo de 

confiança foi obtida pela comparação do número de indivíduos com genótipos raros, 

prevalentes e heterozigotos do grupo de pacientes que rejeitaram o enxerto com o grupo de 

pacietes que não rejeitaram. Os testes de qui-quadrado ou teste exato de Fisher também foram 
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realizados na análise univariada e foram considerados estatisticamente significativos apenas 

os resultados com valor de p menor ou igual a 0,05. 

Para a análise multivariada dos genótipos combinados com as características clinicas e 

patológicas do grupo de pacientes que apresentou episódios de rejeição, foi adotado o modelo 

de regressão de Poisson, utilizando-se o critério de seleção das variáveis pelo método 

Backward de seleção de variáveis, que inicialmente incorpora todas as variáveis no modelo e 

em seguida uma variável por vez pode ser eliminada, desde que não seja significativa no 

modelo. 

 

RESULTADOS 

 

A Tabela 2 apresenta as principais características clínico epidemiológicas 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 estão listadas as enfermidades que mais comumente 

acometeram os pacientes transplantados renais deste estudo, destacando-se as neoplasias 

(35% da amostra apresentaram verrugas e 5% cânceres, principalmente de pele), o diabetes, 

presente em 45 pacientes (24%) e as doenças cardiovasculares, presentes em 27 pacientes 

(14%).  

A coleta de informações clínicas relacionadas com o uso de drogas imunossupressoras 

e com os episódios de rejeição do enxerto indicou que, de todos os pacientes, 94 (50%)  

faziam uso diário 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 corticóides (Tabela 2). 

Dos pacientes investigados no estudo, 59 (31%) apresentaram episódios de rejeição, 

enquanto 129 (69%) pacientes não rejeitaram o órgão até o momento. Na análise estatística 

univariada apresentaram um risco relativo estatisticamente significativo para episódios de 

rejeição os pacientes de pele não branca, os que receberam enxerto de doadores falecidos 

(compatibilidade HLA) e aqueles que apresentavam doença cardiovascular (Tabela 3). Os 

resultados do estudo indicaram ausência de associação entre os polimorfismos genéticos nos 

genes GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYP3A4, CYP3A5, UGT2B7, MDR1, GCLC, GCLM e VDR e 

episódios de rejeição (Tabela 4). Quando avaliado o tipo de imunossupressão a que o paciente 
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foi exposto, foi verificado que apenas o uso da ciclosporina apresentou associação com 

rejeição (p=0,028), com risco de 1,651 (I.C.95%: 1,080-2,525) (Tabela 5).  

As variáveis epidemiológicas, clínicas e a presença dos genótipos foram avaliadas 

pelas análises de regressão de Poisson de múltiplas variáveis com variância robusta e pelo 

método de Backward para seleção de variáveis. O modelo de regressão de Poisson foi 

aplicado de uma maneira conjunta aos dados genotípicos dos pacientes que apresentaram 

episódios de rejeição (com exceção dos genes CYP1A1 e CYP3A4).  

Os resultados do presente estudo sugeriram que o tipo de doador HLA idêntico foi um 

fator de proteção com RR=0,389 para os episódios de rejeição (I.C.95%: 0,189-0,802); a 

presença dos genótipos G/T ou T/T  (alelo T) do gene CYP3A5 caracterizou-se em aumento do 

risco para episódios de rejeição (1,72; I.C.95%: 1,04-2,83); o não uso do imunossupressor 

tacrolimo e o não uso de corticóide aumentaram o risco de rejeição em, respectivamente, 1,81 

vezes (I.C.95%: 1,13- 2,92) e 5,62 vezes (I.C.95%: 3,45-9,09). O risco para episódios de 

rejeição quando o paciente apresentou algum evento cardiovascular foi 1,72 vezes maior 

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

 

Tabela 2 – Características clínico epidemiológicas dos pacientes renais transplantados e 
relação com o uso de imunossupressores  

Total Ciclosporina Tracolimo Sirolimo Azatioprina Micofenolato 
de Mofetil 

CorticóideVariáveis 

n = 188 n = 42 n = 76 n = 18 n = 58 n = 94 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) 

Não branca 39 (21) 11 (26) 10 (13) 03 (17) 15 (26) 14 (15) 39 (21) 
Doador        
Idêntico 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) 
Doença 

Cardiovascular 
27 (14) 06 (14) 11 (14) 03 (16) 08 (14) 12 (13) 27 (14) 

Verrugas 67 (35) 21 (50) 14 (18) 07 (46) 33 (57) 21 (22) 67 (36) 
Câncer 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 parênteses corresponde à percentagem em relação ao n de cada coluna. 
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Tabela 3 – Distribuição dos pacientes com episódios de rejeição (n=59), de acordo com as 
variáveis clínico-epidemiológicas; valores de p, risco relativo e intervalos de 
confiança a 95% obtidos da análise estatística.  

Episódios de rejeição N I.C. 95% RR 
Variáveis 

N % total

Valor

de p 
RR 

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 

Não branca 18 46,2% 39  1,000 - - 
Doador        
Idêntico 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 0,404† 0,666 0,239 1,857 
Não 56 32,2% 174  1,000 - - 

Etilismo        
Sim 10 33,3% 30 0,802° 1,075 0,616 1,876 
Não 49 31,0% 158  1,000 - - 

Catarata        
Sim 12 30,0% 40 0,832° 0,945 0,557 1,603 
Não 47 31,8% 148  1,000 - - 

Gastrite        
Sim 28 38,4% 73 0,101° 1,423 0,936 2,162 
Não 31 27,0% 115  1,000 - - 

Cardiovascular        
Sim 14 51,9% 27 0,013°* 1,855 1,0195 2,881 
Não 45 28,0% 161  1,000 - - 

Verrugas        
Sim 23 34,3% 67 0,517° 1,154 0,751 1,773 
Não 36 29,8% 121  1,000 - - 

Câncer        
Sim 4 40,0% 10 0,546† 1,295 0,587 2,853 
Não 55 30,9% 178  1,000 - - 

Diabetes        
Sim 15 33,3% 45 0,746° 1,083 0,670 1,752 
Não 44 30,8% 143  1,000   

RR= Risco Relativo 
* P≤0,05 
° Valor de p do teste de qui-quadrado 
† Valor de p do teste exato de Fisher 
Valores em parênteses correspondem à porcentagem de cada variável em relação ao n total. 
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Tabela 4 – Distribuição dos pacientes com episódios de rejeição de acordo com a presença 
dos genótipos, valor de p, Risco Relativo e Intervalo de Confiança a 95%  

Episódios de rejeição N I.C. 95% RR 
Variáveis 

N % Total

Valor

de p 
RR 

Lim.inf. Lim.sup. 

CYP3A5        

G/G 50 29,8% 168 0,165° 0,661 0,386 1,132 

G/T ou T/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/A ou A/G 52 30,6% 170 0,471° 0,787 0,422 1,465 

G/G 7 38,9% 18  1,000 - - 

UGT2B7        

A/A 6 25,0% 24 0,471° 1,000 - - 

A/G ou G/G 53 32,3% 164  1,108 0,374 1,601 

GCLC        

C/C ou C/T 58 31,4% 185 0,942† 0,941 0,187 4,726 

T/T 1 33,3% 3  1,000 - - 

GCLM        

C/C ou C/T 54 30,5% 177 0,300† 0,671 0,339 1,331 

T/T 5 45,5% 11  1,000 - - 

VDR        

C/C 27 34,6% 78 0,421° 1,000 - - 

C/T ou T/T 32 29,1% 110  0,922 0,754 1,127 

MDR1        

G/G 29 31,9% 91 0,890° 1,000 - - 

G/T ou T/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 parênteses corresponde a percentagem de cada genótipo em relação ao n total. 
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Tabela 5 – Distribuição dos pacientes com episódios de rejeição de acordo com o 
imunossupressor recebido, valores de p, Risco relativo e Intervalo de confiança a 
95%. 

Episódios de rejeição N I.C. 95% RR 
Variáveis 

N % total

Valor

de p 
RR 

Lim.inf. Lim.sup. 

Ciclosporina        

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

Não 40 27,4% 146  1,000 - - 

Tacrolimo        

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

Não 41 36,6% 112  1,000 - - 

Sirolimo        

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

Não 54 31,8% 170  1,000 - - 

Azatioprina        

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

Não 42 32,3% 130  1,000 - - 

MMF        

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

Não 31 33,0% 94  1,000 - - 

Corticóide        

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

Não 1 100,0% 1  1,000 - - 

RR= Risco Relativo 
° Valor de p do teste de qui-quadrado 
† Valor de p do teste exato de Fisher 
* P≤0,05 
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Tabela 6 – Resultado da regressão de Poisson para o desfecho episódios de rejeição em 
função dos fatores estatisticamente significativos.  

I.C. 95% RR 
Variáveis  Valor de p RR 

Lim. inf. Lim. sup. 

Doador     

  HLA idêntico - 1,000 - - 

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

 HLA falecido 0,011 0,389 0,189 0,802 

Gene CYP3A5     

 G/G 0,033 1,000 - - 

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

Tacrolimo     

 Sim 0,014 1,000 - - 

 Não  1,812 1,126 2,915 

Corticóide     

 Sim <0,001 1,000 - - 

 Não  5,618 3,448 9,091 

Cardiovascular     

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

 Não  1,000 - - 

RR= Risco Relativo 
 

DISCUSSÃO 

 

Pacientes renais transplantados fazem uso de terapia imunossupressora ao longo de 

sua vida para assegurar a permanência do enxerto e apresentam uma condição especial 

referente aos estudos da farmacogenômica, visto que estes pacientes fazem o uso de drogas 

combinadas que são metabolizadas por uma série de enzimas polimórficas. Quando a droga 

imunossupressora é administrada, esta é primeiro absorvida na parede intestinal, onde a 

presença de diferentes proteínas pode determinar a quantidade final da droga que irá passar 

para o sangue [7, 13]. Posteriormente, a droga é metabolizada no fígado por um complexo 

enzimático que se apresenta polimórfico na população, resultando em variações 

interindividuais no metabolismo de drogas [4, 26].  

A principal razão da perda do enxerto é a lesão crônica, caracterizada pelo declínio 

progressivo da função do rim. A incompatibilidade HLA estimula a produção de anticorpos, 

os quais estão relacionados com a perda tardia do enxerto [27]. Avanços nas terapias 

imunossupressoras e o monitoramento dos pacientes diminuíram os episódios de rejeições 
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agudas em transplantes de órgãos sólidos. No entanto, cerca de 10% a 30% de todos os 

pacientes transplantados sofrem episódios de rejeição aguda no primeiro ano após o 

transplante [28]. No presente estudo, dos 188 pacientes transplantados renais avaliados, 59 

(31%) apresentaram episódios de rejeição do enxerto. 

A análise estatística univariada indicou que indivíduos não brancos apresentaram um 

risco relativo maior para rejeição do que os indivíduos brancos. Neste estudo foi solicitado 

aos pacientes que se auto identificassem quanto à cor da pele, pois no Brasil a população é 

altamente heterogênea, tendo, segundo Suarez-Kurtz [29], significativos graus de 

ancestralidade européia e africana, seguida de ancestralidade ameríndia, o que dificulta 

análises que englobem esta variável. Dutra [30] mostrou que indivíduos negros apresentavam 

maior porcentagem de rejeição quando comparados com os de cor branca. Ianhez [31] 

afirmou que esta diferença seria decorrente de questões sócio econômicas da população negra 

e mulata. Os dados do presente estudo confirmam os achados de Dutra [30] e Ianhez [31], 

pois além dos indivíduos de pele não branca terem apresentado maior risco para rejeição, eles 

são maioria na população que recebe atendimento em hospitais públicos brasileiros, onde 

muitas vezes não há acesso a exames laboratoriais necessários para um bom acompanhamento 

pré e pós transplante. Dados recentes do Instituto de Pesquisa Econômica Aplicada (IPEA), 

compilados do Ministério da Saúde no Brasil, mostram que o Brasil não é um país de maioria 

branca e, apesar de tanto as mulheres quanto os negros e pardos apresentarem necessidades 

semelhantes às dos homens brancos, estes são a maioria dos receptores, gerando inúmeras 

desigualdades referentes à cor e sexo quanto ao recebimento de enxertos no sistema nacional 

de transplantes de órgãos [32]. Portanto, os achados da análise univariada do presente estudo 

quanto à associação da cor da pele com os episódios de rejeição parecem estar relacionados 

mais a estas questões sócio econômicas do que às genéticas.  

Doenças cardiovasculares são as principais complicações fatais da doença renal 

crônica, tanto para pacientes em terapia renal substitutiva quanto para aqueles em tratamento 

conservador [5]. O transplante renal consegue corrigir algumas disfunções que acentuam e 

levam ao aparecimento da doença cardiovascular, como a hipertensão arterial, diabetes 

mellitus e hiperdispedelimia, porém, o uso de imunossupressores como os inibidores da 

calcineurina e corticóides pode também favorecer o desenvolvimento da doença. A 

hipertensão arterial é 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 

fígado, a menor incidência da doença cardiovascular com o uso de tacrolimo quando 

comparado com o uso de ciclosporina. Outro fator de risco para o desenvolvimento da doença 
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cardiovascular em transplantados é o tabagismo. No presente estudo, a porcentagem de 

pacientes renais transplantados com hábito tabagista foi baixa, não permitindo este tipo de 

análise. 

No presente estudo, dos 59 pacientes que apresentaram episódios de rejeição, 27 

(14%) apresentaram também doença cardiovascular, sendo as mais comuns o 

comprometimento da função diastólica, que foi detectada em 17 (62%) pacientes e a 

disfunção do ventrículo esquerdo, observada em 10 pacientes (37%). As enfermidades foram 

confirmadas em 59,2% dos pacientes por meio de exames específicos, como por exemplo, a 

ecodopplercardiografia. O risco para episódios de rejeição quando o paciente apresentou 

algum evento cardiovascular foi 1,72 vezes maior (I.C. 95%: 1,15 - 2,75), como mostra a 

Tabela 6. Não é de nosso conhecimento que outros trabalhos da literatura tenham descrito esta 

associação, pois geralmente as doenças cardiovasculares em pacientes transplantados são 

relacionadas com mortalidade e não com episódios de rejeição. Portanto, estudos futuros são 

necessários para confirmar este achado. 

Dentre as principais drogas imunossupressoras mais utilizadas na terapia pós-

transplante estão o micofenolato de mofetil, o tacrolimo e a ciclosporina. Os dados obtidos 

dos prontuários 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 diferenças estruturais, os imunossupressores ciclosporina e 

tacrolimo possuem mecanismos de ação celular semelhantes. Ambos são inibidores da 

calcineurina e, como resultado desta inibição, a transcrição dos genes de ativação de células T 

é suprimida, o que inibe a produção de interleucina-2 (IL-2) e muitas outras citocinas, como a 

interleucina-3 (IL-3), interferon-γ (INF-γ), e fator de necrose tumoral-α (TNF-α) [3]. O 

mecanismo de inibição de mTOR (mammalian target of rapamycin) ocorre por meio de 

quinases reguladoras da proliferação celular, que bloqueiam a divisão 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 após o transplante [35]. Apesar da introdução da 

ciclosporina na terapêutica imunossupressora ter sido importantíssima para a melhora da 

sobrevida do enxerto renal, esta droga juntamente com os corticosteróides e o tacrolimo está 

implicada com o desenvolvimento da hipertensão pós transplante [36]. No entanto, alguns 

autores relatam que os receptores renais que faziam uso do tacrolimo apresentaram menor 
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ocorrência de hipertensão que os que usavam ciclosporina e, consequentemente, menor risco 

de episódios de rejeição [36, 37]. Nossos dados confirmam os relatos da literatura, pois a 

avaliação 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 

episódios de rejeição. Resultado contrário foi obtido para o uso do imunossupressor tacrolimo 

e corticóides, pois o não uso desses medicamentos aumentou o risco de episódios de rejeição 

em, respectivamente, 1,81 vezes (I.C.95%: 1,13 - 2,92) e 5,62 vezes (I.C.95%: 3,45 - 9,09).  

As drogas imunossupressoras têm uma estreita faixa terapêutica e uma variabilidade 

muito grande na resposta interindividual, o que levou os estudos de farmacogenômica a 

investigarem mais sobre o assunto, principalmente no que diz respeito à concentração das 

doses desses medicamentos, biomarcadores que indiquem maior risco de rejeição, como 

também sobre as proteínas envolvidas no processo da farmacodinâmica [4, 38]. 

Atualmente o estudo de biomarcadores vem ganhando destaque na área de 

transplantes, sendo os testes de triagem genéticos para o antígeno leucocitário 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 idêntico se mostrou um fator de proteção com RR=0,389 para os 

episódios de rejeição (I.C.95%: 0,189 - 0,802).  

O fato do antígeno leucocitário humano não prever a rejeição aguda ou crônica, tem 

estimulado pesquisas baseadas em análises genéticas visando a identificação de possíveis 

biomarcadores nesta área [39]. De acordo com Ware [6], genotipagem nos genes do 

biometabolismo pode auxiliar na adequação das doses de drogas imunossupressoras de uma 

maneira indivíduo-específica, evitando tanto episódios de rejeição quanto toxicidade pós 

transplante.  

Dentre as principais enzimas do biometabolismo, as pertencentes à subfamília CYP3A 

são as principais responsáveis pela eliminação metabólica de medicamentos, quando 

comparadas com outras enzimas de biotransformação [40]. Como tais enzimas estão 

localizadas no fígado e intestino delgado, contribuem para o primeiro passo do metabolismo 

de drogas. Dentre as diversas drogas utilizadas no pós transplante, os inibidores da 

calcineurina (CNIs), inibidores do alvo da rapamicina (mTOR) e os corticoesteróides são 

todos metabolizados por enzimas oxidativas da subfamília CYP3A do citocromo P450 [26, 

41] e são substratos para a P-glicoproteína (Pgp) [42, 43].  

As principais enzimas do biometabolismo que têm sido investigadas como potenciais 

marcadores em transplantados renais sao as CYP3A4 e CYP3A5, principalmente por seus 
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históricos no metabolismo de diversas drogas. Neste estudo, dos três genes pertencentes à 

super familia CYP450 avaliados, dois (CYP1A1 e CYP3A4) não foram associados a uma 

maior suscetibilidade aos episódios de rejeição renal. Para o gene CYP3A4, apenas um 

polimorfismo com uma MAF (minor allele frequency) muito baixa foi analisado e nenhum 

genótipo raro ou heterozigoto foi encontrado nos pacientes transplantados renais estudados. 

No entanto, no presente estudo, a presença dos alelos G/T ou T/T na posicao 17163 do gene 

CYP3A5 (rs4646453) caracterizou-se em risco para episódios de rejeição do enxerto, com 

uma estimativa de 1,72 (I.C.95%: 1,04 - 2,83).  

Polimorfismos no gene CYP3A5 têm sido alvo de diversos estudos. Shi et al. [44] 

avaliaram a troca A6986G (rs776746) e identificaram este polimorfismo como um provável 

marcador molecular para uso clínico em transplantes hepáticos. Este polimorfismo causa um 

defeito na região de splicing e é 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 relação deste polimorfismo com 

episódios de rejeição. Kuehl et al. [47] concluíram que pacientes transplantados renais 

portadores do alelo A de CYP3A5 expressavam níveis normais da enzima, enquanto pacientes 

com o alelo G não expressavam níveis 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 função bem caracterizada e um amplo 

envolvimento com rejeição de enxertos em diversos órgãos, no presente estudo foi avaliada a 

variante polimórfica rs4646453. Embora este polimorfismo seja menos conhecido na 

literatura, nosso objetivo foi avaliar se variantes de um mesmo gene podem acarretar em 

função semelhante e maior risco de episódios de rejeição.  

Tavira et al. [45] estudaram polimorfismos de 16 genes do biometabolismo na 

farmacocinética do imunossupressor tacrolimo em transplantados renais e não encontraram 

associação entre as variantes dos genes CYP1A1, GSTM1, GSTT1 e GSTP1 com episódios de 

rejeição do enxerto. Por outro lado, um estudo realizado por Singh et al. [48] demonstrou que 

pacientes com deleções em GSTM1 e GSTT1 apresentaram, respectivamente, maior risco para 

rejeição e perda da função do enxerto, sem no entanto, ter sido observada associação entre os 

genótipos de GSTM1 e GSTT1 e os efeitos nefrotóxicos causados pelo uso de 

imunossupressores. Os dados do presente estudo estão de acordo com [45], pois não foram 

observadas associações entre polimorfismos dos genes do biometabolismo GSTT1, GSTM1, 

GSTP1,CYP3A4, 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 rejeição.  

Zheng et al. [38], em um estudo com pacientes pediátricos submetidos a transplantes 

cardíacos, verificaram que a manutenção da concentração sanguínea da droga 

imunossupressora tacrolimo estava associada com a presença de genótipos específicos de 

ABCB1 e CYP3A5, já que portadores de tais genótipos requeriam doses maiores de tacrolimo 

para manter a concentração sanguínea normal do medicamento. Tais resultados mostraram a 

aplicabilidade de polimorfismos em ABCB1 e CYP3A5 na terapia imunossupressora. No 

presente estudo, o polimorfismo do gene ABCB1 (rs 2032582) não mostrou associação com 

rejeição renal (OR: 0,986 e IC.95%: 0,81 - 1,19). 

Ozel et al. [49] demonstraram a importância de se genotipar alguns polimorfismos do 

gene VDR em pacientes pós transplante, já que estes são úteis no monitoramento do 

surgimento de osteoporose nesses indivíduos. Apesar da osteoporose não ter sido confirmada 

por meio de exames específicos em muitos dos pacientes do presente estudo, todos foram 

genotipados para o polimorfismo rs1544410 do gene VDR e avaliada sua possível associação 

com episódios de rejeição do enxerto ou com o uso de algum tipo de imunossupressor. Os 

resultados obtidos não foram significativos para rejeição.  

As UGT’s constituem uma superfamília de várias isoenzimas, tendo a subfamília 

UGT2B7 um papel significativo na glucuronidação de muitas drogas clinicamente 

importantes. Portanto, variações na função enzimática de UGT2B7 poderiam potencialmente 

impactar diferentes respostas individuais às drogas que são substratos desta enzima [50]. 

Congiu et al. [51] relataram funções alteradas nas UGT2B7 causadas por polimorfismos 

genéticos, tais como níveis alterados de expressão de mRNA. No entanto, associação 

significativa entre as variantes de UGT2B7 e respostas a drogas em seres humanos não tem 

sido muito explorada em situações clínicas.  

A transição G/A -842 na região promotora do gene UGT2B7 tem sido associada a um 

aumento na metabolização do ácido micofenólico em AcMPAG, um metabólito tóxico para a 

célula em pacientes transplantados renais [52]. Gensburger et al. [53] não relataram 

associação entre UGT2B7 G/A-842 e a ocorrência de disfunções 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 posicão 802 do 

gene UGT2B7 (rs7439366) eram protegidos dos efeitos gastrointestinais adversos da droga 
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micofenolato de mofetil, independentemente da formulação do ácido micofenólico ou do 

inibidor da calcineurina concomitantemente administrado [54]. 

De acordo com nossos resultados, não houve associação positiva correlacionando o 

imunossupressor micofenolato de mofetil com os genótipos avaliados e gastrite. Foram 

considerados diagnóstico para gastrite os exames laboratoriais confirmatórios de endoscopia e 

utrassonografia especializadas.  

O polimorfismo rs7662029 (A/G -327) presente na região promotora do gene UGT2B7 

foi avaliado e os genótipos A/G e G/G não foram relacionados com um maior risco de 

episódios de rejeição. Op den Buijsch et al. [52] avaliaram outros três polimorfismos de 

UGT2B7 (G/A -79; T/C -66; C/T 816) em transplantados renais chineses e não encontraram 

evidências quantitativas relacionadas aos niveis de tacrolimo no sangue dos pacientes. 

Embora no presente estudo não tenha sido quantificado o imunossupressor no sangue dos 

pacientes, é interessante observar que outros polimorfismos em UGT2B7 podem estar 

relacionados com concentrações de tacrolimo e rejeição renal, já que, segundo Strassburg et 

al. [55], o imunossupressor tacrolimo é metabolizado principalmente por UGT2B7. Esta 

afirmação é discutível na literatura, pois outros autores como Kamdem et al. [26] e Cheung  

[4] afirmaram que a metabolização do tacrolimo seria realizada principalmente por CYP3A4 e 

CYP3A5. 

Os dados do presente estudo demonstraram que o não uso do tacrolimo foi associado a 

episódios de rejeição, assim como a presença dos genótipos G/T ou T/T do gene CYP3A5*1E, 

g.17163G>T (rs4646453) foi associada a um maior risco de episódios de rejeição renal em 

pacientes que faziam uso da droga tacrolimo. No entanto, não houve associação de rejeição 

com nenhum genótipo analisado do gene UGT2B7. Estes achados tendem a confirmar que 

diferenças interindividuais na expressão de enzimas CYP3A interferem no metabolismo do 

tacrolimo e que as variantes alélicas do gene CYP3A5 influenciam na dose necessária deste 

imunossupressor para sua metabolização [47, 56]. 

Hesselink et al. [57] afirmaram que, embora exista uma evidência substancial da 

patogenia da nefrotoxicidade causada pelos inibidores da calcineurina, ainda são necessárias 

novas avaliações de polimorfismos genéticos em associação com dados obtidos de 

transplantes renais, para fornecer ferramentas indispensáveis para a melhora da conduta 

clinica e para se alcançar a terapia individualizada.  

Os dados do presente estudo, após analisar diversos polimorfismos genéticos, 

permitem-nos indicar o gene CYP3A5 como biomarcador genético molecular a ser utilizado 

na prática clinica, pois suas variantes apresentaram associação com os episódios de rejeição 



55 

em pacientes transplantados renais brasileiros. Este achado, somado aos dados da literatura, 

contribuirá, em médio prazo, para que marcadores genético-moleculares possam ser utilizados 

para minimizar os efeitos tóxicos das drogas imunossupressoras, assim como contribuir para, 

futuramente, se alcançar 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 metabólicas, enzimas de resistência a drogas e receptores 

hormonais sobre os resultados clínicos em transplante renal ainda está longe de ser suficiente 

para a recomendação da personalização dos regimes imunossupressores nos pacientes e que 

muitos estudos ainda deverão ser realizados para se atingir este objetivo.   
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