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RESUMO

A varfarina € o anticoagulante oral mais amplamente utilizado para tratamento e
prevencdo de distarbios tromboembdlicos. A monitorizacdo da terapia €
realizada por meio da medida da Relacdo Normalizada Internacional (RNI), e o
tempo na faixa terapéutica (TTR) representa uma medida da qualidade da
anticoagulacdo oral. Na pratica clinica, existe uma ampla variacdo na dose-
resposta a varfarina que é parcialmente determinada por fatores genéticos. Ha
evidéncias de que polimorfismos nos genes CYP2C9, VKORC1, MDR1 e APOE
podem influenciar na dose de varfarina. O objetivo desse estudo foi avaliar a
influéncia de fatores sociodemograficos, clinicos e dos polimorfismos *1, *2 e *3
para o gene CYP2C9, -1639 G>A para o gene VKORC1, 3435 C>T para MDR1
e €2, €3 e €4 para APOE na dose de manutencdo semanal média de varfarina.
Trata-se de um estudo observacional do tipo transversal, conduzido em trés
clinicas de anticoagulacdo localizadas na cidade de Belo Horizonte-MG. Os
pacientes foram recrutados nos anos de 2014-2015. A coleta de dados envolveu
entrevistas com os pacientes e revisdo de prontuarios médicos. Polimorfismos
nos genes, CYP2C9, VKORC1, MDR1 e APOE foram genotipados utilizando
método de Reacao em Cadeia da Polimerase Quantitativa (QPCR). Para analise
dos dados, foi desenvolvido um modelo de regressdo gama contendo as
variaveis significativamente associadas a dose de varfarina. Uma amostra
calculada de 315 pacientes foi incluida no estudo. A média de idade foi de
64,1+13,1 anos, e 173 (54,9%) pacientes eram do sexo feminino. A principal
indicacdo de uso de varfarina foi fibrilagdo atrial/flutter (n=240; 76,2%). A dose
de manutencao semanal média de varfarina foi 28,5+13,1mg, e o TTR médio foi
65,5+17,9%. O modelo de regresséo revelou que idade, uso de amiodarona,
gendtipo VKORC1 GA, genotipo VKORC1 AA, gendtipos CYP2C9*1/*2 ou *1/*3
e genotipos CYP2C9*2/*2 ou *2/*3 ou *3/*3 estavam associados com reducao
na dose de varfarina. Esses resultados sugerem que fatores sociodemograficos,
farmacoterapicos e genéticos influenciam na terapia com varfarina. Em conjunto,
essas informacdes permitem obter melhor conhecimento da nossa populacéo, e

assim contribuem para subsidiar melhorias no processo de cuidado ao paciente.

Palavras-chave: varfarina, polimorfismo genético, CYP2C9, VKORC1, MDR1,
APOQOE.



ABSTRACT

Warfarin is the most widely used oral anticoagulant for treatment and prevention
of thromboembolic disorders. Therapy monitoring is performed using
International Normalized Ratio (INR), and time in therapeutic range (TTR) which
is a measure of oral anticoagulation quality. In clinical practice, there is a wide
variability in warfarin dose-response that is partially determined by genetic
factors. There is evidence that genetic variations on CYP2C9, VKORC1, MDR1
and APOE genes may influence warfarin dose. This study aimed to evaluate
sociodemographic, clinical factors and *1, *2 and *3 polymorphisms on CYP2C9
gene, -1639 G>A on VKORC1 gene, 3435 C>T on MDR1 and €2, €3 and €4 on
APOE influence at mean weekly warfarin maintenance dose. This is an
observational cross-sectional study performed in three anticoagulation clinics in
Belo Horizonte-MG. Patients were recruited between 2014-2015. Data were
collected through patient interviews and medical chart review. Polymorphisms on
CYP2C9, VKORC1, MDR1 and APOE were genotyped using Quantitative
Polymerase Chain Reaction (QPCR). A gamma regression model was developed
with variables significantly associated with warfarin dose. A calculated sample of
315 patients was included in the study. Mean age was 64.1+13.1 years, and 173
(54.9%) patients were female. The main indication for warfarin use was atrial
fibrillation/flutter (n=240; 76.2%). Mean weekly warfarin maintenance dose was
28.5+£13.1mg, and mean TTR was 65.5+17.9%. The regression model revealed
that age, amiodarone use, genotype VKORC1 GA, genotype VKORC1 AA,
genotypes CYP2C9*1/*2 or *1/*3 and genotypes CYP2C9*2/*2 or *2/*3 or *3/*3
were associated with warfarin dose reduction. These results suggest that
sociodemographic, pharmacotherapeutic and genetic factors influence warfarin
therapy. Together, this information allows us to get better knowledge of our
population, and thus contribute to subsidize improvements in patient care

process.

Key-words: warfarin, genetic polymorphism, CYP2C9, VKORC1, MDR1, APOE.
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1 INTRODUCAO

A varfarina é o anticoagulante oral mais amplamente utilizado em pacientes com
fatores de risco para distlrbios tromboembdlicos (DEAN, 2012; BADER e
ELEWA, 2016). O monitoramento da terapia € necessario para auxiliar nos
ajustes de dose e evitar a ocorréncia de eventos adversos. Aléem disso, a
varfarina apresenta um estreito indice terapéutico, e interage com um grande
namero de medicamentos (MARTINS et al., 2011; YU et al, 2016). A
monitorizagdo da terapia é realizada por meio da Relacdo Normalizada
Internacional (RNI) calculada a partir da divisdo do tempo de protrombina (TP)
do paciente pelo TP do controle, cujo valor € elevado ao indice de sensibilidade
internacional (ISI, do inglés, international sensitivity index) da tromboplastina
calcica de uso (LEE e KLEIN, 2013).

Na préatica clinica, existe ampla variacdo na dose-resposta a varfarina
(CAVALLARI et al., 2010). A dose de manutencao pode variar em até 20 vezes
entre pacientes (ALMEIDA et al.,, 2014; LIU et al.,, 2017). Essa variacdo é
explicada por fatores sociodemograficos, clinicos e farmacoterapéuticos como
idade, sexo, peso corporal, ingestao de alimentos ricos em vitamina K, interacdes
medicamentosas, comorbidades, consumo de alcool e tabagismo, além de
fatores genéticos (CAVALLARI et al.,, 2010; DEAN, 2012; KIM et al., 2013).
Polimorfismos nos genes do citocromo P450-2C9 (CYP2C9, do inglés,
cytochrome P450-2C9) e complexo da vitamina K epéxido redutase, subunidade
1 (VKORC1, do inglés, vitamin K epoxide reductase complex, subunit 1) sdo os
principais determinantes genéticos dos requerimentos de dose (ALMEIDA et al.,
2014).

O gene CYP2C9 codifica a enzima responsavel por metabolizar o isbmero mais
potente da varfarina (S-varfarina) (JOHNSON et al.,, 2017). Pacientes
carreadores dos alelos variantes mais comuns (CYP2C9*2 e CYP2C9*3)
codificam enzimas com atividades reduzidas levando ao aumento na meia-vida
da varfarina, e reducdo na dose necessaria para obtencao do efeito desejado
(AGENO et al., 2012; DEAN, 2012). Ja a variante -1639 G>A em VKORCI1],
localizada na regido promotora do gene, também esta associada ao aumento na

sensibilidade a varfarina (LI, Y. et al., 2015). A presenca do alelo A leva a reducéo
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da expressao da enzima alvo da varfarina (vitamina K epoxido redutase) e das
exigéncias de dose do farmaco (JOHNSON e CAVALLARI, 2015; JOHNSON et
al., 2017).

Outros genes também tém mostrado associacdo com a dose de varfarina
(ALMEIDA et al., 2014). O gene Multidrug-resistant transporter-1 (MDR1)
codifica a glicoproteina-P, um transportador de efluxo (KIM et al., 2013), para o
qual a varfarina € um substrato. O polimorfismo 3435 C>T em MDR1 estaria
associado ao aumento na necessidade de dose do anticoagulante (ALMEIDA et
al., 2011; ISSAC et al., 2014). Apolipoproteina E (APOE, do inglés apolipoprotein
E) é o gene responsavel por expressar a proteina de mesmo nome (ApoE) (YU
et al., 2016). O transporte e a captacdo hepética de vitamina K sdo mediados por
lipoproteinas contendo ApoE (KOHNKE et al., 2005; KIMMEL et al., 2008). Os
trés principais alelos do gene APOE (€2, €3 e €4) apresentam diferentes
afinidades pelos receptores nos hepatécitos (€2 < €3 < €4) (LAL et al., 2008). Em
teoria, pacientes carreadores do alelo APOE €4 necessitariam de doses maiores
de varfarina (KOHNKE et al., 2005; KIMMEL et al., 2008). No entanto, 0s
resultados para MDR1 e APOE na literatura sdo controversos (WADELIUS et al.,
2004; KOHNKE et al., 2005; ALMEIDA et al., 2011; ALMEIDA et al., 2014).

Esta pesquisa justifica-se pelo fato de que existem poucos estudos sobre a
farmacogenética da varfarina envolvendo a populacao brasileira. Além disso, 0s
resultados que existem na literatura internacional sdo bastante divergentes. Com
base nisso, objetivou-se investigar a influéncia de fatores genéticos
(polimorfismos nos genes CYP2C9, VKORC1, MDR1 e APOE) e ndo genéticos
na dose de manutencdo de varfarina na populacdo brasileira. A pergunta
norteadora do estudo foi a seguinte: “Polimorfismos nos genes CYP2C9,
VKORC1, MDR1 e APOE alteram a dose de varfarina?”. E partiu-se da hipotese
de que polimorfismos nos genes CYP2C9, VKORC1, MDR1 e APOE, de forma
isolada e/ou integrada, podem alterar a dose de varfarina. Com a realizacao
deste estudo, buscou-se preencher possiveis lacunas no conhecimento,
principalmente a respeito do efeito dos genes MDR1 e APOE na dose de
varfarina, e trazer contribuic6es para a literatura cientifica. Dessa forma, espera-

se agregar qualidade a farmacoterapia com esse anticoagulante.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Atrombose como disturbio da coagula¢cdo sanguinea

A trombose consiste na formacdo de um coagulo na circulacdo podendo levar a
obstrucao parcial ou completa dos vasos sanguineos (SPRONK et al., 2003). Ela
decorre de um desequilibrio na atividade dos fatores pré e anticoagulantes. Uma
ativacdo excessiva dos fatores pro-coagulantes e/ou uma reducao na atividade

anticoagulante pode levar ao estado pro-trombaotico (TANAKA et al., 2009).

O estado de hipercoagulabilidade pode resultar de mudancas fisiolégicas (a
incidéncia de trombose aumenta com a idade), doencas adquiridas (doenca
ateromatosa), uso de determinados medicamentos (como contraceptivos orais)
causas hereditarias (deficiéncia nos niveis de antitrombina e das proteinas
anticoagulantes C e S), disturbios genéticos (polimorfismo no gene que codifica
o fator V, conhecido como fator V de Leiden) (EDELBERG et al., 2001; SPRONK
et al., 2003; TANAKA et al., 2009), e mutante da protrombina.

Ap0s diagnéstico clinico, terapias antitromboticas profilaticas sdo necessarias
para prevenir a recorréncia de trombose (TANAKA et al., 2009). Na década de
1950, os anticoagulantes orais tornaram-se mandatorios na prevencao da
doenca tromboembdlica, sendo a varfarina o anticoagulante oral mais prescrito
(TELES et al., 2012).

2.2 As bases farmacolégicas da anticoagulacédo pela varfarina

2.2.1 Empreqo clinico da varfarina

A varfarina € o anticoagulante oral mais amplamente utilizado para tratamento e
prevencdo de distarbios tromboembolicos (DEAN, 2012; TELES et al., 2012;
SUAREZ-KURTZ e BOTTON, 2013; JIN et al., 2014; BADER e ELEWA, 2016).
E indicada em pacientes com trombose venosa profunda (TVP), fibrilag&o atrial
(FA), prétese mecanica de valva cardiaca, em pacientes submetidos a cirurgia
ortopédica, sendo também utilizada para reduzir o risco de acidente vascular
cerebral (AVC) apés infarto do miocéardio (DEAN, 2012; LEE e KLEIN, 2013;
BADER e ELEWA, 2016).
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A FA é um problema de salude publica e esta associada ao maior risco da
ocorréncia de AVC (a presenca de FA aumenta mais que quatro vezes 0 risco
de AVC), tromboembolismo e insuficiéncia cardiaca (REYNOLDS et al., 2004;
MARCOLINO et al.,, 2015). A ocorréncia de FA é estimada em 2,0% em
pacientes com idade entre 65 e 75 anos, e 5,0% e 14,0% em pacientes com
idade superior a 75 e 84 anos, respectivamente (REYNOLDS et al., 2004). Em
pacientes com FA, o uso da varfarina reduz em 64,0% o risco de AVC comparado
ao placebo, enquanto agentes antiplaquetarios (como a aspirina) promovem uma
reducgéo de 22,0% (HART et al., 2007). No Brasil, em estudo conduzido em 658
municipios em Minas Gerais, a prevaléncia global de FA foi de 1,8%, sendo mais
prevalente em homens que em mulheres (2,4% vs. 1,3%; p<0,001), e aumentou
acentuadamente com o aumento na idade. Hipertensdo e doenca de Chagas
foram algumas das comorbidades associadas a FA nesses pacientes.
Entretanto, apenas 1,5% deles estavam em tratamento com varfarina
(MARCOLINO et al., 2015).

O uso da varfarina tem aumentado progressivamente ao longo dos anos devido
ao sedentarismo e envelhecimento populacional que predispdem ao
tromboembolismo, sendo dispensadas em torno de 30 milhdes de prescri¢coes
anualmente nos Estados Unidos (BADER e ELEWA, 2016; LOPEZ et al., 2016).
Apesar disso, devido a seu estreito indice terapéutico, ampla variacdo
interindividual na sensibilidade ao farmaco e inUmeras interacdes
farmacoldgicas, a terapia com varfarina precisa ser monitorizada periodicamente
(TELES et al., 2012; LEE e KLEIN, 2013; LOPEZ et al., 2016; YU et al., 2016).

2.2.2 Farmacocinética

Varfarina € uma mistura racémica de dois isbmeros opticamente ativos, 0s
enantiomeros R e S, sendo a (S)-varfarina duas a cinco vezes mais potente
(AGENO et al., 2012; DEAN, 2012). A varfarina € rapidamente absorvida pelo
trato gastrointestinal (TGI), e seu pico de concentra¢do sanguinea ocorre dentro
de uma hora ap6s a administracdo, entretanto, seu efeito farmacologico €
alcancado 48 horas depois (AGENO et al., 2012; TELES et al., 2012).

A varfarina liga-se fortemente a albumina plasmatica e cerca de 3% encontra-se

na forma livre e farmacologicamente ativa (FURIE, 2013). Sua meia-vida varia
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de 36 a 42 horas e seu efeito dura de dois a cinco dias (AGENO et al., 2012;
TELES et al., 2012).

A varfarina racémica se acumula no figado onde os dois enantibmeros séo
metabolizados por diferentes vias (AGENO et al., 2012). A S-varfarina €&
metabolizada principalmente pela enzima microssomal hepética CYP2C9,
engquanto a R-varfarina € metabolizada principalmente pelas enzimas citocromo
P450-1A2, citocromo P450-3A4 e citocromo P450-2C19. Os metabalitos inativos
sao excretados na urina e nas fezes (AGENO et al., 2012; TELES et al., 2012).

2.2.3 Farmacodinamica

A varfarina exerce seu efeito anticoagulante por interferir na regeneragao da
vitamina K reduzida (hidroquinona) a partir de seu epoxido (AGENO et al., 2012;
LEE e KLEIN, 2013). A vitamina K atua como um cofator da enzima gama-
glutamil carboxilase responsavel por promover a gama-carboxilacdo de residuos
de glutamato dos fatores da coagulacéo II, VII, IX e X (DEAN, 2012; FURIE,
2013). A carboxilacdo dos fatores € essencial para atividade biologica, e o
tratamento com varfarina resulta na producdo hepatica de proteinas
descarboxiladas ou parcialmente carboxiladas (AGENO et al.,, 2012; DEAN,
2012; TELES et al., 2012; FURIE, 2013; LEE e KLEIN, 2013).

Nesse processo, a vitamina K reduzida é oxidada (LEE e KLEIN, 2013). O
epodxido da vitamina K pode ser novamente reduzido a hidroquinona para ser
reutilizado na carboxilagdo dos fatores da coagulacdo (AGENO et al., 2012;
FURIE, 2013). A reacao de oxi-reducao envolve um par de redutases, as quais
constituem as enzimas alvo da varfarina (Figura 1). A vitamina K epdxido
redutase € mais sensivel a agdo da varfarina, ao passo que a vitamina K quinona
redutase € menos sensivel a inibicdo pelo farmaco. Isso explica porque a
administracdo de vitamina K pode diminuir o efeito anticoagulante da varfarina

(AGENO et al., 2012).

A varfarina ndo exerce efeito sobre as moléculas totalmente carboxiladas na
circulacdo. Em vista disso, o efeito anticoagulante so6 é atingido apds alguns dias
guando os fatores carboxilados pré-formados atingem um novo estado de

equilibrio de acordo com suas meias-vidas de eliminacdo (TELES et al., 2012).
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Os anticoagulantes orais também inibem a carboxilacdo das proteinas
anticoagulantes C e S cuja deplecéo é mais rapida que a dos fatores Il, VII, IX e
X, 0 que pode resultar em um breve periodo de hipercoagulabilidade no inicio da
terapia, havendo necessidade da utilizacdo concomitante de um anticoagulante
de acao rapida (como a heparina) até que o efeito anticoagulante terapéutico
seja alcancado (ADAMS e BIRD, 2009; AGENO et al., 2012).

Fatores Descarboxilados Fatores Carboxilados

Gama-glutamil
Carboxilase

Vitamina K reduzida Epaxido da Vitamina K
(hidrogquinana)

Vitamina K Vitamina K

quinona <::| eptxido

redutase redutase

Vitamina K (quinona) +

Varfarina Varfarina

Figura 1 - Carboxilacdo dos fatores da coagulacédo acoplada a
oxidacdo da vitamina K. (Adaptado de TELES et al., 2012).

2.2.4 Farmacogenética

Farmacogenética é a area da genética que estuda a influéncia de determinados
genes na resposta individual a determinados farmacos. Essa influéncia pode vir
associada a mudancas na farmacocinética ou farmacodindmica do
medicamento, refletindo em alteracbes na dose ou na resposta terapéutica. A
varfarina é um dos farmacos que apresenta inidmeros estudos farmacogenéticos
descritos na literatura. O objetivo desses estudos é investigar quais seriam 0s
principais genes envolvidos na resposta ao anticoagulante e, assim, otimizar a

terapia medicamentosa reduzindo a ocorréncia de eventos adversos. Busca-se,
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também, construir modelos de determinacdo da dose cada vez mais precisos
(CARLQUIST et al., 2010).

2.2.4.1 Farmacogenética da varfarina

Existe evidéncia de que fatores genéticos desempenham importante papel na
variabilidade da resposta a varfarina (DEAN, 2012; SUAREZ-KURTZ e
BOTTON, 2013; BENAVIDES et al., 2015; FARZAMIKIA et al., 2017), sendo 0s
genes CYP2C9 e VKORC1 os principais determinantes dos requerimentos de
dose (SCHAPKAITZ e SITHOLE, 2017). Em 2007, a US Food and Drug
Administration atualizou as informagfes sobre prescricdo para varfarina
indicando que devem ser consideradas doses menores do anticoagulante, no
inicio do tratamento, em pacientes com variacdes em CYP2C9 e VKORC1, e em
2010, essa recomendacéo veio acompanhada de uma tabela de estratificacdo
de doses por genétipo (KRISHNA KUMAR et al., 2014; BENAVIDES et al., 2015;
MILI et al., 2018) (Tabela 1). Polimorfismos nesses dois genes explicam cerca
de 18% e 30% da variacdo na dose em pacientes de descendéncia europeia,
respectivamente (MITROPOULOU et al., 2015; JOHNSON et al., 2017), e em
conjunto com fatores sociodemograficos e clinicos sdo responsaveis por cerca
de 60% dessa variabilidade em diferentes populacdes (ALRASHID et al., 2016).

Polimorfismos em outros genes também contribuem para variacéo interindividual
na dose-resposta a varfarina, porém em menor escala (LEE e KLEIN, 2013). O
polimorfismo 3435 C>T em MDR1 foi responsavel por explicar cerca de 3,0% da
variacdo na dose em uma coorte de pacientes egipcios (ISSAC et al., 2014),
enquanto APOE rs7412 teve coeficiente de determinagédo de 1,7% em estudo
conduzido com pacientes chineses (LIU et al., 2017). A enzima citocromo P450-
4F2, expressa pelo gene CYP4F2, é responsavel pela metabolizacdo hepatica
da vitamina K. O polimorfismo V433M (rs2108622) leva a reduzidas
concentracfes da enzima CYP4F2 e consequente reducdo no metabolismo da
vitamina K. E esperado que pacientes que exibam essa variacdo necessitem de
doses maiores de varfarina para o efeito anticoagulante (JOHNSON e
CAVALLARI, 2015). Um coeficiente de determinacéo de 1,9% foi obtido para
esse polimorfismo em estudo conduzido na india (KRISHNA KUMAR et al.,

2014). A interagdo entre genes também €& um fator que pode contribuir para a
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variabilidade na dose de varfarina. Estudos tém mostrado resultados
inconsistentes sobre a interacdo entre os genes CYP2C9 e VKORCL1 na terapia
com esse farmaco (LI, X. et al., 2015; KHALIGHI et al., 2017).

Tabela 1 - Recomendacao de doses (mg/dia) estratificada por gendtipos (US*

Food and Drug Administration).

VKORC1 CYP2C9
*1/*1 *1/*2 *1/*3 *2/%2 *2/*3 *3/*3
GG 5-7 5-7 3-4 3-4 3-4 05-2
GA 5-7 3-4 3-4 3-4 05-2 05-2
AA 3-4 3-4 05-2 05-2 05-2 05-2

Fonte: DEAN (2012). *US: United States

2.2.4.1.1 CYP2C9

CYP2C9 é a enzima hepatica responsavel por metabolizar a S-varfarina
(JOHNSON et al., 2017). Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP, do inglés,
single nucleotide polymorphism) no gene que codifica essa enzima (gene
CYP2C9, localizado em 10g23.33) afetam a farmacocinética do anticoagulante
(BOTTON et al., 2011). CYP2C9*1 é o alelo selvagem e esta associado a uma
atividade enzimatica normal (DEAN, 2012), enquanto as variantes mais comuns
CYP2C9*2 (430C>T; Argl44Cys; rs1799853) no exon 3 e CYP2C9*3 (1075A>C;
Iso359Leu; rs1057910) no exon 7 estdo associadas a reducdo na atividade da
proteina (BOTTON et al., 2011; AGENO et al., 2012; DEAN, 2012).

Os polimorfismos CYP2C9*2 e *3 levam a expressao de enzimas com atividades
reduzidas e debilitada capacidade de metabolizar a S-varfarina, ocasionando a
reducd@o no clearance desse isbmero e, consequentemente, 0 aumento em sua
meia vida (AGENO et al., 2012). Em comparacao com individuos homozigotos
para o alelo selvagem CYP2C9*1, individuos heterozigotos (CYP2C9*1/*2,
CYP2C9*1/*3, CYP2C9*2/*3) ou homozigotos (CYP2C9*2/*2, CYP2C9*3/*3)
para os alelos variantes necessitam de doses menores de varfarina para
adequada anticoagulacédo (AGENO et al., 2012; JOHNSON et al., 2017).

Os alelos CYP2C9*2 ou CYP2C9*3 estdo associados com atividades reduzidas

da enzima em 30% e 80% em relacdo ao alelo selvagem, respectivamente (LEE
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e KLEIN, 2013), e as reducbes nas doses estdo em torno de 14% para
carreadores heterozigotos de CYP2C9*2 e 21% para carreadores heterozigotos
de CYP2C9*3 (LOPEZ et al., 2016). Comparado a individuos homozigotos para
CYP2C9*1, pacientes que carreiam pelos menos uma coépia dos alelos variantes
apresentam maior risco de sangramento no inicio do tratamento com varfarina e
requerem um tempo maior para alcancar a RNI terapéutica (LEE e KLEIN, 2013;
KUDZI et al., 2016; JOHNSON et al., 2017).

Polimorfismos em CYP2C9 explicam cerca de 5-20% da variagcdo na dose de
varfarina (BAZAN et al., 2014). No Brasil, em estudo conduzido com 279
pacientes usuéarios de varfarina de ascendéncia europeia da regido sul, a
frequéncia dos gendtipos CYP2C9*1/*1, CYP2C9*1/*2, CYP2C9*1/*3,
CYP2C9*2/*2 e CYP2C9*2/*3 foram, respectivamente, 65,2%, 22,9%, 9,0%,
1,1% e 1,8%, enquanto que o gendtipo CYP2C9*3/*3 ndo foi detectado
(BOTTON et al., 2011). Almeida et al. (2014) encontraram que as frequéncias
dos alelos CYP2C9*1, CYP2C9*2 e CYP2C9*3 foram 86,6%, 9,1% e 4,3%,
respectivamente, em estudo envolvendo 116 pacientes usuarios de varfarina
atendidos no Ambulatério de Hematologia dos Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) em Belo Horizonte, enquanto
que frequéncias de 12,9% para o alelo CYP2C9*2 e 3,2% para CYP2C9*3 foram
detectadas em estudo conduzido com 206 pacientes usuarios de varfarina
recrutados de um hospital universitario na cidade de Sao de Paulo (SANTOS et
al., 2013).

2.2.4.1.2 VKORC1

A varfarina atua inibindo a acao da enzima vitamina K epoxido redutase que, por
sua vez é codificada pelo gene VKORCL1 localizado no cromossomo 16pl11.2
(AGENO et al., 2012; DEAN, 2012; LOPEZ et al., 2016; KHALIGHI et al., 2017;
RAFIEE et al., 2017). Polimorfismos em VKORC1 afetam a farmacodinamica da
varfarina (AGENO et al., 2012; CHOWDHURY et al., 2017).

Um desses polimorfismos tem mostrado significante efeito na resposta ao
farmaco (QAYYUM et al.,, 2018). O SNP VKORC1 -1639 G>A (rs9923231),
localizado na regido promotora do gene, esta associado ao aumento na
sensibilidade a varfarina (DEAN, 2012; LI, Y. et al., 2015). A presenca do alelo
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variante A associa-se a expressao génica aproximadamente duas vezes menor
e significativa reducéo das exigéncias de dose em comparagdo com o alelo G
(JOHNSON e CAVALLARI, 2015). Consequentemente, pacientes carreadores
de uma ou duas coépias de -1639A requerem doses menores de varfarina do que
pacientes homozigotos para -1639G (JOHNSON et al.,, 2017), sendo uma
reducdo aproximada de 28% para cada copia do alelo variante (LOPEZ et al.,
2016).

O SNP VKORC1 -1639 G>A explica cerca de 20-25% da variacdo na dose de
varfarina (GHOZLAN et al., 2015), e juntos, variantes em VKORC1 e CYP2C9
explicam em torno de 20-40% dessa variabilidade (ERIKSSON et al., 2016). No
Brasil, Botton et al. (2011) detectaram frequéncias de 40,2% para o gendtipo GG,
46,2% para o genotipo GA e 13,6% para o genotipo AA do polimorfismo -1639
G>A de VKORC1, em estudo conduzido com pacientes usuarios de varfarina da
regido sul, enquanto Santos et al. (2013) encontraram frequéncias,
respectivamente, de 59,7%, 27,2% e 13,1% em pacientes em uso de varfarina
recrutados na cidade de Sao Paulo. Neste ultimo estudo, a frequéncia do alelo
polimorfico -1639A foi de 26,7% (SANTOS et al., 2013). Em estudo conduzido
com pacientes usuarios de varfarina de Belo Horizonte, as frequéncias dos
genotipos GG, GA e AA de VKORCL1 -1639 G>A foram, respectivamente, 51,7%,
44,8%, e 3,5%, enquanto a frequéncia do alelo A foi de 25,0% (ALMEIDA et al.,
2014).

2.2.4.1.3 MDR1

O gene MDR1 (ou ABCB1, do inglés, ATP-binding cassette, sub-family B,
member 1), localizado no cromossomo 7g21.12, codifica uma proteina
transmembrana denominada glicoproteina-P expressa em uma variedade de
tecidos incluindo figado, rins e intestino (WADELIUS et al., 2004; KIM et al.,
2013; ISSAC et al., 2014; GSCHWIND et al., 2015). A glicoproteina-P atua como
um potente transportador de efluxo de compostos lipofilicos e é considerada a
principal proteina responsavel por interferir na absorcdo de farmacos
administrados por via oral, e na excre¢do de seus metabdlitos (WADELIUS et
al., 2004; ALMEIDA et al., 2011; KIM et al., 2013; FERRARI et al., 2014; ISSAC
et al., 2014).
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A varfarina é um substrato para glicoproteina-P, e polimorfismos em MDR1
podem alterar a farmacocinética e biodisponibilidade desse farmaco
(WADELIUS et al.,, 2004; FERRARI et al., 2014; ISSAC et al.,, 2014). O
polimorfismo 3435 C>T (rs1045642) no exon 26 estaria associado a reducao da
absorcdo intestinal da varfarina e aumento em sua eliminacdo hepatica em
pacientes carreadores do gendtipo T3435T, o que levaria ao aumento das
necessidades de dose do anticoagulante (ALMEIDA et al., 2011; ISSAC et al.,
2014). Entretanto, o impacto de SNPs em MDR1, na expressao da glicoproteina-
P e na farmacocinética de diferentes farmacos permanece em discussao
(GSCHWIND et al., 2015). Estudos sugerem que polimorfismos em ABCB1
levariam a reducdo da expressdao do gene e consequente aumento na
biodisponibilidade da varfarina (FERRARI et al., 2014).

No Brasil, em estudo conduzido com 110 pacientes usuarios de varfarina, com
ocorréncia ou recorréncia de TVP, e acompanhados na clinica de anticoagulagao
do Hospital das Clinicas da UFMG, detectou-se frequéncias de 14%, 40% e 46%
para 0s genotipos C3435C, C3435T e T3435T de MDR1, respectivamente.
Nesse estudo, a frequéncia do alelo variante 3435T foi de 66% (ALMEIDA et al.,
2011).

2.2.4.1.4 APOE

A ApoE é uma glicoproteina contendo 299 aminoacidos, sintetizada
principalmente no figado e intestino, e codificada pelo gene APOE localizado no
cromossomo 19 (LAL et al., 2006; LAL et al., 2008; LOPEZ et al., 2016; YU et
al., 2016). ApoE é a principal constituinte de lipoproteinas presentes na
circulacao responsaveis pelo transporte de substancias lipidicas para os mais
diversos tecidos (KOHNKE et al., 2005; SCONCE et al., 2006; LIU et al., 2016;
YU et al., 2016).

Uma dessas lipoproteinas, os remanescentes de quilomicrons, sdo produzidos
na circulagdo sanguinea e estdo envolvidos no transporte de vitamina K
(fitomenadiona) do intestino até o figado (LAL et al., 2006). A ApoE é expressa
na superficie desses quilomicrons, e interage com receptores nos hepatécitos
mediando a endocitose de toda a molécula (KOHNKE et al., 2005; LAL et al.,
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2006; LAL et al., 2008). Nos hepatdcitos, a vitamina K ira atuar no ciclo de

carboxilacdo dos fatores da coagulacdo (KOHNKE et al., 2005).

Uma vez que a varfarina exerce seu efeito anticoagulante inibindo a regeneracao
da vitamina K reduzida, a disponibilidade dessa vitamina no figado pode afetar
os requerimentos de dose do farmaco (KIMMEL et al., 2008; LIU et al., 2016;
RAFIEE et al., 2017). A captacdo hepatica dos quilomicrons e,
consequentemente de vitamina K, é parcialmente dependente da ApoE
(SUAREZ-KURTZ e BOTTON, 2013).

O gene da ApoE localiza-se no cromossomo 19g13.32. Dois SNPs presentes no
exon 4 deste gene, os polimorfismos rs429358 (334 T>C) e rs7412 (472 C>T),
dao origem a trés alelos €2 (334T, 472T), €3 (334T, 472C) e €4 (334C, 472C),
que por sua vez codificam proteinas com diferentes afinidades pelos receptores
nos hepatdcitos (afinidade de €2 < €3 < €4) (KOHNKE et al., 2005; LAL et al.,
2006; LAL et al., 2008; CAVALLARI et al., 2010; SUAREZ-KURTZ e BOTTON,
2013; LOPEZ et al.,, 2016). Isso resulta em diferentes niveis de captacdo
hepatica de vitamina K, estando €2, €3 e €4 associados a baixa, intermediaria e
elevada captacédo, respectivamente (WADELIUS et al., 2007; KIMMEL et al.,
2008; CAVALLARI et al., 2010; CAVALLARI et al., 2011; SUAREZ-KURTZ e
BOTTON, 2013).

Em teoria, devido a acelerada captacdo de vitamina K pelo figado, individuos
carreadores do alelo APOE ¢4 necessitariam de uma dose maior de varfarina
para promover o efeito anticoagulante. Entretanto, os resultados na literatura sdo
controversos, e alguns estudos sugerem que a presenca do €4 levaria a redugao
da necessidade de dose dos anticoagulantes cumarinicos uma vez que além de
promover a captacdo elevada de vitamina K, esse alelo também estaria
associado a um desvio de rota mediando a direta eliminagédo da vitamina K
captada, diminuindo, portanto, sua disponibilidade hepética para atuar no ciclo
de carboxilacédo dos fatores da coagulacdo (KOHNKE et al., 2005; VISSER et
al., 2005; KIMMEL et al., 2008; YU et al., 2016).

Existem seis genotipos possiveis de APOE, €2/€2, €2/€3, €2/€4, €3/€3, €4/e3 e
€4/e4 cujas frequéncias determinadas em pacientes brasileiros usuarios de
varfarina foram, respectivamente, 0,8%, 14,7%, 1,7%, 56,9%, 22,5% e 3,4%,
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sendo as frequéncias de €2 9,1%, de €3 75,4% e de €4 15,0% (ALMEIDA et al.,
2014).

2.2.4.1.5 A etnia como fator associado a farmacogenética da varfarina

Existe ampla variacdo nas frequéncias dos polimorfismos genéticos, que é
etnicamente determinada (GAIKWAD et al., 2013), e o poder de explicacdo e
efeito na variabilidade da dose de varfarina varia consideravelmente em
diferentes populagbes (SUAREZ-KURTZ e BOTTON, 2013; BADER e ELEWA,
2016). A variante CYP2C9*2 é quase ausente na populacao asiatica (frequéncia
de 1-3%), sendo mais comum em caucasianos (10-20%) (DEAN, 2012; LEE e
KLEIN, 2013). O alelo CYP2C9*3 é extremamente raro na populacdo africana, e
polimorfismos como CYP2C9*5, *6, *8 e *11 apresentam significativas
contribuicdes para os requerimentos de dose em afro-americanos (CAVALLARI
et al., 2010; DEAN, 2012).

Para o SNP VKORC1 -1639 G>A, a frequéncia do alelo variante € maior em
asiaticos (frequéncia em torno de 90%), apresentando frequéncia intermediaria
em caucasianos (40%), e mais baixa frequéncia em afro-americanos (14%)
(DEAN, 2012; JOHNSON e CAVALLARI, 2015). Isso explica porque pacientes
asidticos sdo mais sensiveis a varfarina e requerem doses menores do
anticoagulante para a mesma faixa de RNI alvo que caucasianos e afro-
americanos (JIN et al., 2014; JOHNSON e CAVALLARI, 2015; LI, S. et al., 2015).

No Brasil, a populacéo é heterogénea, sendo resultado da miscigenacao entre
europeus, africanos e amerindios, e mais recentemente por asiaticos. Isso
explica as diferencas na distribuicdo de polimorfismos genéticos nas diferentes
regibes do pais, bem como dentro dos diferentes grupos étnicos, o que torna a
implementacdo da farmacogenética na pratica clinica um desafio (FRIEDRICH
et al., 2014; SUAREZ-KURTZ e BOTTON, 2015).

Uma vez que a etnia é um fator que interfere no efeito de variaveis clinicas e
genéticas na dose de varfarina, a construgdo de modelos de predicdo da dose
deve levar em consideragdo aspectos especificos de cada populacdo (como as

frequéncias dos alelos mais comuns e importantes), sendo esses algoritmos os
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que determinam com maior precisao a dose do anticoagulante (LIMDI et al.,
2015).

2.2.5 Efeitos adversos e toxicidade

A varfarina € um dos principais medicamentos associados a internacdes
secundarias a eventos adversos nos Estados Unidos e, entre 2007 e 2009, foi
responsavel por cerca de 33% das hospitalizacbes (LEE e KLEIN, 2013;
JOHNSON e CAVALLARI, 2015; PRICE, 2015; AZZAM et al., 2016; JOHNSON
et al., 2017).

Sangramento é o efeito adverso mais importante e mais comum relacionado a
terapia com varfarina (WADELIUS et al., 2004; TELES et al., 2012; LEE e KLEIN,
2013; JIN et al., 2014; YU et al., 2016). A incidéncia mediana de hemorragias
graves é de 2,1 por 100 pacientes por ano em usuarios de anticoagulantes
cumarinicos (LOPEZ et al., 2016). Indicac&o da anticoagulacdo, RNI alvo, idade
igual ou superior a 65 anos, histérico de hemorragias, e uso de medicamentos
com potencial de interacdo com a varfarina sdo alguns dos fatores que
influenciam na taxa de sangramento (WADELIUS et al., 2004; AGENO et al.,
2012; DEAN, 2012).

A incidéncia de hemorragia também esta relacionada com a intensidade da
terapia anticoagulante, de modo que valores da RNI maiores que quatro e,
principalmente maiores que cinco, aumentam acentuadamente o risco de um
evento hemorragico (WADELIUS et al., 2004; AGENO et al., 2012; DEAN, 2012;
LEE e KLEIN, 2013; YU et al., 2016). O risco de sangramento é dez vezes maior
no primeiro més de tratamento, e alguns estudos sugerem que pacientes
carreadores de variacfes alélicas para CYP2C9 apresentam maior incidéncia de
hemorragias em relacdo a pacientes homozigotos selvagens (WADELIUS et al.,
2004).

Na ocorréncia de sangramento grave, principalmente, o tratamento consiste na
suspensao do anticoagulante, administracdo de vitamina K (fitomenadiona),
plasma fresco ou concentrado de fatores da coagulacdo (AGENO et al., 2012;
LEE e KLEIN, 2013).
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Outras reacOes adversas a terapia com varfarina incluem diarreia, alopecia,
necrose cutanea, sindrome purpura do dedo do pé e reacdes de
hipersensibilidade (AGENO et al., 2012; DEAN, 2012; TELES et al., 2012).

2.3 Fatores ndo-genéticos associados a dose de varfarina

Existe ampla variacéo interindividual na resposta farmacoldgica a varfarina. A
dose necessaria para manter uma anticoagulacdo adequada pode variar em
torno de 20 vezes entre pacientes (ALMEIDA et al., 2014; LIU et al., 2017). Idade,
sexo, peso corporal, ingestdo de alimentos ricos em vitamina K, interacdes
medicamentosas, comorbidades, consumo de alcool e tabagismo séo alguns dos
fatores sociodemogréficos e clinicos associados a dose do anticoagulante (LAL
et al.,, 2006; CAVALLARI et al., 2010; DEAN, 2012; FURIE, 2013; KIM et al.,
2013; LIANG et al.,, 2013; BENAVIDES et al., 2015; KUDZI et al., 2016;
FARZAMIKIA et al., 2017). Juntos, esses fatores podem explicar entre 17-30%
da variabilidade na dose de varfarina (LOPEZ et al.,, 2016; SCHAPKAITZ e
SITHOLE, 2017).

No geral, mulheres necessitam de doses mais baixas que homens, enquanto um
aumento na ingestdo de vitamina K leva a requerimentos de doses maiores.
Além disso, pacientes idosos utilizam doses menores que pacientes mais jovens
(WADELIUS et al., 2004; KUDZI et al., 2016). Um estudo mostrou correlacao
positiva entre altura do individuo e dose de varfarina (coeficiente de correlacao
de Pearson=0,855, p<0,001) (GHOZLAN et al., 2015). Reducédo de 12,0% na
dose foi relacionada ao aumento na idade em pacientes egipcios, enquanto um
acréscimo de 8,1% foi associado ao tabagismo. A presenca de FA levou a
reducdo de 11,0% nos requerimentos de dose nesses mesmos pacientes
(BAZAN et al., 2014). O consumo crbnico de alcool tem potencial de aumentar o
clearance da varfarina (AGENO et al., 2012).

2.4 Abordagem clinica do paciente em uso de varfarina

2.4.1 Monitorizacdo

A varfarina € um farmaco que apresenta estreito indice terapéutico e ampla

variacdo interindividual nos requerimentos de dose (SUAREZ-KURTZ e



29

BOTTON, 2013; ERIKSSON et al., 2016; YU et al., 2016). Em detrimento disso,
a terapia com varfarina precisa ser monitorizada por meio da determinagao da
RNI, a qual esta diretamente relacionada ao TP do paciente (LEE e KLEIN, 2013;
FERRARI et al., 2014; BENAVIDES et al., 2015; SERMSATHANASAWADI et al.,
2015).

O objetivo da terapia anticoagulante € manter a RNI dentro da faixa terapéutica,
uma vez que RNIs acima dessa faixa estdo associados ao aumento no risco de
sangramento, e o risco de eventos tromboembdlicos aumenta com RNIs abaixo
do alvo terapéutico (FURIE, 2013; GAIKWAD et al, 2013;
SERMSATHANASAWADI et al., 2015; JIANG et al., 2016; CHOWDHURY et al.,
2017; RAFIEE et al., 2017). Para a maioria das indicacdes, é recomendada a
RNI alvo na faixa de 2,00-3,00 podendo ter indicacdo de RNI alvo mais elevada
(2,50-3,50) em pacientes com préteses mecéanicas de valvas cardiacas (KUDZI
et al., 2016).

A determinacdo do TP envolve a adicdo de célcio e tromboplastina a plasma
citratado, e a RNI é calculada dividindo-se o TP do paciente pelo TP de um pool
de plasmas de individuos saudaveis (AGENO et al., 2012; LEE e KLEIN, 2013).
Uma vez que diferentes tromboplastinas apresentam diferentes sensibilidades a
reducdo dos fatores da coagulacdo dependentes da vitamina K, cada
tromboplastina recebe um ISI como forma de padronizar o calculo da RNI
(AGENO et al., 2012; BENAVIDES et al., 2015). O ISI é determinado por cada
fabricante de tromboplastina com base no desempenho desta frente a uma
preparacao de tromboplastina de referéncia internacional. Dessa forma, o uso
de tromboplastinas com ISI reduziu drasticamente as discrepancias entre os
diversos laboratorios clinicos que usavam reagentes ndo padronizados pela
tromboplastina de referéncia internacional. As medidas do TP sdo convertidas

em RNI pela seguinte equacao:

RNI = TP paciente ISl

TP referencia

2.4.1.1 Tempo na faixa terapéutica

A qualidade do controle da anticoagulagdo oral pode ser obtida por meio da
medida da proporcdo do tempo em que o paciente se mantém dentro da faixa
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terapéutica de RNI, sendo esse parametro denominado tempo na faixa
terapéutica (TTR, do inglés, time in therapeutic range). Um adequado controle
da anticoagulacdo € importante para minimizar os riscos de eventos
hemorragicos e tromboembdlicos (SILVA et al., 2017), sendo recomendado um
valor de TTR acima de 60,0% (CONNOLLY et al., 2008). O TTR geralmente é
calculado pelo método proposto por Rosendaal (ROSENDAAL et al., 1993) que
utiliza a interpolacao linear de valores consecutivos da RNI (CONNOLLY et al.,
2008; SILVA et al., 2017).

Connolly et al. (2008) conduziram um estudo envolvendo pacientes de 15 paises,
e concluiram que TTR minimo de 58,0% seria necessario para assegurar uma
boa qualidade da anticoagulacao oral. Pacientes atendidos por instituicbes com
TTRs médios acima da mediana de 65,0% obtiveram beneficios no uso da

varfarina para prevengéo de AVC e eventos vasculares totais.

White et al. (2007) dividiram os pacientes de seu estudo em trés grupos de
acordo com os valores de TTR associados ao controle da anticoagulacao oral:
controle adequado (TTR>75,0%), controle moderado (TTR entre 60,0% e 75,0%)
e controle inadequado (TTR<60,0%). Pacientes com TTR<60,0% apresentaram
taxas anuais de mortalidade (4,2%) e sangramentos (3,9%) mais altas quando
comparadas a pacientes nos grupos de controle moderado (1,8% e 2,0%,
respectivamente) e adequado (1,7% e 1,6%, respectivamente) (p<0,01) (WHITE
et al., 2007).

Em estudo conduzido em clinicas de anticoagulacdo de dois hospitais
brasileiros, os pacientes foram classificados como tendo anticoagulacdo
adequada (TTR2=60,0%) ou inadequada (TTR<60,0%). Trezentos e quarenta e
quatro pacientes (61,6%) tiveram TTR=60%. A mediana do TTR foi de 64,3%
demonstrando controle adequado da anticoagulagdo oral nessas instituicoes.
Uma das razdes apontadas para tal envolve a alta qualidade nos procedimentos
de cuidado e a presenca de equipe multidisciplinar que conta com farmacéuticos
como suporte nos atendimentos, exercendo papel crucial na educacdo do
paciente, na realizacdo de ajustes de dose e no monitoramento de interagbes
medicamentosas (SILVA et al., 2017), e, eventualmente, com alimentos e uso de

plantas medicinais.
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2.4.2 Interacobes

Existe grande numero de medicamentos que interfere na acéo da varfarina, e 0s
anticoagulantes orais estéo entre os farmacos com maior nimero de interagdes
medicamentosas (MARTINS et al., 2011; AGENO et al., 2012; TELES et al.,
2012; KHALIGHI et al., 2017).

Amiodarona é um potente inibidor do metabolismo de ambos os isdbmeros da
varfarina, o que potencializa seu efeito anticoagulante, e reducdo na dose de
varfarina € requerida em pacientes utilizando concomitantemente esses dois
farmacos (AGENO et al., 2012; LEE e KLEIN, 2013). Por outro lado,
carbamazepina e fenitoina aumentam o clearance da varfarina através da
inducéo de enzimas hepéticas, inibindo seu efeito anticoagulante (AGENO et al.,
2012; SANTOS et al., 2015).

Farmacos como acido acetilsalicilico e anti-inflamatérios néo-esteroidais
aumentam o risco de sangramentos quando em uso concomitante a varfarina
por inibirem a funcdo plaquetéaria e produzirem erosées no TGl (AGENO et al.,
2012; LEE e KLEIN, 2013).

Em estudo conduzido em um hospital brasileiro localizado na cidade do Rio de
Janeiro, observou-se que 0 uso de amiodarona e sinvastatina estava associado
a necessidade de reducao na dose de varfarina. Essas duas co-variaveis tiveram
um coeficiente de determinacdo de 6,6% quando incluidas no algoritmo de

predicao de dose construido para essa populacédo (PERINI et al., 2008).

O método mais efetivo para se evitar eventos adversos associados a interacdes
medicamentosas € utilizar alternativas que ndo interajam com a varfarina, se
possivel. Caso contrario, recomenda-se aumentar a frequéncia de
monitoramento da RNI e realizar ajustes de dose, quando necesséario (MARTINS
et al., 2011; AGENO et al., 2012; TELES et al., 2012).

2.4.3 O papel das clinicas de anticoagulacao

Clinicas de anticoagulacéo sdo servigos projetados para monitorizar a terapia
anticoagulante por meio do acompanhamento do paciente, procedimentos de
educacdo em saude, monitoramento da RNI e de possiveis interacbes

medicamentosas, e realizacdo de ajustes de dose (WILSON et al., 2003).
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Uma metanalise de oito estudos avaliando a qualidade do controle da terapia
anticoagulante em pacientes norte-americanos com FA sugeriu que pacientes
acompanhados por clinicas de anticoagulacdo passavam 63% [Intervalo de
Confianca (IC) 95% = 58%-68%] do tempo dentro da faixa terapéutica de RNI
comparado a 51% (IC 95% = 47%-55%) de pacientes tratados na atencéo
primaria a saude, sem atendimento por clinica de anticoagulacédo (BAKER et al.,
2009).

Wilson et al. (2003) conduziram um ensaio clinico randomizado onde o0s
pacientes foram acompanhados por um periodo de trés meses. Quando
acompanhados por clinicas de anticoagulacao, os pacientes passavam 82% (IC
95% = 78%-85%) do tempo dentro da faixa terapéutica, ao passo que um valor
de 76% (IC 95% = 72%-80%) foi encontrado para pacientes tratados com
médicos de familia. Além disso, uma porcentagem menor de pacientes obteve
valores extremos de RNI (<1,5 ou >5,0) no grupo atendido pelas clinicas de
anticoagulacao [30% (IC 95% = 22%-40%) vs. 40% (IC 95% = 39%-59%)].

Em uma revisdo sistematica e meta-regressdo envolvendo 67 estudos,
demonstrou-se que o “cenario do estudo” (study setting) € um importante fator
determinante do TTR, e que as clinicas de anticoagulacdo oferecem melhor
controle da RNI, de modo que pacientes passam 66% (IC 95% = 63,7%-67,7%)
do tempo dentro da faixa terapéutica quando acompanhados por essas clinicas,
em comparacado aos 57% (IC 95% = 51,5%-62,0%) quando tratados pelos
cuidados médicos habituais (VAN WALRAVEN et al., 2006).

Dessa forma, esses estudos evidenciaram o0 impacto positivo desses servicos no
cuidado especializado do paciente em uso de varfarina e na melhoria da

gualidade ao tratamento.

2.5 Relacéo custo-efetividade associada a terapia com varfarina

A avaliacdo econdmica de uma terapia guiada pelo genétipo permite determinar
0 custo-beneficio do tratamento para o paciente. O custo do teste de
genotipagem na Croacia foi estimado em 140,25 euros por paciente. Em ensaio
clinico randomizado conduzido com 206 pacientes croatas, realizou-se uma

analise de custo-efetividade da terapia com varfarina levando em consideracéo
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as variantes genéticas em CYP2C9 e VKORCL1 (grupo 1) em comparacdo com
um grupo controle composto por 102 pacientes que ndo foram genotipados
(grupo 2). Os pacientes dos dois grupos foram acompanhados por um periodo
de seis meses, sendo a dose inicial de varfarina determinada por um algoritmo
farmacogenético no grupo 1 e padronizada em 6,0mg/dia no grupo 2. Posteriores
ajustes de dose foram realizados com base em valores da RNI. No grupo 1, o
tempo para alcancar a RNI alvo e a dose de manutencdo de varfarina foram
menores em comparacao ao grupo 2 (5,6 vs. 7,1 dias e 10,4 vs. 13,9 dias,
respectivamente). O custo total da terapia por paciente no grupo 1 foi maior que
no grupo 2 (187,68 vs. 172,07 euros), entretanto essa diferenca nao foi
significativa, e o custo da genotipagem foi o que mais contribuiu para os gastos
totais naquele grupo. Uma vez que no grupo controle a ocorréncia de eventos
hemorragicos foi maior, o custo médio envolvendo esses eventos foi estimado
em torno de 147,39 euros nesse grupo em comparacdo com 28,07 euros no
outro grupo. Em concluséo, a terapia com varfarina guiada pelo genotipo foi
custo efetiva na populacéo do estudo principalmente em relacéo a prevencao de
eventos hemorragicos (MITROPOULOU et al., 2015).

Assim, a incorporacdo de fatores genéticos na terapia com varfarina tem
potencial de trazer beneficios para o paciente principalmente no inicio do
tratamento, e minimizar o risco de efeitos adversos e os custos (BENAVIDES et
al., 2015; JOHNSON et al.,, 2017). Entretanto, a genotipagem é ainda um
procedimento de alto custo, e seus potenciais beneficios tém produzido
resultados inconsistentes na literatura (JOHNSON et al., 2017). Na pratica
clinica, ndo € custo efetivo genotipar todos os pacientes iniciando a terapia com
varfarina, e os principais beneficiados seriam pacientes que requerem baixas
(s21,0mg/semana) ou altas doses (249,0mg/semana) do farmaco
(SCHAPKAITZ e SITHOLE, 2017).
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3 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Esse trabalho objetivou avaliar a influéncia da farmacogenética e variaveis
sociodemograficas e clinicas na terapia com varfarina na populagéo atendida em
clinicas de anticoagulacéo. Este estudo envolveu pacientes diagnosticados com
FA, considerado um problema de saulde publica, e cuja prevaléncia tem
aumentado com o envelhecimento populacional. Em decorréncia da elevada
miscigenacdo encontrada na populacéo brasileira, estudos desenvolvidos em
outros paises, muitas vezes nao sao replicados aqui. Além disso, foram
recrutados pacientes de trés clinicas de anticoagulacdo em Belo Horizonte, o
gue torna a amostra mais representativa, levando-se em consideracao fatores
clinicos caracteristicos dos pacientes atendidos pelo Sistema Unico de Salde
(SUS) e em uso de varfarina. Também, foram analisados polimorfismos em dois
genes (MDR1 e APOE) pouco estudados na populacdo brasileira e com
resultados controversos na literatura internacional. Portanto, com o estudo da
influéncia de fatores sociodemogréficos, clinicos e genéticos na terapia com
varfarina, buscou-se trazer melhor conhecimento da nossa populacéo, e assim
contribuir para subsidiar melhorias no processo de cuidado ao paciente, uma vez
gue, no Brasil, a varfarina permanece sendo o anticoagulante oral mais utilizado

visto que € o Unico amplamente distribuido pelo SUS (RENAME, 2017).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

bY

Investigar os fatores genéticos e ndo genéticos associados a dose de

manutencdo de varfarina em pacientes atendidos em trés clinicas de

anticoagulacdo em Belo Horizonte.

4.2 Objetivos especificos

Determinar as caracteristicas sociodemograficas, comportamentais,
clinicas, farmacoterapicas e genéticas dos participantes do estudo por
clinica de anticoagulacéo e de toda a populacgéo;

Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos *1, *2
e *3 para o gene CYP2C9, -1639 G>A para o0 gene VKORC1, 3435 C>T
de MDR1 e €2, €3 e €4 para APOE na mesma populacao;

Avaliar, por meio de um modelo multivariado, as variaveis
independentemente associadas a dose de manutencdo de varfarina, e

determinar seu efeito individual sobre a dose.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Revisao da literatura

Para fundamentacéo tedrica do presente estudo, foi realizada uma pesquisa na
base de dados PubMed com o objetivo de selecionar artigos abordando a
influéncia de fatores genéticos e ndo genéticos na dose de varfarina. Os fatores
genéticos de interesse incluiram os seguintes genes: CYP2C9, VKORC1, MDR1
e APOE. Foram utilizados termos indexados no Medical Subject Headings

(MeSH) e termos nao indexados.

A estratégia de busca empregada foi a seguinte: “(((("Warfarin"[Mesh]) OR

"Anticoagulants"[Mesh:noexp]) OR ((Warfarin[Title/Abstract] OR
Anticoagulants|[Title/Abstract] OR Anticoagulant[Title/Abstract] OR "oral
anticoagulant”[Title/Abstract] OR "INR"[Title/Abstract])))) AND

(((((((("Cytochrome  P-450 CYP2C9"[Mesh]) OR "Polymorphism, Single
Nucleotide"[Mesh]) OR "Vitamin K Epoxide Reductases'[Mesh]) OR
"Apolipoprotein E4"[Mesh]) OR "Genes, MDR"[Mesh]))) OR (("Cytochrome P-450
CYP2C9"[Title/Abstract] OR "CYP2C9"[Title/Abstract] OR "Single Nucleotide
Polymorphisms"[Title/Abstract] OR "SNPs"[Title/Abstract] OR
"VKORC1"[Title/Abstract] OR "Vitamin K Epoxide Reductases"[Title/Abstract]
OR “"vitamin K epoxide reductase"[Title/Abstractf OR "Apolipoprotein
E4"[Title/Abstract] OR “Apolipoprotein E”[Title/Abstract] OR
“‘APOE”[Title/Abstract) OR "MDR  Genes"[Title/Abstractf OR "MDR
Gene"[Title/Abstract] OR "Multidrug Resistance Gene"[Title/Abstract] OR
"Multidrug Resistance Genes"[Title/Abstract] OR "MDR1"[Title/Abstract] OR

"multidrug resistance 1"[Title/Abstract])))”.

Os critérios de inclusdao dos artigos foram: estudos envolvendo pacientes
adultos, investigacdo de pelo menos um dos genes citados, periodo de
publicacdo compreendido entre 1984 e 2018, idiomas inglés, portugués ou

espanhol.

5.2 Aspectos éticos

O presente estudo faz parte de um estudo mais amplo intitulado “Fatores de risco

para complicacdes da anticoagulagdo oral em pacientes com doencas
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cardiovasculares atendidos em ambulatorios de referéncia em Belo Horizonte:
um estudo de coorte”. Essa pesquisa foi desenvolvida de acordo com os termos
da Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG em 18 de dezembro de
2013 sob o parecer CAAE 08136613.4.0000.5149 (Anexo A). Todos os
participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Apéndice A). Assegurou-se aos participantes que nenhuma forma de

identificacéo individual seria exposta.

5.3 Desenho e local do estudo

Trata-se de um estudo observacional do tipo transversal desenvolvido em
clinicas especializadas no controle da anticoagulagdo oral do servico de
Hematologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(HC-UFMG), do Hospital Risoleta Tolentino Neves (HRTN), e da Unidade de
Referéncia Secundéria (URS) Sagrada Familia. Todos os centros séo
considerados referéncia para o SUS no municipio de Belo Horizonte.

O HC-UFMG é um hospital universitario que realiza atividades assistenciais, de
ensino, pesquisa e extensdo. Ele se localiza na regido centro-sul de Belo
Horizonte. A clinica de anticoagulacao foi implantada em 2009 e esta localizada
no anexo Borges da Costa do HC-UFMG. A clinica de anticoagulacdo do HRTN
foi inaugurada em marco de 2011 e realiza acompanhamento para controle da
coagulacao de pacientes com historico de trombose e AVC. A instituicao atende
pacientes do eixo norte da regido metropolitana de Belo Horizonte (incluindo
Venda Nova). A URS Sagrada Familia € administrada pela prefeitura de Belo
Horizonte. A clinica de anticoagulacdo foi implantada em agosto de 2011 e
atende pacientes das regides nordeste e leste da cidade (Figura 2). Todas as
clinicas contam com equipes multidisciplinares incluindo médicos, enfermeiros e
farmacéuticos. Suas atribuicbes envolvem atividades focadas na efetividade e
seguranca da terapia anticoagulante por meio da adocdo de protocolos e
diretrizes clinicas com padronizacdo da monitorizacdo da RNI, reacles
adversas, interacdes medicamentosas e dietéticas, ajustes de dose da varfarina

e atividades de educacdo em saude. Tudo isso contribui para qualidade na
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estruturacdo dos servicos independentemente de suas diferencas de

infraestrutura e pessoal.

Os processos de extracdo e genotipagem do DNA foram realizados no
Laboratorio de Bioquimica Clinica no Departamento de Analises Clinicas e
Toxicoldgicas da Faculdade de Farméacia da UFMG. Esse laboratério dispde da
infraestrutura necessaria para o desenvolvimento dessa etapa, contando com

equipe treinada e experiéncia consolidada em Biologia Molecular.
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Figura 2 - Mapa da cidade de Belo Horizonte e indicacao das regides da cidade
atendidas pelas clinicas de anticoagulacdo participantes do estudo. (Disponivel

em: http://www.pbh.gov.br/smsa/montapagina.php?pagina=distritos/index.html)

(HC-UFMG, Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. HRTN, Hospital

Risoleta Tolentino Neves. URS, Unidade de Referéncia Secundaria)
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5.4 Participantes

5.4.1 Critérios de inclusdo, ndo-inclusdo e exclusao

Foram incluidos pacientes com idade igual ou superior a 18 anos, de ambos os
sexos, regularmente acompanhados nas clinicas de anticoagulacdo, que no
inicio do recrutamento estavam utilizando varfarina por tempo igual ou superior
a dois meses, e com pelo menos uma indicacao para uso de varfarina. Dentre
as indicagdes, considerou-se: FA/flutter, protese mecéanica de valvula cardiaca,
histérico de TVP, tromboembolismo pulmonar (TEP), trombo intracardiaco,
acidente vascular cerebral isquémico (AVCI) ou atague isquémico transitorio
(AIT).

N&o foram incluidos pacientes com indicacdo de uso da varfarina por tempo
inferior a um ano. Além disso, pacientes recrutados que ndo compareceram para

coleta de sangue foram excluidos.

5.4.2 Selecdo dos pacientes e calculo amostral

O banco de dados deste estudo continha informacdes de 801 pacientes no total.
Oitenta e um pacientes foram excluidos porque ndo compareceram a coleta de
sangue, restando 720 pacientes elegiveis. Para selecdo dos pacientes de nosso
estudo, realizou-se um célculo amostral em duas etapas que utilizou informacdes

sobre as frequéncias alélicas e as doses de acordo com o gendtipo.

Primeiramente, o calculo amostral baseou-se nas frequéncias dos alelos
variantes de cada gene estudado [alelo A para VKORCL1 (31,20%), alelo *3 para
CYP2C9 (5,00%), alelo T para MDR1 (39,25%) e €4 para APOE (14,24%)],
obtidas a partir de estudo piloto realizado com pacientes do HC-UFMG
(MOURAO, 2017). Os tamanhos de amostra calculados foram 237, 264, 256 e
194 pacientes, respectivamente. Optou-se pela amostra de 264 pacientes que
correspondeu ao maior valor encontrado e para o qual foi utilizado 90% de poder
estatistico e precisdo de 0,10 na estimativa da proporc¢ao do alelo variante para
0 gene CYP2C9. O teste utilizado foi o0 Teste Z para estimativa de uma proporgéo

a um nivel de significancia de 0,05 e o software Minitab 14 Release.
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Posteriormente, levou-se em consideracdo as estratificacdes de doses para
cada genotipo possivel dentro de cada gene, também obtidas a partir de estudo
piloto. O maior valor encontrado foi para MDR1 em que um tamanho amostral de
pelo menos 315 pacientes seria necessario para obter 90% de poder estatistico
na deteccao de uma diferenca minima de 5,0mg/semana entre as doses dos trés
tipos de gendtipos (CC; CT; TT) daquele gene. Considerou-se nos célculos um
valor de desvio padréao de 17,60 (estudo piloto). Utilizou-se o Teste ANOVA one-
way e o software Minitab 14 Release. Para selecéo do valor de 5,0mg/semana,
considerou-se a mediana de doses semanais dos 720 pacientes elegiveis
obtendo-se um valor aproximado de 26,2mg. Na literatura, uma diferenca de
dose considerada clinicamente relevante representa +20% do valor da dose
(RAMOS et al., 2012; XU et al., 2012). Nesse caso, 20% de 26,2mg sao,
aproximadamente, 5,2mg cujo valor serviu de referéncia para arredondar e obter

o valor final de 5,0mg utilizado no estudo.

Como observado, no segundo célculo obteve-se um tamanho de amostra maior,
0 que supriu a necessidade amostral de todos os outros genes. O valor de 315
pacientes, portanto, foi escolhido. Os pacientes do estudo piloto também

participaram do estudo principal.

5.4.2.1 Distribuicdo dos pacientes nos trés centros

Dos 720 pacientes elegiveis, 312 (43,3%) foram recrutados no HC-UFMG
(MOURAO, 2017), 221 (30,7%) no HRTN e 187 (26,0%) no URS Sagrada
Familia. Com base nesses valores proporcionais, os 315 pacientes foram
distribuidos entre os centros alocando-se 136 pacientes no HC-UFMG, 97 no
HRTN e 82 no URS Sagrada Familia (Figura 3). Para selecdo dos pacientes em
cada centro, foi realizado um sorteio puro e simples utilizando o programa
estatistico R (verséo 3.4.3). Portanto, foi realizada uma amostragem complexa
em dois niveis cujo primeiro nivel foi uma amostragem estratificada por centro e

em segundo nivel uma amostragem aleatéria simples.
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Numero total de pacientes no banco

de dados: n = 801

Numero de pacientes excluidos: n = 81
Justificativa: ndo compareceram a coleta de

sangue

NUmero de pacientes
elegiveis: n =720

HC-UFMG™: n = 312

HRTN: n =221

URS Sagrada
Familia: n = 187

Numero de pacientes
selecionados pelo calculo
amostral: n = 315

HC-UFMG: n =136 HRTN: n =97

URS Sagrada Familia:
n =82

Figura 3 - Fluxograma representativo da selecdo do grupo amostral. (HC-UFMG,

Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. HRTN, Hospital Risoleta

Tolentino Neves. URS, Unidade de Referéncia Secundaria).

*MOURAO, 2017.
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5.5 Coleta de dados

A coleta dos dados sociodemogréficos, comportamentais, clinicos e
farmacoterapéuticos foi realizada por meio de entrevistas e aplicacdo de
guestionarios aos pacientes no momento do recrutamento. As informacdes
obtidas foram complementadas ap0s consulta aos prontuarios e prescricdes
médicas. Essa etapa foi realizada por trés farmacéuticos pés-graduandos e duas
estudantes de farmacia. A equipe foi devidamente treinada para a finalidade da
coleta. Os resultados de RNI e as doses de manutencdo semanais foram
recuperados nos bancos de dados informatizados dos trés centros. Foi
requisitada a coleta de um tubo contendo 10mL de sangue de cada paciente

para fins de genotipagem.

O periodo compreendido entre o inicio e o término do recrutamento dos

pacientes e coleta dos dados foi 0 seguinte para cada clinica:

¢ HC-UFMG: fevereiro/2015 a dezembro/2015;
e HRTN: outubro/2014 a fevereiro/2015;
e URS Sagrada Familia: julho/2015 a dezembro/2015.

5.5.1 Variaveis

5.5.1.1 Variavel dependente

Considerou-se como variavel resposta a dose de manutencdo semanal média
de varfarina (mg/semana). Para o calculo, somou-se as doses de manutencao
semanais de cada paciente e dividiu-se pelo nimero de semanas referentes ao
periodo total de seguimento compreendido entre os anos de 2011 e 2015 de
cada paciente. Escolheu-se trabalhar com a dose de manutengdo semanal
média de varfarina visto que é uma dose mais estavel e que sofre menos
flutuacBes. J& um paciente que esta no inicio do tratamento com varfarina tende
a ter maiores variacdes na dose semanal e maior numero de ajustes de dose
também. As trés clinicas de anticoagulacdo apresentam protocolos
padronizados para realizar ajustes de dose que sdo baseados na dose semanal

de cada paciente.
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5.5.1.2 Variaveis independentes

As seguintes variaveis explicativas foram estudadas:

e Sociodemograficas: idade (anos), sexo, grau de escolaridade, renda
mensal per capita (dolares americanos);

e Comportamentais: necessidade de auxilio para administracdo de
varfarina, tabagismo (definido como uso de pelo menos um cigarro no
altimo més) (NCEP, 2002) e consumo de alcool (consumo excessivo de
alcool foi definido como consumo diario de mais que 60g de etanol,
correspondente a aproximadamente quatro doses, nos ultimos seis
meses. Uma dose equivale a ingestao de 340mL de cerveja contendo 5%
de etanol ou 43mL de bebidas destiladas contendo 40% de etanol, por
exemplo) (SKINNER et al., 1984);

e Clinicas e relacionadas ao atendimento: clinica de anticoagulacao,
indicacdo de uso da varfarina, faixa terapéutica da RNI (2,00-3,00; 2,50-
3,50), TTR (%), numero de comorbidades, tipos de comorbidades;

e [Farmacoterapéuticas: tempo de tratamento com varfarina, nimero de
medicamentos utilizados continuamente por mais de 30 dias incluindo a
varfarina, uso de acido acetilsalicilico, amiodarona, carbamazepina,
fenitoina, sinvastatina,;

e Genotipicas: genétipos para CYP2C9 (alelos *1, *2 e *3), para VKORC1
(-1639 G>A), MDR1 (3435 C>T) e para APOE (€2, €3 e €4).

O TTR foi calculado pelo método proposto por Rosendaal (ROSENDAAL et al.,
1993) considerando o maior numero de valores da RNI dentro do periodo
maximo de seguimento de cada paciente (2011 a 2015). O resultado do TTR é
apresentado na forma de porcentagem e assume-se uma relagéo linear entre
dois valores consecutivos da RNI (ROSENDAAL et al., 1993). Para pacientes
gue apresentaram intervalos maiores que 56 dias entre valores da RNI, foi
realizada uma meédia aritmética ponderada entre esse conjunto de valores da
RNI, sendo o resultado dessa média considerado como o valor de TTR final
daqueles pacientes (RAZOUKI et al., 2014). Um valor de TTR acima de 60,0%
foi considerado adequado, indicando boa qualidade da terapia anticoagulante
(CONNOLLY et al., 2008).
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5.5.2 Genotipagem

A genotipagem dos polimorfismos consistiu em duas etapas: extracdo do DNA e
Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa (QPCR, do inglés, Quantitative
Polymerase Chain Reaction). Para extracdo, foram coletados 10mL de sangue
em EDTA, sendo o DNA extraido pelo método de precipitacdo alcodlica,

utilizando kit Biopur® (Biometrix), seguindo instru¢ées do fabricante.

Os genotipos para CYP2C9*2 (rs1799853, C_ 25625805 10); CYP2C9*3
(rs1057910, C__27104892_10), para VKORCL1 (rs9923231, C__30403261_20),
MDR1 (rs1045642, C__ 7586657_20) e para APOE (rs429358,
C__ 3084793 _20;rs7412,C__ 904973 _10) foram determinados pelo método
de gPCR em equipamento QuantStudio 3 (Applied Biosystems), utilizando-se
sonda para discriminacdo alélica TagMan® (Applied Biosystems). Em todas as
reacoes, utilizou-se um branco (tubo sem amostra) e trés controles para cada
gene (amostras com genoétipos conhecidos): CYP2C9 (*1/*1; *1/*2; *1/*3),
VKORC1 (GG; GA; AA), MDR1 (CC; CT; TT), e APOE (g2/€3; €3/€3; €3/€4).
Cumpre ressaltar que os genotipos para CYP2C9 e VKORCL1 nos pacientes do
HC-UFMG ja tinham sido determinados em estudo anterior (MOURAO, 2017).

Utilizou-se protocolo de qPCR padronizado em trabalho prévio (MOURAO, 2017)
para genotipagem de CYP2C9 e VKORC1 (Quadros 1 e 2).

Quadro 1 - Protocolo de reagentes para qPCR utilizado na determinacdo dos
gendtipos de CYP2C9 e VKORCI.

Reagentes ML
Genotyping Master Mix 5,0
Agua deionizada 2,5
TagMan SNP Genotyping assay 0,5
DNA gendmico 1,0 (10 a 50 ng/pL)

(MOURAO, 2017)
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Quadro 2 - Programa utilizado na amplificacdo para discriminacao alélica dos

polimorfismos de CYP2C9 e VKORCL1.

Etapa Temperatura Tempo Ciclagem

1 60°C 30 segundos 1 ciclo

2 95°C 10 minutos 1 ciclo
95°C 10 segundos

3 60 ciclos
60°C 1 minuto

4 60°C 30 segundos 1 ciclo

(MOURAO, 2017)

Os protocolos utilizados para genotipagem dos polimorfismos de MDR1 e APOE

se encontram descritos nos Quadros 3 e 4.

Quadro 3 - Protocolo de reagentes para qPCR utilizado na determinacdo dos
gendtipos de MDR1 e APOE.

Reagentes ML
Genotyping Master Mix 5,0
Agua deionizada 2,5
TagMan SNP Genotyping assay 0,6
DNA gendmico 2,0

Quadro 4 - Programa utilizado na amplificacdo para discriminacao alélica dos
polimorfismos de MDR1 e APOE.

Etapa Temperatura Tempo Ciclagem

1 60°C 30 segundos 1 ciclo

2 95°C 10 minutos 1 ciclo
95°C 15 segundos

3 45 ciclos
60°C 1 minuto

4 60°C 30 segundos 1 ciclo
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5.6 Analise estatistica

Os bancos de dados foram construidos e validados por dupla digitagdo no
programa EpiData (verséo 3.1; EpiData Assoc, Odense M, Denmark). Os dados
foram transferidos para o programa SPSS (IBM SPSS Statistics 25.0) e, em
seguida, para planilha inica no Microsoft Excel. A analise dos dados foi realizada

no programa estatistico R (versao 3.3.4).

O teste Qui-quadrado foi utilizado para verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg.
Na analise descritiva dos dados, para as variaveis categoricas foram utilizadas
medidas de frequéncia absoluta e relativa. Para as varidveis continuas foram
utilizadas medidas de tendéncia central (média) e variabilidade (desvio padréo).
Utilizou-se andlise de variancia para comparar as meédias de variaveis continuas
e inteiras entre os trés centros. A existéncia de associacdo entre os locais de
coleta e variaveis categoricas foi avaliada através de teste Qui-quadrado com
valor p obtido por 2000 simula¢fes. Para comparar as frequéncias alélicas entre
as trés clinicas de anticoagulacao, utilizou-se teste para igualdade de proporc¢des
(Qui-quadrado). Enquanto o teste de Tukey foi utilizado para comparar as
diferencas de dose entre os genétipos de CYP2C9 e VKORCL1. Para verificacédo

de interacao génica foi utilizada andlise de variancia com dois fatores.

Na analise univariada, a dose de manutencdo semanal média de varfarina foi
confrontada com todas as variaveis genéticas e ndo genéticas descritas. Para
as variaveis genéticas, realizou-se a andlise com base em cinco modelos
genéticos: codominancia, dominancia, recessivo, sobredominancia e log-aditivo.
Para as variaveis nao genéticas, caso a variavel fosse categorica dicotémica, foi
realizado o teste t. Em caso de variaveis categoricas politbmicas (com até 10
categorias), foi realizado teste de analise de variancia. E para as variaveis ndo
genéticas continuas, a associacdo com a dose de varfarina foi verificada através

do coeficiente de correlacdo de Pearson.

As variaveis que alcancaram um nivel de significancia menor que 0,20 na analise
univariada foram consideradas aptas para o modelo final. Entretanto, apenas as
variaveis com p<0,05 permaneceram no modelo multivariado. Foi construido

modelo de regressdo gama com funcao de ligacao logaritmica.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discusséo serdo apresentados na forma de artigo. O texto foi
formatado seguindo as instru¢cdes aos autores do periodico Basic & Clinical
Pharmacology & Toxicology (ISSN 1742-7843).



48

6.1 Artigo: Influéncia de polimorfismos nos genes CYP2C9, VKORC1, MDR1 e
APOE e variaveis sociodemograficas e clinicas na dose de varfarina em

pacientes atendidos em trés clinicas de anticoagulag¢ao no Brasil

Emilio Itamar de Freitas Campos, RPh, MSc?, Karina Braga Gomes, RPh, PhD?,
Daniel Dias Ribeiro, MD, PhD?, Marja Kaarina Puurunen, MD, PhD#, Aline de
Oliveira Magalhdes Mourdo, RPh, PhD?, Isadora Goncalves Ferreira, RPh?,
Manoel Otavio da Costa Rocha, MD, PhD!3, Renan Pedra de Souza, BStat,
PhD?®, Maria Auxiliadora Parreiras Martins, RPh, PhD1:2:3

!Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Prof.
Alfredo Balena, 190, Santa Efigénia, Belo Horizonte, Minas Gerais 30130-100,
Brasil.

2Faculdade de Farméacia, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Pres.
Antdnio Carlos, 6627, Pampulha, Belo Horizonte, Minas Gerais 31270-901,
Brasil.

3Hospital das Clinicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Prof. Alfredo
Balena, 110, Santa Efigénia, Belo Horizonte, Minas Gerais 30130-100, Brasil.
4Boston University, Framingham Heart Study, 73 Mount Wayte Avenue, Suite 2
Framingham, Massachusetts 01702, USA.

SGrupo de Pesquisa em Bioestatistica e Epidemiologia Molecular, Instituto de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Pres. Antdnio
Carlos, 6627, Pampulha, Belo Horizonte, Minas Gerais 31270-901, Brasil.

Autor para correspondéncia: Maria Auxiliadora Parreiras Martins, Faculdade de
Farmacia, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Antdnio Carlos, 6627,
Campus Pampulha, Belo Horizonte, Minas Gerais, CEP 31270-901, Brasil. E-

mail: auxiliadorapmartins@hotmail.com

Titulo resumido: Polimorfismos genéticos e variaveis sociodemograficas e clinicas na

dose de varfarina.

Palavras-chave: varfarina, CYP2C9, VKORC1, MDR1, APOE.


https://www.researchgate.net/institution/Boston_University/department/Framingham_Heart_Study?_iepl%5BgeneralViewId%5D=8GrBNdmmGvZNl8E0U06xXyWhWIVL08rGA5B3&_iepl%5Bcontexts%5D%5B0%5D=searchReact&_iepl%5BviewId%5D=osqemGzAmmu0Dx6J8XUNHBG1loozOuQQSo7L&_iepl%5BsearchType%5D=researcher&_iepl%5Bdata%5D%5BcountMoreThan20%5D=1&_iepl%5Bdata%5D%5BinteractedWithPosition1%5D=1&_iepl%5Bdata%5D%5BwithoutEnrichment%5D=1&_iepl%5Bposition%5D=1&_iepl%5BrgKey%5D=AC%3A3313011&_iepl%5BinteractionType%5D=departmentView

49

Resumo: A varfarina € um anticoagulante oral utilizado para tratar e prevenir o
tromboembolismo. Na préatica clinica, existe uma ampla variacdo na dose-
resposta a varfarina. Ha evidéncias de que polimorfismos nos genes CYP2C9,
VKORC1, MDR1 e APOE podem influenciar na dose de varfarina. O objetivo
desse estudo foi avaliar a influéncia de fatores sociodemograficos, clinicos e dos
polimorfismos *1, *2 e *3 para o gene CYP2C9, -1639 G>A para o gene
VKORC1, 3435 C>T para MDR1 e €2, €3 e ¢4 para APOE na dose de
manutencdo semanal média de varfarina. Trata-se de estudo transversal,
conduzido em trés clinicas de anticoagulacao localizadas na regido sudeste do
Brasil. Foi construido um modelo de regressdo gama com funcéo de ligacéo
logaritmica contendo as variaveis significativamente associadas a dose de
varfarina. Uma amostra calculada de 315 pacientes foi incluida no estudo. A
meédia de idade foi de 64,1+13,1 anos, e 173 (54,9%) pacientes eram do sexo
feminino. A principal indicagéo de uso para varfarina foi fibrilagéo atrial/flutter
(n=240; 76,2%). O modelo de regressao revelou que idade, uso de amiodarona,
genotipo VKORC1 GA, gendtipo VKORC1 AA, gendtipos CYP2C9*1/*2 ou *1/*3
e genadtipos CYP2C9*2/*2 ou *2/*3 ou *3/*3 estavam associados com reducéo
na dose de varfarina. Esses resultados sugerem que fatores sociodemogréficos,
farmacoterapicos e genéticos influenciam na terapia com varfarina. Em conjunto,
essas informacdes permitem obter melhor conhecimento da nossa populacéo, e

assim contribuem para subsidiar melhorias no processo de cuidado ao paciente.
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INTRODUCAO

A varfarina é o anticoagulante oral mais amplamente utilizado em pacientes com
fatores de risco para disturbios tromboembdlicos [1-3]. Devido ao seu estreito
indice terapéutico e a interacdes com grande numero de medicamentos, a
terapia com varfarina precisa ser monitorizada [4-6]. A monitorizag&o € feita por
meio da determinacdo da Relacdo Normalizada Internacional (RNI), que auxilia

nos ajustes de dose [2,7,8].

Na pratica clinica existe ampla variacdo na dose-resposta a varfarina [1,9,10].
Essa variacdo é explicada por fatores sociodemograficos, clinicos,
farmacoterapéuticos e genéticos [6,9,11]. Polimorfismos nos genes CYP2C9 e
VKORC1 séo os principais determinantes genéticos dos requerimentos de dose
[1,12]. Entretanto, outros genes também tém sido estudados. Estudos apontam
que polimorfismos nos genes MDR1 e APOE sé&o possiveis interferentes na dose
de varfarina [1,13,14].

O gene CYP2C9 expressa a enzima que metaboliza a varfarina [12], enquanto
VKORC1 dé& origem a enzima alvo da varfarina (a vitamina K epéxido redutase)
[12,15]. Os alelos polimérficos CYP2C9*2 (rs1799853) e CYP2C9*3 (rs1057910)
no gene CYP2C9 e o polimorfismo -1639 G>A (rs9923231) em VKORC1 levam
a reducdo da necessidade de dose de varfarina [2, 4, 12, 15, 16]. Por outro lado,
o alelo APOE €4 (rs429358; rs7412) e o polimorfismo 3435 C>T (rs1045642) no
gene MDR1 tém sido associados a elevadas doses do anticoagulante
[13,14,17,18]. APOE esta envolvido com a captacéo hepatica de vitamina K [13],
enquanto MDR1 com a absorcéo intestinal e eliminacao hepatica da varfarina
[17]. No entanto, os resultados para MDR1l e APOE na literatura s&o
controversos [1,13,17,19].

Fatores sociodemograficos e clinicos podem explicar até 50,0% da
variabilidade na dose de varfarina [2]. Idade, sexo, peso corporal, ingestdo de
alimentos ricos em vitamina K, interagcbes medicamentosas, comorbidades,
consumo de alcool e tabagismo s&o alguns dos fatores sociodemograficos e
clinicos associados a dose de varfarina [6,9,15]. No geral, sexo feminino esta
associado ao uso de doses menores, enquanto doses maiores sao requeridas

por pacientes com elevada ingestdo de vitamina K. Além disso, pacientes idosos



51

utilizam doses menores que pacientes mais jovens [19]. O consumo crénico de

alcool pode levar ao aumento no clearance da varfarina [15].

Nesse contexto, este estudo objetivou investigar a influéncia de fatores
sociodemogréficos, clinicos e dos polimorfismos *1, *2 e *3 para 0 gene CYP2C9,
-1639 G>A para o gene VKORC1, 3435 C>T de MDR1 e €2, €3 e €4 para APOE
na dose de manutencdo semanal média de varfarina em pacientes recrutados
em trés clinicas de anticoagulacdo em Belo Horizonte (estado de Minas Gerais

— Brasil).
MATERIAL E METODOS

Desenho e local do estudo. Trata-se de um estudo observacional do tipo
transversal desenvolvido em trés clinicas de anticoagulacdo de referéncia no
sistema publico de saude da cidade de Belo Horizonte, regido sudeste do Brasil.
Os trés centros contam com equipes multidisciplinares incluindo médicos,
enfermeiros e farmacéuticos. Suas atribuicdes envolvem atividades focadas na
efetividade e seguranca da terapia anticoagulante por meio da adocao de
protocolos e diretrizes clinicas com padronizacdo dos ajustes de dose. Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais (CAAE 08136613.4.0000.5149). Todos os participantes

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Populacdo do estudo. Os pacientes foram recrutados entre outubro de 2014 e
dezembro de 2015. Foram incluidos pacientes com idade igual ou superior a 18
anos, de ambos 0s sexos, que no inicio do recrutamento estavam utilizando
varfarina por tempo igual ou superior a dois meses, e com pelo menos uma
indicacdo para uso de varfarina. Dentre as indica¢cfes, considerou-se: fibrilacdo
atrial/flutter, protese mecéanica de valvula cardiaca, historico de trombose venosa
profunda, tromboembolismo pulmonar, trombo intracardiaco, acidente vascular
cerebral isquémico ou ataque isquémico transitério. Aqueles pacientes que néo

compareceram para coleta de sangue foram excluidos.

A selecdo do numero de pacientes foi realizada por meio de calculo amostral
utilizando o programa estatistico Minitab (Inc. Statistical Software Data Analysis
Software. Version 14). Levou-se em consideracéo as estratificacbes de doses

para cada gendtipo possivel dentro de cada gene, obtidas a partir de estudo
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piloto realizado com pacientes do centro 1. O maior tamanho amostral
encontrado foi para MDR1 em que pelo menos 315 pacientes seria necessario
para obter 90% de poder estatistico na detec¢do de uma diferenca minima de
5,0mg/semana entre as doses dos trés tipos de genotipos (CC; CT; TT) daquele
gene. Considerou-se nos calculos um valor de desvio padrao de 17,60 (estudo
piloto). Utilizou-se o Teste ANOVA one-way. Para selecdo do valor de
5,0mg/semana, considerou-se a mediana de doses semanais dos 720 pacientes
elegiveis do nosso banco de dados (81 pacientes ja tinham sido excluidos
porque ndo compareceram a coleta de sangue), obtendo-se um valor
aproximado de 26,2mg. Na literatura, uma diferenca de dose considerada
clinicamente relevante representa +20% do valor da dose [20,21], o que resultou

no valor aproximado de 5,0mg/semana.

Dos 720 pacientes elegiveis, 312 (43,3%) foram recrutados no centro 1 [22],
221 (30,7%) no centro 2 e 187 (26,0%) no centro 3. Para alocacao dos 315
pacientes, realizamos uma amostragem complexa em dois niveis cujo primeiro
nivel foi uma amostragem estratificada por centro e em segundo nivel uma
amostragem aleatdria simples realizada no programa estatistico R (versao
3.4.3). Os 315 pacientes foram distribuidos entre os centros alocando-se
proporcionalmente 136 pacientes no centro 1, 97 no centro 2 e 82 no centro 3
(Figura 1).

Coleta de dados. A coleta dos dados foi realizada por meio de entrevistas e
aplicacdo de questionarios aos pacientes. As informacfGes obtidas foram
complementadas ap0s consulta aos prontuarios e prescricdes médicas. Os
resultados de RNI e as doses de manutengdo semanais foram recuperados nos
bancos de dados informatizados dos trés centros. Foi requisitada a coleta de um

tubo contendo 10mL de sangue de cada paciente para fins de genotipagem.

Os seguintes dados foram coletados: idade (anos), sexo, grau de
escolaridade, renda mensal per capita (dolares americanos), necessidade de
auxilio para administragdo de varfarina, tabagismo (definido como uso de pelo
menos um cigarro no Ultimo més) [23], consumo excessivo de alcool (definido
como consumo diario de mais que 60g de etanol) [24], clinica de anticoagulacéo,
indicacdo de uso da varfarina, faixa terapéutica da RNI (2,00-3,00; 2,50-3,50),
TTR (time in therapeutic range) (%), numero de comorbidades, tipos de
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comorbidades, tempo de tratamento com varfarina (anos), numero de
medicamentos em uso crénico (=30 dias) incluindo a varfarina, uso de &cido
acetilsalicilico, amiodarona, carbamazepina, fenitoina, sinvastatina. Esses

medicamentos foram selecionados com base em estudos prévios [1,7,8,16].

O TTR foi calculado pelo método de interpolacdo linear proposto por
Rosendaal [25] considerando o maior nimero de valores da RNI dentro do
periodo maximo de seguimento de cada paciente (2011 a 2015). Valor de TTR
acima de 60,0% foi considerado adequado, indicando boa qualidade da terapia
anticoagulante [26]. Para o célculo da dose, somou-se as doses de manutencgao
semanais de cada paciente e dividiu-se pelo niumero de semanas referentes ao
periodo total de seguimento compreendido entre os anos de 2011 e 2015 de
cada paciente. Escolhemos trabalhar com a dose de manutencdo semanal
média de varfarina visto que é uma dose mais estavel e que sofre menos

flutuacgodes.

Genotipagem. Para extracdo do DNA, foram coletados 10mL de sangue em
EDTA, sendo o DNA extraido com o kit Biopur® (Biometrix), seguindo instrucées
do fabricante. Os gendtipos para CYP2C9*2 (rs1799853, C__ 25625805 10);
CYP2C9*3  (rs1057910, C__27104892_10), VKORC1l  (rs9923231,
C__30403261_20), MDR1 (rs1045642, C___ 7586657_20) e APOE (rs429358,
C__ 3084793 _20;rs7412,C__ 904973 _10) foram determinados pelo método
de gPCR em equipamento QuantStudio 3 (Applied Biosystems), utilizando-se
sonda para discriminacdo alélica TagMan® (Applied Biosystems), seguindo

instrucdes do fabricante.

Andlise estatistica. Os bancos de dados foram construidos e validados por dupla
digitacdo no programa EpiData (versdo 3.1; EpiData Assoc, Odense M,
Denmark). Os dados foram transferidos para o programa Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS para Windows, ver 25.0; SPSS, Chicago, IL) e, em
seguida, para planilha tnica no Microsoft Excel. A andlise dos dados foi realizada

no programa estatistico R (versao 3.3.4).

O teste Qui-quadrado foi utilizado para verificar o equilibrio de Hardy-
Weinberg. Na andlise descritiva dos dados, para as variaveis categoricas foram

utilizadas medidas de frequéncia absoluta e relativa. Para as variaveis continuas
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foram utilizadas medidas de tendéncia central (média) e variabilidade (desvio
padrdo). Utilizou-se analise de variancia para comparar as médias de variaveis
continuas e inteiras entre os trés centros. A existéncia de associagdo entre 0s
locais de coleta e variaveis categoricas foi avaliada através de teste Qui-
quadrado com valor p obtido por 2000 simulacfes. Para comparar as frequéncias
alélicas entre as trés clinicas de anticoagulacao, utilizou-se teste para igualdade
de proporc¢des (Qui-quadrado). Enquanto o teste de Tukey foi utilizado para
comparar as diferencas de dose entre os genétipos de CYP2C9 e VKORCL1. Para

verificacdo de interacdo génica foi utilizada anélise de variancia com dois fatores.

Na analise univariada, a dose de manutencdo semanal média de varfarina foi
confrontada com todas as variaveis genéticas e ndo genéticas descritas. Para
as variaveis genéticas, realizou-se a analise com base em cinco modelos
genéticos: codominancia, dominancia, recessivo, sobredominancia e log-aditivo.
Para as variaveis nao genéticas, caso a variavel fosse categorica dicotémica, foi
realizado o teste t. Em caso de variaveis categoricas politbmicas (com até 10
categorias), foi realizado teste de analise de variancia. E para as variaveis ndo
genéticas continuas, a associa¢cdo com a dose de varfarina foi verificada atraves

do coeficiente de correlagcédo de Pearson.

As variaveis que alcancaram um nivel de significancia menor que 0,20 na
andlise univariada foram consideradas aptas para o modelo final. Entretanto,
apenas as variaveis com p<0,05 permaneceram no modelo. Foi construido

modelo de regressdo com funcéo de ligacéo logaritmica.
RESULTADOS

Foram incluidos 315 pacientes no estudo, sendo 136 pacientes no centro 1, 97
pacientes no centro 2 e 82 pacientes no centro 3. A média de idade foi de
64,1+13,1 anos. A maioria dos pacientes era do sexo feminino (173 pacientes;
54,9%), com renda mensal média de 227,50+179,95 dodlares. A principal
indicagao de uso de varfarina foi fibrilagéo atrial/flutter (240 pacientes; 76,2%), e
a principal comorbidade observada foi hipertenséo (241 pacientes; 76,5%). A
dose de manutencdo semanal média dos pacientes foi 28,5+13,1mg (valor
minimo de 5,9mg/semana e valor maximo de 87,0mg/semana). O TTR médio foi

65,5+17,9%. Duzentos e quinze (68,3%) pacientes apresentaram TTR acima de
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60,0%. As caracteristicas dos pacientes do estudo total e em cada centro estéo

descritas na Tabela 1.

As varidveis que apresentaram diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) entre centros foram idade, renda mensal, necessidade de auxilio para
administracdo de varfarina, consumo de alcool, indica¢cbes de uso de varfarina,
faixa terapéutica da RNI, tempo de tratamento com varfarina, dose de
manutencdo semanal média, numero de comorbidades e tipos de comorbidades.
Dentre os medicamentos com potencial de interacdo com a varfarina, apenas

acido acetilsalicilico diferiu significativamente entre as clinicas (Tabela 1).

Todos os 315 pacientes foram genotipados para os quatro genes estudados.
O gendtipo CYP2C9*1/*1 foi encontrado em 222 (70,5%) pacientes e pelo menos
um alelo variante (CYP2C9*2 ou *3) estava presente em 29,5% dos pacientes.
Para o gene VKORC1, os genétipos mais comuns foram GG e GA com
frequéncias de 47,9% e 39,7%, respectivamente. O gendtipo heterozigoto para
MDR1 foi encontrado em 144 (45,7%) pacientes e apenas 46 (14,6%) pacientes
eram homozigotos para o alelo variante T. O gendtipo mais frequente para o
gene APOE foi 0 €3/€3 (62,9%), seguido pelo €3/e4 (22,5%). Apenas nove (2,9%)
pacientes foram classificados como APOE ¢4/e4. Nao foi observada diferenca
significativa entre as frequéncias dos alelos e dos genoétipos dos quatro genes
nas trés clinicas de anticoagulacéo. Os polimorfismos de CYP2C9, VKORC1,
MDR1 e APOE nao mostraram desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05)
tanto na amostra completa (315 pacientes) quanto nos centros individualmente.
As frequéncias alélicas e genotipicas para os quatro genes do estudo estdo

descritas na Tabela 2.

Pacientes com gendtipo CYP2C9*1/*1 utilizavam dose média de varfarina
maior que individuos carreadores de uma co6pia dos alelos variantes (genétipos
CYP2C9*1/*2 ou *1/*3) (31,2mg/semana vs. 22,4mg/semana, p<0,001), e
também maior que pacientes com duas cépias dos polimorfismos (genétipos
CYP2C9 *2/*2 ou *2/*3 ou *3/*3) (31,2mg/semana vs. 15,5mg/semana, p<0,001).
Entretanto, ndo foi detectada diferenca significativa entre as doses semanais
médias de pacientes com uma e duas coOpias dos alelos variantes

(22,4mg/semana vs. 15,5mg/semana, p=0,247) (Tabela 3).
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A presenca de um ou dois alelos variantes em VKORCL1 levou a reducéo da
dose média de varfarina. Pacientes com gendtipo VKORC1 AA tiveram, em
média, reducdo de 16,3mg [intervalo de confianca (IC) 95% -20,5 a -12,1] na
dose semanal de varfarina em relacédo a pacientes com genotipo VKORC1 GG.
Enquanto pacientes com genétipo VKORC1 GA tiveram dose intermediaria entre
agueles dois genotipos [33,5mg/semana (GG) vs. 25,8mg/semana (GA) vs.
17,2mg/semana (AA), p<0,001]. Tanto para VKORC1 quanto para CYP2C9, o
efeito de reducéo na dose foi maior nos genétipos que apresentavam dois alelos
polimorficos em relacdo aos que apresentavam um ou nenhum alelo variante
(demonstrado pelo modelo log-aditivo) (Tabela 3). As associactes de CYP2C9
e VKORC1 com a dose de varfarina também foram observadas em cada clinica
de anticoagulacédo individualmente. Entretanto, ndo foi detectada qualquer tipo

de interacao entre esses dois genes (p=0,209).

Para o gene MDR1, o Unico modelo genético que resultou em associacao
significativa com a dose de manutencao semanal média de varfarina foi o modelo
de dominancia [CC vs. (CT + TT)]. A presenca de pelo menos um alelo variante
T levou a reducdo da dose média de varfarina (30,3mg/semana Vvs.
27,3mg/semana; p=0,045) na amostra de 315 pacientes. No entanto, quando se
avaliou esse modelo em cada centro individualmente, os polimorfismos néo
mostraram qualquer associacdo com a dose média de varfarina (p>0,05). N&o
se detectou associacdo entre os polimorfismos no gene APOE e a dose semanal
média de varfarina (p=0,761). (Tabela 3).

Na analise univariada, as variaveis ndo genéticas que resultaram em valor
p<0,20 foram idade (anos), idade categodrica, grau de escolaridade, necessidade
de auxilio para administracdo de varfarina, clinica de anticoagulacéo, indicacdo
de uso da varfarina, faixa terapéutica da RNI, TTR (%), numero de
comorbidades, tipos de comorbidades, numero de medicamentos em uso
crénico, uso de 4cido acetilsalicilico, amiodarona e sinvastatina (Tabelas 4 e 5).
Um modelo de regressdo gama com funcdo de ligacdo logaritmica foi
desenvolvido utilizando as variaveis selecionadas na analise univariada
(p<0,20). As variaveis com p<0,05 foram incorporadas ao modelo final. Os
resultados evidenciaram que idade, uso de amiodarona, genétipo VKORC1 GA,
genodtipo VKORC1 AA, gendtipos CYP2C9*1/*2 ou *1/*3 e gendtipos
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CYP2C9*2/*2 ou *2/*3 ou *3/*3 estavam associados com reducdo na dose de
varfarina. Nenhuma das variaveis incluidas no modelo foi associada com
aumento da necessidade de dose. Os resultados do modelo de regresséo estao

descritos na Tabela 6.

De acordo com o modelo de regressao, o aumento de dez anos na idade reduz
a dose semanal média de varfarina em 10,97%. Um paciente que faz uso de
amiodarona utiliza dose de manutencdo semanal média de varfarina 17,81%
menor que um paciente que nao utiliza esse medicamento. Com relacdo aos
genotipos, um paciente heterozigoto VKORC1 GA ou com geno6tipo VKORC1 AA
utiliza dose semanal, em média, 23,05% e 47,30% menor, respectivamente, em
relacdo a um paciente com genétipo VKORC1 GG. Enquanto um paciente com
apenas um alelo variante (genotipos CYP2C9*1/*2 ou *1/*3) ou dois alelos
variantes (gendtipos CYP2C9*2/*2, *2/*3 ou *3/*3) para CYP2C9 utiliza dose
semanal média de varfarina 20,63% e 52,63% menor, respectivamente, que
pacientes com genétipo CYP2C9*1/*1 (Tabela 6).

DISCUSSAO

Este estudo objetivou investigar a associacdo de fatores sociodemogréficos,
clinicos e de polimorfismos nos genes CYP2C9, VKORC1, MDR1 e APOE com
a dose de manutencdo semanal média de varfarina em pacientes brasileiros.
Apenas alelos variantes nos genes CYP2C9 e VKORC1 mostraram associacao
com a dose de varfarina. Reducdo na dose € esperada em pacientes com uma
ou duas cépias dos alelos CYP2C9*2 ou *3 e VKORC1 -1639 A. O modelo de
regressdo gama construido para essa populacdo demonstrou que além de
CYP2C9 e VKORC], idade e uso de amiodarona também estavam associadas

com reducao na dose de varfarina.

A analise dos dados mostrou que 0 centro em que O paciente era
acompanhado foi um fator associado a dose de varfarina, havendo ainda uma
relacdo inversa entre dose e idade. As doses semanais médias de varfarina nos
centros 1, 2 e 3 foram 30,5mg/semana, 27,9mg/semana e 25,7mg/semana,
respectivamente (p=0,027), ao passo que as meédias de idade dos pacientes
nesses centros foram, respectivamente, 60,1, 65,9 e 68,6 anos (p<0,001).

Estudos na literatura apontam que a idade est4 associada a reducéo na dose de
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varfarina [1,3,16,19], e pacientes mais idosos tendem a utilizar doses menores
do farmaco. Embora, inicialmente, tenhamos encontrado associacdo entre a
dose de varfarina e o centro ao qual o paciente estava sendo acompanhado,

essa associacao nao se confirmou na analise multivariada.

A “necessidade de auxilio para administracéo de varfarina” mostrou diferenca
entre 0s centros com destaque para o centro 2 (21,6%). Nesse centro houve
maior numero médio de comorbidades (4,8+2,0) e maior proporcao de pacientes
com as cinco comorbidades mais frequentes entres os pacientes do estudo
(hipertensdo arterial sistémica, insuficiéncia cardiaca, dislipidemia, doencas
valvares, doengas respiratorias), sugerindo maior vulnerabilidade desses
individuos e necessidade do envolvimento de cuidadores para auxilio na

administracéo de varfarina.

O centro 1 apresentou maior proporcado individual de pacientes com prétese
mecanica geral (36,0%) entre os centros estudados o que pode ter contribuido
para a maior proporcdo de pacientes com RNI alvo de 2,50-3,50 (27,2%) e
também para a maior dose de manutencao média (30,5+15,2mg/semana). Esses
achados sugerem consisténcia no manejo da dose de varfarina que representa
um dos elementos fundamentais para o controle adequado da anticoagulacao
oral. O TTR médio dos pacientes do estudo foi 65,5%, e cada centro
individualmente obteve média de TTR maior que 60,0% (64,3% no centro 1;
67,0% no centro 2; 65,6% no centro 3), demonstrando controle adequado da

anticoagulacado oral com varfarina nesses centros.

Em relacdo as variaveis genéticas, encontramos frequéncias de 83,8%, 11,0%
e 5,2% para os alelos CYP2C9*1, *2 e *3, respectivamente. Essas frequéncias
foram semelhantes a encontradas por outros estudos também desenvolvidos no
Brasil [1,8,16]. Detectamos associacao entre polimorfismos em CYP2C9 e a
dose de manutencdo de varfarina. Pacientes com um alelo CYP2C9*2 ou *3
utilizavam dose semanal média de varfarina 28,2% menor que pacientes
homozigotos selvagens. A redugdo na dose (50,3%) foi ainda maior em
pacientes com dois alelos variantes. Esses resultados corroboram com outros
estudos no Brasil [1,8,16] e nas populac¢des chinesa e norte americana [3,4,10]
também. CYP2C9 é a enzima responsavel por metabolizar a S-varfarina.

Pacientes CYP2C9*1/*1 s&o considerados metabolizadores normais. Enquanto
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a presenca de CYP2C9*2 ou *3 leva a expressao de enzimas com atividade
reduzida, levando ao aumento na meia-vida da varfarina. Para adequada
anticoagulacdo, pacientes com pelo menos uma coépia dos alelos variantes

necessitam de doses menores de varfarina [3,4,15].

Na populacéo do estudo, detectamos frequéncias de 67,8% para o alelo -
1639G e 32,2% para o alelo -1639A de VKORC1. Botton et al. [16] encontraram
frequéncias semelhantes [63,3% (G) e 36,7% (A)] em um estudo conduzido com
pacientes da regido sul do Brasil. Enquanto Almeida et al. [1] encontraram uma
frequéncia de 75% para o alelo -1639G e 25% para o alelo -1639A em pacientes
de uma clinica de anticoagulacdo localizada na regido sudeste do Brasil.
Interessantemente, Jiang et al. [3] detectaram uma frequéncia de 92,2% para o
alelo -1639A de VKORC1 em um estudo envolvendo pacientes chineses. Isso
pode explicar porque pacientes asiaticos sdo mais sensiveis a varfarina que
pacientes afro-americanos e caucasianos [12] e contribui para o entendimento
do papel da etnia na frequéncia dos genotipos e alelos variantes em diversos

genes [4].

Em nosso estudo, o polimorfismo VKORC1 -1639 G>A mostrou associacao
com a dose de varfarina. Pacientes heterozigotos e homozigotos para o alelo
variante -1639A utilizavam, em média, dose semanal 7,7mg e 16,3mg menor que
pacientes homozigotos selvagens, respectivamente. Essa associacdo também
foi observada por outros estudos descritos na literatura [1,3,4,8,10,16]. VKORC1
€ 0 gene que expressa a enzima alvo da varfarina, a vitamina K epoéxido
redutase. O polimorfismo VKORC1 -1639 G>A na regido promotora do gene,
reduz a expressao da enzima alvo. Pacientes com uma ou duas copias de -
1639A necessitam de doses menores de varfarina do que pacientes
homozigotos para -1639G [3,4,12].

Neste estudo, as frequéncias dos genoétipos MDR1 3435CC, CT e TT foram
39,7%, 45,7% e 14,6%, respectivamente. Diferentemente, outro estudo também
conduzido com pacientes brasileiros revelou frequéncias de 14,0%, 40,0% e
46,0% para esses mesmos gendtipos, respectivamente [17]. Uma possivel
explicacédo para essa diferenca seria que, no estudo de Almeida et al. [17], o
tamanho da amostra foi menor quando comparado ao nosso estudo, além do

fato de que a Unica indicag&o de uso para varfarina foi trombose venosa profunda
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enguanto em nosso estudo, a principal indicacao foi fibrilacdo atrial. Além disso,
a meédia de idade dos pacientes de nosso estudo foi maior (64,1+13,1 anos vs.
42,3+14,5 anos) [17]. Ja Kim et al. [6] encontraram frequéncias semelhantes as
nossas [35,7% (CC); 45,9% (CT); 18,4% (TT)] em um estudo conduzido com 196
pacientes de diferentes etnias. O gene MDR1 codifica uma proteina
transmembrana (glicoproteina-P) que funciona como um transportador de efluxo,
para o qual a varfarina € um substrato. O polimorfismo 3435 C>T em MDR1
estaria associado a reducéo da absorcéao intestinal e ao aumento na eliminacao
hepatica da varfarina, e consequente aumento da necessidade de dose [6,17].
Entretanto, estudos sugerem que polimorfismos em MDR1 levariam a reducdo
da expresséo do gene [14,19] e consequente aumento na biodisponibilidade da

varfarina.

No modelo genético de dominéancia [CC vs. (CT + TT)] foi encontrada uma
associacado desse polimorfismo com a dose de varfarina. Pacientes com pelo
menos uma copia do alelo 3435T apresentavam dose de manutencdo média no
valor de 27,3mg/semana em relacdo a 30,3mg/semana de pacientes
homozigotos selvagens (p=0,045). Esse resultado estd em acordo com o estudo
de Wadelius et al. [19] em que pacientes heterozigotos para um haplétipo
especifico de MDR1 contendo o polimorfismo 3435 C>T, requeriam doses
menores de varfarina. lgualmente, Kim et al. [6] encontraram que pacientes
heterozigotos e homozigotos para o alelo 3435T faziam uso de doses menores
de varfarina em relagéao a pacientes homozigotos para o alelo 3435C. Entretanto,
essa diferenca nao foi significativa [6]. Por outro lado, no estudo de Almeida et
al. [17], o polimorfismo C3435T esteve associado com resisténcia a varfarina.
Pacientes com dose superior a 70mg/semana (resisténcia a varfarina) tinham 19
vezes mais chance de apresentar o genétipo 3435TT em relacdo a pacientes
com genotipo 3435CC [17]. Em uma coorte egipcia, quando MDR1 foi analisado
separadamente, pacientes com genétipo 3435TT tiveram requerimentos de
doses mais altos que pacientes com genétipo 3435CC, entretanto, essa
diferenca né&o foi significativa [14]. Quando MDR1 foi combinado com outros dois
genes, o genétipo MDR1 3435TT/ EPHX1 139RH,RR/ PZ-13AA foi associado a
doses mais altas de varfarina que o gen6tipo MDR1 3435CC/ EPHX1 139RH,RR/
PZ-13AA (p=0,014) [14]. Pelo fato de néo ter sido avaliada neste estudo a
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interacdo do gene MDR1 com outros genes, além daqueles incluidos no estudo,
esta seria uma hipGtese para explicar o motivo de ndo ter sido observada
associacao independente do polimorfismo de MDR1 com a dose de varfarina no

modelo multivariado.

O gene APOE esta relacionado a captacdo hepatica de vitamina K [13]. Em
nosso estudo, os alelos polimorficos €2, €3 e €4 tiveram frequéncias,
respectivamente, de 6,2%, 78,9% e 14,9%. Outro estudo brasileiro encontrou
frequéncias semelhantes, contabilizando 9,1% para €2, 75,4% para €3 e 15,5%
para €4 [1]. Nao encontramos qualquer associacdo de APOE com a dose de
varfarina em nossa amostra, apesar de uma dose média ligeiramente maior ter
sido observada em pacientes com dois alelos APOE €4 em relagao a pacientes
com apenas um ou nenhum alelo APOE €4. Estudos na literatura apresentam
resultados controversos. Enquanto alguns encontraram correlacdo positiva
[13,18] ou negativa [1,11] do alelo APOE €4 com a dose de varfarina, outros ndo
encontraram qualquer tipo de associacao [9,27]. Em teoria, devido a acelerada
captacao de vitamina K pelo figado, individuos carreadores de pelo menos um
alelo APOE €4 necessitariam de dose maior de varfarina para promover o efeito
anticoagulante [13]. Entretanto, de acordo com Visser et al. [28], a presenca de
APOE €4 levaria a reducdo da necessidade de dose dos anticoagulantes
cumarinicos uma vez que além de promover a captacdo elevada de vitamina K,
esse alelo também estaria associado a um desvio de rota mediando a direta
eliminacdo da vitamina K captada, diminuindo, portanto, sua disponibilidade

hepatica para atuar no ciclo de carboxilacdo dos fatores da coagulacao.

Kohnke et al. [13] conduziram um estudo com 183 pacientes suecos. Dentre
os 122 pacientes CYP2C9*1/*1, aqueles com gendtipo APOE €4/¢4 requeriam
doses maiores de varfarina que pacientes com um ou nenhum alelo APOE ¢4
[13]. O mesmo foi observado em uma coorte de pacientes caucasianos e afro-
americanos em que pacientes €2/¢2 e €2/€3 tiveram a menor mediana de dose
de manutencdo de varfarina, aqueles com gendtipo €3/e3 tiveram dose
intermediaria e os pacientes £3/e4 e €4/¢4 tiveram o maior requerimento de dose
[18]. Afro-americanos tiveram maior frequéncia do alelo APOE €4 (21,1%) do que
caucasianos (13,6%), e também apresentaram maior dose de manutencao

semanal média de varfarina [18]. Por outro lado, Almeida et al. [1] demonstraram
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gue pacientes brasileiros com pelo menos um alelo APOE ¢4 utilizavam dose de
varfarina 21% menor do que aqueles sem o alelo. Reducao na dose também foi
demonstrada por Sconce et al. [11] em pacientes caucasianos com pelo menos

um alelo APOE €4 em relagao aqueles com genotipo €3/€3.

No modelo de regressdo gama desenvolvido, além dos gendtipos para
CYP2C9 e VKORC], as variaveis idade e uso de amiodarona foram associadas
com reducédo na dose de manutencdo semanal média de varfarina nos pacientes
do estudo. Varios estudos tém relatado uma associacao negativa entre idade e
dose de varfarina [1,3,7-10,14,16,19,27]. Com o0 aumento na idade, ocorre uma
diminuicdo no metabolismo hepatico da varfarina [1] e reducdo nos estoques de
vitamina K e na concentracdo plasmatica dos fatores da coagulacéo [15]. Ja a
amiodarona é um inibidor do metabolismo da varfarina e potencializa seu efeito
anticoagulante [15]. Botton et al. [16], Perini et al. [8] e Santos et al. [7]
desenvolveram modelos de predicdo da dose de varfarina para populagéo
brasileira em que amiodarona aparece como uma das variaveis inclusa nos
algoritmos. Um coeficiente de determinacdo de 5,6% foi encontrado para
amiodarona no estudo de Perini et al. [8]. Muitos estudos tém construido
algoritmos para determinacdo da dose de varfarina em que os genes CYP2C9 e
VKORC1 entram como os principais fatores que explicam a variabilidade na dose
[1,3,7-10,16]. O modelo desenvolvido por Perini et al. [8] explicou 50,4% da
variacao global na dose de varfarina. Dos 50,4%, 30,7% foram devidos somente
as variaveis genéticas CYP2C9 e VKORC1 [8]. Apesar da associacéo
significativa com a dose de varfarina, ndo detectamos qualquer interacdo entre
0s genes CYP2C9 e VKORC1 (p=0,209). Isso indica que esses dois genes
afetam a dose de varfarina independentemente, e um nao modifica o efeito do
outro na dose. Resultado semelhante foi apresentado por Khalighi et al. [4]. J&
Li et al. [2], detectou uma interacao significativa entre CYP2C9 e VKORC1 em
dois grupos populacionais distintos de seu estudo. Entretanto, a contribuicdo da
interacdo quando incluida no modelo de predicdo da dose de varfarina
desenvolvido foi quase nula [2].

Ha algumas limitagcbes nesse estudo. Primeiramente, variaveis como
consumo de vitamina K, adesdo ao tratamento, peso corporal e altura, por

exemplo, ndo foram avaliadas. Entretanto, assumimos que o0s pacientes foram
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adequadamente educados e relataram seguir as orientacdes dadas sobre a
terapia com varfarina durante o0 acompanhamento nas clinicas de
anticoagulacdo. Etnia ndo foi uma variavel incluida no estudo, uma vez que
assumimos que a populacdo de Belo Horizonte, assim como a populacdo
brasileira, é altamente miscigenada havendo, portanto, dificuldade em sua
determinacao [29,30]. A frequéncia de alguns gendtipos foi muito baixa, o que
pode ter sido insuficiente para demonstrar associacdo com a dose de varfarina.
Devido ao pequeno numero de pacientes com doses acima de 70mg/semana ou
abaixo de 17,5mg/semana, também néo foi possivel realizar uma analise de
resisténcia ou sensibilidade a varfarina, respectivamente. A dose de varfarina
também pode ter associacdo com outros genes, até entdo desconhecida, e que
nao foi investigada neste estudo. Nao se sabe se todos os trés centros utilizaram
0 mesmo reagente de tromboplastina para o calculo da RNI, e se diferente, isso
pode impactar no resultado e, entdo, na dose de varfarina. Por fim, alguns dados
foram coletados retrospectivamente por meio da analise de prontuarios, o que

pode limitar a recuperacéo de informacdes.

Em concluséo, idade, uso de amiodarona e polimorfismos CYP2C9*2 e *3 no
gene CYP2C9 e -1639 G>A em VKORCL1 foram associados com reducdo na
dose de varfarina. Em conjunto, essas informacfes permitem obter melhor
conhecimento da nossa populagéo, e assim contribuem para subsidiar melhorias
no processo de cuidado ao paciente. Na populagéao do estudo, os polimorfismos
em CYP2C9 e VKORCL1 podem contribuir para explicar porque determinados
pacientes requerem doses menores de varfarina para atingir o alvo terapéutico
da RNI. Enquanto flutuacdes na RNI e, consequentemente na dose de varfarina,
podem ser resultantes da influéncia de fatores sociodemograficos e
farmacoterapicos. Apesar de polimorfismos em MDR1 e APOE néao terem sido
significativamente associados a dose de varfarina neste estudo, ressaltamos a
relevancia de se estudar esses dois genes com resultados controversos na
literatura internacional e com poucas informacdes na populacéo brasileira. Uma
associacao sugestiva entre MDR1 e a dose semanal de varfarina foi encontrada
no modelo genético de dominancia, e talvez haja necessidade de mais estudos

para comprovar essa associacao. Além disso, este estudo pode servir como um
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direcionamento para que novos estudos, principalmente aqui no Brasil, sejam

desenvolvidos.
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NuUmero total de pacientes no banco

de dados: n = 801

sangue

Numero de pacientes excluidos: n = 81
Justificativa: ndo compareceram a coleta de[

NUmero de pacientes
elegiveis: n =720

Centro 1: n =312

Centro 2: n=221

Centro 3: n = 187

Numero de pacientes
selecionados pelo calculo
amostral: n = 315

Centrol:n=136 Centro 2: n =97

Centro 3: n =82

Figura 1 - Fluxograma representativo da selecdo do grupo amostral. (HC-UFMG, Hospital das

Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. HRTN, Hospital Risoleta Tolentino Neves.
URS, Unidade de Referéncia Secundaria). *(22)
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Caracteristica Total Centro 1 Centro 2 Centro 3 Valor p
(n=315) (HC-UFMG) (HRTN) (URS Sagrada
(n=136) (n=97) Familia)
(n=82)
Idade (anos), médiatdesvio 64,1+13,1 60,1+13,6 65,9+12,3 68,6+11,3 <0,001
padrao
Idade (anos), n (%)
<49,9 43 (13,6) 28 (20,6) 10 (10,3) 5(6,1) 0,001
50-60 67 (21,3) 37 (27,2) 17 (17,5) 13 (15,9)
60,1-70,0 87 (27,6) 36 (26,5) 29 (29,9) 22 (26,8)
=70,1 118 (37,5) 35 (25,7) 41 (42,3) 42 (51,2)
Sexo, n (%)
Feminino 173 (54,9) 78 (57,4) 55 (56,7) 40 (48,8) 0,424
Masculino 142 (45,1) 58 (42,6) 42 (43,3) 42 (51,2)
Grau de Escolaridade, n (%)
Nunca estudou 34 (10,8) 15 (11,0) 10 (10,3) 9(11,0) 0,672
Ensino fundamental incompleto 203 (64,4) 91 (66,9) 59 (60,8) 53 (64,7)
Ensino fundamental completo 28 (8,9) 11 (8,1) 10 (10,3) 7 (8,5)
Ensino médio incompleto 8 (2,5) 5@3,7) 2 (2,0) 1(1,2)
Ensino médio completo 37 (11,8) 14 (10,3) 12 (12,4) 11 (13,4)
Graduacéo incompleta 3(1,0) - 2(2,1) 1(1,2)
Graduacéo completa 2 (0,6) - 2(2,1) -
Pés-graduacéo incompleta - - - -
Pés-graduacao completa - - - -
Renda Mensal (ddlares  227,50+179,95 178,66+117,26 243,79+202,37 289,30+214,22 <0,001
americanos), meédiatdesvio
padrao
Necessidade de auxilio para 46 (14,6) 13 (9,6) 21 (21,6) 12 (14,6) 0,032
administragdo de varfarina, n (%)
Tabagismo, n (%) 21 (6,7) 8 (5,9) 6 (6,2) 7 (8,5) 0,749
Consumo de alcool, n (%) 31(9,8) 2(1,5) 12 (12,4) 17 (20,7) <0,001
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Tabela 1 - Caracteristicas sociodemograficas, comportamentais, clinicas e farmacoterapéuticas dos pacientes do estudo por
clinica de anticoagulagdo (continuacao).

Caracteristica Total Centro 1 Centro 2 Centro 3 Valor p
(n=315) (HC-UFMG) (HRTN) (URS Sagrada
(n=136) (n=97) Familia)
(n=82)
Indicacao, n (%)*
Fibrilagao atrial/Flutter 240 (76,2) 98 (72,1) 76 (78,4) 66 (80,5) 0,304
Protese mecanica de valvula 44 (14,0) 32 (23,5) 5(5,2) 7 (8,5) <0,001
mitral
Prétese mecanica de valvula 28 (8,9) 24 (17,6) 2((21) 2(2,4) <0,001
aortica
Prétese mecanica de valvula 1(0,3) 1(0,7) - - 1,000
tricuspide
Prétese mecénica geral** 65 (20,6) 49 (36,0) 7(7,2) 9 (11,0) <0,001
AVCI/AIT 58 (18,4) 2(1,5) 40 (41,2) 16 (19,5) <0,001
Trombose venosa profunda 10 (3,2) 3(2,2) 2(2,1) 5(6,1) 0,248
Tromboembolismo pulmonar 3(1,0) - - 33,7) 0,017
TEP/TVP*** 13 (4,1) 3(2,2) 2(2,1) 8(9,8) 0,013
Trombo intracardiaco 5(1,6) 1(0,7) 331 1(1,2) 0,445

Faixa terapéutica da RNI, n (%)

2,00-3,00 263 (83,5) 99 (72,8) 91 (93,8) 73 (89,0) <0,001
2,50-3,50 52 (16,5) 37 (27,2) 6 (6,2) 9 (11,0)

Tempo de tratamento com 3,6+£3,3 4,2+3,7 2,9+3,3 3,2+2,5 0,009
varfarina (anos), médiatdesvio

padrao

Dose de manutencdo semanal 28,5+13,1 30,5+15,2 27,9123 25,7+9,4 0,027

(mg), médiatdesvio padrdo

TTR (%), médiatdesvio padréo 65,5+17,9 64,3+20,2 67,0£14,5 65,6+17,4 0,544

Ndmero de comorbidades, 3,4+1,9 2,8+1,6 4,8+2,0 2,7£1,3 <0,001
médiatdesvio padrédo
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Tabela 1 - Caracteristicas sociodemograficas, comportamentais, clinicas e farmacoterapéuticas dos pacientes do estudo por

clinica de anticoagulagdo (continuacao).

Caracteristica Total Centro 1 Centro 2 Centro 3 Valor p
(n=315) (HC-UFMG) (HRTN) (URS Sagrada
(n=136) (n=97) Familia)
(n=82)
Comorbidades, n (%)*
Hipertensao arterial sistémica 241 (76,5) 85 (62,5) 85 (87,6) 71 (86,6) <0,001
Insuficiéncia cardiaca 126 (40,0) 43 (31,6) 52 (53,6) 31 (37,8) 0,003
Dislipidemia 113 (35,9) 53 (39,0) 45 (46,4) 15 (18,3) <0,001
Doencas valvares 102 (32,4) 27 (19,9) 64 (66,0) 11 (13,4) <0,001
Doencas respiratérias 68 (21,6) 16 (11,8) 44 (45,4) 8(9,8) <0,001
Diabetes 63 (20,0) 16 (11,8) 23 (23,7) 24 (29,3) 0,003
Doencas reumaticas 36 (11,4) 19 (14,0) 5(5,2) 12 (14,6) 0,066
Doencas de Chagas 34 (10,8) 27 (19,9) 3(3,1) 4 (4,9) <0,001
Doencas do endocardio, 34 (10,8) 9 (6,6) 24 (24,7) 1(1,2) <0,001
miocardio e pericardio
Doencas neuropsiquiatricas 34 (10,8) 10 (7,4) 23 (23,7) 1(1,2) <0,001
Doenca adrtica 33 (10,5) 2(1,5) 31 (32,0) - <0,001
Hipotireoidismo 29 (9,2) 13 (9,6) 7(7,2) 9 (11,0) 0,677
Doencas do TGl 22 (7,0) 8(5,9) 14 (14,4) - 0,001
Arritmias 19 (6,0) - 6 (6,2) 13 (15,9) <0,001
Doencgas osteoarticulares 15 (4,8) 2(1,5) 3(3,1) 10 (12,2) 0,001
Doenca arterial coronariana 13 (4,1) 11 (8,1) 1(1,0) 1(1,2) 0,006
Insuficiéncia renal 12 (3,8) 6 (4,4) 331 3(3,7) 0,924
Outras doencas do trato 5(1,6) 1(0,7) 4 (4,1) - 0,061
geniturinario
Doencas infecciosas 3(1,0) 3(2,2) - - 0,123
Insuficiéncia hepética 3(1,0) 3(2,2) - - 0,129
Numero de medicamentos em uso 59+2,1 5,8+£1,9 6,1+2,4 57+2,1 0,298
cronico, médiatdesvio padrao
Medicamentos com potencial de
interacdo com a varfarina, n (%)*
Sinvastatina 153 (48,6) 59 (43,4) 54 (55,7) 40 (48,8) 0,177
Acido acetilsalicilico 71 (22,5) 52 (38,2) 8(8,2) 11 (13,4) <0,001
Amiodarona 34 (10,8) 16 (11,8) 9(9,3) 9(11,0) 0,871
Carbamazepina 2 (0,6) - 1(1,0) 1(1,2) 0,514
Fenitoina 2 (0,6) 2(1,5) - - 0,345

HC-UFMG, Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. HRTN, Hospital Risoleta Tolentino Neves. URS,
Unidade de Referéncia Secundéaria. AVCI, acidente vascular cerebral isquémico. AIT, ataque isquémico transitorio. TEP,
tromboembolismo pulmonar. TVP, trombose venosa profunda. RNI, relagdo normalizada internacional. TTR, time in
therapeutic range. TGI, trato gastrointestinal. 1 d6lar americano = R$ 3,72 (15-06-2018). *O mesmo paciente pode estar em
mais de uma categoria da variavel. **Inclui pacientes com protese mecanica de valvula aértica, prétese mecanica de valvula
mitral e proétese mecénica de valvula tricispide. ***Inclui pacientes com tromboembolismo pulmonar e trombose venosa

profunda.
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Tabela 2 - Frequéncias alélicas e genotipicas de CYP2C9, VKORC1, MDR1 e APOE por
clinica de anticoagulagéo.

Gene/Genotipos Total Centro 1 Centro 2 Centro 3 Valor p
(n=315) (HC-UFMG)  (HRTN) (URS
(n=136) (n=97) Sagrada
Familia)
(n=82)
CYP2C9, n (%)
*1/*1 222 (70,5) 95 (69,9) 71 (73,3) 56 (68,3) 0,689
*1/*2 58 (18,4) 23 (16,9) 17 (17,5) 18 (22,0)
*1/*3 26 (8,3) 12 (8,8) 7(7,2) 7 (8,5)
*2/*2 3(0,9) 3(2,2) - -
*2/*3 5(1,6) 3(2,2) 1(1,0) 1(1,2)
*3/*3 1(0,3) - 1(1,0) -
*1 528 (83,8) 225(82,7) 166 (85,6) 137 (83,5) 0,757
*2 69 (11,0) 32 (11,8) 18 (9,3) 19 (11,6)
*3 33(5,2) 15 (5,5) 10 (5,1) 8 (4,9)
VKORC1, n (%)
GG 151 (47,9) 66 (48,5) 46 (47,5) 39 (47,6) 0,944
GA 125 (39,7) 51 (37,5) 40 (41,2) 34 (41,5)
AA 39 (12,4) 19 (14,0) 11 (11,3) 9 (10,9)
G 427(67,8) 183 (67,3) 132 (68,0) 112 (68,3) 0,983
A 203 (32,2) 89 (32,7) 62 (32,0) 52 (31,7)
MDR1, n (%)
CC 125 (39,7) 55 (40,4) 37 (38,2) 33 (40,3) 0,604
CT 144 (45,7) 57 (41,9) 49 (50,5) 38 (46,3)
TT 46 (14,6) 24 (17,7) 11 (11,3) 11 (13,4)
C 394 (62,5) 167 (61,4) 123 (63,4) 104 (63,4) 0,933
T 236 (37,5) 105 (38,6) 71 (36,6) 60 (36,6)
APOE, n (%)
€3/€3 198 (62,9) 84 (61,7) 56 (57,7) 58 (70,8) 0,369
€2/e2 2 (0,6) - 1(1,0) 1(1,2)
€2/e3 30 (9,5) 16 (11,8) 12 (12,4) 2(2,4)
€2/e4 5(1,6) 2(1,5) 2(2,2) 1(1,2)
€3/ed 71 (22,5) 32 (23,5) 22 (22,7) 17 (20,7)
ed/ed 9(2,9) 2(1,5) 4(4,1) 3(3,7)
€2 39 (6,2) 18 (6,6) 16 (8,2) 5(3,1) 0,866
€3 497 (78,9) 216 (79,4) 146 (75,3) 135 (82,3)
€4 94 (14,9) 38 (14,0) 32 (16,5) 24 (14,6)

HC-UFMG, Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. HRTN, Hospital
Risoleta Tolentino Neves. URS, Unidade de Referéncia Secundaria.
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Tabela 3 - Relagdo dos genotipos de CYP2C9, VKORC1, MDR1 e APOE com a dose de manutencdo semanal média de

varfarina.
Gene Modelo Gendtipos n (%) Dose de Diferenca de dose em Valor p
genético manutencéao relacéo ao(s)
(mg/semana), genotipo(s) de
médiatdesvio- referéncia (IC, 95%)
padréo
CYP2C9  Codominante *1/*1 222 (70,4) 31,2+13,4 0
*1/*2 ou *1/*3 84 (26,7) 22,4+10,1 -8,8 (-11,9; -5,7) <0,001
*2/*2 ou *2/*3 ou *3/*3 9(2,9) 15,545,1 -15,7 (-24,0; -7,5) <0,001*
log-aditivo 0,1,2 -8,5 (-11,1; -5,9) <0,001
VKORC1 Codominante GG 151 (47,9) 33,5+14,7 0
GA 125 (39,7) 25,8+10,1 -7,7 (-10,5; -4,9) <0,001
AA 39 (12,4) 17,2+5,6 -16,3 (-20,5; -12,1) <0,001**
log-aditivo 0,1,2 -8,0 (-9,9; -6,1) <0,001
MDR1 Codominante CcC 125 (39,7) 30,3+14,5 0 0,126
CT 144 (45,7) 27,5+10,8 -2,8 (-5,9; 0,31)
TT 46 (14,6) 26,6+15,6 -3,7 (-8,1; 0,8)
log-aditivo 0,1,2 -2,1 (-4,2; 0,01) 0,052
APOE Codominante €2/e2 ou €2/¢3 ou €3/e3 230 (73,0) 28,6+13,6 0 0,761
€2/e4 ou €3/e4 76 (24,1) 27,7+13,1 -0,9 (-4,4; 2,4)
ed/ed 9(2,9) 30,6+13,8 2,0 (-6,8; 10,7)
log-aditivo 0,1,2 -0,3 (-3,1; 2,6) 0,857

valor p para a diferenca de dose entre (GA) e (AA) foi <0,001.

IC, intervalo de confianga. *O valor p para a diferenca de dose entre (*1/*2 ou *1/*3) e (*2/*2 ou *2/*3 ou *3/*3) foi 0,247. **O
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Tabela 4 - Resultado da analise univariada (p<0,20) para as variaveis ndo genéticas categoricas.

Variavel n (%) Dose de manutencao Valor p
(mg/semana),
médiatdesvio padrédo
Idade (anos)
<49,9 43 (13,6) 37,5+17,0 <0,001
50-60 67 (21,3) 32,4+13,6
60,1-70,0 87 (27,6) 27,6+10,5
270,1 118 (37,5) 23,6+10,5
Grau de Escolaridade
Nunca estudou 34 (10,8) 26,3+13,4 0,107
Ensino fundamental incompleto 203 (64,4) 27,6+£12,6
Ensino fundamental completo 28 (8,9) 34,2+13,9
Ensino médio incompleto 8 (2,5) 32,7£11,3
Ensino médio completo 37 (11,8) 30,7+14,6
Graduacéo incompleta 3(1,0) 20,2+18,3
Graduacgéo completa 2 (0,6) 24,1+3,3
Necessidade de auxilio para
administracéo de varfarina
Sim 46 (14,6) 24,9+14,1 0,066
N&o 269 (85,4) 29,1+12,9
Clinica de anticoagulacéo
Centro 1 (HC-UFMG) 136 (43,2) 30,5+15,2 0,027
Centro 2 (HRTN) 97 (30,8) 27,9+12,3
Centro 3 (URS Sagrada Familia) 82 (26,0) 25,7+9,4
Indicacao*
Fibrilacdo atrial/Flutter
Sim 240 (76,2) 26,5+11,8 <0,001
Nao 75 (23,8) 34,8+15,0
Protese mecénica de valvula
aortica
Sim 28 (8,9) 35,8+16,3 0,016
Nao 287 (91,1) 27,7£12,6
Protese mecénica de valvula
mitral
Sim 44 (14,0) 36,9+17,4 0,001
Nao 271 (86,0) 27,1+11,8
Protese mecénica geral**
Sim 65 (20,6) 34,9+16,0 <0,001
Nao 250 (79,4) 26,8+11,7
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Tabela 4 - Resultado da analise univariada (p<0,20) para as variaveis ndo genéticas categdricas
(continuacéao).

Variavel n (%) Dose de manutencao Valor p
(mg/semana),
médiatdesvio padrédo

Trombose venosa profunda
Sim 10 (3,2) 39,1+18,8 0,099
Nao 305 (96,8) 28,1+12,8

Faixa terapéutica da RNI
2,00-3,00 263 (83,5) 26,9+11,5 <0,001
2,50-3,50 52 (16,5) 36,5+17,5

Comorbidades*
Hipertensao arterial sistémica

Sim 241 (76,5) 27,7£11,7 0,134
Nao 74 (23,5) 30,9+16,8

Insuficiéncia cardiaca
Sim 126 (40,0) 27,2412,2 0,146
N&o 189 (60,0) 29,3+13,7

Dislipidemia
Sim 113 (35,9) 27,2412,0 0,179
N&o 202 (64,1) 29,2+13,7

Doencas respiratérias
Sim 68 (21,6) 25,549,9 0,011
N&o 247 (78,4) 29,3+13,8

Diabetes
Sim 63 (20,0) 26,8+10,6 0,193
N&o 252 (80,0) 28,9+13,7

Doencas neuropsiquiatricas
Sim 34 (10,8) 31,4+13,5 0,183
N&o 281 (89,2) 28,1+13,1

Doencas do TGl
Sim 22 (7,0) 24,3+9,0 0,041
N&o 293 (93,0) 28,8+13,3

Arritmias
Sim 19 (6,0) 23,7+£10,2 0,054
N&o 296 (94,0) 28,8+13,2

Doencgas osteoarticulares
Sim 15 (4,8) 23,1+7,6 0,015
N&o 300 (95,2) 28,7+13,3

Doenca arterial coronariana
Sim 13 (4,1) 21,5+7,8 0,006

N&o 302 (95,9) 28,8+13,2
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Tabela 4 - Resultado da analise univariada (p<0,20) para as variaveis ndo genéticas categdricas
(continuacéao).

Variavel n (%) Dose de manutencao Valor p
(mg/semana),
médiatdesvio padrédo

Insuficiéncia renal
Sim 12 (3,8) 24,5+8,9 0,147
Nao 303 (96,2) 28,6+13,2
Outras doencas do trato
geniturinario

Sim 5(1,6) 25,0+4,0 0,123
Nao 310 (98,4) 28,5+13,2

Doencas infecciosas
Sim 3(1,0) 39,7+7,0 0,101
Nao 312 (99,0) 28,3+13,1

Insuficiéncia hepatica
Sim 3(1,0) 22,9+1,8 0,009
Nao 312 (99,0) 28,5+13,2

Medicamentos com potencial de
interacdo com a varfarina*
Sinvastatina

Sim 153 (48,6) 26,1+11,4 0,002
N&o 162 (51,4) 30,7+14,3

Acido acetilsalicilico
Sim 71 (22,5) 31,8+16,6 0,042
N&o 244 (77,5) 27,5+11,8

Amiodarona
Sim 34 (10,8) 25,4+12,0 0,127
Nao 281 (89,2) 28,8+13,2

HC-UFMG, Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. HRTN, Hospital
Risoleta Tolentino Neves. URS, Unidade de Referéncia Secundaria. RNI, relacdo normalizada
internacional. TGI, trato gastrointestinal. *O mesmo paciente pode estar em mais de uma
categoria da variavel. **Inclui pacientes com prétese mecanica de valvula adrtica e protese
mecanica de valvula mitral.
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Tabela 5 - Resultado da andlise univariada (p<0,20) para as variaveis ndo genéticas continuas.

Variavel Médiazxdesvio padrdo Coeficiente de Valor t Valor p
correlacdo de Pearson

Idade (anos) 64,1+13,1 -0,395 -7,599 <0,001

TTR (%) 65,5+17,9 -0,148 -2,652 0,008

Numero de comorbidades 3,419 -0,149 -2,664 0,008

Numero de medicamentos 59+2,1 -0,149 -2,664 0,008

em uso cronico

TTR, time in therapeutic range.
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Tabela 6 - Modelo de regressdo gama com funcéo de ligacao logaritmica para dose de manutencao
semanal média de varfarina (mg/semana).

Variavel Coeficiente Erro Valor t Valor p Efeito sobre a
estimado Padréo do dose semanal
Coeficiente média

Intercepto 4,355 0,094 46,096 <0,001 -
Idade (anos) -0,012 0,001 -8,006 <0,001 -10,97% (10 anos)
Uso de amiodarona -0,196 0,059 -3,320 0,001 -17,81%
VKORC1 GA -0,262 0,039 -6,707 <0,001 -23,05%
VKORC1 AA -0,641 0,058 -11,052 <0,001 -47,30%
CYP2C9 *1/*2 ou *1/*3 -0,231 0,042 -5,483 <0,001 -20,63%
CYP2C9 *2/*2 ou *2/*3 ou -0,747 0,110 -6,798 <0,001 -52,63%

*3/*3
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7 CONCLUSAO

No modelo de regressdo gama construido, idade, uso de amiodarona e
polimorfismos CYP2C9*2 e *3 e VKORC1 -1639 G>A foram todos associados
com reducdo da necessidade de dose da varfarina. Em conjunto, essas
informacdes permitem obter melhor conhecimento da nossa populacao, e assim

contribuem para subsidiar melhorias no processo de cuidado ao paciente.

Na populacdo do estudo, os polimorfismos em CYP2C9 e VKORC1 podem
contribuir para explicar porque determinados pacientes requerem doses
menores de varfarina para atingir o alvo terapéutico da RNI. Enquanto flutuagdes
na RNI e, consequentemente na dose de varfarina, podem ser resultantes da

influéncia de fatores sociodemograficos e farmacoterapicos.

Apesar de polimorfismos em MDR1 e APOE nao terem sido significativamente
associados a dose de varfarina, ressalta-se a relevancia de se estudar esses
dois genes com resultados controversos na literatura internacional e com poucas
informacdes na populacéo brasileira. Uma associacao sugestiva entre MDR1 e
a dose semanal de varfarina foi encontrada no modelo genético de dominancia,
e talvez haja necessidade de mais estudos para comprovar essa associacao.
Além disso, este estudo pode servir como um direcionamento para que novos

estudos, principalmente aqui no Brasil, sejam desenvolvidos.

A educacdo dos pacientes no que se refere ao uso de anticoagulantes é
fundamental para a diminui¢cdo dos eventos adversos provocados pelo uso desta
classe de medicamentos. Nesse contexto, a inser¢cao do farmacéutico na equipe
multidisciplinar pode contribuir de modo significativo para a qualidade do cuidado
ao paciente. A orientacado sobre o uso destes medicamentos pode contribuir para
melhora na adesao e adocao de medidas corretas relacionadas ao tratamento,
com consequentes beneficios aos pacientes e maior qualidade para terapia
anticoagulante.
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ANEXO A — Aprovacéo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE —08136613.4.0000.5149

Interessado(a): Profa. Maria Auxiliadora Parreiras Martins
Departamento de Produtos Farmacéuticos
Faculdade de Farmacia- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG ~ COEP aprovou, no
dia 18 de dezembro de 2013, o projeto de pesquisa intitulado "Fatores
de risco para complicagdes da anticoagulacdo oral em pacientes
com doencas cardiovasculares atendidos em ambulatorios de
referéncia em Belo Horizonte: um estudo de coorte” bem como 0
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

Protfa. Maria Yeresa Marques Amargl

Coordenadora do COEP-UFMG

ano apds o inicio do projeto.

Av. Prov. Antonio Carkos, 4627 - Unidade Adwasistrativo [ 2 aodar - Sala N3~ Cop 31270.90) ~ FH-MG
Telefie: {031) 3409-4502 - c-tail; coep rpepg ufinghi
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ANEXO B - Folha de Aprovacao da dissertacao pelo Programa de Pds-

graduacao em Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina Tropical




APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

PROJETO DE PESQUISA: Fatores de Risco para Complica¢des da Anticoagulacao
Oral em Pacientes com Doencas Cardiovasculares Atendidos em Ambulatérios de
Referéncia em Belo Horizonte: um Estudo de Coorte

Prezado Sr.(a),

Algumas pessoas com doengas que aumentam a coagulagdo do sangue precisam
usar remédio anticoagulante regularmente para evitar trombose e derrame. O excesso
de efeito desse remeédio pode causar sangramento. Por isso, 0 uso dos comprimidos
de anticoagulante precisa ser acompanhado por um exame chamado RNI (Relagdo
Normalizada Internacional) que ajuda na escolha da dose certa. Estamos realizando
uma pesquisa para conhecer os fatores de risco para complicagbes do tratamento com
varfarina que € um remeédio anticoagulante. Com essas informagdes, sera possivel
criar regras de tratamento para melhorar a qualidade da sua assisténcia.

Gostariamos de convida-lo(a) para participar dessa pesquisa como voluntario(a), sem
custo algum pelos exames realizados. Se vocé ndo quiser participar ndo havera
qualquer problema no seu tratamento e assisténcia recebida pelo profissional de
saude. Para realizar este estudo, precisamos colher 10 mL do seu sangue para
executar as etapas do projeto. A coleta de sangue podera levar a uma leve dor
localizada associada a picada da agulha ou pequena reacgdo local. Para reduzir essa
reagdo local, a coleta de sangue sera realizada por um profissional experiente,
empregando rotina padronizada. Serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis. Outro
risco associado a coleta de sangue, embora raro, € a sensagdao momentanea de
tontura. Nesse caso, o profissional adotara as medidas pertinentes, para as quais esta
habilitado. Seu prontuario médico também sera consultado em busca de informagbes
sobre sua doenca e exames laboratoriais. Quando vocé vier fazer sua consulta de
rotina, faremos uma entrevista de cerca de 20 minutos. Se necessario, forneceremos
atestados de presenca para justificar auséncia no trabalho ou na escola. A pesquisa
tera a duragdo de no minimo dois anos e vocé podera desistir de participar em
qualguer momento.

E possivel que vocé venha a se beneficiar diretamente dos resultados desse projeto,
mas certamente contribuira para que novos pacientes se beneficiem no futuro. Seu
nome e o0s resultados dos exames serdo mantidos em segredo. No entanto, os
pesquisadores e, algumas vezes, o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG, poderao
ter acesso aos dados. Os resultados desse estudo serdo publicados e/ou
apresentados em encontros cientificos, sendo que, em qualquer publicagdo, seu nome
nao sera revelado.

A coordenadora do projeto &€ a Profa. Maria Auxiliadora Parreiras Martins da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Minas Gerais. Todo o material
biologico, apos a extragdo do DNA, sera descartado segundo normas da Vigilancia
Sanitaria. Qualquer duvida sobre a sua participag&o nesse estudo, por favor, entre em
contato pelo telefone 3409-6937 com a Profa. Maria Auxiliadora Parreiras Martins.
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Acredito ter sido suficientemente informado(a) a respeito das informagdes que li ou
que foram lidas para mim, explicando a respeito do estudo sobre “Fatores de Risco
para Complicagdes da Anticoagulacdo Oral em Pacientes com Doengas
Cardiovasculares Atendidos em Ambulatérios de Referéncia em Belo Horizonte: um
Estudo de Coorte”.

Eu tive oportunidade de conversar sobre minha decisdao em participar desse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo os propodsitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que tenho garantia do acesso ao
meu tratamento. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei
retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou do meu atendimento neste servicgo.

Eu, , abaixo
assinado, dou meu consentimento em participar do estudo “Fatores de Risco para
Complicagbes da Anticoagulagéo Oral em Pacientes com Doencas Cardiovasculares
Atendidos em Ambulatdrios de Referéncia em Belo Horizonte: um Estudo de Coorte”
apos ser informado sobre a pesquisa, ter entendido todos os procedimentos, tirado
todas as minhas davidas sobre esse termo e recebido uma segunda via do mesmo.

De acordo,
(assinatura)
Nome: RG:
Belo Horizonte, de de 20 .

Durante o estudo, caso vocé tenha alguma davida sobre os procedimentos da
pesquisa, vocé podera entrar em contato conosco:

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Faculdade de Farmacia, Departamento de Produtos
Farmacéuticos. Enderego: Av. Antonio Carlos, 6627, Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil,
CEP 31270-901. Telefone: (31) 3409-6937 - (31) 9643-8625 (Profa. Maria Auxiliadora) / (31) 3409-9379
(Dr. Antonio) / (31) 9977-6773 (Dr. Manocel) / (31) 9831-0004 (Dr. Vandack)

Caso tenha alguma duvida sobre aspectos éticos, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG. Enderecgo: Av. Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il — 2°. Andar — sala
2005, Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil, CEP 31270-901.

Telefone: (31) 3409-4592
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APENCIDE B - Protocolo para recrutamento dos pacientes

1 - Data recrutamento
2 - Nimero de registro na pesquisa
3 - Nimero do prontuario

4 - Nome

5- Telefone ()

6 - Critérios de inclusao
Uso de varfarina por pelo menos 2 meses
Em acompanhamento no Ambulatério AO por pelo menos 2 meses
Idade igual ou superior a 18 anos
Fibrilag&o atrial/flutter (qualquer tipo)*
Prétese mecénica de valvula cardiaca (adrtica ou mitral)*
Acidente vascular cerebral isquémico (AVCi)*
* Considerar a presenca de apenas uma dessas condigdes como critério de inclusio

7 - Critérios de exclusdo
Previsdo de uso da varfarina por menos de 12 meses

8 - Paciente aceita participar apos apresentagéo do TCLE?

9 - Motivo de recusa

(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) N&o
(0) Nao
(0) Nao

(0) N&o

(0) N&o

(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim

(1) Sim

(1) Sim

Responsavel pelo regisiro de dados

(nome legivel) Data
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APENDICE C - Protocolo para coleta de dados

1- Sexo

2- Cor da Pele (auto-declarada)

Considerar Nao Branco como Amarela, Indigena, Parda, Preta, Ndo Soube

3 — RNI realizado no Ambulatério Anticoagulacao
4 — RNl-alvo

5 - Data de nascimento

6 — Grau escolaridade completo

(0) Nunca estudou

(1) Ensino fundamental incompleto
(2) Ensino fundamental completo
(3) Ensino médio incompleto

(4) Ensino médio completo

(5) Graduacéo incompleta

(6) Graduagdo completa

(7) Pés-Graduagéo incompleta

(8) Pés-Graduacgao completa

(9) sl

7 - Renda mensal per capita (reais)

8 - Coabitacéo (paciente reside com uma ou mais pessoas)

9 - Uso de bebidas alcodlicas
Em caso afirmativo, qual a quantidade utilizada?

Cerveja: ____ latas/dia (1360mL ~ 4 latas/dia ou ~ 2 garrafas)
Vinho: _ copos/dia (568mL ~ 4 tacas/dia)
Destilado: ___ doses/dia (172mL ~ 4 doses/dia)

doses/dia

10 - Uso de tabaco (Quantidade 2 a 1 cigarro ultimo més)
(Considerar cigarro, charuto, cachimbo, adesivo nicotina)

11 - Necessidade de auxilio para administragdo da varfarina

12 - Varfarina disponibilizada pelo Ambulatdrio Anticoagulagao

Responsavel pelo registro de dados

(om

(0) Branco
(0) Nao
(0)2,0a3,

/
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(MF
(1) Nao Branco
(1) Sim
0 (1)25a35

!

(0)Nzo (1) Sim

(0)N&o (1) Sim

(0) Nao
(0) Nao

(0) Nao

(nome legivel) Data

(1)Sim
(1) Sim

(1) Sim



1 - Indicag&o da anticoagulag&o oral

Fibrilag&o atrial/flutter (qualquer tipo)

Prétese mecénica de valvula cardiaca aortica
Prétese mecéanica de valvula cardiaca mitral
Trombose venosa profunda (TVP)
Tromboembolismo pulmonar (TEP)

Acidente vascular cerebral isquémico (AVCi)
Trombo intracardiaco

Ataque isquémico transitorio (AIT)

2 - Data de inicio do tratamento com a varfarina
3 - Data de inicio acompanhamento Ambulatorio Anticoagulagao
4 — Comorbidades

Doenca de Chagas

Afeccdes dermatologicas

Alteracdes oftalmologicas

Arritmias

Déficit auditivo

Diabetes

Dislipidemia

Doenca adrtica (DAQ)

Doenca artérial coronariana (DAC)
Doencas trato gastrointestinal (TGI)
Doencas hematologicas

Doencas infecciosas

Doengas neuropsiquiatricas
Doengas valvares

Doencas vasculares periféricas (DVP)
Doencas do endocardio, miocardio e pericardio
Doencas osteoarticulares

Doencas respiratorias

Doencas reumaticas

Hipertensao arterial sistémica (HAS) = 140/90 mmHg
Hipotireoidismo

Infarto agudo do miocardio
Insuficiéncia cardiaca

Insuficiéncia hepatica

insuficiéncia renal

Neoplasias

Obesidade

Placa aortica

Outras doencas da tireoide

Outras doencgas do trato geniturinario
Outras doengas hepaticas

5 - Medicamentos em uso crénico (2 30 dias continuos)

Amiodarona
Sinvastatina
Hidroclorotiazida
Furosemida
Enalapiril
Captopril
Losartana
Propranolol
Carvedilol
Metoprolol
Espironolactona
Digoxina

Acido acetilsalicilico 100 mg
Alopurinol
Levotiroxina
Outro

6 — Numero de medicamentos em uso crénico (incluindo a varfarina)

(0) N&o
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) N&o
(0) Nao
(0) Nao
(0) N&o

(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) N&o
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) N&o
(0) Nao
(0) Nao
(0) N&o
(0) N&o
(0) Nao
(0) Nao
(0) N&o
(0) Nao
(0) Nao
(0) N&o
(0) N&o
(0) Nao
(0) Nao
(0) N&o
(0) Nao
(0) Nao
(0) N&o
(0) N&o
(0) Nao

(0) N&o
(0) N&o
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) N&o
(0) N&o
(0) Nao
(0) Nao
(0) N&o
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
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(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim

(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim

(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim



7 — Hemorragia maior
Sangramento clinicamente evidente associado com:

Diminuicdo hemoglobina = 2 g/dL

Transfuséo de = 2 Ul de hemacias ou sangue total
Intra-articular

Intracraniano

Intra-espinhal

Intramuscular com sindrome do compartimento
Intraocular

Pericardico

Retro peritoneal

Morte

Numero de eventos (total)

8 — Hemorragia ndo maior clinicamente relevante

(ndo se enguadram em sangramento maior, mas associado com intervengdo médica, desconforto como dor ou comprometimento das atividades

diarias do paciente )

Epistaxe

(Duragdo > 5 min; = 2 episodios dentro 24 horas, necessidade intervengdo médica como
estancamento, cauterizacéo etc.)

Gastrintestinal macroscépica
(2 1 episédio de melena ou hematémese clinicamente aparente)

Gengival espontaneo
(Duragdo > 5 min ndo relacionado a escovacgéo ou alimentacdo)

Hematoma intramuscular
Hematoma subcutaneo (> 25 cm® ou > 100 cm® se provocado)

Hematuria macroscopica ou espontédnea (duragao > 24 horas apés instrumentagéo do trato
urogenital como troca cateter ou cirurgia)

Hemoptise (identificado por manchas de sangue no escarro)
Sangramento retal

Fontes multiplas sangramento

Numero de eventos (total)

9 - Hemorragia menor
(todos os outros nao encontrados nos critérios de sangramento maior e nao maior clinicamente relevante)

Outra
Outra

Numero de eventos (total)

10 - Tromboembolismo

Acidente vascular cerebral isquémico
Tromboembolismo pulmonar

Trombose venosa profunda

Tromboembolismo intracardiaco
Tromboembolismo sistémico

Hospitalizagao devido ao evento tromboembdlico
Outra

Numero de eventos (total)

(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao

(0) Nao

(0) Nao

(0) Nio

(0) Naio

(0) Nao
(0) Nao

(0) Nao

(0) Nao
(0) Nao

(0) Nao

(0) Na&o
(0) Nao
(0) Nao
(0) N&o
(0) Nao
(0) Nao

(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim

(1) Sim

(1) Sim

(1) Sim

(1) Sim

(1) Sim
(1) Sim

(1) Sim

(1) Sim
(1) Sim

(1) Sim

(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
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11 — Genotipagem

Gendtipo VKORC1 G1639A

Gendtipos CYP2C9*2 e CYP2C9*3

Genodtipo MDR1 C3435T

Responsavel pelo registro de dados

(nome legivel) Data

(0) GG
(1) GA
(2) AA

(0) *1*1
(1)*1*2
(2)*1*3
(3)*22
(4)*23
(5)*3*3

(0)cc

(et
@TT
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APENDICE D - Aceite para apresentacdo dos resultados parciais em

evento cientifico internacional

Dear Maria Martins,

Thank you for submitting an abstract to the 64" Annual Scientific and
Standardization Committee Meeting of the International Society on Thrombosis
and Haemostasis taking place in Dublin, Ireland from July 18 — 21, 2018.

On behalf of the Scientific Program Committee we are pleased to inform you
that the following abstract has been accepted for a Poster Presentation. This
decision was based on the reviews by several experts in the field who assessed

the scientific value of the contents and its suitability for this meeting.

In addition due to the overwhelming amount of quality submissions we regret to
inform you that you have not been selected to receive a Travel Grant. We do
however look forward to your participation at the meeting and hope you are able

to secure another source of funding.

Title: Weekly warfarin maintenance dose according to variations in four genes
evaluated in patients assisted at a Brazilian anticoagulation clinic

In addition your abstract has been renumbered and the new program number is:
Abstract Presentation Number: PB473

Poster Session: Poster Session #2: Please hang your poster beginning at
13:15 on Thursday, July 19

Poster Location: Liffey B
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Weekly warfarin maintenance dose according to variations in four genes pB473
UFmMG L : e : o
— evaluated in patients assisted at a Brazilian anticoagulation clinic

Emilio Itamar de Freitas Campos, RPh, MSc, Karina Braga Gomes Borges, RPh, PhD?, Aline de Oliveira Magalhdes Mourdo, RPh, PhD, Manoel Otavio da
Costa Rocha, MD, PhD3, Daniel Dias Ribeiro, MD, PhD?, Maria Auxiliadora Parreiras Martins, RPh, PhD%23*
"auxiliadorapmartins@hotmail.com

*Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Prof. Alfredo Balena, 190, Bairro Santa Efigénia, Belo Horizonte, Minas Gerais 30130-100, Brazil.
2Faculdade de Farmécia, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Pres. Antdnio Carlos, 6627, Pampulha, Belo Horizonte, Minas Gerais 31270-901, Brazil.
3Hospital das Clinicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Prof. Alfredo Balena, 110, Bairro Santa Efigénia, Belo Horizonte, Minas Gerais 31130-100, Brazil.

INTRODUCTION )

Warfarin is an oral anticoagulant used to treat and prevent
thromboembolism. There is evidence that genetic variations on
CYP2C9, VKORC1, MDR1 and APOE genes affect warfarin dose ~ Genes  Genotypes (n)  Dose/week Anova (p value)
and it can be associated with drug sensitivity or resistance.

Table 1: Doses stratification by genotype (n = 136)

Aim: To compare weekly warfarin maintenance dose for VKORC1 GG (66) 37,5+16,4
CYP2C9, VKORC1, MDR1 and APOE genotypes. GA (51) 2654104 <0,001

METHODS ) AA (19) 17,0£6,2 <0,001

This was a cross-sectional study, performed in 2015 at an

anticoagulation clinic of a Brazilian university hospital. SHRIES ] AL
Polymorphisms *1, *2 and * 3 for CYP2C9 gene, -1639 G> A for *1*2(23) 25,4+14,0 0,0189
VKORC1 gene, 3435 C>T for MDR1 and *€2, *e3 and *e4 for *143(12) 21,046,6 0,0056
APOE were genotyped using Real-Time PCR. We collected data

*2%2.(3) 16,918,2 0,0630

through patient interviews and medical chart review. Weekly
warfarin maintenance dose was obtained from the hospital *2%3 (3) 16,7+2,7 0,0587
computerized system. Descriptive statistical methods were

; - . At least  one 22,9t11,6 <0,001
used for data evaluation. The comparison of weekly warfarin )
dose and genotypes was performed using ANOVA and a polymorphic allele
significance level of 0.05. This project was approved by the (*2 and/or *3) (41)
University Ethics Committee (code number
CAAE/08136613.4.0000.5149). All participants signed an
informed consent. APOE *£3%€3 (84) 31,9+16,3

3 *g2*e3 (16) 26,6111,2 0,2164

, RESULTS )
L S *g2¥ed (1) 34,6 0,8705
Evaluating the 136 study participants, mean age was *g3%ed (33) 28,3t14,2 0,2709
60.1t13.6 years and 78 (57.4%) were female. The main *ea%ed (2) 36,2453 0,7159

indication for warfarin use was atrial fibrillation (n = 98;

72.1%). The presence of polymorphic allele (A) in VKORC1 and

at least one polymorphic allele (*2 and/or *3) in CYP2C9 was

associated with a reduced weekly warfarin maintenance dose MDR1 CC(55) 33,0415,

(p<0.001). Conversely, the presence of *e2 andfor *e4

polymorphic alleles in APOE and polymorphic allele (7) in CT(57) 28,3+12,5 0,07%6
MDR1 was not associated with statistically significant dose TT (24) 29,9+18,9 0,4571
modification (Table 1).

CONCLUSIONS

Only CYP2C9 and VKORC1 polymorphisms influenced weekly warfarin maintenance dose requirements in the studied population.
The knowledge of patient genotypes can help achieve more accurate dose adjustments and bring more quality to the treatment of
patients using warfarin.
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