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RESUMO

A Doenga Renal Cronica consiste em lesdo e perda progressiva e irreversivel das funcdes renais.
O principal tratamento para pacientes com insuficiéncia renal € o transplante, porém, uma
limitacdo dessa terapia € o risco de rejeicdao do enxerto. A introducao de imunossupressores foi
determinante para manuten¢do funcional do 6rgdo transplantado. O tacrolimus (FK 506) é um
dos principais agentes imunossupressores utilizados na prética clinica; contudo, pode causar
nefrotoxicidade e por isso deve ser administrado em doses ajustadas. Outro fator a ser
considerado € a variabilidade farmacocinética interindividual dos imunossupressores devido a
polimorfismos genéticos. O presente estudo tem por objetivo avaliar a influéncia de
polimorfismos nos genes CYP3AS5 (rs776746), PPARA (variantes rs4823613 e rs4253728) e
POR (rs1057868) sobre a farmacocinética de tacrolimus em pacientes transplantados renais no
primeiro ano poés-transplante. Dados clinicos e demogréficos foram coletados a partir dos
prontudrios dos pacientes atendidos no Servigco de Transplante Renal do HUUFMA. A
determinac¢do dos niveis séricos da droga foi realizada pelo método de quimioluminescéncia. A
identificacdo de polimorfismos foi realizada por PCR em tempo real. O teste qui-quadrado (X?)
foi aplicado para avaliar a adesdo da populacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg e a
comparacao entre grupos foi feita pelo teste Mann-Whitney e o teste Kruskal-Wallis post hoc
Dunn. Um total de 100 pacientes transplantados renais foi analisado no presente estudo.
Observou-se uma média de idade de 46,5 14,1 anos sendo que a maioria da amostra foi do
género masculino (54%) e se autodeclararam pardos (82%). Os alelos mais frequéntes na
amostra foram o alelo*3(69%), sendo este o alelo variante para o gene CYP3A5. Para os demais
genes, o tipo selvagem foi o mais prevalente; os alelos A e G, correspondendo a 64% e 82%,
em relacdo as variantes do gene PPARA (1s4823613) e PPARA (rs4253728), respectivamente; €
para o gene POR o mais frequente foi o alelo*/ (77%). Os genétipos mais prevalentes na
amostra foram CYP3A5*1/*3 (36%) e CYP3A5*3/*3 (51%); PPARA (1s4823613) A/A (43%) e
A/G (42%); PPARA (1s4253728) G/G (69%) e G/A (26%); POR*1/*1 (57%) e POR*1/*28
(38%). Pacientes homozigotos para o alelo ndo funcional CYP3A5*3 apresentaram uma razao
da concentrac¢do ajustada (Co/D) maior (p < 0,05) em relacdo aos portadores de pelo menos um
alelo funcional CYP3A5*1, na farmacocinética de tacrolimus; além disso este aumento foi
progressivo ao longo do tempo. Nao observamos relacao estatistica entre a Co/D e as variantes
genotipicas dos genes PPARA e POR, no primeiro ano pds-transplante, quando analisados como
Unica varidvel independente ou quando analisados em expressores (*I1/*] e *I1/3) e ndo
expressores (*3/*3) CYP3A5. Portanto, nossos resultados sugerem que o polimorfismo
(rs776746) no gene CYP3A5 tenha um papel majoritdrio na farmacocinética de tacrolimus
enquanto que os polimorfismos de PPARA (rs4823613 e rs4253728) e POR parecem ndo estar
estreitamente relacionados com a variabilidade interindividual observada no metabolismo desse
farmaco ao longo de 12 meses. Nao houve associac@o entre polimorfismos e as varidveis de
funcdo hepdtica, renal e em relacdo a etnia. Segundo nosso conhecimento, o presente estudo €
o primeiro trabalho na América Latina a avaliar de maneira conjunta o papel dos polimorfismos
nos genes CYP3A5, PPARA e POR (rs776746, rs4823613, rs4253728 e rs1057868) na
farmacocinética de tacrolimus podendo auxiliar o estabeliciemento de doses ajustadas desse
farmaco em pacientes transplantados renais.

Palavras Chaves: polimorfismos, imunossupressores, variabilidade farmacocinética, CYP3AS,
PPARA e POR.



ABSTRACT

Chronic Kidney Disease consists of progressive and irreversible injury and loss of renal
functions. The main treatment for patients with renal failure is transplantation, but a limitation
of this therapy is the risk of graft rejection. The introduction of immunosuppressants was crucial
for the functional maintenance of the transplanted organ. Tacrolimus (FK 506) is one of the
major immunosuppressive agents used in clinical practice; however, it may cause
nephrotoxicity and should therefore be administered at adjusted doses. Another factor to
consider is the interindividual pharmacokinetic variability of immunosuppressants due to
genetic polymorphisms. The present study aims to evaluate the influence of polymorphisms on
CYP3AS5 (1s776746), PPARA (1s4823613 and rs4253728) and POR (rs1057868) genes on
tacrolimus pharmacokinetics in renal transplant patients in the first year after transplantation.
Clinical and demographic data were collected from the medical records of patients treated at
the HUUFMA Kidney Transplant Service. The determination of serum drug levels was
performed by the chemiluminescence method. Polymorphisms were identified by real time
PCR. The chi-square test (X?) was applied to assess the population's adherence to the Hardy-
Weinberg equilibrium and the comparison between groups was made by the Mann-Whitne you
test and the Kruskal-Wallis post hoc Dunn test. A total of 100 renal transplant patients were
analyzed in the present study. An average age of 46.5 = 14.1 years was observed and most of
the sample was male (54%) and self-declared brown (82%). The most frequent alleles in the
sample were allele *3 (69%), this being the variant allele for the CYP3AS5 gene. For the other
genes, wild type was the most prevalent; alleles A and G, corresponding to 64% and 82%,
relative to the gene variant PPARA (rs4823613) and PPARA (rs4253728) genes, respectively;
and for the POR gene the most frequent was the allele */ (77%). The most prevalent genotypes
in the sample were CYP3A5*1/*3 (36%) and CYP3A5*3/*3 (51%); PPARA (1s4823613) A/A
(43%) and A/G (42%); PPARA (1s4253728) G/G (69%) and G/A (26%); POR *1/*1 (57%) and
POR *1/%28 (38%). Homozygous patients for the non-functional CYP3A5 *3 allele had a higher
adjusted concentration ratio (Co/D) (p <0.05) compared to those with at least one CYP3AS5 *1
functional allele on tacrolimus pharmacokinetics. We did not observe a statistical relationship
between Co/D and PPARA and POR genotype variants in the first year after transplantation,
when analyzed as the only independent variable or when analyzed in expressers (*1/*1 and *
1/%3) and non-expressing (*3/%3) CYP3A5. Therefore, our results suggest that the
polymorphism (rs776746) in the CYP3A5 gene plays a major role in tacrolimus
pharmacokinetics whereas PPARA polymorphisms (rs4823613 and rs4253728) and POR
appear not to be closely related to the interindividual variability observed in this drug
metabolism. There was no association between polymorphisms and hepatic, renal and ethnicity
function variables. In our understanding, the present study is the first study in Latin America to
jointly evaluate the role of polymorphisms in the CYP3A5, PPARA, and POR genes (rs776746,
rs4823613, rs4253728, and rs1057868) in tacrolimus pharmacokinetics in renal transplant
patients.

Keywords: polymorphisms, immunosuppressants, pharmacokinetic variability, CYP3A,

PPARA and POR.
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1. INTRODUCAO

A Doenca Renal Cronica (DRC) surge a partir de diferentes doengas que alteram
irreversivelmente a funcdo e estrutura do rim. O diagndstico da DRC baseia-se na redugao
cronica da fungao renal e danos estruturais nos rins (Webster et al, 2017)

O transplante renal € o tratamento de escolha para a maioria dos pacientes com doenga
renal cronica, conferindo melhor sobrevida e qualidade de vida a longo prazo quando
comparado a pacientes em tratamento dialitico (Nga et al, 2018). A introducdo da
imunossupressdo na rotina clinica foi determinante na reducdo do risco de rejeicdo e
consequente aumento do tempo de sobrevida do enxerto (Calne et al., 1978; Naesens et al.,
2009).

Um dos Inibidores da Calcineurina (IC), o tacrolimus (FK506), é uma potente droga
imunossupressora amplamente usada em receptores de transplantes de orgdos sélidos. No
entanto, sua utilizacdo € caracterizada por uma estreita janela terapéutica e uma alta
variabilidade farmacocinética interindividual. Portanto, o Monitoramento Terapéutico da Droga
(MTD) € mandatorio no sentido de otimizar a terapia com IC e ainda assim os pacientes
experimentam significativas sub ou super exposi¢do a droga apos o transplante (Lunde et al,
2014).

O tacrolimus é um farmaco potencialmente nefrot6xico e pode acarretar disfuncao renal.
Este € um dos principais efeitos adversos caracteristicos desta droga (Barbarino, 2013). A
nefrotoxidade consiste na vasoconstricdo e isquemia do rim (Saturnino et al, 2012). A
toxicidade vascular renal, causada pela terapia com IC, afeta primariamente as arteriolas e €
progressiva na exposi¢do prolongada a esses agentes (Mihatsch, 1994; Zoja, 1986; Neild,
1983).

Parte da grande variabilidade farmacocinética interindividual dos IC, ocorre por
diferentes genes que codificam enzimas metabolizadoras de drogas ou transportadores de
drogas (Lunde et al, 2014).

O complexo citocromo P450 (CYP) representa uma superfamilia de proteinas que
formam o principal sistema enzimatico envolvido na biotransformagao e eliminacdo de drogas
e compostos xenobidticos (Lamba et al., 2012; Krau et al., 2013; Zanger et al., 2013). Uma das
principais familias desse complexo enzimético ¢ denominada CYP3A e estd localizada no
cromossomo 7q22.1 (Van Schaik et al., 2002; Zanger et al., 2013). A CYP3A € uma subfamilia
constituida por 4 isoenzimas codificadas pelos genes CYP3A4, CYP3AS5, CYP3A7 e CYP3A43
(Eichelbaum e Burk, 2001; Zanger et al., 2013).
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Enzimas da familia do citocromo P450 (CYP) 3A sdo responsaveis pelo metabolismo
oxidativo do tacrolimus. Quatro genes nesta familia foram descritos, mas apenas CYP3A4 e
CYP3A5 parecem ser relevantes em adultos. CYP3A7 € expresso apenas no figado fetal e
CYP3A43 ¢ de significado incerto. Tanto o metabolismo de primeira passagem como a
depuragao sist€émica de medicamentos metabolizados pelo CYP3AS5 sdo suscetiveis a diferentes
alteracdes na expressao enzimatica. O alelo variante para o CYP3AS (* 3), pode resultar em
mRNA truncado com perda de expressdo da proteina funcional em homozigotos ou
heterozigotos, ou codificar a proteina ndo funcional (Birdwell et al, 2015).

Genes localizados fora do locus CYP3A parecem também influenciar o fendtipo
CYP3A, como polimorfismos nos genes PPARA, que foram relatados por explicar parte da
variabilidade da atividade hepética do CYP3A em humanos (Lunde, 2014). De igual modo, foi
sugerido recentemente que polimorfismos nos genes da oxirredutase P450 (POR), poderiam
modular a atividade de diferentes enzimas do citocromo P450, incluindo CYP3A, através da
transferéncia de elétrons microssomais de NADPH para as enzimas P450, possibilitando sua
atividade (Jonge et al, 2011).

Dessa forma, variantes genéticas denominados polimorfismos de nucleotideo tnico
(Single Nucleotide Polymorphisms- SNPs), sao conhecidos por apresentar efeitos na funcdo e
estrutura de diversas proteinas. Vérios estudos t€ém mostrado uma associagao entre os SNPs em
genes que codificam enzimas ou transportadores de drogas e diferencas na dose, toxicidade e
interacOes farmacoldgicas, focando especialmente na relacio entre a dose da droga
administrada e os niveis sanguineos da mesma (Gengivir et al, 2016; Cusinato et al, 2014).
Diferencas nesta relagdo podem estar diretamente associadas a SNPs nos genes CYP3A, PPARA
e POR. Além disso, a frequéncia de distintos alelos para tais genes pode variar amplamente
entre populacdes (Van Schaik et al., 2002; Suarez-Kurtz et al., 2014). Estudos envolvendo as
variaveis genéticas PPARA e POR ainda sdo limitados e por isso sdo necessdrios mais trabalhos
que visem entender o papel de polimorfismos nestes genes no metabolismo de tacrolimus.

A populacdo brasileira é uma das maiores miscigenagdes étnicas do mundo sendo
composta por ancestrais amerindios, europeus e africanos subsaarianos (Pena et al., 2009). O
Maranhao, por sua vez, ¢ um dos estados mais heterogéneos do Brasil e essa caracteristica pode
ter implicacdes na expressdo de enzimas que participam do metabolismo de farmacos.

Dessa forma, de acordo com nossos conhecimentos, este estudo é o primeiro da América
Latina a avaliar conjuntamente a influéncia de polimorfismos nos genes CYP3A, PPARA e POR
sobre a farmacocinética de tacrolimus. As informacdes obtidas nesse estudo sdo potencialmente

relevantes e, num futuro préximo, poderao auxiliar no estabelecimento de dosagens terapéuticas
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personalizadas, minimizando os efeitos citotoxicos causados pela exposi¢do a concentragdes

ndo ajustadas de imunossupressores em pacientes transplantados renais.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doenca Renal Cronica

A Doenca Renal Cronica (DRC) € considerada um relevante problema de saude
publica por sua alta prevaléncia e incidéncia. Caracterizada principalmente pela diminuicdo da
funcdo renal, esta doenca afeta pessoas de todas as idades e racas (ISN, 2017). Estima-se que a
prevaléncia de DRC seja 8-16% em todo o mundo (Jha et al., 2013; Stevens et al., 2007). Mais
de 80% de todos os pacientes que recebem tratamento para doenca renal em estagio terminal
sdo de paises onde a populacdo de idosos € relativamente maior e a disponibilidade de acesso a
saude é menor, sendo que a incidéncia e prevaléncia diferem significativamente entre paises e
regides do mundo (Webster, 2016).

Segundo dados do ultimo inquérito nacional da Sociedade Brasileira de Nefrologia
(SBN, 2016), o numero total estimado de pacientes com DRC no pais em 2016 foi de 122.825.
Este ndmero representa um aumento de 31,5 mil (6,3%) pacientes nos ultimos 5 anos (91.314
em 2011). A Tabela 1 mostra estimativas do ndmero total de pacientes com doenga renal cronica
em tratamento dialitico e das taxas de prevaléncia no Brasil por estado no ano de 2016, dentre
estes estdo os dados relacionados aos pacientes com DRC em didlise no Estado do Maranhao,
sendo o segundo estado com menores indices.

O relatério global da Sociedade Internacional de Nefrologia (ISN, 2017), destaca
dentre os grupos de maior risco para DRC: diabetes mellitus (DM), hipertensdo, doenca
cardiovascular e doenca autoimune. Diabetes melittus responde por 30—50% de todos os casos
de DRC e afeta 285 milhdes (6,4%) de adultos em todo o mundo.

O diagnéstico de DRC baseia-se na reducdo cronica da fungdo renal irreversivelmente
e danos estruturais nos rins (Webster el al, 2017). A Lesao Renal Aguda (LRA) ocorre quando
ha um réapido declinio na taxa de filtragdo gomerular (TFG), geralmente acompanhada de
prejuizos a microcirculacdo, inflamagao e/ou lesao tubular ou necrose e fluxo sanguineo renal
reduzido (Basile, 2012).

A LRA € iniciada por vdrias injurias clinicas, incluindo uma perfusio inadequada do
rim, sepse, agentes nefrotéxicos e doecas de base (DM, hipertensdo, obesidade). Apos lesdo
renal leve, pode ocorrer um reparo como resposta adaptativa levando a regeneragdo renal.

Contudo, com lesdes mais graves, a regeneracao ¢ incompleta e o tecido do néfron pode ser
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substituido por tecido cicatricial, levando a DRC e incluindo a deposic¢ao de excesso de matriz
extracelular, particularmente coldgeno, no glomérulo e no intersticio tubular do rim. As
alteracoes patoldgicas associadas a DRC incluem glomerulosclerose e fibrose tubulointersticial,
que resultam na perda da arquitetura renal normal, rarefacdo capilar microvascular, hipéxia e
atrofia tubular (Mullins, 2016).

A hipdxia tubulointersticial, a inflamagao e o estresse oxidativo formam um ciclo
vicioso na progressdo da doenca renal cronica. A lesdo glomerular resulta numa diminui¢do do
fluxo sanguineo dos capilares peritubulares (PTCs) e subsequente hipdxia tubulointersticial.
Hipoxia e proteinuria causam lesao tubular que por sua vez desencadeia a produgdo de citocinas
e quimiocinas e promovem um infiltrado de células inflamatorias no intersticio tubular (Figura
1). Os PTCs danificados também facilitam a infiltracdo de células inflamatdrias. Hipdxia,
inflamacdo e estresse oxidativo promovem a transdiferenciacdo de fibroblastos residentes,
levando a producao de Matriz Extracelular (MEC). A fibrose ainda prejudica a oxigenacao local
(Yamaguchi, 2015). Estas alteracdoes levam a perda da capacidade de filtracdo renal e,
finalmente, a doenca renal terminal (Mullins, 2016).

O transplante renal é o tratamento de escolha para a maioria dos pacientes com doenga
renal cronica em estagio terminal, conferindo melhor sobrevida a longo prazo e qualidade de
vida quando comparado aos pacientes em didlise. O Programa Brasileiro de Transplante de
Orgios, classificou o Brasil como o segundo pais em nimero absoluto de transplantes no ano
de 2015, e este progresso ocorreu devido a um série de fatores, incluindo a prépria importancia
do transplante como tratamento alternativo para pacientes com DRC, disponibilidade de
tratamento, melhora na manuten¢do de potenciais doadores (doador cadédver), consentimento
familiar, além de avangos nas técnicas cirtrgicas nos ultimos 50 anos, melhor conhecimento
sobre a terapia imunossupressora utilizada, e a introdugao de novos agentes imunossupressores

(Nga et al, 2018).
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Tabela 1. Numero de pacientes com DRC em tratamento dialitico cronico e prevaléncia

estimada por Estado em 2016.

o Taxa de
Unidade da Federacao . prevaléncia/milhdo
Pacientes da populagdio

Acre 68 83

Alagoas 1606 478
Bahia 8227 539
Ceara 4551 508
Distrito Federal 2172 730
Espirito Santo 2141 539
Goéias 3969 593
Maranhao 1855 267
Minas Gerais 16499 786
Mato Grosso do Sul 1818 678
Mato Grosso 1776 537
Para 3120 377
Paraiba 1227 307
Pernambuco 5152 548
Piaui 1674 521
Parana 7299 649
Rio de Janeiro 12694 763
Rio Grande do Norte 2003 576
Rondonia 1148 742
Roraima 408 793
Rio Grande do Sul 6695 593
Santa Catarina 3285 475
Sao Paulo 28716 642
Sergipe 1013 447
Tocantins 625 408

Fonte: Relatério anual da Sociedade Brasileira de Nefrologia,
2016 (Estimativa ndo pode ser feita para os estados do Amazonas
e do Amap4 por falta de dados).
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Figura 1. Processos fisiopatoldgicos ligados a doenca renal. (A) Um rim normal e sauddvel
(esquerda) e uma visdao ampliada da estrutura de um tibulo e sua vasculatura associada (direita). (B)
Um rim cronicamente doente, mostrando os processos que levam a fibrose tubulointersticial.
(Mullins et al, 2016).
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2.2. Imunossupressores

A introdug@o da imunossupressao na rotina clinica foi determinante para manutencdo
funcional do 6rgdo transplantado e consequente aumento do tempo de sobrevida do enxerto,
uma vez que, uma importante limitagc@o no transplante de 6rgaos € o risco de rejei¢do (Calne et
al., 1978; Naesens et al., 2009).

O tacrolimus (FK506) (Figura 2) é um agente imunossupressor considerado pilar da
imunossupressao, administrado aos receptores de transplantes de 6rgaos sélidos para prevenir
e tratar a rejeicdo de aloenxertos (Barbarino et al, 2013). O tacrolimus, conhecido
comercialmente como PROGRAF ®, ¢ um macrolideo policiclico (peso molecular 822
Daltons) produzido pelo fungo Streptomyces tsukubaensis, eficaz e com potente atividade

imunossupressora, in vitro € in vivo (Abbud Filho e Ramalho, 1997).

Figura 2. Estrutura quimica do tacrolimus. (Cusinato, 2014).

Para exercer seu efeito terapéutico, o tacrolimus se liga ao seu alvo citoplasmadtico, a
proteina de ligacio FKBP; o complexo droga-proteina se liga a calcineurina, uma calmodulina
dependente de cdlcio, que atua promovendo a desfosforilacio do componente citosélico do
Fator Nuclear de células T Ativadas (NFATc). A inibicdo da a¢do da calcineurina resulta em um
bloqueio completo na transloca¢do do componente citosdlico, resultando na inativac¢ao do Fator
Nuclear de células T Ativadas (NFAT), promovendo uma falha na ativagao dos genes regulados
pelo fator de transcricdo NFAT, como os genes expressores das interleucinas (IL-2 e 1L-4),
resultando na inativacdo dos Linfdcitos T (Steffan Ho et al, 1996). O tacrolimus exibe efeitos

semelhantes a ciclosporina, mas em concentracdes 100 vezes menores (Barbarino et al, 2013).
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A figura 3 ilustra o mecanisno de a¢@o do tacrolimus.

Receptor Sinal

decélulaT

Extracelular

Intracelular

H/ ’ Desfosforilagio

FK506 =Tacrolimus NFAT, = NFAT citosolico
CpN= Ciclofilina NFAT, = NFAT nuclear

CaN = Fosfatase calcineurina

Figura 3. Mecanismo de a¢@o do tacrolimus (FK506). No citoplasma, o tacrolimus (FK506) liga-se
a proteina de ligacdo a imunofilina FK506 (FKBP). O complexo resultante entdo se liga a enzima
calcineurina (CaN), impedindo a desfosforilagdo do componente citoplasmético do nucleo fator de
células T ativadas (NF-ATc). Isso bloqueia o transporte de NF-ATc para o nicleo, impedindo a
ligacdo de NF-ATn ao promotor nuclear do gene da interleucina-2 (IL-2). Consequentemente, as
células T ndo produzem IL-2, o que € necessario para a ativacdo completa das células T (Bennet et
al, 2016).
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O tacrolimus foi aprovado em 1994 pelo US Food and Drug Administration como uma
medicacdo antirejeicdo para tranplante de figado. Atualmente, ¢ uma das drogas
imunossupressoras de maior efetividade no transplante, mas seu uso clinico é dificultado por
uma estreita janela terapéutica (Figura 4) e grande variabilidade farmacocinética intra e
interindividual. Isto pode levar a uma subexposi¢do, aumentando potencialmente o risco de
rejeicdo, ou superexposi¢ao, levando a uma toxicidade, incluindo nefrotoxicidade, hipertensao,
neurotoxicidade e hiperglicemia (Birdwell et al, 2015). Consequentemente, 0 monitoramento
terapéutico da droga é atualmente considerado como parte vital da prética clinica em transplante
renal (Cusinato et al, 2014).

Virios farmacos interferem no metabolismo de tacrolimus aumentando ou diminuindo
o seu nivel sérico, como o fluconazol, cetoconazol, claritromicina, eritromicina, diltiazem e
anlodipina, os quais aumentam a concentracdo do imunossupressor (conhecidos como indutores
da enzima CYP3AS5) e outros a diminuem, como a fenitoina, rifampicina, isoniazida e
barbitiricos (inibidores de CYP3A5). O uso concomitante destes medicamentos nao esta
contraindicado, mas exige monitorizacio criteriosa dos niveis sanguineos do imunossupressor
(MS, 2014).

Dentre os indutores da enzima CYP3AS, alguns farmacos devem ser especialmente
considerados, como os bloqueadores dos canais de célcio (utilizados no tratamento de algumas
doencas cardiovasculares) e antifiingicos azélicos comumente co-administrados em pacientes

transplantados (Birdwell. 2015).
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CMS = Concentracdo maxima segura
CME = Concentragdo minima eficaz

Toxicidade

lanela Terapéutica
.................................................... . CIME

Concentragdo Plasmatica (ug/ml)

Tempo (t)

Figura 4. Perfil farmacocinético - Relagdo entre a concentragdo maxima em
fun¢do do tempo e a janela terapéutica. (Adaptado de Liillmann, 2005).

2.3 Polimorfismos genéticos

O mais simples e comum tipo de variacdo no genoma humano sdo os polimorfismos
de nucleotideo tnico (SNPs, do inglés, single nucleotide polymorphisms), caracterizados pela
substitui¢do de uma unica base nitrogenada em uma localizacdo especifica no genoma. Sua
determinacdo pode ser valiosa em testes de associacdo com doencgas e caracteristicas
farmacocinéticas (Halushka et al, 1999). Por este motivo, parte da grande variabilidade
farmacocinética entre os individuos pode ser explicada por SNPs em genes que codificam
enzimas metabolizadoras de drogas ou transportadores de drogas. Nesse contexto, enzimas do
citocromo P450 3A (CYP3A) que participam do metabolismo de tracrolimus, apresentam sua
atividade amplamente determinada por SNPs. A variante CYP3AS5 *3 (1s776746;A> G), que
resulta em um mRNA com splicing alternativo e uma proteina truncada e nao funcional, € o
exemplo classico deste polimorfismo. Esta variante € prevalente em muitas populacdes, € na
maioria dos caucasianos (aproximadamente 80%), a proteina codificada pelo CYP3AS5 €
predominatemente nao funcional (individuos com genétipo homozigoto - *3/*3) (Lunde et al,
2014). Dessa forma, os pacientes portadores do alelo nao funcional CYP3AS5 *3 (rs776746;
G>A), parecem necessitar de uma dose menor de tacrolimus para atingir as concentragdes alvo

em comparacio com os pacientes portadores do alelo funcional CYP3AS *1 (rs776746; A>A)
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(Kursawski et al, 2014).

Genes localizados fora do locus CYP3A também parecem influenciar o fendtipo
CYP3A. Duas variantes de sequéncia no gene de codificacdo do receptor nuclear proliferador
de peroxissomo ativado, o receptor alfa (PPARA-alfa), foram recentemente reconhecidas como
potenciais contribuintes para as atividades intra e interindividuais na variabilidade da expressao
e atividade do CYP3A. As variantes do PPARA, (rs4823613; A> G e 1s4253728; G>A), foram
relatados por explicar 8—9% da variabilidade da atividade hepatica do CYP3A em humanos
(Lunde et al, 2014).

A oxidorredutase P450 (POR) € responsével por permitir a atividade das enzimas do
citocromo p450. Pacientes portadores de pelo menos um alelo T do SNP rs1057868 (também
conhecido como POR *28) apresentaram concentracdoes de tacrolimus significativamente
menores nos primeiros dias apds o transplante, e parecem requerer doses mais altas para manter
as concentracdes alvo no primeiro ano apds a cirurgia, em comparagdo com os homozigotos do
tipo selvagem. No entanto, este efeito foi observado apenas em receptores que eram expressores
do CYP3A5 (ou seja, portadores do alelo CYP3AS5 *1). Embora ndo esteja claro, acredita-se que
este SNP possa modificar a interacdo POR-citocromo, afetando a atividade das enzimas CYP
(Barbarino, 2013).

Zhang et al. (2013), relataram que os SNPs no gene POR influenciam as taxas de
metabolismo do farmaco mediado pelo citocromo P450. No entanto, esta relacdo entre a
variante do gene POR e enzimas do citrocromo P450, especialmente CYP3A5, somente foi
observada apenas nos primeiros dias pods-transplante. Outros estudos relatam que os
polimorfismos POR (rs1057868; C>T) pode estar associados a atividade do CYP3A e que esta
relacdo poderia influenciar a farmacocinética do tacrolimus (Chuan-Jiang Li el at, 2014).

A seqiiéncia variante do POR *28 (rs1057868; C>T), induz a substituicio de um
aminodcido (p.Ala503Val), influenciando na porcao de ligacdo do elétron de POR. A variante
alélica POR*28 foi associado com diferentes efeitos, dependendo da enzima CYP e o substrato
investigado. Em relacdo a droga midazolam (um medicamento ansiolitico), expressores
CYP3AS, ou seja, individuos que expressam os 2 alelos funcionais (*1/*1), carregando um ou
dois alelos POR*28 (*1/*28; *28/%28) mostraram uma reducio de 45% da razdo metabdlica
desta droga; e em relacdo ao tacrolimus, estes individuos necessitaram de uma dose maior em
comparacdo com os expressores CYP3AS5 (*1/*1) sem o alelo POR*28 (*1/*1) (Lunde et al,
2014).

De acordo com os estudos acima descritos, a genotipagem individual para os

polimorfismos nos genes CYP3A5, PPARA e POR poderia auxiliar no estabelecimento de
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dosagens terapéuticas personalizadas na fase critica inicial do pré-transplante, refletindo em
resultados positivos no progndstico pds-transplante, melhorando a qualidade de vida dos
pacientes, minimizando os efeitos citotoxicos causados pela exposi¢cdo a concentracdes nao
ajustadas de imunossupressores em pacientes transplantados renais e com isso aumentando a

sobrevida do enxerto.

2.4 Nefrotoxicidade por farmacos

Os principais efeitos adversos associados ao tratamento com inibidores da calcineurina
(IC) sdao neurotoxicidade, nefrotoxicidade, hipertensdo, hiperglicemia, distirbios
gastrointestinais, infeccoes e malignidade (Barbarino, 2013). A nefrotoxicidade por IC se
manifesta como lesdo renal aguda (LRA), que € amplamente reversivel apds a reducdo da dose,
ou como doenca renal cronica progressiva, que geralmente € irreversivel. Outros efeitos renais
da IC incluem disfun¢do tubular e, raramente, uma Microangiopatia Trombética (MAT) que
pode levar a perda renal aguda do aloenxerto (Burdmann et al, 2003).

O tacrolimus € potencialmente nefrotoxico e pode acarretar disfungdo renal, sugerindo uma
caracteristica comum a essa classe de drogas (inibidores da calcineeurina). A toxicidade por IC
€ observada com mais frequéncia em receptores de transplante renal, mas foi relatada em outras
populacdes, incluindo transplante de células hematopoiéticas e receptores de transplante de
orgaos s6lidos ndo renais (Barbarino, 2013).

A nefrotoxidade consiste na vasoconstri¢ao e isquemia do rim, causadas por mediadores
(angiotensina, endotelina) e pela inibicdo da producdo de 6xido nitrico. Esses eventos,
associados a indug¢do do fator de crescimento fibrinogé€nico, originam a vasculopatia
obliterativa e fibrose intersticial. Essa nefrotoxicidade € proporcional a quantidade de droga
administrada, sendo que sua incidéncia aumenta com o tempo e nos casos de doses superiores
a 5 mg/Kg/dia, nos quais a nefrotoxicidade alcanga 100% em até 10 anos (Saturnino et al, 2012).

A toxicidade vascular renal, pela terapia com IC, afeta primariamente as arteriolas e €
progressiva na exposicao prolongada a esses agentes. Lesdo celular incluindo musculo liso ou
vacuoliza¢do endotelial, perda da definicdo de células musculares lisas, necrose e apoptose
foram relatadas em arteriolopatia de toxicidade aguda por IC (Mihatsch, 1994; Neild, 1985;
Colvin, 1998).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a influéncia de polimorfismos nos genes CYP3AS5, PPARA e POR sobre

farmacocinética de tacrolimus em pacientes transplantados renais.

3.2 Objetivos especificos

e (Caracterizar clinica e demograficamente a populacio de pacientes transplantados renais
do Maranh@o em uso do imunossupressor tacrolimus;

e Descrever a distribuicdao das frequéncias genotipicas e alélicas de polimorfismos nos
genes CYP3A5 (rs776746), PPARA (1s4823613; A>G e rs4253728; G>A) e POR
(rs1057868) em pacientes transplantados renais na populacdo maranhense;

e Avaliar possivel associacdo entre polimorfismos nos genes CYP3AS5, PPARA e POR com
a farmacocinética de tacrolimus.

e Analisar possivel associacdo entre a presenca de polimorfismos nos genes CYP3AS5,
PPARA e POR com a etnia, fun¢do hepatica e funcdo renal, através dos marcadores

séricos, dos pacientes transplantados renais do Maranhao;
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PHARMACOGENETICS

CYP3AS genotype, an independent and determinant genetic variant in
tacrolimus pharmacokinetics in renal transplant patients

Introducao

A doencga renal cronica (DRC) é um relevante problema de satide publica afetando
pessoas de todas as idades e racas. A DRC € caracterizada pela diminui¢c@o da fun¢do renal [1]
e surge a partir de diferentes doencas que alteram irreversivelmentea funcao e estrutura do rim,
como diabetes melittus e a hipertensio [2]. Estima-se que a prevaléncia da DRC seja de 8 —
16% em todo o mundo [3].

O transplante renal € o tratamento de escolha para a maioria dos pacientes com doenga
renal cronica, conferindo melhor sobrevida e qualidade de vida [4]. O risco de rejei¢do € uma
importante limitacdo do transplante. Contudo, a introducdo da imunossupressdo na rotina
clinica foi determinante para manuten¢do funcional do 6rgdo transplantado [5, 6].

Atualmente, o tacrolimus é um das drogas imunossupressoras de maior efetividade no
transplante, mas seu uso clinico € dificultado por apresentar uma estreita janela terap€utica e
grande variabilidade farmacocinética intra e interindividual. Tais caracteristicas desse farmaco
pode resultar em imunossupressao insuficiente, levando ao aumento do risco de rejeicao do
aloenxerto, ou super imunossupressdao e aumento da incidéncia de efeitos adversos, como
nefrotoxicidade e neurotoxicidade [7,8].

Enzimas da familia do citocromo P450 (CYP) 3A sdo responsdveis pelo metabolismo
oxidativo do tacrolimus. A atividade da enzima CYP3AS ¢ amplamente determinada pela
variante de nucleotideo unico (SNP rs776746;A> G). Alelos variantes para o CYP3AS5 (*3) pode
resultar em mRNA truncado com perda de expressdo da proteina funcional em homozigotos
mutantes [9].

Os individuos com pelo menos uma cépia do nucleotideo A sdo definidos como tendo
o alelo *] entdo conhecidos como expressores CYP3A5, enquanto aqueles homozigotos que
apresentam os nucleotideos GG na posi¢do 6986 portadores *3/*3 sdo conhecidos como nao
expressores CYP3A5 [10].

Alguns estudo tém evidenciado que genes localizados fora do locus CYP3A também
podem influenciar o fen6tipo CYP3A, como as variantes de sequéncia no gene de codificagdao

do receptor nuclear proliferador de peroxissomo ativado, o receptor alfa (PPARA), foram
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recentemente reconhecidas como potenciais contribuintes para as atividades intra e
interindividuais na variabilidade da expressao e atividade do CYP3A. As variantes do PPARA,
(rs4823613; A>G e rs4253728; G>A), foram relatados por explicar 8-9% da variabilidade da
atividade hepdtica do CYP3A em humanos [11].

A oxidorredutase P450 (POR) é responsavel por permitir a atividade das enzimas do
citocromo P450, através da transferéncia de elétrons microssomais de NADPH. O POR humano
¢ altamente polimoérfico e a mais comum seqiiéncia variante, POR *28 (rs1057868; C>T), induz
a substituicdo de um aminodcido (p.Ala503Val), que influencia na porcao de ligacdo do elétron
de POR [12]. Pacientes portadores de pelo menos um alelo variante (POR *1/%28 ou
POR*28/*28) podem apresentar concentracdes de tacrolimus significativamente menores nos
primeiros dias apds o transplante, em comparacdo com os homozigotos do tipo selvagem
(POR*1/*1). Acredita-se que este SNP possa modificar a interacdo POR-citocromo, afetando a
atividade das enzimas CYP em portadores de pelo menos um alelo CYP3A5 *1 [8].

Embora existam alguns trabalhos [7,9,10] sobre a influéncia de polimorfismos no
gene CYP3A5 sobre a farmacocinética de tacrolimus, ainda s@o raros os estudos avaliando o
impacto de polimorfismos nos genes PPARA e POR sobre a atividade de CYP. Além disso, os
trabalhos existentes sdo de populacdes predominantemente caucasianas [10, 11, 14]. Nesse
contexto, se faz necessdrio entender o papel de polimorfismos, especialmente PPARA e POR,
sobre a farmacocinética de tacrolimus.

O objetivo deste estudo foi avaliar a relacdo das variantes alélicas dos genes CYP3AS,
PPARA e POR sobre a farmacocinética de tacrolimus em pacientes transplantados renais no

primeiro ano pos-transplante em uma populacdo miscigenada do nordeste brasileiro.

Materiais e métodos

Tipo de estudo e amostra

O presente estudo € retrospectivo observacional, no qual foram incluidos pacientes
transplantados renais acompanhados pelo Servi¢o de Referéncia em Transplantes do estado do
Maranhdo - HUUFMA. Todos os participantes foram tratados com o agente imunossupressor
tacrolimus por pelo menos 12 meses sem interrup¢do do tratamento. Pacientes tratados com
farmacos capazes de interferir no metabolismo do tacrolimus, portadores de doengas hepaticas
graves, usudrios cronicos de dlcool, drogas e/ou antinflamatérios ndo-esterdides, receptores de
duplo transplante (figado/rins) ndo foram incluidos no estudo. Um total de 189 pacientes que

atenderam aos critérios de inclusdo e ndao apresentou nenhum parametro de nio inclusdo,
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assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE. Destes, um total de 100
pacientes transplantados renais foram selecionados (por apresentarem pelo menos 3 dosagens
plasmdticas da droga durante o primeiro ano pds-transplante) e analisados no presente estudo
para presenca de polimorfismosnos genes CYP3A5 (rs776746; A>G) PPARA (variantes
polimérficas 1s4823613; A>G e rs4253728; G>A) e POR (rs1057868; C>T). Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitdrio da UFMA.

Dados clinicos, terapia imunossupressora e concentracio da droga

Os dados clinicos (dose, concentracdo plasmatica de tacrolimus, marcadores de funcdes
renais e hepdticas) e demogréficos (idade, sexo e peso) referentes aos primeiros 12 meses pos-
transplante foram obtidos dos prontudrios dos pacientes. Todos os pacientes receberam
tratamento imunossupressor baseado em inibidor da calcineurina, o tacrolimus. A dose inicial
foi de 0,1 a 0,2 mg/kg/dia via oral, duas vezes ao dia; podendo ser ajustada ao longo do
acompanhamento pds-transplante de acordo com a concentracdo plasmadtica da droga. O
intervalo terapéutico alvo da droga deve variar de 8 - 9 ng/ml no primeiro més pds- transplante,
de 6 — 8 ng/ml no segundo més pds-transplante, a partir do terceiro més até 1 ano deve variar
de 4 —7 ng/ml, ap0s este periodo, de 3 — 5 ng/ml (esquema de uso concomitante com corticoide);
conforme protocolo clinico estabelecido pelo Servico de Transplantes do HUUFMA. As
amostras de sangue foram coletadas exatamente antes da administracdo da dose matinal e 12
horas apds a administracdo da dltima dose, para a determinacdo dos niveis de concentracdo
plasmatica (Co) utilizando o método imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia
(AbbottDiagnostics, IL, USA). A dose ajustada pela concentragdo sanguinea (Co/D) foi
calculada pela divisdao da concentracao da droga (Co) (ug/mL) pela correspondente dose
(mg/dia) administrada em 24 horas. Os valores obtidos pela razdo Co/dose (ug/mL/mg)
correspondentes a 1 més, 3 meses € 12 meses pos-transplante, foram usados para anélises

estatisticas.

Extracao de DNA genomico e tipagem molecular

O DNA gendmico foi isolado a partir de 200puL do sangue total utilizando o Biopur Kit
de Extracdo Mini Spin Plus (Biometrix, PR, Brasil). Os principais polimorfismos descritos para
os genes CYP3AS5 (rs776746; C>G), PPARA variantes polimoérficas (rs4823613; A>G e
1s4253728; G>A) e POR (rs1057868; C>T), foram identificados através de PCR em tempo real
utilizando ensaios thAmp™ SNP Genotyping System (IDT — Integrated DNA Technologies,

Coralville, USA). As reagdes de amplificagdo foram compostas por 10 ng de DNA e receberam
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a adicao Master Mix, Repoérter, thAmp SNP assay, H>0 nucleasefree (IDT — Integrated DNA
Technologies). A PCR em tempo real foi realizada em equipamento Light Cycler® Nano SW
1.0, seguindo as seguintes condi¢des de amplificacdo: desnaturagdo inicial a 95°C por 10
minutos, seguida de 40 ciclos de 10 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C e 68 °C a 20 segundos.
Controles positivos (amostras com gendtipos conhecidos para homozigoto selvagem,
heterozigoto e homozigoto variante, de cada um dos trés genes estudados) e controles negativos
foram utilizados em cada reacdo e a discriminagdo alélica foi realizada pela medida da
fluorescéncia final dos fluoréforos FAM® (alelo selvagem) e VIC® (alelo variante) presentes

nas diferentes sondas utilizadas (IDT — Integrated DNA Technologies, Coralville, USA).

Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando os recursos do software SPSS versao 18.0 (IBM,
Chicago, IL, USA). Inicialmente foi realizada a estatistica descritiva através do calculo de
medidas de frequéncia, de tendéncia central (média e mediana) e de dispersao (desvio-padrao
e intervalo interquartilico). O teste qui-quadrado (X?) foi aplicado para avaliar se a populagio
adere ao equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,005). A normalidade das varidveis quantitativas
foi aferida através do teste Lilliefors. Apds este procedimento, o teste Mann-Whitney e o teste
Kruskal-Wallis post hoc Dunn foi selecionado para a andlise comparativa das varidveis
continuas entre os grupos genotipicos. Graficos Box-plot foram construidos para representar a
distribuicao amostral. O teste Qui-quadrado foi utilizado na andlise comparativa das varidveis
categoricas. O coeficiente de correlagdo de Spearman foi calculado para estimar a forga de
correlagdo entre os fatores analisados. Além disso, modelos de regressdo linear de efeitos
multiplos foram estimados para avaliar o efeito dos gendtipos sobre a dose, concentragdo sérica

e concentracao ajustada. O nivel de significancia adotado para todos os testes foi de 5%.

Resultados

Um total de 100 pacientes transplantados renais foi analisado no presente estudo (Tabela 1).
Observou-se média de idade de 46,5 +14,1 anos sendo a maioria da amostra do género
masculino (54%) e autodeclarada parda (82%). A média de peso variou de 58,6 + 12,8 a 61,6 +
13,4 Kg ao longo de 1 ano pds transplante. Varidveis clinicas relacionadas as funcdes renais e
hepaticas sdo apresentadas na tabela 1.

As frequéncias genotipicas e alélicas para os genes CYP3AS5 (rs776746), PPARA (variantes
rs4823613; A>G e rs4253728; G>A) e POR (rs1057868) estdao apresentadas na Tabela 2. Para
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o gene CYP3AS, os gendtipos heterozigotos (*1/*3) e homozigotos variantes (*3/*3) foram os
mais prevalentes na amostra, correspondendoa 36% e 51%, respectivamente, sendo o alelo *3
o mais frequente (69%). Em relacdo ao gene PPARA, variantes (rs4823613; A>G e rs4253728;
G>A), os gendtipos mais prevalentes para a primeira variante foram homozigoto selvagem
(A/A) e heterozigoto (A/G), representando 43% e 42%, respectivamente; sendo o alelo A, o de
maior freqiiéncia (64%). Para a segunda variante PPARA (1rs4253728; G>A), os gendtipos mais
prevalentes foram homozigotos selvagens (G/G) e heterozigotos (G/A), apresentando valores
de 69% e 26%, respectivamente; e o alelo mais prevalente foi o G (82%). Em relacdo ao gene
POR os genotipos homozigotos selvagens (*1/*1) e heterozigotos (*1/*28) apresentaram
maiores frequéncias, correspondendo a 57% e 39%, respectivamente. O alelo *] foi o mais
prevalente (77%). A partir do calculo das frequéncias genotipicas e alélicas e da aplica¢do do
teste do X? (Qui-quadrado, p<0,05), concluiu-se que a populacdo em estudo, encontra-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Por outro lado, a andlise de correlagdo entre polimorfismos
genéticos e etnia sugeriu que ndo houve predilecdo alélica por grupo étnico (p > 0,05) (Dados
nao mostrados).

Na figura 1 observa-se os dados da concentragao ajustada de tacrolimus (Co/D) nos tempos
1 més, 3 meses e 12 meses pds-transplante de pacientes transplantados renais de acordo com o
genotipo CYP3AS, PPARA (variantes 1s4823613; A>G e rs4253728; G>A) e POR. Verificou-se
que pacientes portadores de pelo menos um alelo CYP3A5*] mostraram uma menor Co/D de
tacrolimus, quando comparados com os pacientes homozigotos CYP3A5*3 em todos os tempos
analisados. Além disso, foi verificado que os valores de concentracdo ajustada de tacrolimus,
no grupo de pacientes portadores do gendtipo variante (CYP3A5%*3), se acentuam ao longo dos
tempos analisados. Observou-se também que nao houve diferengas na Co/D da droga entre os
diferentes gendtipos para as variantes polimorficas do gene PPARA (rs4823613 e rs4253728) e
POR.

A Tabela 3 expressa a mediana e intervalo interquartil da concentragao ajustada de acordo
com a estratificacdo dos grupos genotipicos. Nao foram observadas diferencas significantes na
Co/D entre os grupos PPARA e POR quando analisados em expressores CYP3AS5 (*1/*1 e
*1/*3) e ndo expressores CYP3AS5 (*3/*3) (p < 0,05).

A Tabela 4 apresenta coeficientes obtidos nos modelos de regressao linear multipla.
Através da andlise das medidas notou-se que a idade apresentou um efeito de aumentar a
concentracgao ajustada (= 0,01; p = 017). Quanto maior o tempo apds o transplante menor foi
a dose (B = -2,04; p < 0,001) e a concentracgdo sérica (f = -1,48; p< 0,001), e maior foi a

concentragdo ajustada (B = 0,90; p = 0,001) observada nos pacientes analisados. A presenca do
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gendtipo CYP3AS *3/*3 foi um fator relacionado a reducdo da dose (f = -1,63; p < 0,001) e
maior concentragao sérica (3 = 2,09; p< 0,001) e concentracdo ajustada (B = 0,90; p < 0,001).
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Tabela 1. Caracterizacdo clinica e demogrifica dos pacientes transplantados renais do

Maranhao, 2007 a 2018.

Variaveis média +dp n (%)
Idade 46,5 +14,1
Sexo
Masculino 54 (54,0)
Feminino 46 (46,1)
Etnia
Branco 11 (11,0)
Negro 7 (7,0)
Pardo 82 (82,0)
Peso (kg)
1 més 58,6 £12,8
3 meses 60,1 +12,4
12 meses 61,6 +13,4
Intervalos de referéncia*
Creatinina sérica 0,5 a 1,2 mg/dLL
1 més 1,84 +1,39
3 meses 1,61 +0,81
12 meses 1,49 +0,85
Ureia sérica 15 a 45 mg/dLL
1 més 56,1 £29,6
3 meses 50,2 +£30,1
12 meses 44,5 £25.4
Potassio sérico 3,5a5,1 mEg/L
1 més 4,6 0,5
3 meses 4.4 +0,4
12 meses 4,9 +£5,5
Sédio sérico 136 a 145 mEq/L
1 més 137,4 £11,8
3 meses 135,0 £2,8
12 meses 139,0 £2,1
TGO 10a39 U
1 més 17,1 £7,6
3 meses 22,2 £20,0
12 meses 22,4 +16,7
TGP 4a32U/1
1 més 23,6 £15,1
3 meses 21,8 +18,0
12 meses 22,4 £23 4

+dp = desvio-padrao. *Intervalos de referéncia - Labstest Diagndstica S/A — Brasil.
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Tabela 02. Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos genes CYP3A5, PPARA, POR da
populacdo de transplantados renais no Maranhao — HUUFMA, 2007 a 2018.

Polimorfismos Frequéncias genotipicas  Frequéncias alélicas EHW#*
CYP3AS5 %0 %
*1/*1 13 *] =0,31 Sim
*[/*3 36 *3=0,69
*3/%3 51
PPARA (rs4823613) A>G
A/A 43 A=0,64 Sim
A/G 42 G=0,36
G/G 15
PPARA (rs4253728) G>A
G/G 69 G=0,82 Sim
G/A 26 A=0,18
A/A 5
POR
*1/*1 57 *1=0,77 Sim
*[/*28 38 *28=0,23
*28/*28 5

*Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW): Teste Qui-quadrado X? (P <0,05).
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Figura 1. Concentracdo ajustada de tacrolimus (Co/D) nos diferentes genétipos CYP3AS5, PPARA e POR no
primeiro ano pos transplante de pacientes transplantados renais. Em (a), pacientes portadores de pelo menos
um alelo CYP3A5*] mostraram uma menor Co/D, quando comparados com os pacientes homozigotos
CYP3A5%*3 emtodos os tempos analisados; Em (b), (c) e (d) ndo houve diferencas estatisticamente significantes
na Co/D entre os diferentes gendtipos para as variantes polimoérficas do gene PPARA (rs4823613 e rs4253728)
e POR, ao longo de 1 ano pds transplante. ***Diferencas estatisticamente significantes (p< 0,05); Teste
Kruskall Wallis.
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Tabela 3. Concentracao ajustada (Co/D) de tacrolimus nos diferentes gendtipos PPARA e POR em expressores € ndo expressores de CYP3A5, nos
tempos 1 més, 3 meses e 12 meses pds transplante em pacientes renais transplantados do Maranhido — HUUFMA, 2007 a 2018.

Variaveis CYP3AS *1/*%1 e *1/*3 p CYP3AS *3/*3 p
Concentracao ajustada (pg*L-1/mg) PPARA (rs 4823613) PPARA (rs 4823613)
1 més A/A A/G e G/G A/A A/G e G/G 0,725
3 meses Med (I11Q) Med (I1Q) 0.693 Med (I1Q) Med (I1Q) 0,112
12 meses 0,91 (0,60-1,18) 0,85 (0,68-0,97) 0’236 1,30 (0,82-1,88) 1,27 (0,90-1,51) 0,139
1,03 (0,65-1,43) 0,85 (0,63-0,90) 0’094 1,50 (1,20-2,72) 2,36 (2,20-2,93) 0,725
0,92 (0,64-1,50) 0,65 (0,51-0,80) 0,693 2,10 (1,45-2,70) 3,65 (3,65-3,65)
0,91 (0,60-1,18) 0,85 (0,68-0,97) ’ 1,30 (0,82-1,88) 1,27 (0,90-1,51)
PPARA (rs 4253728) PPARA (rs 4253728)
G/G G/AeA/A G/G G/AeA/A
Concentracio ajustada (ng*L-1/mg) Med (IIQ) Med (1IQ) Med (11Q) Med (1IQ)
1 més 0,88 (0,57-1,11) 0,92 (0,68-1,08) 0,633 1,39 (0,57-1,11) 1,20 (0,73-1,47) 0,570
3 meses 0,87 (0,65-1,30) 0,96 (0,63-1,17) 0,820 1,59 (1,20-2,72) 2,16 (1,45-2,30) 0,624
12 meses 0,81 (0,63-1,50) 0,85 (0,56-1,13) 0,639 2,10(1,45-2,90) 2,12 (0,72-2,75) 0,949
POR (rs1057868) POR (rs1057868)
*1/*%1 *1/%28 e *28/%28 *1/*1 *1/%28 e *28/%28
Concentracio ajustada (pg*L-1/mg) Med (I1IQ) Med (1IQ) Med (1IQ) Med (1IQ)
1 més 0,81 (0,52-1,13) 0,91 (0,73-1,05) 0,397 1,30 (0,77-1,60) 1,28 (0,95-1,90) 0,422
3 meses 0,85 (0,56-1,30) 1,12 (0,80-1,30) 0,132 1,94 (1,40-2,92) 1,32 (1,16-2,20) 0,057
12 meses 0,90 (0,63-1,40) 0,77 (0,62-1,17) 0,863 2,02 (1,27-2,35)  2,25(1,79-2,97) 0,147

Med = mediana. IIQ = intervalo interquartilico (1° quartil- 3° quartil). Teste Mann-Whitney.

43



Tabela 4. Andlise de regressao linear multipla do efeito da idade, tempo de transplante e

genotipo sobre a dose, concentragdo sérica e concentracao ajustada de tacrolimus.

Marcadores da farmacocinética de tracolimus

Fatores Concentracio  Concentracio
Dose
sérica ajustada
Idade B =0,00 B=0,00 B=0,01
P =0,669 P=0,944 P=0,011%
Tempo de transplante B=-2,04 B=-1,48 B=0,20
P <0,001* P <0,001* P=0,001*
Presenca de:
CYP3AS5 *3/*3 B=-1,63 B=2,09 B=0,90
P <0,001* P <0,001* P <0,001*
PPARA (rs4823613) A B=0,72 B=1,12 B=-0,03
P=0,299 P=0,225 P=0,836
PPARA (rs4253728) G/G B=-0,37 B=0,02 B=0,11
P=0,476 P=0,973 P =0,340
POR *1/*1 B=0,90 B=0,45 B=-0,05
P =0,035% P=0,433 P =0,566
Constante (o) 11,04 9,03 0,107
R? 0,25 0,15 0,33

B = coeficiente de regressdo. R? = coeficiente de determinacdo. * Estatisticamente
significante (P < 0,05).



Discussao

No presente estudo, polimorfismos nos genes CYP3A5 (1s776746; A>QG),
PPARA (variantes rs4823613; A>G e rs4253728; G>A) e POR (rs2868177; A> G) foram
avaliados. Foram calculadas as frequéncias genotipicas e alélicas de uma populacdo
miscigenada de transplantados renais do Estado do Maranhio localizado no nordeste do Brasil.
Também foram realizadas andlises da concentragdo ajustada de tacrolimus (Co/D) nos
diferentes grupos genotipicos, nos periodos de 1 més, 3 meses e 12 meses pds transplante.

Os alelos mais frequentes nesta populacdo foram CYP3A5*3 (69%), PPARA*A
(rs4823613) (64%), PPARA*G (rs4253728) (82%) e POR*1 (77%). Dessa forma, para o gene
CYP3A5 observou-se que mais da metade dos pacientes (69%) apresentam pelo menos um alelo
variante *3, responsdvel pela perda de funcao da enzima [8]. Flahault et al.em estudo realizado
em pacientes tranplantados renais franceses, encontrou a frequéncia deste alelo igual a 73%;
assim como, Cusinato et al. encontrou frequéncia de 74% em estudo realizado em no estado de
Sao Paulo (Brasil), mostrando a alta prevaléncia deste alelo em diferentes populacoes.

No que diz respeito as variantes polimérficas do gene PPARA, em estudo realizado na
Noruega [11] as frequéncias dos alelos PPARA*A (rs4823613) e PPARA*G (rs4253728), foram
78% e T4%, respectivamente, os mesmos alelos mais frequentes em nossa populacdo. Outro
estudo na populagdo polonesa[12] identificou uma frequéncia de 75% destes mesmos alelos
nos dois polimorfismos de PPARA (rs4823613ers4253728).

O estudo de Lunde et. al realizado com pacientes noruegueses também avaliou o gene
POR, no qual a frequéncia do alelo selvagem POR*] foi 78%. Resultado este bem similar ao
encontrado na populacdo do nosso estudo que foi 77%. Em outras populagdes, como nas
chinesas [13] e da Bélgica [14], as frequéncias de POR*I foram 70,4% e 72,5%,
respectivamente. Estes resultados mostram que os alelos mais prevalentes em diversas
populacdes da Europa e Orientais, também foram os mais frequentes na nossa populagado, e com
valores de fequéncias proximos, embora a populacio brasileira, em especial do Maranhdo se
apresente bastante miscigenada, enquanto nos paises supracitados as populacdes sdo mais
homogéneas.

Os dados da literatura sugerem que a farmacocinética de tacrolimus poderia ser
influenciada por sequéncias variantes em diversos genes. No entanto, nossos resultados
mostraram que este efeito tem sido observado apenas para o gene CYP3A5. No presente estudo,
portadores do alelo ndao funcional CYP3A5*3 demonstraram uma razado da concentragao
ajustada (Co/D) maior (p < 0,05) em relagao aos portadores de pelo menos um alelo funcional

CYP3A5%*1, na farmacocinética de tacrolimus (Figura 1 a).
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A presenca de apenas um alelo do tipo selvagem */ € suficiente para expressar as
proteinas CYP3A5. Individuos com pelo menos um alelo CYP3AS5 *I tem maior expressao desta
enzima e, portanto, maior metabolismo de tacrolimus e menor concentracdo (Co) da droga no
sangue [7]. Este efeito da expressdo de pelo menos um alelo funcional sobre a farmacocinética
de tacrolimus pdde ser observado em nossos resultados, através dos valores de Co/D menores
nos individuos portando este alelo, ao longo de todo o periodo estudado (Figura 1 a).

A significante relagdo da Co/D com as variantes genotipicas CYP3A5 observadas nos
nossos resultados corroboram os dados previamente relatados por Rojas et al. onde
polimorfismo CYP3A5 (6986A<G) em receptores de transplante renal provavelmente
influencia a relacdo Co/D do tacrolimus e afeta o risco de nefrotoxicidade. Pacientes com o
genotipo variante (CYP3AS5 *3/%3) exibem uma razao Co/D 1,8 a 2,5 vezes maior do que
expressores de CYP3A5 (*1/*1 e *1/*3) durante o primeiro ano apds o transplante, sugerindo
que ha uma relagdo destes gendtipos com o metabolismo de tacrolimus, e que pacientes com 0
status expressor CYP3A5 necessitam de doses mais altas para atingir as concentracoes
sanguineas alvo.

Nossos resultados evidenciaram que o polimorfismo CYP3A5*3 parece ser o
determinante genético mais forte da farmacocinética do tacrolimus. Dados similares foram
obtidos por Htun et al. que estudando o efeito do polimorfismo do gene CYP3AS5 sobre a
exposi¢do ao tacrolimus em pacientes p0ds transplante renal, encontraram que a razdo Co/D nos
pacientes expressores de CYP3AS5, foi significativamente menor do que naqueles pacientes nao
expressores (CYP3A5%*3). Assim como o presente estudo, eles verificaram que houve diferenca
na distribui¢do dos niveis na dose de tacrolimus, concentra¢ao da droga (Co) e razdo Co/D em
nao expressores CYP3AS. E que, polimorfismos CYP3A5*3 desempenham um importante papel
na variabilidade da Co/D do tacrolimus.

Na andlise de regressao linear multipla realizada no presente estudo, que corresponde a
uma andlise multivariada de todos os fatores, podemos observar que o genotipo CYP3A5*3/*3
¢ um fator independente explicativo para o aumento da concentragdo sérica (f =0,01; p = 0,01)
e da concentragao ajustada (B =0,90; p < 0,001) e diminui¢ao da dose (B =- 1,63; p < 0,001).
Portanto mais relevantes entre os fatores analisados.

Os resultados encontrados em nosso estudo, onde a razdo Co/D, no primeiro ano pds-
transplantes, apresenta valores significativamente mais elevados nos pacientes ndo expressores
CYP3A5*3 em comparagao com os expressores CYP3A5*] (Figura 1 a) sdao similares aos
encontrados por Cusinato et al. que também observou valores de Co/D maiores nos pacientes

portadores do alelo variante CYP3A5*3 em comparagdo com pacientes portadores do alelo
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selvagem CYP3A5%*1, no primeiro ano pds-transplante. Além disso, observamos que o aumento
da concentracdo ajustada é progressivo ao longo tempo em nossos resultados, podendo causar
nefrotoxicidade, evoluindo com a perda do enxerto, uma vez que esta medicacdo serd utilizada
por por varios anos pelo paciente, enquanto transplantado. Por esta razdo, se faz
necessariamente importante a avalia¢do periddica dos niveis plasmaticos da droga.

Estes resultados reforcam a ideia de que os pacientes portadores do gendtipo variante
(*3/%*3) necessitam de doses menores a fim de minimizar os efeitos citotéxicos da droga. Com
base nesse principio ressalta-se também a importancia da observagaodo do indice terapéutico
adequado dos pacientes que apresentam o alelo funcional */ reduzindo assim o risco de rejeicao
do enxerto.

Thervet et al., em um ensaio clinico prospectivo envolvendo 280 receptores de
transplante renal, demonstraram que a adaptacdo da dose de tacrolimus no pré-transplante de
acordo com o gendtipo CYP3AS5 € essencial para a obtencdo da Co alvo. Esses achados sugerem
que a genotipagem CYP3A5 no pré-transplante € um fator importante na determinacdo do
requisito de dose para o tacrolimus, podendo ser util na previsdo antecipada da dose. Desta
forma, a partir deste conhecimento de que a genotipagem individual das enzimas CYP3AS5 no
pré-transplante resulta em um impacto positivo no progndstico pos-transplante, somado aos
resultados obtidos no nosso estudo, poderdo nos auxiliar no estabelecimento de dosagens
terapéuticas personalizadas, minimizando os efeitos citotoxicos causados pela exposi¢do a
concentracdes ndo ajustadas de imunossupressores em pacientes transplantados renais.

Nossos dados demonstram que o gendtipo CYP3A5 parece ser uma varidvel
independente e determinante no metabolismo de tacrolimus em pacientes transplantados renais
no Estado do Maranhdo, um dos estados brasileiros com elevada miscigenacdo. Embora alguns
trabalhos [11, 12, 13] tenham indicado um potencial papel de polimorfismos em genes
relacionado com a atividade de CYP, em nossa populacdo nao foi observada relacdo entre a
farmacocinética de tacrolimus e as variantes genotipicas dos genes PPARA e POR, no primeiro
ano pos transplante, mesmo quando analisada a relacao destes gendtipos com a razdo Co/D de
tacrolimus isoladamente (Figura 1 (b), (c) e (d); p>0,05) e quando avaliada a estratificacao
destes genes nos expressores e nao expressores deCYP3AS5(Tabela 03; valores de p>0,05, em
todas as associacoes analisadas).

Tais resultados evidenciam que os principais polimorfismos descritos nesses genes
parecem nao ter relevante impacto sobre a farmacocinética do tacrolimus em longos periodos.
Dados similares foram observados por Lunde et al., onde nao foram observadas diferencas

estatisticas na farmacocinética de tacrolimus para as variantes de PPARA (rs4823613), PPARA
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(rs4253728) e gene POR, quando analisados isoladamente.

Alguns estudos tém relatado a influéncia da associacdo da variante alélica POR*28 com
expressores CYP3A5 na diminuicdo da Co/D de tacrolimus. Jonge et al., verificaram que
portadores do alelo CYP3A5%1 associado ao alelo POR*28 necessitaram 25% a mais de dose
de tacrolimus comparados com portadores CYP3A5*] sem o alelo POR*28 (ou seja,
homozigotos POR*1/*1). Esta relacdo foi confirmada por outro estudo realizado na populagcdo
chinesa [13], e os pesquisadores deduziram que esta diminui¢do Co/D foi devido a atividade
aumentada da enzima CYP3AS5, induzida pelas interacdes facilitadas entre POR-CYP3AS.
Entretanto, esta relagdo da interacdo entre as enzimas POR e CYP3AS com a farmacocinética
do tacrolimus foi observada apenas nos primeiros dias pds-transplantes, contudo essa avaliacao
parece ser mais fidedigna em longos periodos apds o transpalnte uma vez que esta droga € de
uso prolongado e continuo.

Diante do exposto, este estudo explorou pela primeira a relacio de polimorfismos
genéticos envolvendo os genes CYP3AS5, PPARA e POR na farmacocinética de tacrolimus, em
uma populacdo miscigenada na América Latina. As informacdes obtidas evidenciam o
importante papel bioldgico das enzimas envolvidas na biotransformacio de drogas e o quanto
a variabilidade genética pode influenciar o indice terapéutico da droga e consequentemente a
Co/D de tacrolimus ao longo do tempo nos diferentes grupos genotipicos CYP3A5. Assim, a
genotipagem CYP3AS pré transplante parece ser uma ferramenta util para melhor previsao de
dosagens terapéuticas individuais no pré-transplante, aumentando o tempo de sobrevidade do
enxerto e a qualidade de vida do paciente transplantado. Trabalhos envolvendo as varidveis
genéticas PPARA e POR, e a influéncia da Co/D de tacrolimus em pacientes transplantados
renais ainda sdo raros e portanto sdo necessarios um nimero maior de estudos em diferentes
populacdes para melhor elucidacdo desta relacdo de polimorfimos genéticos com o

metabolismo de imunosupressores.

Conclusoes

Neste trabalho foi verificado que a variante CYP3A5*3 estd significativamente
associado com uma maior razao Co/D de tacrolimus em pacientes transplantados renais. E que
este aumento na concentracdo ajustada da droga € progressivo ao longo do tempo.
Adicionalmente, ndo foi observada a influéncia dos genétipos PPARA e POR na
farmacocinética de tacrolimus, quando analisados como tnica varidvel independente ou quando
analisados em expressores e nao expressores CYP3A5. O polimorfismo rs776746 no gene

CYP3A5 parece ser responsdvel pela grande variabilidade interindividual na farmacocinética de
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tacrolimus, sugerindo que a genotipagem das sequéncias variantes de CYP3AS5 poderia auxiliar
no estabelecimento de dosagens terapéuticas personalizadas a fim de evitar a super ou sub
exposicdo ao tacrolimus na fase critica inicial do pds-transplante, minimizando os riscos de
toxicidade ou rejeicao, respectivamente. Por outro lado, mais estudos em diferentes populacdes
s@o necessdrios no sentido de esclarecer a participacdo dos polimorfismos genéticos PPARA e
POR e sua interacdo com as enzimas CYP, na farmacocinética de tacrolimus em pacientes renais

transplantados.
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ANEXO A: NORMAS DA REVISTA
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Tipos de papéis

Documentos de pesquisa originais

O numero de paginas impressas por artigo, incluindo figuras, tabelas e referéncias, ndo deve
exceder de 8 a 10 paginas impressas (uma péagina impressa € de aproximadamente 650 palavras
ou 4300 caracteres, texto sem espacos; figuras e tabelas devem ser contadas como meia pagina

cada).

OBSERVACOES ESPECIFICAS
Introducao

Esta secdo pode ser breve e deve indicar os antecedentes relevantes e os principais
objetivos do estudo relatado.

Evite introdugdes de tipo de revisao.

Terminologia Nomes genéricos de drogas e pesticidas sdo preferidos; Se nomes
comerciais forem usados, o nome genérico deve ser dado na primeira mengao.

O nome de propriedade, composi¢do quimica e fabricante devem ser declarados na
integra em Materiais e Métodos.

Se um nome genérico ndo tiver sido criado ou ndo estiver disponivel, o nome do produto
quimico devera ser fornecido.

O uso de um nome de cddigo da inddstria sozinho ndo ¢ suficiente. Unidades SI Por
favor, utilize sempre sinais e simbolos aceitos internacionalmente para unidades,
unidades SI.

Estatisticas

A consideracdo do tamanho da amostra deve ser dada para qualquer estudo clinico e os
calculos de poténcia sdo necessarios para resultados negativos das varidveis principais.
Isto pode ser feito post-hoc se informagdes insuficientes estivessem disponiveis a priori.
Os estudos de bioequivaléncia / biodisponibilidade e interacdo medicamentosa devem
incluir testes / indices de referéncia e os respectivos intervalos de confianca de 90% ou
95%.

Métodos analiticos Qualquer método utilizado para quantificar concentracdes de
farmacos ou metabolitos nos fluidos corporais deve ser caracterizado pelo menos pelas
seguintes informagdes: - Intervalo de quantificacdo (definido por uma precisdo /
precisdo aceitdveis e nao por um fator acima do ruido de base), - precisdo e precisao ao
longo de toda a gama de quantificacdo, - recuperacdo (se aplicavel) e informacdes de
estabilidade para o periodo de medicao.

Essas informagdes sdo necessdrias no manuscrito ou devem estar disponiveis em uma
referéncia fornecida pelo autor. Normalmente, os métodos devem ser descritos de forma
tao detalhada que outros pesquisadores possam repeti-lo.
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REFERENCIAS

As citagoes de referéncia de citagdes no texto devem ser identificadas por nimeros entre
colchetes. Alguns exemplos: 1. A pesquisa de negocia¢do abrange muitas disciplinas
[3]. 2. Este resultado foi posteriormente contradito por Becker e Seligman [5]. 3. Este
efeito tem sido amplamente estudado [1-3, 7].

Lista de referéncias

A lista de referéncias deve incluir apenas as obras citadas no texto e publicadas ou
aceitas para publicagao.

Comunicagdes pessoais e obras inéditas s devem ser mencionadas no texto.
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As entradas na lista devem ser numeradas consecutivamente.
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Idealmente, os nomes de todos os autores devem ser fornecidos, mas o uso de "et al"
em longas listas de autores também serd aceito: Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al
(1999) Futuro do seguro de satde. N Engl J Med 965: 325-329

Artigo por DOI Slifka MK, Whitton JL (2000) ImplicacOes clinicas da produgdo
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Livro South J, Blass B (2001) O futuro da gendmica moderna. Blackwell, London
Livro capitulo Brown B, Aaron M (2001) A politica da natureza. In: Smith J (ed) O
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Documento online Cartwright J (2007) Grandes estrelas t€ém tempo também. IOP
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DissertacaoTrent JW (1975) Insuficiéncia renal aguda experimental. Dissertacdo,
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Sempre use a abreviacdo padrdo do nome de um periddico de acordo com a lista de
abreviacOes de palavras de titulo ISSN, consulte ISSN.org LTWA

Se vocé ndo tiver certeza, use o titulo completo da revista. Para os autores que usam o
EndNote, o Springer fornece um estilo de saida que suporta a formatacao de citacdes de
intext e lista de referéncia.

Autores preparando seu manuscrito no LaTeX podem usar o arquivo bibtex spbasic.bst
que estd incluso no pacote macro LaTeX da Springer.

TABELAS

Todas as tabelas devem ser numeradas usando algarismos arabicos.

As tabelas devem sempre ser citadas em texto em ordem numérica consecutiva.

Para cada tabela, forneca uma legenda da tabela (titulo) explicando os componentes da
tabela.

Identifique qualquer material publicado anteriormente, fornecendo a fonte original na
forma de uma referéncia no final da legenda da tabela.
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As notas de rodapé das tabelas devem ser indicadas por letras mindsculas sobrescritas
(ou asteriscos para valores de significancia e outros dados estatisticos) e incluidas
abaixo do corpo da tabela.

DIRETRIZES DE TRABALHO E ILUSTRACOES
Submissao Eletronica de Figuras

Forneca todas as figuras eletronicamente.

Indique qual programa gréfico foi usado para criar o trabalho artistico.

Para gréficos vetoriais, o formato preferido é EPS; para meios-tons, use o formato TIFF.
Arquivos MSOffice também sdo aceitaveis.

Griaficos vetoriais contendo fontes devem ter as fontes incorporadas nos arquivos.
Nomeie seus arquivos de figura com "Fig" e o nimero da figura, por exemplo, Figl.eps.
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Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.242.747

Apresentacio do Projeto:

A doenca renal cronica (DRC) constitui-se de perda progressiva e irreversivel da
capacidade de filtracdo renal. A terapia mais adequada para essa enfermidade tem sido o
transplante renal, proporcionado inestimavel melhoria da qualidade de vida dos pacientes.
O desenvolvimento tecnoldgico na drea de imunossupressao foi um fator determinante
para o €xito do transplante como alternativa terapéutica a didlise. Dentre os principais
imunossupressores utilizados na clinica estdo o tacrolimus e a ciclosporina A. O
mecanismo de ac¢do desses compostos € a inibi¢do de calcineurina e consequente bloqueio
da ativacao dos linfécitos T. Apesar da comprovada efic4cia terapéutica, os inibidores de
calcineurina apresentam grande variabilidade farmacocinética interindividual.
Adicionalmente, a exposicao a doses ndo ajustadas desses farmacos pode provocar efeitos
adversos como nefrotoxicidade e rejeicio do enxerto. O presente projeto de pesquisa
propode-se a realizar um estudo prospectivo observacional de pacientes transplantados
renais no Maranhdo. O principal objetivo de tal estudo serd a avaliagdo da frequéncia de
polimorfismos dos genes CYP3A e ABCBI e sua influéncia sobre o metabolismo dos

imunossupressores, nefrotoxicidade e possivel disfungcao do enxerto. O presente trabalho

do
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serd um estudo prospectivo observacional no qual serdo incluidos 50 pacientes
transplantados renais acompanhados pelo Servico de Transplantes do HUUFMA. Para
isso, serdo coletadas amostras de sangue de pacientes transplantados renais durante os
meses 1, 2, 3 e 6 pés-transplante visando a genotipagem de polimorfismos e a medida da
concentracdo plasmatica de imunossupressores. A metodologia usada consistird de coleta
de dados clinicos e demograficos, medida da concentracdo da droga, extracdo do DNA
gendmico e tipagem molecular. Os dados passardo por andlise estatistica através do

programa Graph Pad Prism v. 5.02. Financiamento Préprio.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primério:
« Avaliar a presenca e implicagdes clinicas de polimorfismos nos genes CYP3A e

ABCBI1 em pacientes transplantados renais noMaranhao.

Objetivo Secundario:
« Estimar a frequéncia de polimorfismos nos genes CYP3A e ABCB1 em pacientes
transplantados renais na populagdomaranhense

« Analisar possiveis associacdes entre polimorfismos e farmacocinética de tacrolimus e
ciclosporina A

« Determinar possiveis relacdes entre polimorfismos, presenca de efeitos citotéxicos e
disfun¢do do enxerto

« Avaliar possivel correlacio entre tempo de sobrevida do enxerto e conversdo ou

abandono da terapia com ciclosporina A outacrolimus

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

De acordo com o pesquisador os riscos apresentados aos participantes sao muito pequenos
e estdo relacionados com a coleta sanguinea que eventualmente podera causar desconforto
local e/ou surgimento de hematomas no local da puncdo. Outro risco potencial estaria
relacionado a uma possivel quebra de sigilo de informacdes contidas nos prontudrios dos
voluntdrios o que tentard ser evitado pela restricdo a tais dados sendo permitido acesso

apenas aos membros da equipe de pesquisa.

Beneficios:
De acordo com o pesquisador este estudo poderd, no futuro, beneficiar pacientes submetidos

ao transplante renal, contribuindo para o estabelecimento de conduta terapéutica ajustada as
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necessidade de cada individuo, podendo prevenir o surgimento de eventos terapéuticos

adversos como toxicidade ou rejei¢do do 6rgdo transplantado.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Estudo relevante pois busca avaliar a presenca e implicacdes clinicas de polimorfismos
nos genes CYP3A e ABCBI em pacientes transplantados renais no Maranhdo que podera
contribuir para o estabelecimento de conduta terap€utica ajustada as necessidades de cada

individuo, podendo prevenir o surgimento de eventos terapéuticos adversos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentaciao obrigatoria:

O protocolo apresenta documentos referentes aos "Termos de Apresentacdo Obrigatdria:
Folha de rosto, Or¢camento financeiro detalhado, Cronograma com etapas detalhada,
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), Autoriza¢ido do Gestor responsavel
do local para a realizacdo da coleta de dados e Projeto de Pesquisa Original na integra em
Word.

O protocolo apresenta ainda as declaracdes de anuéncia, declaracdo de responsabilidade
financeira e termo de compromisso com a utilizacao dos dados resguardando o sigilo e a

confidencialidade.

Recomendacoes:
Apo6s o término da pesquisa o CEP-HUUFMA sugere que os resultados do estudo sejam
devolvidos aos participantes da pesquisa ou a institui¢do que autorizou a coleta de dados de

forma anonimizada.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
O PROTOCOLO atende aos requisitos fundamentais da Resolu¢ao CNS/MS
n°® 466/12 e suas complementares, sendo considerado APROVADO.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
O Comité de Etica em Pesquisa — CEP-HUUFMA, de acordo com as atribuicdes definidas
na Resolugdo CNS n°. 466 /2012 e Norma Operacional n°. 001 de 2013 classifica o

protocolo proposto na situagdo de APROVADO.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser inseridas a plataforma
encaminhada ao CEP- HUUFMA de forma clara e sucinta, identificando a parte do
protocolo a ser modificada e suas justificativas. O pesquisador deve: desenvolver o projeto
conforme delineado; elaborar e apresentar relatérios parciais e relatorio final; apresentar
dados solicitados pelo CEP quando solicitado; e encaminhar os resultados para publicacao

sejam eles favordveis ou ndo e justificar ao CEP caso haja interrupc¢ao do projeto.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Arquivo Postagem Autor Situagdo
Documento
Outros DECLARACAO DE ANUENCIA.jpg %(6)/(2)%/%(7) 15 Aceito
Outros TERMO  UTILIZACAO _ DE| 26/05/2015 Aceito
DADOS.jpg 10:24:57
Outros DECLARACAO 26/05/2015 Aceito
RESPOSABILIDADE 10:25:56
FINANCEIRA.jpg
Outros Declaracgdo publica.jpg 29/05/2015 Aceito
15:10:47
Outros Declaracgao coleta.jpg 29/05/2015 Aceito
15:12:01
Outros Parecer COMIC jpg 29/05/2015 Aceito
15:13:00
Folha de Rosto| folha de rosto.jpg %2/(1)2/42‘(1) 15 Aceito
Outros ORCAMENTO V2 pdr ?g)ggi%gw Aceito
TCLE /7 |TCLE V2.pdf 03/08/2015 Aceito
Termos de 16:24:51
Assentiment
0 /
Justificativa
de
Auséncia
Cronograma |CRONOGRAMA_V3.pdf 17/09/2015 | MARCELQ Aceito
16:36:27 MAGALHAES
SILVA
Projeto Projeto_polimorfismo_cep_V4.doc 17/09/2015 | MARCELO Aceito
Detalhado / 16:37:09 MAGALHAES
Broch SILVA
ura
Investi
gador
Outros carta_resposta_ CEP4.pdi 18/09/2015 | MARCELQ Aceilto
11:18:53 MAGALHAES
SILVA
Informacdes |PB_INFORMACOES_BASICAS_DO| 18/09/2015 Aceito
Basicas P 11:20:38
do Projeto ROJETO_520850.pdf

Situacio do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

SAO LUIS, 24 de Setembro de 2015
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Assinado por:

Rita da Graca Carvalhal
Frazao Corréa
(Coordenador)
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ANEXO C: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Avaliacdo da influéncia de polimorfismos nos genes CYP3A4, CYP3A5 e ABCBI
sobre a farmacocinética de imunossupressores, nefrotoxicidade e disfun¢do do enxerto em

pacientes transplantados renais
Coordenador: Dr. Marcelo Magalhies Silva
Instituicao de Execuc¢ao: Hospital Universitdrio Presidente Dutra - UFMA

Por este documento, vocé estd sendo convidado a participar da presente pesquisa
que tem como principal objetivo esclarecer a influéncia de variacOes genéticas na degradacao
de substincias imunossupressoras receitadas para pacientes submetidos ao transplante renal e
possiveis efeitos indesejados causados pelo uso dessas substancias.

Vocé nao é obrigado a aceitar, a sua participacdo € totalmente voluntdria e, caso ndo
queira, ndo terd prejuizo algum em seu tratamento. Porém, a sua colaboracao € importante, pois
as informagdes obtidas com este projeto poderdo, futuramente, auxiliar no estabelecimento de
doses imunossupressoras ajustadas a real necessidade do paciente, permitindo que o 6rgao

transplantado permaneca em boas condicdes por mais tempo.

PARTICIPACAO DO VOLUNTARIO

e Serd preenchida uma ficha com seus dados de identificacdo, dados do seu prontudrio
médico e os resultados deste estudo.

e Apdés o transplante, 0 acompanhamento médico de rotina inclui consultas e realizacdo
de exames uma vez por més. Se vocé aceitar participar, quando vocé vier ao hospital,
para esse acompanhamento, serdo coletados 4 mL a mais de sangue no 1°, 2°, 3° e 6°
més. Essas amostras serdo utilizadas para andlises de DNA e dosagem sanguinea de

medicamentos usados para imunossupressao.

RISCOS E DESCONFORTOS

e Os riscos apresentados por esta pesquisa sdo muito baixos e estdo associados
principalemte a coleta de sangue. No momento da coleta poderd haver alguma dor no
local de introdugao da agulha. Esse desconforto € temporario e normalmente desaparece
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apos retirada da agulha da veia do participante. Na rotina laboratorial, as complicacdes
decorrentes de coleta sanguinea ndo sdo frequentes e geralmente caracterizam-se por
pequenos sangramentos e formacdo de hematomas (pequenas manchas na pele) locais
que normalmente desaparecem em poucos dias. Contudo, para diminuir esses riscos a
coleta de sangue serd realizada por profissionais qualificados e experientes.

e (aso haja alguma complicagdo ou dano durante ou apds a coleta de sangue, o
pesquisador responsavel e o HUUFMA assumirdao toda responsabilidade no
fornecimento de assisténcia integral ao voluntario.

e Qutro possivel risco seria a exposi¢ao de informagdes confidenciais do paciente durante
a obten¢do de dados no prontudrio. Contudo esse problema deve ser evitado pelo acesso
restrito de informacdes clinicas apenas aos membros participantes da equipe de

pesquisa.

GARANTIAS AO VOLUNTARIO

e O segredo e a privacidade dos dados e materiais coletados: serdo guardados no
laboratorio de estudos gendmicos e histocompatibilidade (LEGH). As amostras de DNA
serdo armazenadas em camara fria até o final do estudo e posteriormente serdao
descartados de acordo com as normas de biosseguranca da legislacao vigente. Os dados
laboratoriais serdo armazenados em arquivos restritos do LEGH.

e Os dados coletados e resultados obtidos no estudo serdo utilizados apenas pelos
pesquisadores envolvidos no mesmo e somente para fins cientificos, protegendo os
interesses dos participantes envolvidos que terdo suas identidades e individualidades
preservadas em absoluto sigilo.

e Acesso aos dados genéticos produzidos e o direito de retird-los do banco do laboratério
LEGH a qualquer momento, avisando os pesquisadores responsaveis.

® A participagdo nesse estudo ndo gerard despesas ao voluntdrio pois as coletas serdo
feitas durante as consultas mensais ou eventual internacdo no HUUFMA.

e O participante desse estudo terd liberdade de retirar-se da pesquisa em qualquer fase
desta sem que isso traga prejuizo ao seu tratamento.

e Caso seja do interesse da equipe de pesquisa realizar outras investigacdes utilizando
estas amostras, serd feito novo contato para sua concessdo ou nao, mediante assinatura
de outro termo de consentimento referente ao possivel novo estudo. O material

armazenado s serd utilizado em estudos futuros caso haja aprovacdo do novo projeto
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pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitdrio Presidente Dutra ou
pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (se for o caso).
e (Caso haja qualquer dano eventual ao voluntdrio em decorréncia da pesquisa, a0 mesmo

serd garantido o direito a indenizagdo e reparo material.
BENEFICIOS

e Este estudo poderd, no futuro, beneficiar pacientes submetidos ao transplante renal,
contribuindo para o estabelecimento de doses de imunossupressores ajustadas as
necessidades de cada pessoa, prevenindo o surgimento de efeitos prejudiciais que
poderiam levar a rejeicdo do 6rgdo transplantado.

VOCE DEVE DECIDIR O SEGUINTE:

e Autoriza o armazenamento de dados e materiais coletados para a pesquisa, conforme
descrito anteriormente. ( ) Sim () Néo
® Quer saber o resultado dos exames. ( ) Sim ( ) Nao

Se vocé concordar em participar desta pesquisa, assine as vias deste termo de
consentimento livre e esclarecido. Este documento consta de duas vias e deverd ser
rubricado em todas as suas péaginas por vocé e também pelo pesquisador responsavel pelo
estudo. Apds realizar as assinaturas, voce receberd uma via deste documento e a outra ficard
em posse do pesquisador responsdvel.

Eventuais perguntas ou o esclarecimento de duvidas acerca da pesquisa poderdo ser
feitos durante e apds a realizacdo da mesma por meio do contato com o pesquisador Dr.
Marcelo Magalhaes Silva no Laboratério de Estudos Gendmicos e Histocompatibilidade
(LEGH) - situado a Rua dos Prazeres n° 215, Centro, na Cobertura da Unidade Materno
Infantil — pelo telefone (98) 2109-1258 ou com a coordenagio do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Hospital Universitério, situado a Rua Barao de Itapary n°227, Centro ou

pelo telefone (98) 2109-1242.

SAOQ LUIS, de de

VOLUNTARIO PESQUISADOR
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