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RESUMO

Os tratamentos preventivos de doencas tromboembdlicas objetivam manter uma
anticoagulacdo estavel e individualizada, para os quais o0 anticoagulante varfarina é o
tratamento de escolha. A influéncia de inimeros fatores sobre a acao da varfarina resulta
em uma ampla variabilidade de resposta a mesma, cuja monitorizacdo e ajuste de dose
adequada requerem conhecimento aprofundado destes fatores. O objetivo deste trabalho foi
investigar a associacado dos polimorfismos CYP2C9*2 e CYP2C9*3, -1639G>A de VKORCL1,
3435C>T de MDR1, APOE *¢4 e UGT1AL1(TA); com a dose de varfarina requerida por 116
individuos em terapia anticoagulante. Observou-se que 20,7% dos pacientes apresentaram
requerimentos de varfarina semanais superiores a 70 mg e, portanto, resisténcia a varfarina.
O IMC, o uso de antagonistas de varfarina e o0s genétipos 3435TT de MDR1 e
UGT1AL1(TA)7» mostraram-se relacionados a necessidade de maiores doses de varfarina
para se alcancar a anticoagulacdo terapéutica adequada; podendo contribuir para o
desenvolvimento de resisténcia a varfarina. Em contrapartida, o aumento de idade, a
presenca das variantes *2 e *3 de CYP2C9, -1639A de VKORCL1 e o alelo ¢4 de APOE
contribuem para doses menores de varfarina. Estes resultados evidenciaram que fatores
genéticos podem influenciar a variabilidade de dose de varfarina na populacao estudada e

que devem ser investigados a fim de melhor adequar o tratamento anticoagulante.

Palavras-chave: Varfarina, Resisténcia, Farmacogenética, CYP2C9, VKORC1, APOE,
MDR1, UGT1A1.



ABSTRACT

The treatment of thromboembolic diseases aims to maintain a stable and personalized
anticoagulation, for which the warfarin anticoagulant is the treatment of choice. The influence
of several factors on the action of warfarin results in a wide variability in the patient’s
response, and monitoring and appropriate dose adjustment require depth knowledge of
these factors. The aim of this study was to investigate the association of polymorphisms
CYP2C9*2 and CYP2C9*3, -1639G>A VKORC1, 3435C>T MDR1, APOE*¢4 and
UGT1AL(TA)77 with the dose of warfarin required by 116 individuals in therapy anticoagulant.
We observed that 20.7% of patients demonstrated requirements over 70 mg/week warfarin
and, thus, they were resistant to warfarin. The BMI, the use of warfarin antagonists and
3435TT MDR1 and UGT1AL1(TA)zz genotypes showed relationship with higher warfarin
doses to achieve adequate anticoagulation therapy; which may contribute to the
development of warfarin resistance. In contrast, increasing age, the CYP2C9*2 and
CYP2C9*3 variants, -1639A VKORC1 and APOE*¢4 allele contribute to lower warfarin dose
requirements. These results show that genetic factors may influence the variability in warfarin
dose in this population and should be investigated in order to better adapt the anticoagulant

treatment.

Keywords: Warfarin, Resistance, Pharmacogenetic, CYP2C9, VKORC1, APOE, MDR1,
UGT1A1.



1 INTRODUGAO E RELEVANCIA

O principal objetivo dos tratamentos preventivos de doencas tromboembdlicas é
manter uma anticoagulacado estavel e individualizada, para as quais o0 anticoagulante
varfarina é o tratamento de escolha. No entanto, segundo declaracdo do U.S. Food and
Drug Administration (FDA) em 2007, um terco dos pacientes em terapia anticoagulante com
varfarina a metaboliza inadequadamente, gerando riscos de hemorragias e de
hipercoagulabilidade. Individuos que recebem doses maiores que as necessarias a
anticoagulacdo apresentam grande risco de hemorragia, enquanto aqueles tratados com

doses menores que a adequada permanecem em risco de tromboembolismo.

A efetividade e seguranca da terapia com varfarina exige a monitorizacédo laboratorial
periédica da sua acdo farmacoldgica, que é realizada através da Razdo Normatizada
Internacional (RNI), cujo valor indica a necessidade ou n&o de ajuste da dosagem do
anticoagulante. Isso se justifica pelo fato da varfarina apresentar uma ampla variacédo
interindividual farmacocinética e farmacodindmica e uma estreita janela terapéutica, o que

complica a sua empregabilidade e eficacia:

A variacao interindividual da dose de varfarina necessaria para atingir o objetivo
terapéutico é dependente de inUmeros fatores ndo-genéticos e genéticos. Idade, sexo,
indice de massa corporal (IMC), co-morbidades, interacdes farmacologicas e nivel de
ingestao de vitamina K sao as principais influéncias ndo-genéticas da dosagem de varfarina.
Em caucasianos, 30 a 50% da variabilidade da dose de varfarina sao atribuidas a
polimorfismos nos genes CYP2C9 e VKORCI1, respectivamente, responsaveis pelo
clearance metabdlico e pela agdo farmacodindmica da varfarina. Quando em homozigose,
os alelos CYP2C9*2 e CYP2C9*3 do gene CYP2C9 e a variante -1639A do gene VKORC1
tém sido associados a ocorréncia de sensibilidade a varfarina, na qual a dose requerida
tende a ser menor e o risco de anticoagulacdo excessiva tende a ser maior. As variantes
alélicas de CYP2C9 e VKORC1 também podem influenciar a estabilidade da
anticoagulacdo. Outros genes de potencial importéncia para a resposta a varfarina, como
CYP4F2, CALU, GGCX, MDR1 e APOE, também tém sido estudados, mas com resultados
ainda inconclusivos. Por ultimo, vale destacar o gene UGT1A1, tendo os primeiros estudos

relacionados a varfarina em 2012.

Por outro lado, alguns pacientes em terapia anticoagulante requerem doses de
varfarina superiores as doses normalmente recomendadas e, nestes casos, se a
administracdo de varfarina € inferior a necessaria, o risco de tromboembolismo permanece.

Seja de origem hereditaria ou adquirida, mecanismos farmacocinéticos e farmacodinéamicos



sdo sugeridos para explicar este fato, denominado resisténcia a varfarina. Esta é definida
como a incapacidade do anticoagulante gerar niveis adequados de anticoagulacdo, medidos
atraves do tempo de protrombina, quando administrado com uma dose proxima ou
equivalente as doses normalmente recomendadas. Trabalhos anteirores consideram que
nos casos de resisténcia, o requerimento de varfarina é superior a 70mg/ semana para a

obtencéo de RNI na faixa terapéutica ou o RNI alvo néo é alcancado.

Com o objetivo de buscar conhecimentos adicionais que possam contribuir para um
melhor entendimento dos fatores que ocasionam a variabilidade interindividual das
respostas a varfarina, este estudo analisou a variacdo de dose deste medicamento em
relacdo a diversas variaveis genéticas e adquiridas, em um grupo de pacientes com
tromboembolismo, em terapia anticoagulante com varfarina e acompanhados no
Ambulatério de Hematologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas

Gerais.

Os resultados obtidos neste estudo serdo de grande valia para o melhor
conhecimento da farmacogenética da varfarina na populacdo brasileira com
tromboembolismo, pois apresentardo a relacdo existente entre as doses de varfarina
requeridas na terapia anticoagulante e os genes VKORC1, CYP2C9, APOE, MDR1 e
UGT1Al, em uma amostra representativa de individuos que fazem uso deste anticoagulante
em Minas Gerais. Este trabalho é, provavelmente, o primeiro estudo do conjunto de
polimorfismos relacionados acima na populagdo com tromboembolismo venoso em Minas

Gerais.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  ANTICOAGULACAO

2.1.1 Hemostasia

A hemostasia consiste em uma seqiiéncia de eventos fisioldgicos integrados, nos
gquais uma variedade de substancias se interrelacionam, de maneira equilibrada e dinamica,
visando garantir a circulagdo do sangue no estado fluido dentro do espago vascular. O
processo hemostatico envolve interacdo entre o endotélio vascular, proteinas da coagulacdo
e da fibrindlise, plaguetas e anticoagulantes naturais (Zago et al., 2001).

Em condi¢bes fisiologicas, as reacdes envolvidas na hemostasia resultam em
producdo equilibrada de quantidades apropriadas de trombina e do coagulo de fibrina, em
resposta adequada e proporcional a lesdo vascular existente. O comprometimento do
equilibrio hemostético, por acdo de fatores adquiridos ou congénitos, pode propiciar o
desenvolvimento de fendmenos de hipercoagulabilidade ou de hipocoagulabilidade.
Portanto, as rea¢des bioquimicas da coagulacédo do sangue requerem uma estrita regulacao
a fim de gerarem, tanto quantitativa como qualitativamente, uma adequada e oportuna
ativacdo e inativacdo dos sistemas da coagulacdo e da fibrindlise. Apesar do uso de
medidas profilaticas, a morbidade e a mortalidade relacionadas aos disturbios hemostéticos
sdo significativas, principalmente pelo seu aparecimento subito e a dificil valoracao dos

multiplos fatores causais envolvidos nestes processos (Lorenzi et al., 2003).

2.1.2 Monitoramento da terapia anticoagulante

Como a acédo farmacoldgica dos anticoagulantes provoca alteracdo da hemostasia e
a farmacocinética destes medicamentos é alterada por muitos fatores intrinsecos e
extrinsecos ao organismo, ha a necessidade de monitorar, cuidadosamente, o efeito dos
mesmos, para manter um nivel ideal de anticoagulagdo e obter um efeito antitrombdtico,
sem aumentar o risco de hemorragia (Maffei et al., 2002; Yoshida et al., 2006). Para que isto
seja possivel, é preciso realizar constantemente a otimizacdo do controle individualizado da
anticoagulacdo e a educacado dos pacientes quanto ao tratamento (Jacobson et al., 2007).
Desde 1960, a heparina e a varfarina sdo os principais farmacos empregados na terapia
anticoagulante, sendo a primeira para tratamento imediato e a segunda para tratamentos a

longo prazo para prevencdo de recorréncias (Schafer et al.,, 2003). Por apresentaram
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limitacdes e riscos particulares, estes farmacos ndo sdo considerados anticoagulantes
ideais. Neste sentido, tem se estimulado a pesquisa de novos farmacos, que se aproximem
0 méaximo possivel de um anticoagulante ideal, como por exemplo, dabigatrana e

rivaroxaban (Prasad et al., 2012).

O Tempo de Protrombina (TP) € um teste de coagulacdo amplamente utilizado para
monitorar a terapia com anticoagulantes orais e para triagem de deficiéncias nos fatores da
coagulacéo 11, V, VIl e X (Smith et al., 2004). O TP avalia o tempo gasto para formacao do
coagulo em um plasma citratado na presenca de calcio e fator tissular (tromboplastina)
adicionado em excesso, e tem a capacidade de refletir a depressdo dos fatores da
coagulagéo I, VII, IX e X, dependentes da vitamina K (Zago et al., 2001).

O teste original foi desenvolvido por Quick em 1935, apresentando algumas
limitagbes. A principal dificuldade no uso do TP para o controle terapéutico dos
anticoagulantes orais € o grau de variacdo na sensibilidade apresentada por diferentes
tromboplastinas comerciais a reducdo dos fatores da coagulacdo induzida pelo
anticoagulante, sensibilidade esta que depende do método de preparagéo desse reagente.
Com a finalidade de corrigir as diferengas na sensibilidade das tromboplastinas, em 1980, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) designou um lote de tromboplastina de cérebro
humano como referéncia internacional (Zago et al., 2001). A partir desta preparacao, todos
os fabricantes de tromboplastinas devem estabelecer para cada lote, o indice de
Sensibilidade Internacional (ISI), que compara a atividade da nova tromboplastina em
relagcdo a preparacao referéncia. O valor do ISI da tromboplastina reagente € usado para
calcular o RNI do plasmas dos pacientes. O RNI é calculado dividindo o valor do TP do
paciente pelo valor médio de TP de 20 ou mais plasmas normais. Essa razéo é elevada ao
ISI, produzindo um valor de RNI que é entdo usado para monitorar a terapia com

anticoagulantes orais (Hirsh et al., 1995).

Inicialmente, o monitoramento da varfarina deve ser realizado diariamente até que o0s
resultados de TP e RNI estejam estaveis e na faixa desejavel, permitindo estabelecer a
dosagem adequada da varfarina. Os intervalos posteriores para avaliagdo baseiam-se na
clinica e na resposta farmacolégica de cada paciente ao anticoagulante, os quais variam
normalmente de uma a quatro semanas. Um fator essencial para o sucesso da terapia
anticoagulante é a conscientizacdo do paciente quanto as bases da anticoagulacéo, risco-
beneficio, importancia da aderéncia a terapia, interacbes farmacol6gicas e nao
farmacologicas, monitorizacao laboratorial e cuidados essenciais nas diversas situacfes
cotidianas. Para a prevencédo das doencas tromboembdlicas e suas recorréncias, a terapia
anticoagulante com varfarina é recomendada, cuja acdo esta sujeita a variabilidade

conforme a duracdo e intensidade do tratamento e as influéncias genéticas e ambientais
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(Schafer et al., 2003). O valor de RNI desejado para a maioria das indicagdes clinicas é de
2,5, variando de 2,0 a 3,0 (Rizzatti et al.,, 2001). Isto inclui tratamento e profilaxia da
trombose venosa profunda, embolismo pulmonar e cardiopatias, como fibrilacdo atrial,
disfuncéo sistdlica ventricular direita, trombose mural e os trés primeiros meses apos infarto
do miocérdio (Hirsh et al., 1995; Jacobson et al., 2007). Outros valores alvos de RNI sdo
recomendados em indica¢des especificas de anticoagulagao.

2.1.3 Indicacdes

Segundo Santos et al. (2006), o emprego dos antagonistas da vitamina K tem

importancia clinica bem fundamentada em diversas situacoes:

. Profilaxia e tratamento de trombose venosa (TV) e embolismo pulmonar (EP) e de

suas recorréncias, principalmente apés um curso inicial de heparina.

. Profilaxia e tratamento de complicacdes tromboembdlicas associadas a cirurgias,

fibrilac&o atrial, cardiomiopatias, proteses de valvulas cardiacas e embolismo sistémico,

. Reducéo do risco de morte, recorréncia de infarto do miocardio, acidente vascular

cerebral e demais eventos tromboembdlicos.
. Tratamento de trombose arterial em pacientes com fatores de risco associados.

Em adicdo, atualmente sdo conhecidas uma série de condi¢des que justificam o uso
da varfarina de forma constante ou até a remocdo da causa do trombo: histéria familiar,
trombose venosa em paciente jovem, malignidades, infec¢des cronicas, doenca inflamatoria
intestinal, sindrome nefrética, hipertensdo pulmonar tromboembdlica, e alteracdes
genéticas, como mutacao do Fator V Leiden (FVL), deficiéncia de proteina S e deficiéncia de

antitrombina Il (Lorenzi et al., 2003).

A trombose venosa, uma doenca crbénica, multifatorial, multigénica e sistémica,
(Schafer et al., 2003) caracteriza-se pela formacdo aguda de um trombo no interior de uma
veia, especialmente em vasos profundos (Zago et al., 2001). A partir de dados de
internacdes do Sistema Unico de Saude (SUS), foram estimadas no Brasil cerca de 28 mil
hospitalizacdes por embolia pulmonar com 4.247 mortes por ano (Rollo et al., 2006). O
tromboembolismo venoso (TEV) afeta de 1 a 3 individuos por mil habitantes/ano e é
estimado que 60% da predisposi¢do a trombose seja atribuida aos componentes genéticos.
A incidéncia de TEV aumenta significativamente com a idade (Sabino, 2005). Em criancgas, a
ocorréncia € de 1 episodio para 100.000 individuos/ano, enquanto no idoso a frequéncia
pode chegar a 1%. Nos doentes clinicos, o TEV estd associado ao infarto agudo do

miocardio, acidente vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca congestiva, podendo afetar
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mais de 50% dessa populacdo. A embolia pulmonar fatal € a complicagdo mais temida do
TEV podendo atingir de 1 a 2% dos doentes (Paschda, 2006), os quais apresentam cerca de
quatro vezes mais chance de morte por recorréncia de TEV que pacientes com trombose
venosa profunda (TVP) isolada (Cabral et al., 2004).

2.2  VARFARINA

2.2.1 Apresentacdo quimica e comercial

A varfarina sodica consiste em uma mistura racémica com quantidades
aproximadamente iguais dos dois isdbmeros o6pticos R e S, cuja formula empirica é
CisH1sNaO4, E 0 anticoagulante oral mais amplamente empregado na pratica clinica em todo
o mundo (Rieder et al., 2005; International Warfarin Pharmacogenetics Consortium, 2009);
sendo estimado que, anualmente, a varfarina seja prescrita para 0,5 a 1,5% da populagéo
mundial (Johnson et al., 2011). No mercado farmacéutico brasileiro, o anticoagulante
varfarina esta disponivel nas seguintes apresentacées comerciais: Coumadin®, Marevan®,
Marfarim®, Varfarina sédica® e Warfarin®. Estima-se que anualmente, a varfarina seja

prescrita para 0,5 a 1,5% da populacdo mundial (Johnson et al., 2011).

2.2.2 Farmacodinamica

Os anticoagulantes orais s@o antagonistas da vitamina K, por inibirem a sintese dos
fatores da coagulacdo VII e IX e das proteinas da coagulagdo C e S e diminuirem a
atividade dos fatores Il e X, sendo todos os seis dependentes de vitamina K. O seu
mecanismo de acdo ocorre através da interferéncia na interconversdo acida da vitamina K e

seu 2,3 epodxido (Brunton et al., 2011).

Em suma, a varfarina exerce sua acao anticoagulante ao inibir seu alvo molecular, a
proteina vitamina K epoéxido-redutase complexo 1 (VKORC1), que por sua vez, restringe a
guantidade de vitamina K reduzida. Consequentemente, ha reducdo da producéo de fatores
da coagulacdo funcionalmente ativos; sendo, portanto, prescrita para tratamento e

prevencédo de doencas tromboembdlicas (Johnson, et al., 2011).
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Figura 1. Representacdo esquematica do mecanismo de acdo da varfarina. Fonte: PharmGKB:
Pathway - Warfarin Pathway, Pharmacodynamics de < http://www.pharmgkb.org/pathway/
PA145011114>.

Fisiologicamente, para que esses fatores se tornem biologicamente ativos, é
necessario que ocorra a gama-carboxilagdo de seus residuos de &cido glutdmico, pela
proteina y-glutamil carboxilase (GGCX), o que Ihes confere a capacidade de ligacdo ao
Ca?", processo essencial para ativacdo da coagulacédo (Tondato et al., 2004). Esta reacdo
de carboxilagdo ocorre no reticulo endoplasmético rugoso e exige a presenca de gas
carbdnico (COy), oxigénio (O.), vitamina K reduzida (VKH.) e um precursor de alguma

proteina da coagulacdo dependente de vitamina K (Brunton et al., 2011). Esta etapa pés-
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ribossomal de biosintese de residuos &cido-carboxiglutdmicos é promovida pela forma
reduzida da vitamina K. Durante esse processo, VKH; é oxidada a vitamina K epoxido e, a
seguir, retorna a forma reduzida pela acdo das redutases vitamina K redutase e vitamina K
epoxido redutase, completando o chamado ciclo da vitamina K, conforme figura 1. O
processo de gama-carboxilacdo € regulado pela proteina calumenina (CALU), que ao se
ligar a GGCX, inibe a atividade desta (Brunton et al., 2011; Johnson et al., 2011).

As doses terapéuticas de varfarina inibem 30 a 50% da produc¢&o hepatica de fatores
da coagulacédo dependentes da vitamina K, sem seletividade sobre estes. Em adi¢éo, os 50
a 70% dos fatores produzidos estdo subcarboxilados, fato este que reduz a atividade
biol6gica coagulante em 10 a 40% (Brunton et al., 2011).

2.2.3 Farmacocinética

A varfarina é absorvida completamente apds administracdo oral, intramuscular,
intravenosa ou retal. Os enantibmeros R e S tém biodisponibilidade semelhantes. A
presenca de alimento no estdbmago pode prejudicar a taxa de absorgéo. A varfarina pode ser
detectada no plasma cerca de uma hora apés a administragdo oral, sendo o pico de
concentracdo em 2 a 8 horas. Aproximadamente 97% do medicamento estdo ligados a
albumina plasmaética, distribuindo-se ampla e rapidamente em todos os tecidos (Brunton et
al., 2011).

A S-varfarina é 3 a 5 vezes mais potente na inibicdo de VKORC1 que a R-varfarina.
Os dois enantibmeros sdo metabolizados por duas vias diferentes, sendo o isbmero S via
CYP2C9 e o isbmero R, via principalmente, CYP3A4, mas também pelos CYP1Al, CYP1A2,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 e CYP2C19 (PharmGKB: Pathway, 2011), conforme visto na
figura 2. O metabolismo de fase Il ainda ndo é bem elucidado, mas deve envolver
conjugacdo com grupos sulfato e glicuronil. A eliminacdo é predominantemente renal, mas
também hé evidéncias de transporte hepatico via MDR1 (PharmGKB: Pathway, 2011).
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Figura 2: Representacdo esquematica do metabolismo da varfarina. Fonte: PharmGKB:
Pathway - Warfarin Pathway, Pharmacokinetics de < http://www.pharmgkb.org/pathway/
PA145011113?previousQuery=warfarin>.

2.2.4 ReacOes adversas e toxicidade

A varfarina é o segundo farmaco mais comum, apods a insulina, implicada em
atendimentos de emergéncias devido aos efeitos adversos de farmacos (U.S.FDA, 2009;
Wofford et al., 2008). A metabolizacdo inadequada da varfarina € frequente em cerca de
30% dos pacientes em terapia anticoagulante com varfarina, o que favorece a ocorréncia de

hemorragia ou de recorréncia de tromboembolismo (U.S.FDA, 2009).

O sangramento se caracteriza por maior duracdo do tempo de estancamento e do

fluxo de lesBes epiteliais, aumento do tempo e do fluxo menstrual, hematomas e também
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hemorragias de grau variado nas narinas, gengivas e intestino, dentre outros. Em casos
mais graves, 0 paciente pode vir a apresentar anemia. Esta variacdo é dependente da
duracéo e intensidade da anticoagulagéo, do uso concomitante de diversos medicamentos e

do sitio anatémico alvo (Hirsh et al., 2003).

Ha varios fatores que potencializam o risco de hemorragia durante o uso de
varfarina, como idade superior a 65 anos, desconhecimento da dose terapéutica adequada
no inicio do tratamento, emprego de altas doses de varfarina, metabolismo farmacologico
lento, situacbes de lesBes vasculares e teciduais, diversas patologias (hipertenséo,
insuficiéncia renal, anemia, doencas cardiacas), interagées farmacolédgicas e ingestdo de

alimentos ricos em vitamina K (Hirsh et al., 2003).

2.2.5 Interagdes farmacologicas e ndo farmacologicas

Véarias substéncias de uso farmacologico podem interagir com a varfarina, seja
afetando a dose necessaria para o objetivo terapéutico ou intensificando os efeitos colaterais
(Hirsh et al., 1995). As interagbes podem ocorrer quando h& alteracdo nos eventos de
integridade da superficie epitelial, captacdo e metabolismo da varfarina ou da vitamina K e,
também, nos eventos de sintese, fungdo ou depuracéo de fatores envolvidos na hemostasia
(Brunton et al., 2011).

Indugdo enzimatica, inibicdo enzimatica e reducdo da ligacdo as proteinas
plasmaticas sdo os principais mecanismos farmacocinéticos de interagdo da varfarina com
outros farmacos. Por sua vez, os mecanismos de interacdo farmacodindmica da varfarina
com os demais farmacos séo sinergismo (hemostasia prejudicada, reducédo da sintese de
fatores da coagulacéo), antagonismo competitivo pela vitamina K e alteracdo conformacional
dos receptores envolvidos no metabolismo da vitamina K (Brunton et al., 2011; Hirsh et al.,
1995). A lista de farmacos que afetam a acdo dos anticoagulantes orais é bem extensa e
cresce continuamente. O quadro 1 apresenta uma lista resumida de classes farmacoldgicas
de farmacos que constituem risco potencial de interacdo com varfarina, seja como acéo
antagonista ou potencializadora. A varfarina também ¢é influenciada por fatores nao
farmacologicos, como bebidas alcodlicas, vegetais de folhas verdes que contém vitamina K
e suplementos vitaminicos contendo vitamina K. A administracdo de doses elevadas de
vitamina K pode neutralizar a agcdo dos anticoagulantes orais (Brunton et al., 2011; Hirsh et
al., 1995). Independente do mecanismo de interferéncia sobre a varfarina, a adicdo ou
retirada da prescricdo de qualquer medicamento, deve ser realizada com monitoramento

freqlente e criterioso do RNI, até que o mesmo se estabilize novamente (Zago et al., 2001).
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Quadro 1: Lista de classes farmacoldgicas de farmacos que constituem risco

potencial de interacdo com varfarina, como acao antagonista ou potencializadora.

Classes de farmacos potencializadores Classe de farmacos antagonistas de

varfarina

de varfarina

Inibidor da 5-lipoxigenase
Estimulantes adrenérgicos centrais
Analgésicos

Anestésicos inalatdrios
Antiandrogénicos

Antiarritmicos

Antibiéticos (Aminoglicosideos orais,
cefalosporinicos parenterais, macrolideos,
penicilinicos intravenosos, quinolonas,
sulfonamidas de acéo prolongada e
tetraciclinas)

Anticoagulantes

Anticonvulsivantes

Antidepressivos

Antimalaricos

Antineoplasicos
Antiparasiticos/Antimicrobianos
Antiplaquetarios

Bloqueadores beta-adrenérgicos
Colelitoliticos

Antidiabéticos orais

Diuréticos

Flngicos sistémicos

Anti4cidos e agentes procinéticos
gastrintestinais

Agentes para Colite Ulcerativa
Agentes de tratamento de gota
Farmacos hepatotéxicos
Hiperglicémicos

Anti-hipertensivos emergenciais
Hipnoticos

Hipolipidémicos

Inibidores da monoamina-oxidase
Narcéticos de acao prolongada
Antiinflamatérios ndo-esteroidais
Psicoestimulantes

Pirazolonas

Salicilatos

Inibidores seletivos de recaptagéo de serotonina

Esterdides adrenocorticais
Esterdides anabdlicos

Tromboliticos

Farmacos para tratamento da tireéide

Inibidores de esterodides adrenais
Antiacidos

Ansioliticos

Antiarritmicos

Antibiéticos

Anticonvulsivantes
Antidepressivos

Anti-histaminicos

Antineoplasicos

Antipsicéticos

Barbitdricos

Diuréticos

Suplementos nutricionais entéricos
Fungicos sistémicos

Hipnoticos

Hipolipidémicos
Imunossupressores
Contraceptivos orais, contendo estrégeno
Moduladores seletivos de receptor de
estrogeno

Esteréides adrenocorticais
Antituberculosos

Vitaminas

Nota: Dentro de uma mesma classe, existem farmacos que interagem de forma distinta com a
varfarina. Desta forma, algumas classes de farmacos estdo incluidas nas categorias de
potencializador e de antagonista de varfarina. Fonte: Brunton et al., 2011; Micromedex, 2010.
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2.2.6 Resisténcia a varfarina

A administracdo de doses de varfarina inferiores a necessaria, também representa
um problema para os pacientes em terapia anticoagulante, pois o risco de tromboembolismo
permanece presente (Harrington et al., 2008). Requerimento de dosagens muito altas é um
evento menos frequente que a sensibilidade a varfarina, embora ndo menos importante.
Seja de origem hereditaria ou adquirida, mecanismos farmacocinéticos e farmacodinamicos
sdo sugeridos para explicar este fato, (Sinxadi et al.,, 2008) entdo, denominado de
resisténcia a varfarina, a qual foi definida como a incapacidade deste anticoagulante levar o
tempo de protrombina para niveis adequados de anticoagulacdo, quando administrado com
uma dose préxima ou equivalente as doses normalmente recomendadas (Lefrere et al.,
1987). Alguns autores consideram que nos casos de resisténcia, o requerimento de
varfarina é superior a 70mg/semana para a obtencéo de RNI na faixa terapéutica (Loebstein
et al., 2007; Sinxadi et al., 2008) ou o RNI terapéutico ndo é alcancado (Harrington, 2008).
Watzka et al. (2010) discrimina a resisténcia a varfarina em parcial, definida como um alto
requerimento de varfarina, mas com o alcance de um RNI estavel; e em completa, definida
como um alto requerimento de varfarina, mas sem atingir um RNI estavel (Watzka et al.,
2010). Sinxadi e Blockman (2008) afirmam que a verdadeira resisténcia a varfarina € rara,
cuja frequéncia é inferior a 0,1% e que nao deve ser confundida com casos de nao
aderéncia ao tratamento anticoagulante (Sinxadi et al., 2008). Vale ressaltar que séo
desconhecidos estudos de resisténcia a varfarina na populagéo brasileira e que a frequéncia

desta pode ser distinta da frequéncia descrita em outras populagdes.

MutacgOes de sentido trocado no gene VKORC1 tém sido descritas como causas de
resisténcia farmacodindmica a varfarina. Por outro lado, outras causas de resisténcia a
varfarina também devem ser consideradas, como ma absorcao do farmaco (Talstad et al.,
1994), ingestdo aumentada de vitamina K (Booth et al., 1998), interagcbes medicamentosas e
clearance metabdlico de varfarina aumentado, caracterizando a resisténcia farmacocinética,
além da possibilidade de ma adeséo ao tratamento (Lefrere et al., 1987; Sinxadi et al., 2008;

Harrington et al., 2008; The International Warfarin Pharmacogenetics Consortium, 2009).

2.3 FARMACOGENETICA DA VARFARINA

2.3.1 Farmacogenética e Farmacogenémica

Os primeiros relatos de que caracteristicas genéticas poderiam afetar os efeitos dos

farmacos ocorreram por volta de 1940 e 1950, dando inicio aos estudos de
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farmacogenética. Somente em 1980, as bases moleculares da farmacogenética passaram a
ser conhecidas. A partir de 1990, um grande numero de polimorfismos génicos foram
identificados como interferentes nos varios processos pelos quais um farmaco é submetido
apés sua administracdo, gragas aos avancos dos métodos de andlises moleculares.
Polimorfismos sdo variagcbes nas sequUéncias de DNA que apresentam uma frequéncia
superior a 1% na populagcédo em questdo, sendo sua maioria definida como polimorfismos de

base Unica (SNPs — single nucleotide polymorphisms) (Hutz et al., 2004).

A farmacogenética é a ciéncia que prediz a resposta aos farmacos, baseando-se em
marcadores genéticos individuais (U.S.FDA, 2009), ou seja, a farmacogenética esta focada
em efeitos de genes isolados (Metzger et al., 2006). No intuito de conhecer o carater
poligénico dos eventos farmacolégicos de um farmaco, a farmacogendémica analisa
simultaneamente varios genes e suas respectivas interagcdes. Ambas atuam na expectativa
de otimizar o tratamento farmacologico, através da individualizagdo terapéutica, baseando-
se nhas peculiaridades do perfil genético dos individuos medicados. Para isto, é necessario
identificar genes relacionados a predisposi¢cdo as doencgas, a modulacdo das respostas
farmacologicas, as interferéncias na farmacocinética e farmacodindmica e ao

desenvolvimento de reacdes adversas (Metzger et al., 2006).

Os Ultimos anos foram marcados pelo crescente numero de guias
farmacoterapéuticos baseados em farmacogenética, principalmente, devido aos trabalhos
do FDA e de grupos cientificos internacionais, como o Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium (CPIC); que estdo promovendo a ampliagdo do emprego da

terapia individualizada, que comeca a atingir as diversas areas da medicina.

2.3.2 Farmacogenética da varfarina

A dificuldade do emprego da varfarina se deve a grande variagcao interindividual
guanto a dose inicial e de manutencdo necessaria para atingir o objetivo terapéutico, a
limitada faixa de dose terapéutica e ao grande risco de reacfes adversas, principalmente de
hemorragia (Wadelius et al., 2007). Como o processo de definicdo da dose adequada de
varfarina pode levar de semanas a meses, 0s pacientes em terapia anticoagulante podem
permanecer em estado de risco aumentado de sub ou super-anticoagulacdo por um periodo
muito prolongado (Johnson et al.,, 2011). Neste ambito, a farmacogenética associa 0s
conhecimentos de mecanismos bioquimicos as informacdes genéticas disponiveis, na
tentativa de identificar a influéncia dos fatores genéticos sobre os sitios de agéo da varfarina
(Chen et al., 2005).
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Os fatores genéticos de maior importancia sobre a dose de varfarina sdo os
polimorfismos CYP2C9*2, CYP2C9*3 e do gene VKORC1, que representam risco
aumentado de hemorragia durante a terapia com varfarina e, consequientemente, sugere o
requerimento de menores doses deste farmaco para alcancar um RNI adequado e um risco
atenuado de hemorragia (Taube et al., 2000; Tassies et al., 2002; Zoler, 2008; Rieder et al.,
2005; D'Andrea et al., 2005).

Diante dos importantes avangos da farmacogenética na varfarina, o U.S. Food and
Drug Administration (U.S.FDA, 2009) aprovou, em agosto de 2007, o “Updated Warfarin
(Coumadin) Prescribing Information”, o qual dispée que individuos com variagdes genéticas,
especificamente nos genes CYP2C9 e VKORC], respondem de forma farmacologicamente
diferente a varfarina, influenciando na posologia desta. Em 2010, o FDA acrescentou na
bula do medicamento Coumadin® recomendacdes de intervalos de doses iniciais para

pacientes, conforme seus gendtipos de CYP2C9 e VKORCL1 (quadro 2).

Quadro 2: Recomendacgbes aprovadas pelo FDA e inseridas na bula do medicamento
Coumadin® sobre as doses diarias de varfarina (mg/dia) para alcancar um RNI
terapéutico, baseadas nos gendétipos de CYP2C9 e VKORCI.

VKORC1: CYP2C9 CYP2C9 CYP2C9 CYP2C9 CYP2C9 CYP2C9

-1639G>A | *1/*1 *1/%2 *1/%3 *[%2 *2/*3 *3/+3
GG 50-70 50-70 3,0-40 30-40 30-40 05-20
GA 50-70 3,0-40 30-40 30-40 05-20 05-20
AA 30-40 30-40 05-20 05-20 05-20 05-20

Fonte: Johnson et al., 2011.

Frente ao grande numero de estudos mostrando a relacédo entre fatores genéticos e
ambientais com as doses de varfarina, varios algoritmos baseados nestes dois tipos de
fatores tém sido construidos nos ultimos anos e predizem melhor a dose de varfarina que a
tabela recomendada pelo FDA. No entanto, na impossibilidade de consultar um algoritmo, a
recomendacdo para consulta a tabela do FDA permanece. Dois exemplos de algoritmos
empregados para estimar a dose de varfarina estadvel estdo disponiveis nos sites
http://www.warfarindosing.org da  Washington  University =~ Medical Center e
http://www.pharmgkb.org/do/serve?objld=PA162372936&0bjCls=Dataset#tabview=tab2, do

International Warfarin Pharmacogenetics Consortium (IWPC). Ambos foram baseados em

estudos com mais de 5000 individuos e apresentam as doses diarias em casas decimais. A

partir da dose estimada pelo algoritmo, o médico define o melhor esquema terapéutico. Os
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fatores considerados sao idade, sexo, etnia, peso, altura, fumo, indicagao de varfarina, RNI,
interagcbes com farmacos e gendtipos de CYP2C9 e VKORC1 (Johnson et al.,, 2011). O
maior beneficio das informagBes genéticas na dosagem de varfarina aplica-se aos
individuos que requerem doses menores que 21mg/semana ou maiores que 49 mg/semana,
0 que constitui 40% de todos pacientes (International Warfarin Pharmacogenetics
Consortium, 2009).

Um algoritmo na populagéo brasileira também foi desenvolvido com 390 brasileiros
em terapia anticoagulante no Rio de Janeiro, considerando os fatores idade, peso, indicagédo
terapéutica, interagcdo com sinvastatina e amiodarona e genétipos de CYP2C9 (*1, *2 e *3) e
VKORCL1 (3673G>A, 5808T>G, 6853G>C e 9041G>A). Estes fatores explicaram 51% da
variabilidade da dose semanal de varfarina e o fator etnia ndo apresentou interferéncia na
dose de varfarina (Perini et al., 2008).

Outro algoritmo brasileiro foi publicado em 2011 com 279 pacientes descendentes de
europeus em Porto Alegre e explicou 63,3% da variabilidade de dose de varfarina. Este
algoritmo considerou os seguintes fatores: idade; peso; uso de amiodarona, carbamazepina,
B-blogueadores, anlodipina e diuréticos; 1 e 2 variantes CYP2C9; 1 e 2 coOpias do haplétipos
formados por -1639G>A, 1173C>T e 3730G>A e gendtipos de CYP4F2 e FllI (Fator II). Ao
retirar os 1173C>T, 3730G>A, CYP4F2 e Fll, o valor preditivo reduz para 57,7%. Tanto
CYP2C9 quanto VKORC1 mostraram-se fortemente associados a dose de varfarina.
Individuos com gendtipos -1639GA e -1639AA apresentaram, respectivamente, doses 30 e
45% menores de varfarina que individuos -1639GG; enquanto individuos CYP2C9*1/*2,
*2/*2, *1/*3, *2/*3 apresentaram doses de varfarina menores em 17,8%, 59,6%, 26,5% e
52,9%, respectivamente (Botton et al., 2011).

No entanto, os requerimentos de varfarina dependem de um nimero muito maior de
fatores genéticos, além dos descritos anteriormente, valendo ressaltar os genes dos fatores
IX, Fll, FVII e FX, APOE, MDR1, GGCX, PROC, PROS1, PROZ, GAS6, CALU, NQO1,
CYP2C8, CYP2C18, CYP2C19, NR1I2, ORM1 e ORM2 (Wadelius et al., 2007), conforme
mostra a figura 3. A validacdo da influéncia de inUmeros genes sobre a dose de varfarina
necessaria a anticoagulacédo desejada necessita de estudos independentes adicionais que

envolvam grande niumeros de pacientes e em diferentes etnias.
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Figura 3: Interacdo entre o farmaco varfarina e 29 produtos génicos envolvidos em varias etapas do
processamento deste farmaco no organismo. Os genes alvo deste estudo estdo destacados em
vermelho. Fonte: Wadelius et al., 2007.

2.3.3 Genes relacionados

2.3.3.1Gene CYP2C9

O complexo enzimatico CYP2C9 (cytochrome P450, family 2, subfamily C,
polypeptide 9) do citocromo P450 é o principal responsavel pela biotransformacédo e
subsequente eliminagdo da varfarina, por catalisar a conversdo farmacolégica do
enantibmero mais potente (S)-varfarina em seus metabdlitos inativos (Taube et al., 2000).
Atualmente, sdo conhecidas mais de 30 variantes alélicas no gene CYP2C9, localizado no
cromossomo 10, sendo as variantes alélicas CYP2C9*2 (rs1799853) e o CYP2C9*3
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(rs1057910) as mais comuns. O alelo referéncia, chamado de CYP2C9*1 é considerado o
metabolizador normal (Johnson et al.,, 2011). O alelo CYP2C9*2 consiste na transicéo
C416T no exon 3, levando a substituicdo Arg144Cys. A transversdo A1061C no exon 7 gera
a variacdo lle359Leu, o que caracteriza o alelo CYP2C9*3 (Taube et al., 2000; Tassies et
al., 2002). Estes alelos CYP2C9*2 e *3 sdo considerados pobres metabolizadores (Taube et
al., 2000), por apresentarem, respectivamente, cerca de 60 a 70% e 10 a 20% da atividade
enzimatica sobre a varfarina (Johnson et al., 2011).

Individuos que apresentam o0s gendtipos CYP2C9*2/*2, CYP2C9*3/*3 ou
CYP2C9*2/*3 apresentam um alto risco de desenvolver hemorragias quando medicados
com varfarina e pacientes heterozigotos, com os genoétipos CYP2C9*1/*2 ou CYP2C9*1/*3
também precisam receber uma terapia anticoagulante com cautela (Tassies et al., 2002).
Em 2002, o estudo de Taube et al. sugeriu que homozigotos CYP2C9*2/*2 necessitam de
uma dose média de varfarina 40% menor que homozigotos CYP2C9*1/*1 e que
homozigotos CYP2C9*3 recebam a terapia anticoagulante com outros farmacos. Além disto,
o0 risco pode aumentar se houver metabolismo competitivo no complexo CYP2C9 (Taube et
al., 2000).

Trabalhos mostram que a presenca de um ou dois alelos de CYP2C9*2 ou
CYP2C9*3 incorre no maior risco de hemorragia durante a terapia, no requerimento de
menor dose de varfarina para anticoagulagdo adequada (Zoler, 2008; Johnson et al., 2011)
e também maior tempo para alcangcar um RNI estavel (Johnson et al.,, 2011). Os
polimorfismos de CYP2C9 estdo relacionados a variacdo de cerca de 18% da dose de

varfarina em caucasianos (Wadelius et al., 2009; Limdi et al., 2010; Botton et al., 2011)

Na populacdo brasileira, um estudo envolvendo 331 individuos saudaveis mostrou
que as frequéncias dos polimorfismos CYP2C9*1, *2 e *3 sdo, respectivamente, de 0,849;
0,086 e 0,065; sendo que a populacdo caucasiana tem de 2 a 3 vezes mais alelos variantes
que a populacéo negra (Vianna et al., 2004). Isto pode ser observado nos dados de Limdi et
al. (2010), onde os alelos *1, *2 e *3 apresentaram, respectivamente, frequéncias de 0,80;
0,13 e 0,07 em caucasianos e de 0,95; 0,03 e 0,02 em africano-americanos (Limdi et al.,
2010). Botton et al. (2011) encontrou frequéncias de 0,812; 0,134 e 0,054, respectivamente
para os alelos CYP2C9*1, *2 e *3 em brasileiros de Porto Alegre, descendentes de

europeus (Botton et al., 2011).

2.3.3.2Gene VKORC1

Identificada na década de 70, a enzima vitamina K epoOxido-redutase de 163

aminodcidos, é codificada pelo gene vitamina K epoxido-redutase complexo 1 (VKORC1),
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formado por 3 exdns e mapeado em 16p12-g21 (Rost et al., 2004; Li et al., 2004). A proteina
VKORCL1 é responséavel pela reciclagem da vitamina K reduzida, que é fundamental para a
gama-carboxilacdo dos fatores da coagulacdo dependentes da vitamina K (Rieder et al.,
2005). Este gene apresenta alguns SNPs que estdo relacionados a menores doses de
varfarina e mutagfes relacionadas a resisténcia hereditaria a varfarina (Wadelius et al.,
2005).

a) Polimorfismos relacionados as variacdes das doses de varfarina

Os SNPs localizados nas posi¢des nucleotidicas -1639, 1173, 22285, 3730 e 7040
estdo em forte desequilibrio de ligacdo, dando origem a 3 haplotipos considerados 6timos
preditores da dose de manutencdo da varfarina. Estes podem explicar 29 a 30% da
variabilidade interindividual da resposta a varfarina. Por ndo corresponderem a regiao
codificante, acredita-se que estes SNPs influenciem na transcri¢do, splicing ou estabilidade
do mRNA (Wadelius et al., 2005). No entanto, os haplétipos ndo sdo mais informativos que a
genotipagem de um uUnico SNP dentre os relatados e os SNPs -1639, 1173 e 22285
apresentam maior valor preditivo que os demais (Rieder et al., 2005; Wadelius et al., 2009).
Individualmente, os SNPs -1639G>A e 1173C>T explicam igualmente a variabilidade de
dose de varfarina semanal entre os trés grupos brancos, negros e asiaticos e, portanto, a
incorporacdo de outros SNPs néo traz melhorias para a predicdo de dose. Ressalta-se que
estes SNPs explicam melhor a variabilidade em brancos que em negros e asiaticos, uma
vez que o poder de predicdo esta diretamente ligado a frequéncia da variante alélica em

cada grupo étnico (Limdi et al., 2010).

O polimorfismo -1639G>A (rs9923231), localizado na regido promotora do gene
VKORC1, tem sido associado a menores doses de varfarina por inUmeros estudos
(Wadelius et al., 2005; Zhu et al., 2007; Rieder et al., 2005; International Warfarin
Pharmacogenetics Consortium, 2009; Daly, 2009; Botton et al., 2011), estando relacionado a
variagdo de cerca de 30% da dose de varfarina (Wadelius et al., 2009; Limdi et al., 2010;
Botton et al., 2011). Estudos indicam que a variante -1639A altera o sitio de ligagdo do fator
de transcricdo do VKORC1 (Rieder et al., 2005), estando, portanto, associada a menor
transcricdo de VKORC1 do que a variante -1639G e consequentemente a sua menor
expressao génica (Zhu et al., 2007; Daly, 2009; Wadelius et al., 2009).

As frequéncias alélicas de -1639G>A variam muito entre os diferentes grupos
étnicos. Em um estudo com 4886 individuos de 11 paises participantes do International
Warfarin Pharmacogenetics Consortium (IMPC), os alelos G e A apresentaram,

respectivamente, frequéncias de 0,09, e 0,91 em asiaticos; de 0,90 e 0,10 em negros e 0,62
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e 0,38 em brancos (Limdi et al., 2010). No Brasil, as frequéncias de -G1639 e -A1639 foram,
respectivamente, de 0,63 e 0,37 em caucasianos de Porto Alegre (Botton et al., 2010) e de
0,62 e 0,38 em brancos e 0,78 e 0,22 em negros, em um grupo de pacientes em terapia

anticoagulante no Rio de Janeiro (Perini et al., 2008).

b) Mutacdes de resisténcia a varfarina

Apébs a identificacdo do gene VKORC1 em 2004 (Li, 2004) e de suas func¢des por
varios grupos de pesquisadores (Rost et al., 2004; D'Andrea et al., 2005; Rieder et al., 2005;
Yuan et al.,, 2005; Wadelius et al., 2005), surgiram os primeiros relatos de resisténcia a
varfarina associada as mutacdes de sentido trocado em VKORC1. As mutagbes A26P,
V29L, D36Y, V45A, V54L, R58G, V66M, R98W, L128R sdo mais freqlentemente
encontradas com forte associacdo a necessidade de altas doses de varfarina (> 70
mg/week), conferindo a resisténcia farmacodinamica a este farmaco (Li et al., 2004; Rost et
al., 2004; Harrington et al., 2005; Loebstein et al., 2007; Harrington et al., 2008; Scott et al.,
2008; Sinxadi et al., 2008).

E sugerido que a resisténcia a varfarina por mutagdes em VKORCL1 tenha padréo de
heranca autossémico dominante (Rost et al., 2004), visto que todos 0s casos publicados até
0 momento sdo heterozigotos para as diversas mutacdes detectadas em VKORC1, e que
somente a mutacdo D36Y foi encontrada em homozigose em seis pacientes com resisténcia
a varfarina (Harrington et al., 2008; Scott et al., 2008, Watzka et al., 2010). Atualmente, séo
conhecidas pouco mais de 20 mutacdes em VKORC1 (quadro 03) e suas posicoes
mutacionais sdo completamente ou altamente conservadas. Por andlise de bioinformética, a
topologia prevista para a VKORCL1 é de uma proteina de membrana politépica com quatro a-
hélice atravessando a membrana do reticulo endoplasmatico (RE), estruturas N-terminais e
C-terminais no citoplasma, e um grande loop localizado no lumen do RE, com cerca de 50
residuos de aminoécidos; conforme mostra a figura 04. Todas as muta¢des conhecidas em
VKORCL1 relacionadas a resisténcia a varfarina estéo situadas no lado luminal da membrana

do reticulo endoplasmatico (Watzka et al., 2010).

Dados de frequéncias de mutacdes em VKORC1 ainda s&o escassos. Entre as
mutacdes conhecidas, a D36Y é mais freqlente, representando 80% dos casos publicados
de mutacbes em VKORC1 e 25% dos casos do estudo de Watzka et al. (2010), e
frequéncias de 0,043 em judeus Ashkenazi e 0,006 em judeus Sephardi (Scott et al., 2008).
No trabalho de Harrington et al. (2008), de 15 pacientes que requeriam doses de varfarina
superiores a 20mg/dia e que tinham nivel sérico de varfarina elevado (indicando resisténcia
farmacodinamica), 53% (8) apresentaram muta¢cdes em VKORC1, sendo V66M (4), L128R
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(2), V54L (1) em heterozigose e D36Y (1) em homozigose. Estes pacientes mostraram um
aumento de concentragdo plasmatica de varfarina em relacdo a individuos sem resisténcia
e/ou sem mutacOes. Estes pacientes receberam doses variando de 24 a 42mg de
varfarina/dia e alcancaram um RNI estavel, exceto um que foi tratado com 15 a 20 mg/dia de
acenocoumarol e outro que mesmo com 40mg diarios, ndo atingiu um RNI adequado e o

tratamento com cumarinicos foi ineficiente e, portanto, abandonado (Harrington et al., 2008).

Quadro 03: Lista de mutacOes descritas em VKORC1

T

Ala 26Thr (A26P) C.76G>A Watzka et al., 2010

His28GIn (H28Q) c.84C>T Watzka et al., 2010

Val29Leu (V29L) c.85G>T Rost et al., 2004

Asp36Tyr (D36Y) c.106G>T Harrington et al., 2008; Watzka et al., 2010
Asp36Gly (D36G) c.107A>G Watzka et al., 2010

Ala41Ser (A41S) c.121G>T Rieder et al., 2005

Val45Ala (V45A) c.1347>C Rost et al., 2004

Ser52Trp (S52W) €.155C>G Watzka et al., 2010

Val54Leu (V54L) c.160G>C Harrington et al., 2008
Ser56Phe (S56F) c.167C>T Watzka et al., 2010

Arg58Gly (R58G) c.172A>G Rost et al., 2004

Trp59Leu (W59L) c.176C>T Watzka et al., 2010
Trp59Cys (W59C) c.177G>T Watzka et al., 2010

Trp59Arg (W59R) g.6621T>C Wilms et al., 2008

Val66Met (V66M) c.196G>A Harrington et al., 2008; Watzka et al., 2010
Val66Gly (V66G) c.1977>G Watzka et al., 2010

Gly71Ala (G71A) c.212G>C Watzka et al., 2010
Asn77Ser (N77S) €.230A>G Watzka et al., 2010
Asn77Tyr (N77Y) C.229A>T Watzka et al., 2010

Arg98Trp (R98W) €.292C>T Rost et al., 2004

lle123Asn (1123N) c.368T>A Watzka et al., 2010
Leul28Arg (L128R) €.383T>G Rost et al., 2004; Harrington et al., 2008
Tyr139His (Y139H) €.415T>C Watzka et al., 2010
Argl51 XX (R151Q) C.452G>A Harrington et al., 2008
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No estudo de Watzka et al. (2010) com 626 individuos europeus, 3,7% (23)
apresentaram mutacdes em heterozigose em VKORC1, sendo as frequéncias de 0,0095
para D36Y; 0,0047 para V66M e de 0,0016 para cada uma das mutacbes A26P, H28Q,
V29L, D36G, S52W, S59F, W59L, W59C, V66G, G71A, N77S, N77Y, 1123N e Y139H.
Destes 23 individuos, 43% (10) ndo alcangcaram um RNI terapéutico, mesmo chegando a
administrar 147mg/semanais de femprocumona ou 80mg de varfarina, e abortaram o
tratamento com cumarinicos. Entre os 13 pacientes que alcancaram RNI terapéutico, as
doses semanais administradas foram de 47 a 180 mg de femprocumona ou 140 a 297 mg
de varfarina. Os individuos com D36Y requereram cerca de 140mg de varfarina semanal
para alcancar um RNI estavel. Este estudo sugere que pacientes requerendo doses
superiores a 99,6 mg semanais de varfarina para alcangar niveis de RNI terapéutico ou que
nao conseguiram atingir estes niveis de RNI devem ser submetidos a andlise genética
detalhada; sendo esta recomendada apenas para pacientes com alta probabilidade de ter
mutagdes missenses em VKORC1, devido ao alto custo destas andlises (Watzka et al.,
2010).
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Figura 4: Modelo de topoldgico humano da proteina VKORC1, a partir da analise de bioinformatica
de ortélogos de VKORC1 em 327 espécies. A sequéncia primaria de VKORCL1 é indicada por
aminodcidos, representados por codigo de Unica letra e localizados nos circulos, proximos dos quais
esta a indicagdo de posicdo dos aminoacidos a cada 10 residuos). TM1 a TM4 indicam os quatro
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segmentos a-hélice transmembrana. Os circulos pretos mostram os cinco residuos completamente
conservados que sdo presumidos como cataliticamente ativos. A regido em amarelo indica a regiao
de interface entre a quarta hélice TM (transmembrana) e o limen do reticulo endoplasmatico. A
regido em vermelho é presumida como o sitio de ligacdo a 4-hidroxicumarina. Os circulos em azul
indicam as posi¢Bes dos 17 sitios de mutacdo encontrados em pacientes com resisténcia aos
anticoagulantes orais. Fonte: Watzka et al., 2010.

2.3.3.3 Gene MDR1

O gene Multidrug-resistant transporter-1 (MDR1), também denominado ABCB1 (ATP-
binding cassette, subfamily b, member 1), localizado no cromossomo 7, codifica uma grande
proteina transmembrana (TM), a Glicoproteina-P (PGP) ou MDR1 (Sakaeda et al., 2005),
que pertence a superfamilia ATP-binding cassette (ABC) (Sakaeda et al., 2002). A proteina
MDR1 é um transportador de efluxo unidirecional, energia-dependente, que exporta seus
substratos do interior para o exterior das células, protegendo-as de inUmeras substancias e
metabdlitos toxicos (Sakaeda et al., 2002). Em condi¢des fisiolégicas, a proteina MDR1 esta
expressa em varios tecidos humanos, incluindo rins, figado, intestino delgado e grosso,
barreira hemato-encefalica, cérebro, testiculos, masculos, placenta e adrenais (Leschziner
et al., 2007; Sakaeda et al., 2002). O nivel de expresséo e funcionalidade de MDR1, em
cada um destes tecidos, afeta diretamente a farmacocinética e a efetividade terapéutica dos
inimeros farmacos que sao substratos deste transportador (Hoffmeyer et al., 2000; Sakaeda
et al., 2002). Consequentemente, a MDR1 é considerada a principal proteina responséavel
por limitar a absor¢do de farmacos administrados oralmente e a excre¢do de metabdlitos
pelas vias renal e hepética (Sakaeda et al., 2005; Leschziner et al., 2007; Aszalos et al.,
2007). Além disto, a resisténcia intrinseca a varios farmacos é atribuida a proteina MDR1,
uma vez que ela pode exportar desnecessariamente substancias e metabdlitos (Sakaeda et
al., 2005).

S&o conhecidos mais de 100 polimorfismos no gene MDR1 (Maeda et al., 2008). O
polimorfismo 3435C>T, uma alteracéo sinbnima localizada no exon 26, tem sido associado a
alteracdes farmacocinéticas de muitos farmacos. Em 2002, um estudo de predigdo de
metabolismo de diversos farmacos empregando linhagens de células hepaticas humanas,
apontou o anticoagulante varfarina como um substrato da proteina MDR1 (Sussman et al.,
2002). No entanto, até o momento, poucos trabalhos foram desenvolvidos no sentido de
elucidar a associacdo entre MDR1 e as doses requeridas de varfarina. O estudo de
Wadelius et al, (2004) relatou menor requerimento de varfarina em um grupo de 20
individuos contendo um haplétipo de MDR1, formado pela variante 3435T e pelas formas
selvagens dos SNPs -12T>C, -1G>4, 1199G>A, 1236C>T, 2677G>T/A e 3396C>T

(Wadelius et al., 2004). No entanto, Saraeva et al., (2007) investigaram a associacao entre
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as doses requeridas de acenocoumarol e os polimorfismos 61A>G, 2677G>T e 3435C>T do
gene MDR1, em 96 pacientes bulgaros. O acenocoumarol € um anticoagulante, antagonista
de vitamina K, de estrutura andloga a varfarina e mais amplamente usado na Europa. Neste
estudo, o haplétipo MDR1 2677GG/3435CC foi associado com o uso de menores doses de
acenocoumarol, enquanto o haplétipo MDR1 2677GT/3435TT foi associado a doses maiores

de acenocoumarol (Saraeva et al., 2007).

2.3.3.4Gene APOE

O gene APOE, codificador da apoliproteina E (ApoE), localizado no cromossomo 19,
apresenta 3 alelos codominantes €4, €3 e €2, cujas isoformas proteicas se distinguem pela
posi¢céo e carga dos aminoacidos cisteina e arginina nas posi¢des dos cédons 112 e 158 do
exon 4 (Richard et al., 1994). Em suma, os alelos de APOE séo determinados segundo o
padrdo dos 2 polimorfismos 388T>C (Cysl1l1l2) e 526C>T (Arg 158), sendo cada alelo
determinado da seguinte forma:

ApoE €3 - 388T (selvagem) e 526C (selvagem);
ApoE €2 - 388T (selvagem) e 526T (mutante);
ApoE ¢4 - 388C (mutante) e 526C (selvagem); (Richard et al., 1994).

A combinacao destes 3 alelos origina os fenétipos €4/e4, €3/€3, €2/€2, €4/e3, €3/e2 e
€4/€2, cuja frequéncia varia em diferentes popula¢des. Na populacéo caucasiana em geral, a
frequéncia do gendétipo €3/e3 varia de 65 a 85%, enquanto 0s genoétipos €3/e2 e €4/e3
correspondem, respectivamente por 8% e 15% da frequéncia. Os genoétipos €2/€2, €4/e4 e
€4/e2 sao raros (Wadelius et al., 2007). No entanto, em individuos portadores de doenca de
Alzheimer, a frequéncia do alelo €4 é geralmente muito elevada, com valores entre 25% e
40%. A importancia do alelo €4 é discrepante entre os diversos grupos étnicos (Caramelli et
al., 1999).

Estes polimorfismos no gene APOE podem também parcialmente explicar a
variabilidade interindividual de dose da varfarina, por alterarem o transporte da vitamina K
do intestino delgado para o figado, conforme mostra figura 3 (Kohnke et al.,2005a; Wadelius
et al., 2007; Kimmel et al., 2008). O estudo de Kimmel et al (2008) observou que a dose de
manutencdo semanal de varfarina foi significativamente maior em afro-americanos do que
em caucasianos (p = 0,018) e, simultaneamente, que o alelo €4 foi mais frequente no grupo
de afro-americanos (37,8%) que em caucasianos (26,4%). Em adicdo, entre os afro-

americanos, a dose média de manutencdo de varfarina aumentou de acordo com o0s
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genotipos associados a diferentes depuracdes hepaticas, sendo €2/¢2 ou €2/€3: 30,0mg;
€3/e€3: 35,0mgq; €4/e4 ou €3/e4: 45,0mg (Kimmel et al., 2008).

Por sua vez, Kohnke et al. (2005a) afirmou que pacientes suecos homozigotos €4/e4
tendem a receber maiores doses de varfarina que os outros gendtipos de APOE. Entre
individuos CYP2C9 pobres metabolizadores (*2 e *3), os pacientes homozigotos e4/e4
significativamente receberam maiores doses de varfarina que aqueles pacientes que
portavam um ou nenhum alelo €4 e, portanto, neste grupo de pacientes, os genotipos APOE
explicaram 6% da variacdo de dose de varfarina (Kohnke et al. 2005a). Em adicdo, segundo
0 estudo de Wadelius et al. (2007) com 201 suecos, os portadores de alelos €4 e €2
requerem maiores doses de varfarina que aqueles com €3 (Wadelius et al., 2007). Em
contrapartida, o estudo de Cavallari et al. (2011) com 92 africano-americanos observou que
pacientes com genotipo €3/e3 levaram maior tempo para estabilizacdo da dose de varfarina

em comparacao aos individuos com alelos €2 ou €4 (Cavallari et al., 2011).

Como portadores do alelo €4 tém menores niveis de vitamina K circulante que outros,
a explicacdo da relacdo entre maiores doses de varfarina e alelo €4, proposta por Kohnke et
al. (2005a), seria que os portadores do alelo €¢4 tém uma maior captacdo de vitamina K pelo
figado e que, portanto, requerem maiores doses de varfarina para compensar esta

captacdo. Mas é uma hip6tese ndo comprovada.

2.3.3.5 Gene UGT1A1

Recentemente, Bratton et al (2012) demostrou que 0s enantiomeros originados do
metabolismo da varfarina, as hidroxivarfarinas, séo glicuronidados por enzimas uridina-
difosfato-glucoronosiltransferases (UGTs) e que a isoforma UGT1Al1 (UDP
glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide Al) tem capacidade para glicoronidacédo das
hidroxivarfarinas superior as outras demais isoformas (Bratton et al., 2012). A glicoronidacéo
aumenta significativamente a solubilidade em agua, gerando metabdlitos prontos para

eliminag&o (Jones et al., 2010; Marques et al., 2010).

O gene UGT1Al (UDP glucuronosyltransferase 1 family polypeptide Al), localizado
no cromossomo 2, apresenta uma seérie de polimorfismos, destacando neste contexto, o
polimorfismo UGT1A1(TA);, também chamado UGT1A1*28. Este polimorfismo € uma
sequencia de sete repeticbes de timina-adenina (TA), enquanto que o alelo de tipo selvagem
compreende seis repeticbes e € denotado como UGT1AL1(TA)ss ou UGT1Al* O
comprimento da sequéncia de repeticdo TA esta inversamente relacionada com a atividade
desta enzima; portanto, o polimorfismo UGT1A1(TA); resulta em menor atividade enzimatica,

0 que afeta a eliminacdo de seus diversos substratos de farmacos (Marques et al., 2010).
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Desta forma, o polimorfismo UGT1A1(TA); pode ser um dos fatores genéticos
determinantes de requerimento de altas doses de varfarina. Individuos homozigotos
UGT1AL1(TA)7» apresentam significativamente menor atividade de glicoronidagdo de R-7-
hidroxivarfarina. Estima-se que a atividade de glicuronidacdo da enzima UGT1A1l para seus
diversos substratos esteja reduzida a 25% e 70%, respectivamente, em individuos

homozigotos e heterozigotos para o alelo (TA)7 (Bratton et al., 2012).
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3

3.1

OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar fatores clinicos e fatores genéticos que possam influenciar na dose de

manutencéo individualizada de varfarina em individuos sob tratamento anticoagulante apos

evento de tromboembolismo.

3.2

VI.

Objetivos especificos

Selecionar o grupo de pacientes diagnosticados com trombose e em terapia

anticoagulante com varfarina.

Caracterizar os pacientes quanto ao género, idade, peso corporal, altura, IMC, dose
de varfarina, valor de RNI, freqiéncia de monitorizacdo do RNI, uso de outros

medicamentos, co-morbidades, indicagcdo da anticoagulacdo, entre outros.

Realizar a genotipagem dos polimorfismos CYP2C9*2 e CYP2C9*3, -1639G>A de
VKORC1, 3435C>T de MDR1, APOE *¢4 e UGT1AL1(TA)7 nos pacientes em terapia
anticoagulante envolvidos no estudo e determinacdo das respectivas frequéncias

genotipicas e alélicas.

Identificar os individuos com resisténcia a terapia anticoagulante com varfarina,

segundo seu conceito na literatura cientifica.

Determinar se ha associagdo entre as variaveis estudadas e a dose de varfarina

administrada.

Avaliar fatores genéticos que possam influenciar na dose de manutengao
individualizada de varfarina em individuos sob tratamento anticoagulante apos

evento de tromboembolismo.
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4 CAPITULOS

Os resultados serdo apresentados na forma de capitulos, que correspondem aos dois

artigos publicados por este grupo.

4.1 Capitulo 1

O Capitulo 1 refere-se ao artigo publicado no Journal of Thrombosis and
Haemostasis:

Almeida VCO, Ferreira ACS, Ribeiro DD, Borges KBG, Fernandes APSM, Godard ALB.
Association of the C3435T polymorphism of the MDR1 gene and therapeutic doses of
warfarin in thrombophilic patients. J Thromb Haemost. 2011; 9(10):2120-2.
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4.2  Capitulo 2

O Capitulo 2 refere-se ao artigo publicado no Molecular Diagnosis & Therapy:

Almeida VCO, Ferreira ACS, Ribeiro DD, Borges KBG, Godard ALB. Polymorphisms of
CYP2C9, VKORC1, MDR1, APOE and UGT1A1 genes and the therapeutic warfarin dose

in Brazilian patients with thrombosis: a prospective cohort study. Mol Diagn Ther. DOI:
10.1007/s40291-014-0121-4.
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5 DISCUSSAO

Os dois artigos apresentados foram realizados a partir da mesma populacdo de
individuos com tromboembolismo sob terapia anticoagulante no Ambulatério de Hematologia
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A diferenca de populagao entre eles
baseia-se em 6 individuos que foram acrescentados ao grupo para o estudo apresentado no

capitulo 2.

No capitulo 1, o grupo de 110 individuos apresentou idade média de 42,3 + 14,5
anos e foi composto por 65,5% de mulheres e 34,5% de homens. Neste trabalho, o objetivo
principal foi investigar a associagdo entre o polimorfismo MDR1 3435C>T e as doses
requeridas de varfarina. Concluiu-se que o genétipo 3435TT contribuiu para requerimentos

de maiores doses de varfarina, baseando nos resultados abaixo destacados:

v Segundo o modelo de herancga recessivo, a variante alélica 3435T foi mais frequente
no grupo que apresentou dose > 70mg/varfarina/semana do que no grupo com doses
menores que 70mg/varfarina/semana (p = 0,007).

v Os 22 pacientes do grupo que recebeu dose > 70mg/varfarina/semana apresentaram
chance dezenove vezes maior de apresentar o genétipo 3435TT (73%: 16
individuos) do que os dois outros gendétipos (23%).

v As doses médias de varfarina para os individuos com genotipos 3435TT, 3435CT e
3435CC foram, respectivamente, de 60,1 + 45,8; 450 = 29,1 e 36,9 + 21,8
mg/semana.

v O gendtipo 3435TT e o0 uso de carbamazepina e/ou azatioprina associam-se

independentemente a dose de varfarina.

A associacao relatada entre o genétipo 3435TT de MDR1 e as doses de varfarina
pode ser explicada pela diminuicdo da absorcéo intestinal de varfarina ou pela excrecédo
hepatica aumentada desta nos individuos com genétipo 3435TT. Vale a pena ressaltar que
casos de resisténcia a varfarina devido a falhas de absorcéo tém sido relatados na literatura
e, embora a localizacdo precisa da absorcdo de varfarina seja desconhecida, o duodeno

proximal é o local mais provavel que ocorra (Sabol et al., 2009).

Diante destes resultados e do conhecimento que a variacdo interindividual da dose
de varfarina, necessaria para atingir o objetivo terapéutico, é dependente de iniameros
fatores ndo-genéticos e genéticos, realizou-se o estudo do Capitulo 2; que teve como
objetivo principal investigar o impacto de fatores clinicos e dos polimorfismos CYP2C9*2,
CYP2C9*3, VKORC1 -1639G>A, MDR1 3435C>T, APOE *¢4 e UGT1Al1(TA), sobre as
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doses requeridas de varfarina. Por sua vez, este trabalho foi desenvolvido na mesma
populacéo do estudo do Capitulo 1 acrescida de 6 individuos que foram incluidos do estudo.
A inclusé@o destes 6 individuos ndo alterou os dados de idade média e representatividade
entre os géneros; mantendo os indices de idade média de 42,3 + 14,5 anos e composicéo
por 65,5% de mulheres e 34,5% de homens.

O estudo do capitulo 2 evidenciou a ampla variabilidade interindividual de dose de
varfarina em individuos sob terapia anticoagulante para prevencdo de tromboembolismo na
populacdo brasileira, destacando os seguintes resultados:

v A variabilidade de dose decorreu da influéncia da idade, IMC, género, uso de

antagonistas de varfarina e dos polimorfismos genéticos CYP2C9*2, CYP2C9*3,
VKORC1 -1639G>A, MDR1 3435C>T, APOE *¢4 e UGT1AL(TA)-.

v Os alelos CYP2C9*2 e CYP2C9*3 foram mais frequentes entre os individuos que
receberam doses < 21mg/varfarina/semana (p<0,001) quando comparado aos
demais grupos.

v A dose média de varfarina variou significativamente (p =0,007) entre 0os genotipos
de -1639G>A VKORC1: -1639GG (57,8 £ 38,3 mg), -1639GA (42,3 + 25,2 mg) e -
1639AA (17,4 + 4,7 mg), sendo a dose deste ultimo grupo 70% menor (p=0.045)
gue o primeiro.

v A presenca do alelo APOE *¢4 foi associada & dose de varfarina, sendo esta 21%
menor em portadores deste alelo em relacédo aos portadores somente dos alelos
€2 e/ou €3.

v Como no Capitulo 1, o gendtipo 3435TT (p = 0,038) esta associado a maiores
doses de varfarina. Devido ao aumento do tamanho amostral no Capitulo 2, os
resultados estatisticos ndo foram completamente iguais, mas todos equiparaveis
e direcionando para as mesmas conclusdes sobre a influéncia do polimorfismo
MDR1 3435C>T sobre & dose de varfarina.

v O polimorfismo UGT1AL1(TA), também mostrou associacao (p=0,029) com a dose
de varfarina, estando o alelo 7/7 mais frequente no grupo com dose >
70mg/varfarina/semana.

v O grande percentual de individuos com requerimento de altas doses de varfarina
foi atribuida ao IMC >25, ao uso de antagonistas de varfarina e a presenca dos
alelos MDR1 3435T e UGT1AL1(TA).

A amplitude de variacdo da dosagem de varfarina (8.1 a 245.0mg) e os 20.7% de
individuos que apresentaram dose >70mg reforcaram o desafio da monitorizacdo da terapia

anticoagulante. Observou-se também nesta populacdo uma dose média elevada de
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varfarina (49.5+33.6 mg) em comparacéo aos trabalhos na populac¢éo brasileira de Botton et
al. (2010) (33.5+14.1mg) e Perini et al. (2008) (28.9+12,3mg em brancos). As caracteristicas
quanto a idade, sexo, variabilidade de dose e uso de antagonistas das popula¢des dos dois
outros trabalhos brasileiros séo distintas da populacdo deste estudo (Perini et al., 2008;
Botton et al., 2011) e, portanto, inviabilizam comparagfes quanto a altos requerimentos de
varfarina e a resisténcia a varfarina. Além disto, estes dois trabalhos ndo usaram ponto de
corte de dose de varfarina e todos os individuos incluidos no estudo estavam com dose
estavel de varfarina.

Vale a pena destacar a andlise realizada sobre o polimorfismo UGT1AL1(TA);. Este é
o primeiro estudo que avalia um gene envolvido no metabolismo de fase Il sobre a dose de
varfarina. Estudos recentes tém mostrado a associacdo da glicuronidagdo sobre a inativacao
e clearance da varfarina, 0 que pode representar um importante passo no entendimento do
metabolismo da varfarina e na definicho de estratégias terapéuticas para uma
anticoagulagéo individualizada e assertiva. Os resultados indicam que o polimorfismo
UGT1AL(TA); pode ser um dos fatores genéticos determinantes de requerimento de altas
doses de varfarina. Estima-se que a atividade de glicuronidacdo da enzima UGT1Al para
seus diversos substratos esteja reduzida a 25% e 70%, respectivamente, em individuos
homozigotos e heterozigotos para o alelo (TA); (Bratton et al., 2012). E importante
considerar que existem varios farmacos indutores e inibidores da atividade de UGT1Al e
que 69% da populacdo deste estudo usava um ou mais medicamentos concomitantes a
varfarina. Individuos tratados concomitantemente com um farmaco substrato de UGT1Al e
um indutor podem requerer maiores doses do farmaco substrato para alcancar um
tratamento eficaz. Em contrapartida, o uso concomitante de inibidores e farmacos substratos
de UGT1AL1 pode resultar em maior inibicdo da atividade da enzima e, consequentemente,
acumulo do farmaco no organismo e toxicidade (Marques et al., 2010). A frequéncia alélica
de 0.31 para (TA); foi semelhante a relatada para as populagfes caucasianas européias e
brasileira e inferior as africanas, que varia de 0.32 a 0.60 (Fertrin et al., 2002; Marques et al.,
2010).

E importante ainda ressaltar que os efeitos indutor e inibidor de outros farmacos
também devem ser considerados para a proteina MDR1. No entanto, ndo sdo conhecidos
relatos na literatura de como esta alteracdo pode ocorrer, sendo necesséarios estudos
funcionais para melhor compreenséo.

A frequéncia dos polimorfismos estudados neste trabalho varia entre os diferentes
grupos étnicos, tornando o impacto das variantes estudadas extremamente dependente da
estrutura genética de cada populacdo (Marques et al.,, 2010; Santos et al., 2011). Este
trabalho é de grande importancia para a populacéo brasileira, uma vez que seu alto grau de

miscigenacdo e seus fatores ambientais especificos implicam em caracteristicas muito
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particulares da terapia anticoagulante em seus individuos, dificultando que dados
epidemioldgicos de outras populacdes sejam estendidos a ela. Além disso, o conhecimento
do perfil genético dos individuos com requerimentos de doses altas de varfarina possibilita
um direcionamento terapéutico mais eficaz e seguro da anticoagulagéo, principalmente, ao
auxiliar na prevencao de recorréncia de TE. Por fim, os resultados inéditos sobre o UGT1A1
representam um importante passo na investigacdo das vias metabolicas que levam a

desintoxicacdo e excrecdo da varfarina e dos mecanismos de interacbes medicamentosas.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho mostrou que o IMC, o uso de antagonistas de varfarina e os
genotipos MDR1 3435TT e UGT1AL(TA)77 estdo relacionados a necessidade de maiores
doses de varfarina para se alcancar a anticoagulacédo terapéutica adequada; podendo
contribuir para o desenvolvimento de resisténcia a varfarina. Em contrapartida, o aumento
de idade, a presenca das variantes *2 e *3 de CYP2C9, -1639A de VKORCL1 e o alelo €4 de
APOE demonstraram contribuir para menores requerimentos de doses de varfarina.

Estes resultados evidenciaram que fatores genéticos podem influenciar a
variabilidade de dose de varfarina na populagédo estudada e que devem ser investigados a
fim de melhor adequar o tratamento anticoagulante em individuos com tromboembolismo.

A alta frequéncia encontrada de resisténcia a varfarina foi um dado surpreendente e
mostra a relevancia e necessidade de se conhecer os fatores envolvidos na sua ocorréncia.
Este conhecimento é fundamental para o acompanhamento terapéutico adequado de
individuos com trombose e em terapia anticoagulante com varfarina, visando alcancar uma
anticoagulagéo estavel e individualizada e, assim, evitando os riscos de reacdes adversas a

varfarina em pacientes com trombose.
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7 PERSPECTIVAS

Diante do grande nimero de pacientes com necessidade de altas doses de varfarina
nesta populagdo, das consequéncias de uma anticoagulagao ineficiente, da diversidade
genética da populacdo brasileira e da escassez de estudos nesta populagdo; a continuidade
deste trabalho podera ser de grande valia para o conhecimento mais aprofundado das
causas de resisténcia a varfarina e, também, para determinacdo de melhores ferramentas
de auxilio & terapia anticoagulante. Neste sentido, sugere-se continuar a investigacao das
causas de maiores requerimentos de varfarina em individuos com tromboembolismo com o
sequenciamento das regifes exonicas e intron-exons do gene VKORC1. Espera-se detectar
variantes genéticas ja descritas na literatura ou novas mutacdes relacionadas a resisténcia a
varfarina, especificas desta populacdo. Também sugere-se realizar caracterizagéo clinica
dos pacientes de forma muito refinada, visando analisar associa¢gfes dos fatores analisados
neste estudo com dados de recorréncia de TEV, co-morbidades, duragéo de anticoagulacéo,

variagdes de RNI, reacdes adversas, dentre outras.
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9 ANEXOS

9.1 Ficha Clinica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE AMINAS GERAIS
Inztitute de Ciénciaz Biologieas
Departamento de Biclogia Geral
Laboratérie de Genetica Animal e Humana

Péig-Graduacic

FICHA CLINICA Genética

UFEMG

PROJETO DE PESQUISA: “ESTIMATIVA DA DOSE DE MANUTENCAO DE
VARFARINA BASEADA EM DETERMINANTES GENETICOS”

PROTOCOLO: Data: __ [/
IDENTIFICACAO:

Nome:

Data de nascimento: [/ SexorM  /F Naturalidade:
Enderego: Rua/Avenida: N
Bairmro: Cidade:
Estado: CEP:

Tel residencial: () Tel celular: ()
Email:

Escolandade: nenhum  1%"gran  2°grauw  3%graw pos graduacdo

Meédico assistente:

DADOS CLINICOS:
1. Idade

2. Peso Almura C {nido preencher)
3. Indicacdo terapéufica da anticoagulacio:
4. Tempo existente de tratamento:
5. Usa outros medicamentos?  Sim Nio. Qual (is):

6. Apresenta sangramento com frequéncia? _ Sim __ Nio.

Sesim:  Manchas roxas na pele _ Nanz _ Menstmuacdo aumentada
____ Corte com sangramento prolongado ___ Gengiva ___ Outro

7. Historia familiar de resisténcia a varfarina:  Sim  N3o  Parenfesco:

8. Ingere bebidas alcodlicas? _ Nap _ Raramente  Fimde semana  Diariamente

12. Outras patologias:  Sim  N3o. Qual (1s):
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Continuacéao

Nome: Protocolo:
Dados de dosagens de varfarina e RNI:
Data Dose (mg) Esquema ENI Fontes de Adesio ao tratamento:
semanal del dose variacio |marcar se aconteceu algum
varfarina dos itens:

N A I M |E:quecidetomar __ dias
Tomei dose srrada de

N A I M |E:quecidetomar___ dias
Tomei doze errada de

N A I M |Esquecidetomar __ dias
Tomei dose errada de

N A I M |E:quecidetomar  dias
Tomel dose errada de

N A I M |Esquecidetomar __ dias
Tomei dose errada de

N A I M |Esquecidetomar _ dias
Tomei doze srrada de

N A I M |E:quecidetomar___ dias
Tomei doze errada de

N A I M |Esguecide tomar __ dias
Tomel dose errada de

N A I M |E:quecidetomar  dias
Tomei dose errada de

N A I M |E:squecidetomar __ dias
Tome1 dose errada de

N —-Nioocommen A — Alimentacio [— Infecgdo M — Medicamentos

Estimativa do consumo de vitamina K por semana

Alimento Porcio de N* de porcies por semana
Brocolis 1% xdcara
Couve - bruxelas ¥: xicara
Repolho Y% xicara
Couve-flor ¥: xicara
Grio de bico % xicara
Pepino com casca ¥ xicara
Ervilha ¥: xicara

Jabo Y% xicara
Mostarda ¥: xicara
Couve 4% xicara
Alface 1 xicara
Aspargo ¥z xicara
Espinafre Y% xicara
Chutros vegetais folhas verdes ¥: xicara
Atom 1 =icara
Olec de soja ou canola 1 colher de sopa
Olec de oliva ou algodio 1 colher de sopa
Suplemento de vitaminag K Duose:

Notas:
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Os itens 6, 7 e 8 ndo foram analisados, devido n amostral pequeno entres 0s seus
respectivos grupos e também pela auséncia de informagdo em numero elevado de
individuos.

Os dados referentes a estimativa de consumo de vitamina K foram coletados, porém nao
analisados, devido as dificuldades de padronizagdo de medida e ao esquecimento dos
individuos quanto a alimentacdo dos dias anteriores.
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9.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TNIVERSIDADE FEDERATL DE MINAS GERAIS

e —— =
Diepartaments de Biologia Geral Par-Graduagio
Laboratorio de Genética Animal ¢ Homana Ge"'&:'l?.ﬂ
APENDICE 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDH)
PROIJETO DE PESQUISA: “EstiMATIVA DA DOSE DE MANUTENCAO DE VARFARINA BASEADA

EM DETERMINANTES GENETICOS

Prezado (a) Sr.ia),

A varfarina, o anticoagulante oral mais usado no Brasil, tem seu efeito farmacoldgico dependente da
ingestio de vitamina K, etnia, género, idade, peso corporal, uso de outros medicamentos e fatores genéticos.
Por isto, o uso da varfarinag pode se tornar difici] e causar graves efeitos colaterais, como hemorragias ou
tromboses. O ohjetivo deste trabalho € encontrar fatores que interferem na dose de varfaring e, entio, calcular
a melhor dose de varfarina para cada paciente. Isso poderd ajudar a diminuir o mimero de casos de pacientes
com efeitos colaterais,

Gostariamos de convidd-lo para participar desta pesguisa como voluntirio (2), sem custo algum pelos
exames realizados. E possivel que vocé ndo venha a se beneficiar diretamente dos resultados deste projeto,
mis certamente contribuird para que novos pacientes venham futuramente se beneficiar. Se vock ndo guiser
participar, n3o haverd qualgquer problema no seu tratamento e assisténcia recebida pelo seu médico. Se vocs
quiser participar, deverd autorizar a coleta de um twbo do sew sangue. Fssa coleta serd feita utilzando
material descartivel de boa qualidade. Seu nome e os resultados dos exames serio mantidos em segredo.

A coordenadora do projeto € a Profa. Dra. Ana Licia Brunilat Godard e serd desenvolvido no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Todo o material bioldgico, apds a
extragio de DMA, serd descartado segundo normas da Vigilincia Sanitdria Qualquer divida sobre a sua
participagio neste estudo, por favor, entre em contato pelo telefone 3409-2594 com a Profa ANA LUCIA
BRUNIALTI GODARD ou com a bioguimica Vanessa Cristing de Oliveira, no Instituo de Ciéncias
Bioldgicas da UFMG.

Eu, . concordo em participar do
trabalho “ESTIMATIVA DA DOSE D MANUTINGAD D VARRARINA BASEADN EM DETERMINANTIS GENETICOS”. Eu declaro que
fui orientado das finalidades da pesquisa @ que nio terei nenhum dnus em participar desta. Eu concordo com
a coleta de sangue em mim ou em membros da minha familia para o estudo acima citado.

Se vocd estiver de acordo, por favor, assine abaixo.

e acondo:

{Assinatura)

Mome: Data: [~ [
R

Comité de ética em pesquizsa —CO0EP — UFMG — Parecer 334'08
Av. Presidente Antdnio Carlos 6627 — Prédio da Reitoria 7 andar =ala 7018 - CEP 31270-901 TeL.(31) 3499 4592
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