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RESUMO

Gamarra JGA. Estudo para a caracterizacdo Genotipica e Fenotipica da atividade enzimatica
da Subfamilia Citocromo P450 CYP2D6 de voluntarios sadios. [tese (Doutorado em
Farmacologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo;
2011.

As enzimas CYP450 sdo as principais enzimas metabolizadoras de farmacos. Elas sdo
codificadas por genes que apresentam polimorfismos génicos que Ihes confere caracteristicas
fenotipicas diversas. Estes fendtipos sdo: Metabolizadores Lentos ou PM, Metabolizadores
Normais ou EM, Metabolizadores Intermediarios ou IM e Metabolizadores Ultra-rapidos ou
UM. A Farmacogenética é a ciéncia que estuda estas variagdes génicas e sua relacdo com a
resposta terapéutica no organismo. Entre as enzimas CYP450 se encontram as enzimas
CYP2D6, que sdo responsaveis pelo metabolismo de 25% dos farmacos clinicamente
prescritos. O objetivo principal deste estudo foi a identificacdo dos polimorfismos mais
importantes deste gene: CYP2D6*1, CYP2D6*2, CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5,
CYP2D6*6, CYP2D6*10, CYP2D6*17 e CYP2D6*41 pelos métodos de Genotipagem (PCR
Tetra Primer e Seqiienciamento) e Fenotipagem (analisado pelo indice Metabélico) em 75
voluntarios sadios da regido de Campinas. Para a caracterizacdo da Fenotipagem foi usada a
substancia teste Dextrometorfano (DM). Esta foi monitorada por espectrometria de massa
mediante a determinacdo da concentracdo do seu principal metabdlito o Dextrorfano (DX),
que foi extraida das amostras de urina. Os resultados foram comparados entre estas duas
metodologias e apresentaram alta correlacdo. Os resultados obtidos sdo a identificacdo das
freqUéncias dos alelos *1, *3 e *4 pelo método PCR Tetra Primer (30.66%, 1.3% e 14%,
respectivamente). O método de sequienciamento detectou também outros alelos que ndo foram
detectados pela PCR Tetra Primer. A avaliagdo do nimero de copias do gene CYP2D6
também foi avaliada, detectando em um voluntario 3 cépias do gene CYP2D6, caracteristica
de metabolizadores Ultra-rapidos. Podemos afirmar que os métodos usados forneceram perfis

dos polimorfismos de maneira rapida e pratica.

Palavras-chaves: Polimorfismos. Citocromo P450. Metabolismo de farmacos.



ABSTRACT

Gamarra JGA. Study to Genotype and Phenotype characterization of enzymatic activity of
Subfamily Cytochrome P450 CYP2D6 of health volunteers. [Ph. D. thesis (Pharmacology)].
Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2011.

The CYP450 enzymes are the major drug metabolizing enzymes. They are encoded by genes
that show genetic polymorphisms which gives them several phenotypic characteristics. These
phenotypes are Poor Metabolizers or PM, or Extensive Metabolizers or EM, Intermediate
Metabolizers or IM, and finally, Ultra-rapid Metabolizers or UM. Pharmacogenetics is the
science that studies these genetic variations and its relationship to therapeutic response in the
body. One of CYP450 enzymes is CYP2D6 enzyme, which are responsible for the
metabolism of 25% of clinically prescribed drugs. The main objective of this study was to
identify the most important polymorphisms of this gene: CYP2D6 * 1, CYP2D6 * 2,
CYP2D6 * 3, CYP2D6 * 4, CYP2D6 * 5, CYP2D6 * 6, CYP2D6 * 10, CYP2D6 * 17 and
CYP2D6 * 41 by genotyping methods (PCR Tetra Primer and Sequencing) and phenotyping
(by metabolic rate monitoring) in 75 healthy volunteers in Campinas region. To characterize
the phenotyping was used to test substance Dextromethorphan (DM). This was monitored by
mass spectrometry by determining the concentration of its major metabolite the Dextrorphan
(DX), which was extracted from urine samples. The results were compared between these two
methods and showed high correlation. We can obtain the identification of allelic frequencies
of alleles * 1, * 3 and * 4 by Tetra Primer PCR (30.66%, 1.3% and 14% respectively). The
sequencing method has also detected other alleles that were not detected by PCR Tetra
Primer. The assessment of the number of copies of the CYP2D6 gene was also assessed. This
method detected a volunteer which carrying three copies of CYP2D6 gene, characteristic of
Ultra-rapid metabolizers. We can say that the methods used in this study provide

polymorphism profiles quickly and conveniently.

Keywords: Polymorphisms. Cytochrome P450. Drug metabolism.
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1.1 Aspectos evolutivos

As enzimas monoxigenases Citocromo P450 ou CYP450 (do inglés Cytochrome
P450) séo parte de uma enorme familia ou “superfamilia” de enzimas microssomais que,
acredita-se, existem ha 3.5 bilhdes de anos. Organismos primarios, provavelmente, usaram
estas enzimas para metabolizar ou sintetizar moléculas esterdides importantes para a
integridade da sua membrana celular’. Estas enzimas sdo encontradas em diversos
organismos, incluindo bactérias, plantas e animais, implicando a existéncia de um ancestral
comum antes da divergéncia eucariota-procariota®. Estas enzimas apresentam, principalmente,
duas funcbes importantes: a biossintese de compostos enddgenos (xenobidticos) e o
metabolismo de farmacos. Para poder realiza-las, elas utilizam os elétrons provenientes da
molécula nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH) ou, algumas vezes,
a partir de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH) para a ativacdo de oxigénio
molecular. A sua capacidade de ativar o oxigénio molecular e posteriormente de inserir um
atomo de oxigénio em um substrato foi explorado por muitos organismos para diversos

propésitos?.

A funcdo de metabolizar compostos exdgenos apareceu, provavelmente, ha 400 a 500
milhGes de anos e, acredita-se, que esta funcdo foi desenvolvida para a detoxificacdo celular

de compostos quimicos de origem vegetal tais como alcal6ides, entre outros®.

As enzimas CYP450 sdo os agentes oxidantes mais poderosos in vivo, capazes de
realizar a oxidacdo de uma grande variedade de substratos quimica e biologicamente néo
relacionados® * °. Acredita-se que estas enzimas humanas estéo envolvidas na oxidacéo de 70-
90% dos farmacos utilizados clinicamente, e também participam do metabolismo de um vasto
nGmero de agentes quimicos como carcinogénicos e pesticidas®. Algumas das CYP450 sdo
extra-hepéticas e tém importante funcdo em diversas vias de sintese, incluindo a biossintese
de esteroides nas glandulas supra-renais e a biossintese de prostaciclinas e tromboxanos entre

outros compostos’ &,

A maioria dos farmacos lipossolaveis (hidrofobicos) que ingressa em nosso organismo
sofre dois processos de eliminacdo bem conhecidos, a excrecdo e o metabolismo. Os

principais 0rgdos através dos quais os farmacos e seus metabdlitos sdo removidos do corpo
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s30 0s rins, o sistema hepatobiliar e os pulmdes® *°. Outros 6rgéos com capacidade metabélica
significativa incluem o trato gastrintestinal, pancreas, cérebro, pulméo, glandulas adrenais,
rins, medula, mastdcitos, pele, ovérios e testiculos™. Os compostos hidrofébicos ndo sdo
eliminados eficientemente pelo rim. Portanto, a maioria dos farmacos lipofilicos é convertida
a produtos mais polares (com maior hidrossolubilidade), posteriormente sdo excretadas na
urina. O metabolismo destes compostos ocorre principalmente no figado pelo sistema

enzimatico CYP450™, e por outras enzimas ndo microssomais’.

1.2 Metabolismo de farmacos

O metabolismo dos farmacos envolve duas classes de reaces bioquimicas, de Fase | e
de Fase Il que acontecem, principalmente, no figado. Alguns destes farmacos também séo
metabolizados no plasma, pulm&o ou no intestino. As reacOes de fase | se caracterizam por
aumentar a polaridade dos compostos lipofilicos e, geralmente, consistem de rea¢es quimicas
como oxidacdo, reducdo e hidrolise, e os produtos sdo, com freqiiéncia, mais reativos e,
paradoxalmente, mais toxicos ou mais carcinogénicos que os farmacos originais™ ***°. As
reacOes de fase Il envolvem a conjugacdo (glicuronidacdo, sulfonacdo, entre outros, e
inclusive a adicdo de aminoacidos) que, geralmente, resultardo em compostos inativados.
Com freqliéncia, as reacdes da fase | introduzem um grupo relativamente reativo, como por
exemplo, o grupo hidroxila, na molécula (processo chamado de funcionalizacédo).
Posteriormente, este grupo funcional serve como ponto de ataque para 0 sistema de
conjugacdo, fixando um substituinte como glicuronideo. Em geral, ambas as etapas diminuem

a lipossolubilidade, aumentando assim a eliminagéo renal do farmaco® % °,

Muitas enzimas hepéticas envolvidas no metabolismo de farmacos —incluindo as
CYP450- encontram-se no reticulo endoplasmatico liso e sdo conhecidas como enzimas
microssomais. Para atingir essas enzimas metabolizadoras, o farmaco precisa atravessar a
membrana plasmatica do hepatocito. As moléculas polares fazem isso mais lentamente do que
as moléculas nédo polares, exceto quando existem mecanismos especificos de transporte, de
modo que o metabolismo hepatico €, em geral, menos importante para farmacos polares que
para os lipossollveis. A excre¢do se da, em maior proporcao, do farmaco na forma inalterada

na urina que do seu metabélito®.
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1.3 Enzimas Citocromo P450

As enzimas CYP450 sdo proteinas monooxigenases que possuem um grupo heme e
possuem propriedades redox Unicas, as quais sdo fundamentais para as suas diversas fungdes.
Compreendem uma superfamilia de enzimas relacionadas, porém distintas, que diferem uma
da outra pela seqliéncia de aminoacidos, na regulacdo por inibidores e agentes indutores e na
especificidade das reacdes que catalisam'® *’. Todas estas enzimas sdo produtos da mesma
superfamilia de genes'®. A purificacdo das enzimas P450 e a clonagem de cDNA formam o
esqueleto do atual sistema de classificacdo, que é baseada nas semelhancas das sequéncias de

aminoéacidos®®.

O seqlienciamento do genoma humano mostrou a presenca de 57 genes funcionais e
58 pseudogenes®® # dispostos em 18 familias (enzimas que compartilham uma identidade >
de 40%) e 42 subfamilias (enzimas que compartilham uma identidade > 55%). Sao trés
familias principais (Familias 1, 2 e 3) as responsaveis pelo metabolismo de farmacos

terapéuticos™ %,

A nomenclatura das CYP450 que é usada por convencao € a que seguiremos neste
trabalho. Usaremos como exemplo a denotacdo do gene CYP2D6*4. Aqui observamos a sigla
CYP, esta se refere ao citocromo P450. Logo continua o nimero 2 que significa o namero da
familia, depois prossegue a letra D que identifica a subfamilia, sequido do nimero 6 que
indica a isoenzima 6. A continuacdo vem o simbolo estrela (asterisco) que indica uma variante

alélica, é seguido de um niimero correspondente & variante alélica, neste exemplo 4%.

As diferentes isoformas das enzimas CYP450 variam em abundancia dentro do figado,
embora as proteinas CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4 estdo envolvidos em 70 — 80% de todas as

oxidacdes metabélicas de Fase | dos farmacos clinicamente prescritos® .

1.4 Farmacogenética e Polimorfismos de DNA

A farmacogenética € a ciéncia que estuda a existéncia de varia¢fes nas seqliéncias de

DNA que possam alterar a maneira como 0 nosso organismo responde ao tratamento com
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farmacos. De maneira geral, estas variacbes podem acontecer em genes que codificam para
transportadores de farmacos, enzimas envolvidas no metabolismo de farmacos ou a proteinas
que estdo relacionados com o alvo de farmacos®. A farmacogenética ostenta o potencial de
identificar um farmaco em particular e a dose deste que sera 0 mais adequado para se obter
um efeito terapéutico bem sucedido para cada paciente. Este € um dos principais objetivos da

moderna terapia com farmacos, a qual é descrita como a “medicina personalizada”?® ',

Em todos os organismos ocorrem variagdes naturais na seqiiéncia do DNA do genoma.
Foi estimado que em seres humanos diferencas de nucleotideos entre individuos podem ser
detectadas mais ou menos a cada 200 nucleotideos. Essas variacdes na seqiiéncia do DNA séo
conhecidas como polimorfismos. A definicdo do termo polimorfismo foi mudando com o
decorrer do tempo. Em 1971 se definia como alguma situacdo onde 0s membros de uma
populacdo podem apresentar distintos fendtipos, onde os fenétipos tém uma apreciavel
incidéncia maior que 2%?®. Atualmente, o termo polimorfismo é usado para descrever

variantes alélicas que sdo detectadas em mais de 1% da populac&o®.

A origem dos polimorfismos se deve a existéncia de mutagdes espontaneas ou ndo na
sequéncia de DNA, sendo que algumas destas mutacdes ocorrem nas sequéncias
codificadoras, levando a producdo de sequéncias protéicas defeituosas. Outras ocorrem em
sequéncias ndo-codificadoras que, geralmente, ndo afeta a expressdo génica. Em muitos
organismos e incluindo seres humanos, os polimorfismos parecem estar associados a
mudancas em apenas uma base (chamados de SNPs do inglés Single Nucleotide
Polymorphism ou polimorfismo de um Unico nucleotideo), e geralmente proximos aos sitios
com sequéncia do dinucleotideo CG. Conseqlientemente, sitios de clivagem de enzimas de
restricdo que contenham esse dinucleotideo sdo geralmente polimorficos, podendo ser
facilmente detectadas e amplificadas pela técnica Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
utilizando seqliéncias de DNA franqueadoras especificas como iniciadoras (primers). Por
outro lado, sequiéncias repetidas polimorficas dardo origem a variantes alélicas diferentes e,

portanto, serdo de uso mais geral no mapeamento de loci de doengas®® 3%,

Todos os genes que codificam para as diversas enzimas CYP450 das familias 1 a 3 sdo
polimérficos, mas os genes polimdrficos clinicamente mais importantes sdo CYP2C9,
CYP2C19 e CYP2D6 sendo que os genes CYP1Al e CYP2EL sdo relativamente menos
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polimérficos no ser humano®. Este polimorfismo génico gera respostas interindividuais
diversas devido a constante exposic¢ao a agentes quimicos na populagéo, causando em muitos
casos, varios tipos de patologias. Devido principalmente a grande abrangéncia das diferentes
enzimas CYP450 a seus substratos sdo usados no tratamento de depressdo, panico, psicose,

desordens gastrintestinais e/ou Glceras, cancer, desordens cardiovasculares e epilepsia’’.

As mutacdes nos genes CYP450 podem codificar para enzimas com atividades nula,
reduzidas, alteradas ou incrementadas. A atividade nula geralmente é observada quando o
gene ¢ deletado, mas também por diversas causas como amadurecimento do mRNA (splicing)
alterado, cddons de parada, sitios de inicio transcricional abolido e trocas para aminoacidos
deletérios. A atividade reduzida é observada quando had uma mutacdo nos sitios de
reconhecimento de substrato, causando a sintese de enzimas com especificidade alterada para
0 substrato, este fendtipo é também evidenciado quando acontece uma mutagdo no sitio de
dobragem ou folding. O incremento da atividade é observado em pacientes que carregam uma
ou mais cpias de um gene ativo da CYP450%. A evidéncia deste polimorfismo significa que
a capacidade metabdlica do sistema das enzimas CYP450 ndo é igual em todos os individuos
de uma populacdo. Como resultado disto, os indices de conversdo metabdlica e de excrecdo
dos farmacos varia entre individuos em condicdes que vao desde extremamente lento até

ultra-rapidos'® 2% 34,

De acordo a uma classificacdo convencional de fendtipos baseados na aceitacdo das
relacBes de dominancia e recessividade alélicas, sendo que o fendtipo é determinado pelo
hapl6tipo (combinacdo completa de polimorfismos em um cromossomo) mais eficiente do
gen6tipo®™. Podem ser identificados quatro fendtipos mediante o uso de técnicas de
genotipagem: Metabolizadores Lentos (PM de poor metabolizers) sdo aqueles que carecem da
enzima funcional; metabolizadores intermediarios (IM de intermediated metabolizers) que sdo
heterozigotos para um alelo deficiente ou carregam dois alelos que causam atividade
reduzida; metabolizadores extensivos ou normais (EM de extensive metabolizers) que tém
dois alelos selvagens; e Metabolizadores ultra-rapidos (UM de ultrarapid metabolizers) que
tém duas ou mais copias do mesmo gene funcional com atividade intensa, uma caracteristica
de heranca dominante'” #. Para as pessoas que apresentam o fendtipo PM, o tratamento com
doses normais causard aumento das concentracGes plasmaticas do metabdlito atingindo até

niveis toxicos, observando-se, portanto, um acumulo do farmaco no organismo, podendo
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causar sérias conseqiiéncias®®. No grupo de pessoas que apresentam o fen6tipo UM, o
tratamento com doses normais de um farmaco ndo atingira o efeito farmacologico esperado,
pois este sera metabolizado muito rapidamente, impossibilitando o sucesso terapéutico. Isto
pode ser observado na Figura 1, onde a relacdo genotipo-fendtipo e suas consequiéncias

farmacocinéticas e clinicas sio mostradas®’.
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Figura 1. Esquema onde se evidencia a forte relacdo gendtipo-fendtipo. A partir do esquema do
cromossoma humano onde se localiza 0 gene CYP2D6, se observam os alelos e suas
possiveis combinacBes que podem evidenciar um fenotipo especifico. Alelos nulos séo
representados com caixas brancas, alelos funcionais normais com caixas pretas e alelos com
fungdo alterada com caixas riscadas. O porcentual de cada fenotipo é de uma populagdo
caucasiana.

Fonte: Adaptado de Zanger, 2004.

1.5 Genotipagem

Aproximadamente 20 — 25% do metabolismo de todos os farmacos da fase | séo
realizados pela enzima CYP2D6* (Figura 2). O gene CYP2D6 esta localizado no
cromossomo 22¢13.1. O lécus contém dois pseudogenes vizinhos, CYP2D7 e CYP2D8
formando um cluster. A evolucdo do I6cus CYP2D envolveu a eliminagédo de trés genes e a

inativacdo de dois (CYP2D7 e CYP2D8) e a parcial inativacdo de um gene CYP2D6%,
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Figura 2. Diversos Genes CYP450 e seu porcentual de metabolismo de farmacos mais prescritos
clinicamente nos Estados Unidos de América.

Na atualidade, 74 alelos polimorficos diferentes do gene CYP2D6 foram descritos na
literatura. O gene consiste de 9 éxons e 8 introns, com uma sequiéncia de leitura aberta ou
ORF (do inglés Open reading Frame) de 1491 pares de bases que, por sua vez, codificam
para um polipeptideo de 497 aminoécidos®'. A enzima é parte de uma pequena porcentagem
de todas as CYP450 hepaticas (2 — 4%), porém seu papel no metabolismo de farmacos é
muito maior do que sua porcentagem relativa®" *. Antes da cristalizacdo da CYP2D6, a idéia
que se tinha sobre a sua estrutura era baseada na estrutura tridimensional do citocromo P450
BM-3 ou CYP2C5. Porém, o uso de algumas técnicas como mutacgdo sitio dirigida e também
aleatéria mostraram que elas mantinham muitas diferencas moleculares entre si'**. Contudo,
em 2006 foi publicada a cristalizagdo desta enzima em humanos®. A expresséo foi realizada
em modelo bacteriano (Escherichia coli), e a analise cristalografica revelou aspetos
desconhecidos na época. A enzima CYP3A4 apresenta maior afinidade por muitos substratos,
geralmente atribuido a sua grande cavidade de sitio de ligacdo, a CYP2D6 reconhece s6
substratos que contenham nitrogénio basico protonado e um anel aromatico planar. Esta
caracteristica é encontrada em grande nimero de farmacos do sistema nervoso central e
Sistema cardiovascular, que agem na superfamilia de proteinas de receptores acoplados a
proteinas G. Portanto, antes desta publicacdo, o que se tinha como referéncia de estrutura da
CYP2D6 era pela comparagdo com isoformas cristalizadas de CYP2C e CYP3A4, que
mostravam uma homologia de 40% e 18%, respectivamente (Figura 3)*°. Hoje se sabe que a
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reacdo de hidroxilacdo das CYP2D6 acontecem a uma distancia de aproximadamente 5 a 7
A3 Atualmente existem trabalhos in silica de modelos computacionais desta enzima que

visam poder fazer previsdes de sitio metabélico para substratos novos*.

Um aspecto importante que diferencia esta enzima das outras CYP450 ¢ o fato de ndo
ser regulado por nenhum agente ambiental e ndo é induzivel por nenhum horménio. Outra
caracteristica foi a respeito do fenotipo deste gene em sujeitos que carecem da enzima e entre
sujeitos com inclusive 13 copias do mesmo gene, isto leva a concluir que a CYP2D6 ndo tem
uma funcdo enddgena importante. Para muitos farmacos, especialmente os psicotropicos, se
considera a CYP2D6 como uma enzima de alta afinidade e de baixa capacidade, isto implica

que esta enzima metabolizara, preferencialmente, os farmacos a concentragdes mais baixas®®.

Figura 3. Diagramas representando dois modelos cristalograficos. A esquerda, a estrurura da enzima
CYP2D6, a direita a estrutura da enzima CYP2C9. Nota-se a diferenga entre as duas
estruturas, especialmente do sitio de ligagdo de substrato, sendo da enzima CYP2D6 menor
em tamanho.

Fonte: Adaptado de Rowland, 2006.

Com o decorrer do tempo, desenvolveram-se varias técnicas que permitem identificar
o polimorfismo dos genes CYP450. Estas técnicas sdo usadas para caracterizar o
polimorfismo de um Unico nucleotideo ou para detectar variantes alélicas em amostras de
DNA genémico de humanos. Estas técnicas incluem: seqlenciamento direto, métodos
baseados na extensdo de primers (primer extension), métodos de hibridacdo (que incluem
“Chips” de DNA de varios tipos) e, analise com enzimas de restricdo entre outras*. As
técnicas mais utilizadas sdo: Estudos de restricdo por Polimorfismo no comprimento de

fragmentos de restricdo ou RFLP (Restriction fragment length polymorphism), geralmente
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depois de ter amplificado uma regido especifica de um dos genes da P450 pela técnica PCR,
amplificacdo de um alelo especifico pelas técnicas ARMS (The amplification refractory

42,43, 44, 45

mutation system em inglés) e Tetra Primer que permitem genotipar polimorfismos de

nucleotideos pontuais, a técnica de Multiplex PCR* e a técnica de Real Time PCR*" %,
Atualmente, tém sido desenvolvidas técnicas que permitem analisar muitos SNPs e de varios
genes CYP450 ao mesmo tempo, usando técnicas de espectrometria de massa MALDI-TOF*
(do inglés, Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation Time Of Flight) e que ja foi usada

para a analise de 50 SNPs dos genes CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4 e CYP1A2%.

Existe correlacdo entre as diferencas étnicas e a distribuicdo dos fenétipos EM, PM e
UM. Os PM estdo presentes em aproximadamente 5 — 14% dos caucasianos. Em asiaticos,
africanos e afro-americanos tem uma alta porcentagem de diminuicdo de funcdo ou sem
nenhuma funcédo (entre 40% e 50%) do que dos caucasianos (26%) para a enzima CYP2D6.
Os fendtipos UMs apresentam uma duplicacdo completa funcional do alelo CYP2D6, que
resulta em maiores niveis de enzimas CYP2D6. Devido a estes niveis enzimaticos maiores, 0s
UMs precisam de uma dose maior para manter um nivel terapéutico do farmaco no sangue.

Os UM sdo geralmente raros e representam 1-3% da populagdo caucasiana™ '

Em um estudo realizado por Sistonen et al. em 2007, foram genotipados 1060
individuos de diferentes regides do planeta, agrupados em oito regides geograficas: Africa
subsaariana, Africa do norte, Oriente médio, Europa, Asia central/sul, Este da Asia, Oceania,
e América. Eles analisaram um grande nimero de hapl6tipos do gene CYP2D6 (*1, *2, *3,
*4, *5, *6, *9, *10, *17, *29, *39 e *41, assim como 0 numero de cdpias destes genes. Os
resultados mostraram que Europa apresentava uma grande freqtiéncia de fenotipo PM (8%), e
foi o Unico continente que apresentou uma distribuicdo bimodal. Nos outros casos a
distribuicdo foi unimodal, mas a Unica caracteristica comum foi a predominéncia do fenétipo
EM. O segundo maior grupo metabdlico em América do Norte, Oceania, foi o fen6tipo UM
(40, 26, 12 e 8%, respectivamente). Ademais, individuos da Oceania e americanos se
enquadraram nos fendtipos UM ou EM, que prevé alta capacidade metabolica, enquanto o
fendtipo PM foi completamente ausente. As variantes alélicas comuns de fungdo diminuida,
tais os casos dos alelos *10, *17 e *41, mostraram um numero maior de fen6tipo IM no Este

da Asia, Africa e Oriente Médio quando comparados a outras regides, um fato ja conhecido
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mas, a genotipagem do haplotipo *41 permitiu identificar um nimero relevante de fenotipos
IM no Oriente Médio® (Figura 4) .
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Figura 4. S8o mostradas as frequiéncias das classes de fendtipos em diferentes regides geograficas. Os
fendtipos foram previstos a partir dos genétipos. UM: Metabolizadores ultrarapidos; EM:
Metabolizadores Normais ou completos; IM: Metabolizadores intermediarios; PM:
Metabolizadores lentos.

Fonte: Adaptado de Sistonen, 2007

As variantes alélicas nulas que ndo codificam para uma enzima funcional e que nao
apresentam nenhuma atividade enzimatica residual detectavel e que se correlacionam com o
fendtipo PM sdo *3, *4, *5, *6, *7, *8, *11, *12, *13, *14, *15, *16, *18, *19, *20, *21, *38,
*40, *42, *44, *56 e *62. Sendo que os alelos *3, *4, *5 e *6 compreendem quase 97% dos

alelos que causam o fen6tipo PM em caucasianos?'.

O alelo *2 apresenta duas mutagdes, a primeira na posi¢do 1661 do intron 3, trocando
a G por C (1661G>C) e a segunda na posicdo 2850 do intron 6, trocando a C por T
(2850C>T). Apresenta uma troca de C por G na posi¢do 1548 (1548C>G), e esta mudanga
leva a substituicdo de dois aminoacidos, um na posi¢do 296 (MRNA) de Arginina para Serina
(R296C), a segunda na posicdo 486 (MRNA) de Serina para Treonina (S486T).

O alelo *3 contém uma delecdo de Adenina (A) na posi¢do 2549 do éxon 5, levando a
uma ruptura do marco de leitura do mRNA, sem a producéo da enzima. O impacto funcional

deste alelo ainda é desconhecido.
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O alelo *4 tem uma freqiiéncia de 22%, e em algumas populagcdes como a sueca,
representa 75% dos alelos mutantes. Entretanto, apresenta uma baixa freqiiéncia na populacédo
chinesa (~1%) e africana (3,9%). Este alelo apresenta uma mutacgdo na posi¢do 100, trocando
a citosina (C) pela timina (T) (C>T) e também outra mutacdo na posi¢do 4180, trocando a
guanina (G) por C (4180G>C).

O alelo *5 se refere a delecdo do gene inteiro e sua freqléncia (4-7%) é similar em
diferentes grupos étnicos. Este alelo é o segundo alelo de inativacdo mais comum na
populacdo do Reino Unido e a freqiiéncia nas populagdes caucasianas é de 4%.

O alelo *6 apresenta uma delecéo na posi¢do 1707 que impede a formacdo da enzima.

Os alelos *10, *17, *41 apresentam uma atividade significativamente diminuida
atribuida a uma pouca estabilidade da enzima, alteragdo no reconhecimento do substrato e a
diminuicdo da afinidade enzima-substrato. A mudanca da atividade enzimatica pode ser

substrato-dependente como € o caso do alelo *17.

Geralmente os individuos apresentam um fenétipo PM ou IM. O alelo *10 acontece
em 33-43% dos asiaticos, incluindo japoneses, coreanos e chineses e residentes das ilhas do
pacifico. No entanto, este alelo apresenta uma baixa freqiiéncia em caucasianos, afro-
americanos e outros grupos populacionais como indios e amerindios (2 — 5 %). Sujeitos
homozigotos *10/*10 precisam de doses menores de farmacos como metoprolol do que
sujeitos homozigotos selvagens *1/*1 para poder atingir o mesmo efeito terapéutico.

O alelo *17 apresenta freqliéncias altas em africanos e afro-americanos, mas é
praticamente ausente em caucasianos. As freqliéncias sdo variaveis, dependendo do pais de
origem, sendo de 34% para residentes de Zimbabue, 17 para 0s de Tanzania, 28% para 0s
Ganeses e 9 % para os etiopianos. Mais de 10% de zimbabuenses sdo homozigotos para este
alelo.

O alelo *41 é uma variante do alelo *2, também apresenta uma troca de C por G na
posicdo 1548 (1548C>G), e esta mudanca leva a substituicdo de dois aminoacidos, um na
posicdo 296 (MRNA) de Arginina para Cisteina (R296C), a segunda na posi¢do 486 (MRNA)
de Serina para Treonina (S486T). Dois estudos recentes tém demonstrado que a substituicdo
1548C>G se encontra em desequilibrio de ligagdo com o polimorfismo 2988G>A,

ocasionando um splicing defeituoso do mRNA. No entanto, os individuos homozigotos para
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CYP2D6 séo fenotipicamente similares a IMs com um unico alelo deficiente. Os alelos
CYP2D6*2 e CYP2D6*41 sdo os haplotipos mais comuns que apresentam duplicacdo e
multiduplicagfo, como resultado de presséo seletiva, que pode haver acontecido na Africa do
Norte”. A Figura 5 mostra um esquema com os diferentes sitios de mutago, analisados neste
estudo, correlacionados com seus respectivos haplotipos e, ainda, o efeito que elas causam na

atividade enzimatica®
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Figura 5. Esquema das variantes alélicas do gene CYP2D6 com suas respectivas atividades
enzimaticas. Mostra-se somente os hapl6tipos analisados neste trabalho.
Fonte: Figura adaptada de Sistonen, 2007.

A Figura 6 mostra um esquema onde se comparam os alelos CYP2D6*1 (selvagem)

e o0 alelo CYP2D6*2. Notam-se, ainda, as substitui¢ces ou trocas de aminoacidos no alelo *2.

Alelos Funcionais do gene CYP2D6

2D8P 2D7P 2D6
Chr. 22q13.1
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Conversmn 2D6/2D7 (intron 1)
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Figura 6. Esquema do gene CYP2D6*1 (selvagem) e o alelo *2. Observam-se as substituicdes de
Arginina por Cisteina (R296C) e Serina por Treonina.
Fonte: Figura adaptada de Zanger, 2004
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1.6 Fenotipagem

O procedimento mais comum de fenotipagem ¢ a determinacdo do indice metabolico
(MR do inglés Metabolic Ratio), que é o indice das quantidades do farmaco inalterado e o
metabdlito farmaco que aparece na urina durante um intervalo de tempo, apds a administracéo
de uma Unica dose da substancia teste®’. Em estudos de populacionais, 0 MR é uma medicéo
sensivel de polimorfismos, que € baseado de maneira inversa a sua depuracdo plasmatica (ou

clearance, em inglés), demonstrado por consideracdes teéricas por Jackson e outros™.

A determinacdo do fendtipo do gene CYP2D6 foi amplamente estudada em
farmacogenética clinica. Os farmacos debrisoquina, esparteina, metoprolol e dextrometorfano
(DM), entre outros, tém sido usados tradicionalmente como substancia teste ou probe para
medir a atividade da CYP2D6 in vivo e in vitro. DM [D-(+)-3-methoxy-17-methyl-
(9a,130,14a)-morphinan] é um antitussigeno nao-narcotico de acao central, administrado por
via oral e amplamente prescrito como hidrobrometo de DM. O DM esta estruturalmente
relacionado ao opidide morfinico levorfanol, possui sitios de ligacdo no Sistema Nervoso
Central tais como os receptores N-metil-D-aspartato e os receptores sigma. Na clinica médica,
ele é usado para atenuar a tolerancia analgésica produzida pela substancia morfina, pois nédo
causa dependéncia. Este farmaco é metabolizado em seu metabdlito ativo dextrorfano (DX),
portanto este farmaco é um pré-farmaco™. Ele é bem absorvido pelo sistema digestivo e n&o
se liga as proteinas plasmaticas. Seus efeitos adversos do DM s&o muito raros e sua toxicidade
¢ muito baixa. Dado que a debrisoquina e a esparteina estdo disponiveis somente em um
namero limitado de mercados e algumas vezes eles causam efeitos colaterais, 0 DM parece
ser a substancia de escolha que muitos laboratorios utilizam como substancia teste para
determinar o fen6tipo do CYP2D6.

Embora as concentra¢cbes dos compostos parentais e dos metabdlitos podem ser
determinadas em diferentes fluidos bioldgicos (por exemplo, plasma e saliva), seu indice
metabdlico (DM/DX) na urina é o método mais freqiientemente usado para avaliar o
metabolismo da CYP2D6 in vivo. Alguns estudos sugerem que existe uma boa correlagéo nos
resultados da medicdo do indice metabélico nestes diferentes tecidos®. Em um estudo mais
recente foi levantada a hipdtese que as propor¢des metabdlicas urinarias ndo refletiriam o

clearance oral do DM®*. Desta maneira, a razdo metabélica urinaria DM/DX é rotineiramente
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aplicada para segregar as populagdes em dois grupos principais de fenétipos: Completos (EM
do inglés Extensive Metabolizer) e Lentos*® (PM do inglés Poor Metabolizer). E consenso o
uso do anti-modal com valor de 0.3, que é o ponto de corte entre EMs e PMs. Valores maiores
ou iguais a 0.3 sdo caracteristicos de pessoas com fenotipo PM, valores menores de 0.3
consideram-se como fenétipo EM. A razdo DM/DX pode ser medida na urina pelos métodos
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance/Pressure

Liquid Chromatography), Cromatografia de Gas Liquido/Sélido (GC), entre outros® .

A principal enzima que catalisa a O-desmetilacéo do dextrometorfano é a CYP2D6",
gerando seu principal metabdlito o DX *®, Mas esta via ndo é a Unica, existe outra via de
metabolismo do DM, mediado por CYP3A3/4, CYP3A5, CYP2A7, CYP2C9 e CYP2C19.
Todas elas catalisam a biotransformacao de DM a 3-metoximorfina (MM) que € um composto
inativo, via N-desmetilacdo. Ambas a DX e a MM séo desmetiladas a 3-hidroximorfina (HM)

21, 52, 53

a qual é excretada na urina, principalmente conjugado com glicuronideo“™ >~ °°, isto €

mostrado na Figura 7.
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Figura 7. Metabolismo de dextrometorfano pela CYP2D6. A formacdo de dextrorfano a partir de
dextrometorfano é principalmente mediada pela CYP2D6 via O-desmetilagdo. As reacdes
por N-desmetilacdo sdo mediadas principalmente pela enzima CYP3AA4.

Fonte: Adaptado de Zhou, 2009.
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1.6.1 Farmacocinética

Apos a administracdo oral, 0 DM ¢ absorvido rapidamente, entrando na circulacao
sangliinea e atravessando a barreira hematoencefélica. O farmaco DM é metabolizado por
varias enzimas do figado e, em seguida, processado através de O-demetilacdo (responsavel
pela producdo do DX), de N-desmetilacdo, e de conjugacdo parcial com &cido glicurdnico e

fons sulfato?!: > %3,

A primeira passagem através da veia porta hepética resulta na metabolizacdo do DM
em DX, o derivado 3-hidroximorfina, através da enzima CYP2D6. Algumas horas apos a
terapia com DM em seres humanos, os metabdlitos 3-hidroxi-N-metilmorfina e 3-morfina,

assim como os tracos da droga inalterada DM, s&o detectaveis na urina®* .

1.6.2 Farmacodindmica

Em doses terapéuticas, o0 DM possui acao central, elevando o ponto inicial da tosse,
sem inibir a atividade ciliar. O DM ¢ absorvido rapidamente e inicia sua atividade entre 15 e
60 minutos apds a ingestdo. A duracdo da acdo ap6s a administracdo oral é de 3 a 8 horas. A
dosagem média necessaria para uma terapia eficaz desse antitussigeno é de 10 mg a 30 mg a

cada 4 ou 6 hs™.

1.6.3 Bioequivaléncia

A bioequivaléncia se refere a comparacao da biodisponibilidade de dois farmacos de
origem diferentes, ou seja, como estes se comportam no organismo em termos de
disponibilidade para exercer sua acdo terapéutica. Sao considerados bioequivalentes quando
sdo semelhantes para ambos os parametros Concentracdo plasmatica Maxima e Tempo para
alcancar a Concentracdo Méaxima no plasma e as respectivas areas sob a curva de

concentracdo plasmatica versus tempo séo equiparaveis.

Algumas questdes de bioinequivaléncia tém sido observadas entre farmacos,
justificando a importdncia dos estudos comparativos de diferentes preparagdes quanto a
biodisponibilidade, a fim de garantir ao paciente equivaléncia terapéutica entre os diferentes
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medicamentos comercializados, principalmente quando se trata de terapias de risco, onde as

substituicdes entre formulacdes podem resultar em graves problemas.

A continuacdo descrevem-se 0s parametros mais usados para a determinacdo da

bioequivaléncia entre farmacos:
1.6.3.1 Concentracgao plasméatica maxima (Cmax)

A Cmax representa a maior concentracdo plasmatica atingida pelo farmaco apés a
administracdo oral, ela é diretamente proporcional a absorcdo. Portanto, depende diretamente
da extensdo, da velocidade de absorcdo e da velocidade de eliminacdo. Para um efeito
terapéutico Otimo e seguro, esse parametro deve estar posicionado, sobre a curva de
concentracdo sanguinea versus tempo, entre a concentracdo minima efetiva e a concentracao

méxima tolerada’.
1.6.3.2 Tempo para alcangar a concentracdo maxima no plasma (Tmax)

A Tmax tem apresenta relacdo estreita com a velocidade de absorcdo do farmaco e
pode ser usado como simples medida da absorcdo. E alcancada quando a velocidade de

entrada do farmaco na circulago é excedida pelas velocidades de eliminag#o e distribuicdo®.
1.6.3.3 Area sob a curva de concentracdo plasmatica versus tempo (AUC)

A AUC indica a quantidade total de farmaco absorvido. Para farmacos administrados
cronicamente, é um parametro mais critico do que a velocidade de absorcdo. E considerado o
pardmetro mais importante na avaliacdo da biodisponibilidade, sendo expresso em
guantidade/volume versus tempo (mgh/mL) e € representativo da quantidade total de farmaco
absorvido apos administragdo de uma dose unica da substancia ativa. A AUC é proporcional a
quantidade de farmaco que entra na circulacéo sistémica e independe da velocidade®.
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1.7 Reacdo Adversa a Farmacos

Os diversos fenotipos foram correlacionados com a presenca das denominadas reacoes
adversas a farmacos (ADR, do inglés Adverse Drugs Reaction) que na linguagem coloquial
sdo chamados de alergias a farmacos. A literatura revela varios casos em pacientes nao
relacionados e descrevem a ocorréncia de ADR na presenca de polimorfismo. Um estudo de
revisao de casos de ADR reportados nos Estados Unidos, cujo objetivo foi avaliar o papel
potencial da farmacogendmica na diminuicéo de incidéncias de ADR. O estudo sugere que a
terapia farmacoldgica personalizada pode causar uma importante diminuigdo nos casos de
ADR’. As enzimas CYP1A2 e CYP2D6 que metabolizam 5% e 25% respectivamente de
todas as drogas prescritas e estas foram relacionadas com o metabolismo de 75% e 38% das
drogas ADR™. Isto sugere que a alteracdo da dose de um determinado farmaco administrado a
um paciente previamente genotipado pode prevenir a ocorréncia de ADR. Unicamente 20%
das drogas que sdo substratos para enzimas nao polimorficas sdo reportadas como ADR. Foi
estimado que: ADR custa a sociedade americana aproximadamente US$ 100 bilhdes,
causando mais de cem mil mortes anualmente nos Estados Unidos, atingindo até um 7% das

admissdes hospitalares no Reino Unido e Suécia por causa de ADRY.



2 JUSTIFICATIVA
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A literatura ressalta o estudo, analise e caracterizacdo dos polimorfismos de enzimas que
metabolizam farmacos e sua importancia devido a diversas razées. Uma delas aborda o
sucesso de um tratamento, que se correlaciona diretamente com o perfil genético da
populagdo. Néo todas as pessoas de uma mesma populacdo respondem de maneira similar a
um determinado farmaco, e isto gera um problema social e econémico, seja para o0 paciente
guanto para 0 governo, pois se investem enormes quantidades de dinheiro em tratamentos que
muito provavelmente ou terdo um efeito ndo tdo bem sucedido ou sem o efeito desejado e s6
poucas vezes bem sucedido. Estes fatos sustentam a necessidade do estudo do perfil
farmacogenético a grande escala na populacdo, mesmo por se tratar de uma populacdo muito
miscigenada. O sistema de salde ainda estd longe de poder brindar, de maneira rotineira,
testes que confirmem os perfis farmacogenéticos para a populacdo, fato que ndo ocasionara
um tratamento farmacoldgico mais personalizado, que ¢ um dos objetivos principais da

Farmacogenética.

Atualmente existem poucos trabalhos no pais que possam indicar com clareza os perfis
de polimorfismos d e alguns genes da CYP450 na populagdo. O problema fica agravado em
nosso pais, de tamanho continental, onde a miscigenacdo aconteceu em todas as regides
geograficas com grupos populacionais diversos. Como foi explicado, existem caracteristicas
polimorficas associadas a grupos étnicos no planeta todo e os imigrantes vieram com essas
caracteristicas genéticas. Portanto, no pais que ja abrigou grandes migracdes ao longo da
nossa historia e que, ainda, continua abrigando, é preciso criar as condi¢des para poder obter
esses dados que serdo de muita utilidade para as politicas de satde publica e para o conforto
do cidaddo com a diminuicdo das reacOes adversas a farmacos e melhor tratamento. Este

trabalho esta plenamente justificado pelos enunciados anteriores.

Este trabalho visa a obtencdo de um perfil genotipico e fenotipico mais geral de uma
amostra populacional pequena na regido de Campinas. A elegancia do trabalho fica por conta

da comparacéo dos dados fenotipicos e os genotipicos, fato que ndo € muito comum no pais.



3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Avaliar os polimorfismos mais freqientes do gene CYP2D6 utilizando como
substancia teste o fArmaco Dextrometorfano em voluntéarios sadios da regido de Campinas —
SP.

3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar os alelos polimorficos CYP2D6*1 (selvagem), CYP2D6*3,
CYP2D6*4, CYP2D6*5 e CYP2D6*6 pelo método de genotipagem usando a
técnica Tetra Primer Multiplex Long PCR (24) em voluntarios sadios usando

como substéancia probe o farmaco DM.

2. Avaliar a influéncia dos alelos identificados correlacionando com as
propriedades farmacocinéticas do farmaco DM e realizar a comparacdo dos

fendtipos pela genotipagem e fenotipagem.

3. Avaliar a frequéncia genotipica dos alelos CYP2D6*1, *2, *3, *4, *5, *6, *10,

*17 e *41 em voluntarios sadios, pelo método de seqlienciamento.

4. Analisar pelo método de Real Time PCR o nimero de copias do gene CYP2D6

em todas as amostras de DNA.



4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Voluntéarios

Setenta e oito voluntarios sadios com idade de 19 a 47 anos (média + Desvio Padrdo
DP: 30,61 + 7,64), com altura média de 1,67 £ 0,09 m e um peso médio de 66.46 + 9,91 kg,
foram compreendidos no estudo. Todos eles assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido, foi informado sobre o estudo (ANEXO A). Os voluntarios nao tiveram historico
recente de medicacdo durante os ultimos 7 dias antes do estudo, nem tampouco histérico de
abuso de drogas ou uso de tabaco; todos eles tiveram diagndstico negativo para hepatite B, C
e HIV, e tiveram também diagndsticos negativos de doencas cardiacas, hepaticas, renais,
pulmonares, neuroldgicas, gastrintestinais e hematoldgicas, e foram avaliados por médicos e

por exames laboratoriais.

4.2 Farmaco teste

O farmaco usado neste estudo foi Dextrometorfano (Dextromethorphan WallTussin).
Cada 5mL contém 10 mg de DM e 100 mg de guaifenesina (Lote 4JK0029, data de expiracao
de 07/2006) de Wallgreen Co., Deerfield, IL. USA).

43  Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP, o
qual aprovou o estudo com o parecer No. 005/2005. Posteriormente, foi submetido a
Comisséo de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do ICB — USP, o qual convalidou o

projeto com o parecer No. 831/CEP.

4.4 Fase clinica de Internagao

Os voluntarios foram internados um dia antes da administracdo do farmaco, entre as
5.00h e 21.00h. Uma vez internados todos os voluntarios receberam alimentacdo 8h antes da
administracdo do farmaco, e no intervalo de tempo méximo de duas horas para a ingestdo de
agua.

Os voluntarios ndo receberam outro tipo de alimento que ndo seja o padronizado

durante todo o tempo de internamento e o unico liquido permitido para beber era a agua. Os
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voluntarios receberam uma dose de 15 mL de WallTussin DM o qual foi ingerido com 200
mL de &gua. A coleta das amostras de sangue (para genotipagem de uma Unica vez e para
fenotipagem com diferentes intervalos) comecou logo ap6s da primeira administracdo e nos
seguintes intervalos de tempos: 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 36, 48, 72,
120 e 168 horas depois de uma Unica administracdo; a coleta de urina se iniciou antes da
administracdo da dose. Ao final da internacdo, apds 24 horas, permitiu-se a saida dos
voluntéarios e eles foram requeridos para retornar ao centro medico nas proximas 36, 48, 72,
120 e 168 horas para a coleta de sangue apds a administracdo. Na ultima coleta (168 h) um

médico avaliou a satde dos voluntarios.

45  Fenotipagem

45.1 Anélise através de HPLC/LC-MS-MS

Os ensaios de quantificacdo da droga DM e de seu metabolito DX na urina foram
realizados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) acoplada ao tandem
Espectrometria de Massa (LC-MS-MS) para possibilitar a caracterizacdo fenotipica de cada
voluntario. As amostras de urina foram coletadas em dois momentos distintos: imediatamente

apos e 12 horas ap6s a administracdo do xarope DM.

4.5.2 Quantificacdo das Amostras

As concentragfes de DM e de DX de urina foram quantificadas através de HPLC-LC-
MS-MS usando como Padréo Interno (PI) as seguintes moléculas Dextrometorfano-D3 (DM-
D3) e Dextrorfano-D4 (DX-D4).

4.5.3 Preparacdo das Curvas de Calibragéo

A curva de calibragcdo consistiu de um branco (matriz processada sem o Pl); de uma
amostra de urina denominada zero (matriz processada com o Pl); e das amostras de urina
padrdes a serem quantificadas.

As amostras de urina padrdes foram preparadas adicionando as solugfes padrfes de
trabalho contendo o analito a ser quantificado (droga mde DM ou seu metabdlito DX) as
amostras controles de urina humana (Tabela 1).
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4.5.4 Preparacdo dos Controles de Qualidade (QC)

As amostras dos controles de qualidade (QC) foram preparadas adicionando-se as
solucgdes padrdes contendo o analito a ser quantificado (DM ou DX) as amostras controles de

urina humana (Tabela 2). Foram utilizados 3 controles de qualidade diferentes.

455 Validacdo da Corrida Analitica

A corrida analitica consiste na curva de calibracdo, QCs e quantificacdo do analito
(DM ou DX) nas amostras coletadas. O coeficiente de variagdo méaximo permitido para os
QCs foi de 15 %, podendo haver 2 rejeicBes por corrida analitica, desde que nao seja na
mesma concentra¢do. Para o Limite de Quantificacdo (LOQ), o coeficiente de variacéo
méaximo permitido foi de 5 ng / mL. Para a curva de calibracdo, pelo menos 5 das 8
concentragcfes deveriam apresentar coeficiente de variacdo de, no maximo, 15 %, desde que
néo correspondessem a menor e / ou maior concentracdo. Para a menor concentragdo da curva
de calibracdo, o coeficiente de variacdo ndo pode exceder 20 %. O coeficiente de linearidade

da curva foi de, no minimo, 95 %.

Tabela 1 - Preparagdo das curvas de calibracdo para a anélise das amostras de urina atraves de
experimentos de fenotipagem

Analito Curva de Volume (mL) e Volume Volume Fator

Calibracéo Concentracéo (mL) Total de

(concentragdo (ng / mL) de Urina (mL) Diluicéo
na urina) da Solugdo Trabalho  Adicionado
(ng/ mL)

DM ou DX 5 1,0 50 9,0 10,0 10
DM ou DX 10 1,0 100 9,0 10,0 10
DM ou DX 20 1,0 200 9,0 10,0 10
DM ou DX 50 1,0 500 9,0 10,0 10
DM ou DX 100 1,0 1000 9,0 10,0 10
DM ou DX 200 1,0 2000 9,0 10,0 10
DM ou DX 500 1,0 5000 9,0 10,0 10
DM ou DX 1000 1,0 10000 9,0 10,0 10
Zero 0 1,0

Branco 0 1,0
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Tabela 2 — Preparacdo das amostras dos controles de qualidade usadas na quantificagdo de DM ou de

DX
QC Controle de Volume (mL) e Volume Volume Fator
Qualidade Concentracédo de Plasma Total de
(concentragéo no (ng/ mL) Controle (mL) Diluicéo
plasma) da Solucéo Trabalho Adicionado

(ng / mL) (mL)

QCA 15 1,0 150 9,0 10,0 10

QCB 150 1,0 1500 9,0 10,0 10

QCcC 750 1,0 7500 9,0 10,0 10

4.5.6 Preparagdo das Amostras

Inicialmente, um volume de 200 pL de amostra de urina foi preparada adicionando-se
50 pL de uma solu¢do contendo PI, a fim de obter uma concentragdo final de 1 pug/mL de PI.
Entdo, 200 pL de tampao carbonato / bicarbonato (pH 8,5) foram adicionados. As amostras
foram misturadas, adicionando-se 4 mL da solucdo éter etilico / diclorometano. Apds
homogeneizacdo, seguida de agitacdo vigorosa, a fase organica (superior) foi transferida para
um novo tubo e seca, usando-se um fluxo de nitrogénio. Um volume de 200 pL de solucdo
aquosa de acetonitrila e 12 mM de &cido férmico foi adicionado & amostra seca para a
reconstituicdo da mesma. Essa solugéo preparada foi homogeneizada e transferida para vials a

fim de possibilitar a sua leitura.

45.7 Sistema HPLC / LC-MS-MS

Um volume de 10 pL de cada amostra preparada foi injetado no sistema HPLC/LC-
MS-MS (quatro LC, Micromass - UK) ajustado com uma bomba de 4 pélos (G1311A,
Agillent-USA) e com um eletrospray positivo (ES+), usando um sistema de monitoramento
de reacdes multiplas (MRM) e uma solugéo de fase movel fluindo no sistema a 1 mL por min.

Utilizou-se uma coluna cromatografica C8 3 um (100 x 4,6 mm, Prevail, Alltech, USA).

4.5.8 Métodos Fenotipicos

As amostras de urina foram coletadas imediatamente antes da administragéo da dose

de 30 mg de DM e até as 12 horas seguidas do ensaio de quantificacdo e para caracterizacao
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da fenotipagem. As amostras foram acidificadas com &cido ascorbico e mantidas a

temperatura de -80°C a espera da fase analitica.
4.5.9 indice Metab6lico de Biotransformacio

De acordo a publicagdes prévias®, as proporcdes de concentragdes DM/DX foram
calculadas para todos os voluntarios. Resultados iguais ou maiores do que 0,3 foram
considerados por serem feno6tipos PM e os resultados menores do que 0,3 foram considerados
por serem fenotipos EM.

4.6  Genotipagem

Foram estudadas 75 amostras de DNA de sangue periférico de voluntarios recrutados

pela Unidade Analitica Cartesius (So Paulo) e pela Unidade de Pesquisa Galeno (Campinas).

4.6.1 Genotipagem dos alelos CYP2D6*1, *3, *4, *6 pelo método de Tetra Primer e alelo
CYP2D6*5 pelo método Long PCR

4.6.2 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA genbmico foi realizada a partir de 4 mL de sangue venoso
coletado em tubos PAXgene Blood DNA Tubes (Qiagen), seguindo o protocolo 2 do Kit
“Easy DNA” (Invitrogen). O DNA foi ressuspendido em tampdo TE [Tris HCI 10 mM,
EDTA 1mM, pH 8.0]. O DNA foi armazenado a -20 °C. O célculo da concentracdo de DNA
extraido foi realizada por espectrofotometria (A = 260nm) utilizando o espectrofotometro UV
Mini 1240 (Shimadzu).

4.6.3 Primers
Os primers foram sintetizados pela empresa Integrated DNA Technologies - IDT

(Coralville, 1A, USA), sendo as sequéncias de bases nitrogenadas descritas por Hersberger
(Hersberger et al., 2000)
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4.6.4 Genotipagem dos alelos CYP2D6*1,*3, *4, *5 e *6

A escolha dos alelos *3, *4, *5 e *6 foi pela sua caracteristica fenotipica por serem
ndo funcionais. A andlise de genotipagem do CYP2D6*3, *4 e *6 foi feita pelo método de
PCR tetra primer* e do alelo 5 sera realizada por multiplex long PCR*. Os primers foram
sintetizados pela IDT (Integrated DNA Technologies). As sequéncias dos primers especificos

para cada alelo estdo representadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Lista de Primers usados no método Tetra Primer. * Os primers em negrita sdo especificos
para as variantes alélicas

Primers Sequéncias

lnew TCCCAGCTGGAATCCGGTGTCG
2new GGAGCTCGCCCTGCAGAGACTCCT
3 GCGGAGCGAGAGACCGAGGA
4new GGTCCGGCCCTGACACTCCTTCT
6 GCTAACTGAGCACG*

7 CGAAAGGGGCGTCC*

11 TCCTCGGTCACCCA*

Awt TCCCAGGTCATCCT*

Bmut TCTCCCACCCCCAA*

Tmut GTCGCTGGAGCAGG*

Dlow CAGGCATGAGCTAAGGCACCCAGAC
Dup CACACCGGGCACCTGTACTCCTCA

DPKup GTTATCCCAGAAGGCTTTGCAGGCTTCA
DPKlow GCCGACTGAGCCCTGGGAGGTAGGTA

FONTE: Hersberger, 2000

4.6.5 CondicOes da PCR para os alelos CYP2D6*1, *3, *4 e *6

A PCR foi feita no termociclador TC-412 FlexiGene (Techene®, Cambridge, UK).
Para deteccéo dos alelos *3,*4 e*6 foram preparados 25 L de reacdo de tetra-primer PCR.
Na mistura sdo utilizados Tris-HCI 10 mM, pH 8,3, KCI 25 mM, MgCI2 1.5 mM, 1 U
PlatinumR Taq DNA Polymerase (Invitrogen), 0,2 mM/L de dNTP e cerca de 200 ng de DNA

gendmico.
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Os primers usados para a analise do Alelo *3 foram: Primer 3, 4new, Primer 6 e Awt.
Como a reacdo utiliza 4 primers, elas véao gerar 2 bandas (se for homozigoto) ou 3 bandas (se
for heterozigoto), a maior de 1106pb que é o controle da reacdo, amplificado pelo uso dos
primers Primer3 e 4 new. Duas bandas s&o geradas, uma de 580pb e outra de 553pb, ambas
pelo uso dos primers Primer 6 e Awt em combinagdo com os primers Primer3 e 4 new. As
concentracdes dos primers para a PCR foram: 0,75 nM dos primers 3 e 4new e 75 nM dos

primers 6 e Awt.

As condigdes de ciclagem para CYP2D6*3 foram: 94°C por 10min, 20 ciclos de 94°C
por 30 s, 63°C por 30 s e 72°C por 60 s, e uma segunda ciclagem de 27 ciclos de 94°C por 30
s, 53°C por 30 s e 72°C por 60 s e na etapa final 72°C por 7min.

Os primers usados para a analise do Alelo *4 foram: 1new, Bmut, Primer 7 e 2 new.
Do mesmo modo, como a reacdo utiliza 4 primers, elas vdo gerar 2 bandas (se for
homozigoto) ou 3 bandas (se for heterozigoto), a maior de 750pb que é o controle da reacao,
amplificado pelo uso dos primers 1new e 2 new. Duas bandas s&o geradas, uma de 580pb e
outra de 553pb, ambas pelo uso dos primers Bmut e Primer 7 em combinag¢do com 0s primers
Primer3 e 4 new. As concentracdes dos primers para a PCR foram: 1,25 nM dos primers 1new
e 2new, 75 nM do Bmut e 50 nM do primer 7.

Os primers usados para a analise do Alelo *6 foram: 1new, Tmut, Primer 11 e 2 new.
A reacdo utiliza 4 primers, elas vdo gerar 2 bandas (se for homozigoto) ou 3 bandas (se for
heterozigoto), a maior de 750pb que é o controle da reacdo, amplificado pelo uso dos primers
1new e 2 new. Duas bandas sdo geradas, uma de 421pb e outra de 356pb, ambas pelo uso dos
primers Tmut e Primer 11 em combinagdo com os primers 1new e 2new. As concentragdes

para a PCR foram: 1,25 nM dos primers 1new e 2new e 75 nM dos primers Tmut el1.

As condices de ciclagem para os alelos *4 e *6 foram: 94°C por 10 min, 15 ciclos de
94°C por 30 s, 63°C por 30 s e 72°C por 60 s, 27 ciclos de 94°C por 30 s, 53°C por 30 s e 72°C
por 60 s e por final 72°C por 7 min.

Os produtos de PCR dos alelos *3, *4 e *6 sdo separados por eletroforese em gel de

agarose 2%, na presenca de marcador molecular. A visualizagédo é feita em luz ultravioleta,
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através de coloracdo com brometo do etidio. A imagem sera capturada e analisada pelo

Programa “Eagle Eye II — Stratagene”.

4.6.6 CondicOes das Reacdes da PCR do alelo CYP2D6*5

Foi feita uma reacdo de Long PCR de 50uL. Na mistura da reacdo foram usados 36.1
puL de agua, 5 pL de tampdo (2.25 mmol/L MgCI2), 0.75 uL PlatinumR Taq DNA
Polymerase (3.5U), 1.75 pL de dNTPs (mistura de 10 mmol/L), 0.4 pL de primer Dlow, 0.8
pL de primer DPKup, 0.8 pL de primer DPKlow e 4.0 pL de DNA gendmico
(aproximadamente 50 ng/uL).

As condiges de ciclagem foram: 1min a 94 °C, sequido de 35 ciclos de 94 °C por 60 s,
65 °C por 30 s, 68 °C por 5 m, e uma extensao final de 7 m a 68 °C.

Os primers usados para a analise do Alelo *5 foram: Dup e Dlow (produto de
amplificacdo de 3.2kb). Este produto de amplificacdo indica a delecdo de gene CYP2D6.
DPKup e DPKlow (produto de amplificacdo de 5.1kb). Este produto de amplificacéo indica os

alelos selvagens do gene CYP2D6%.

Os produtos de PCR do alelo *5 s&o separados por eletroforese em gel de agarose 1%,
na presenca de marcador molecular. A visualizacdo é feita em luz ultravioleta, através de
coloragcdo com brometo do etidio. A imagem foi capturada e analisada pelo Programa “Eagle

Eye Il — Stratagene”. A explicacdo do metodo Tetra-Primer se ilustra na Figura 8.

4.6.7 Etapa Clinica

Os voluntarios novamente selecionados através dos experimentos de fenotipagem
foram internados no dia anterior a administracdo do farmaco, entre 17h e 20h. Uma vez
confinados, todos os voluntarios ficaram em jejum alimentar por um periodo de, no minimo, 8
horas antes da administragdo da droga. A ingestdo de liquidos foi permitida até 6 horas antes e
2 horas apés essa administracdo. A dieta, tanto de alimentos quanto de liquidos, obedeceu ao
mesmo padrdo para todos os voluntérios, ela foi isenta de substancias xantinicas, como café,

cha-preto e bebidas contendo cola.
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A administracdo consistiu em uma Unica dose de 15 mL do xarope Walltussin

Dextrometorfano (30 mg de DM) ingerido com 30 ml de agua sem gas.

Para possibilitar a realizacdo dos experimentos de farmacocinética, amostras de
sangue foram colhidas imediatamente ap6s a administracdo e nos seguintes tempos: 30 min;
1,0 h; 1h30 min; 2h; 2h30min; 3h; 3h30min; 4,0 h; 6,0 h; 8,0 h; 12,0 h; 16,0 h; 24,0 h; 36,0 h;
48,0 h; 72,0 h; 120,0 h; e 168,0 h apds a administracdo da droga.

No decorrer do confinamento, os voluntérios receberam 2 refei¢cGes: uma apés 4 horas

e outra entre 7 e 8 horas ap6s a administracao do farmaco.

Ap06s 24 horas de “internagdo”, foi permitido aos voluntarios um regime aberto,
retornando para coletas de amostras de sangue nos seguintes tempos pds-administracdo da
droga: 36,0; 48,0; 72,0; 120,0; e 168,0 horas.

Apos a ultima coleta da amostra de sangue, os voluntarios realizaram exames clinicos

(incluindo registro de eletrocardiograma) para a verificacdao de suas condicdes fisicas.

Outer primer Inner primer A

DNA Template
G

C—
Inner primer Outer primer

ON peiges A

DNA Template N
(A allcle T

¢ loner primer  Outer primer
+ PCR
PCR product
(Not allele specific)
PCR product
Ga cif

A

PCR product

(A allcle specific)
+ Gel electrophoresis

GIG v A/A homozyg GIA

Figura 8. Esquema das reacfes de PCR pelo método Tetra Primer para os alelos *3, *4 e *6. O uso de
quatro primers, sendo 2 controles especificos do gene CYP2D6 e outros 2 especificos para a
detecdo da variante alélica. Quando a amostra de DNA apresentar alelos homozigotos da
variante alélica, a reacdo vai amplificar 2 bandas, sendo a de maior peso molecular o
controle do gene e a de menor peso da variante alélica. Se a mostra for de heterozigoto,
encontraremos 3 bandas, sendo a de maior peso do gene controle e as outras dos respectivos
alelos. Outer primer sdo os primers controle do gene, e Inner Primer da variante alélica.
Fonte: Ye, 2001.



47

4.6.8 Genotipagem dos alelos *1, *2, *3, *4, *5, *10, *17 e *41, pelo método de

Seqlienciamento

A genotipagem pelo método de sequienciamento foi realizada no Laboratério LIM27
da Profa. Dra. Elida Benquique Ojopi da Faculdade de Medicina da USP, Departamento de
Psiquiatria. Este método foi desenvolvido e padronizado como parte do trabalho de mestrado

da aluna Carolina Martins do Prado.

As 75 amostras de DNA dos voluntarios foram seqlienciadas. Somente 19 amostras
tiveram condicdes para serem avaliadas por este método. As amostras restantes apresentaram
DNA degradado.

4.6.8.1 Escolha das regibes dos primers

O desenho dos primers foi feito a partir das informac6es que se encontram no site da
Human Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature Committee®, onde sdo indicados os
locais onde se encintam as mutac¢Ges pontuais ou SNPs. Alguns primers foram escolhidos da
literatura  existente, outros foram desenhados usando o software Primer3

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi).

Mais de um polimorfismo pode ser identificado nas sequiiéncias delimitadas pelos
primers lnew e 2 new, 2D6*3 F e 2D6*3 R*, 2D6*10 F e 2D6*10 R, 2D6*41 F e
2D6*41_R (Quadro 1)%%,
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Quadro 1 - Pares de oligonucleotideos escolhidos para a amplificagcdo das sequiencias-alvo do gene

CYP2D6

CYP2D6
Nome Seqguiéncia (5°-3°) Fragmento Polimorfismo Referéncia
lnew TCCCAGCTGGAATCCGGTGTCG 161G>C; 1707delT; 1846G>A; | Hersberger et al., 2000
2new GGAGCTCGCCCTGCAGAGACTCCT o0 1863_1864ins(TTTCGCCCC)2 | Hersberger et al., 2000
2D6*3_F GCGGAGCGAGAGACCGAGGA 2549delA; 2613_2615delAGA | Hersberger et al., 2000
2D6*3_R* GTCCCGAGTATGCTCTCGG o9 Renata Canalle
2D6*10_F GTGCTGAGAGTGTCCTGC 31G>A; 100C>T; 137_138insT | Naveen et al., 2006
2D6*10_R CACCCACCATCCATGTTTGC S0 Naveen et al., 2006
2D6*41_F CCGTTCTGTCCCGAGTATGC 2850C>T; 2988G>A Hinrichs et al., 2007
2D6*41_R CGGCCCTGACACTCCTTCTT 3400 Hinrichs et al., 2007
2D6*17_F GATCCTGGCTTGACAAGAGG 1023C>T
2D6*17B_R | AGCTCGGACTACGGTCATCA 2000
2D6_2_F TCTTCTTCACCTCCCTGCTG 4180G>C

250 pb
2D6_2 R CTGAGGAGGATGATCCCAAC
2D6_2P_F CCTCCCACAAAAGACAGGAT -1584C>G

292 pb
2D6_2P_R CATGTTGGCCAGGCTAGT

* Primer gentilmente cedido pela Dra. Renata Canalle

4.6.8.2 PCR de Seqiienciamento

O método desenvolvido por Sanger et al., 1977, envolve a utilizacdo de 2', 3' —
dideoxinucleotideos trifosfatos (ddNTP), que ndo apresentam o grupo 3' hidroxila em suas
estruturas®®. Cada ddNTP é marcado com uma molécula fluorescente diferente. Durante a
elongacéo da fita de DNA, quando um ddNTP é incorporado ele impede a continuidade de
extensdo da fita. Fragmentos de diferentes tamanhos séo gerados dependendo da posi¢do onde
um ddNTP foi incorporado. Estes fragmentos sdo submetidos a eletroforese capilar no
sequenciador ABI3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que detecta a
fluorescéncia emitida pelos ddNTPs e transforma os resultados da eletroforese em um

eletroferograma.

Para a identificacdo do polimorfismo -1584G>C, na regido promotora do gene

CYP2D6, a PCR foi padronizada segundo as seguintes condic¢des: Buffer MgCl, free 1x
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(Invitrogen, CA, USA); 0,125 mM de dNTPs; 2,25 mM de MgCl, (Invitrogen, CA, USA);
0,2 uM de cada oligonucleotideo 2D6 2P_F e 2D6 2P R (Dialab, Belo Horizonte, MG,
Brasil); 0,45 M de betaina (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA); 0,05 U/uL de Platinum® Taq
DNA Polymerase (Invitrogen, CA, USA); 0,5 ng/uL de DNA; e agua Milli Q g.s.p. 10,00 pL.
A termociclagem utilizada foi a seguinte: 3 minutos a 94 °C seguido de 40 ciclos de 30
segundos a 94 °C, 20 segundos a 60,0 °C, 30 segundos a 72 °C e, por fim, 5 minutos a 72 °C.
O produto amplificado foi aplicado em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio [0,4

pL/mL] e visualizado sob luz UV.

Depois de realizada a PCR, seus produtos foram seqlenciados segundo a reacao: 1,0
uL de Big Dye Terminator v.3 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA); 2,0 uL de Buffer
(200 mM Tris HCI pH 9.0; 5 mM MgCb); 0,32 uM de oligonucleotideo sense, 0,45 M de
betalna; 1,0 puL do produto de PCR previamente amplificado e agua Milli Q g.s.p. 10,00 uL A
termociclagem utilizada foi a seguinte: 3 minutos a 95 °C seguido de 37 ciclos de 20

segundos a 95 °C, 20 segundos a 55 °C e, por fim, 4 minutos a 60 °C.

A reacdo de sequenciamento foi entdo precipitada com lIsopropanol 70% (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) e Etanol 75% (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). As
amostras sdo analisadas no aparelho seqiienciador de DNA ABI PRISM® 3100 Genetic

Analyzer (Applied Biosistems, Foster Cty, CA).

A identidade dos produtos da amplificacdo foi confirmada utilizando-se a ferramenta

BLAST®® para busca por seqtiéncias similares em bancos de dados.

Para os demais polimorfismos investigados nos genes CYP2D6, CYP2C19 e CYP2C9,
as PCRs foram padronizadas nas mesmas condic¢des: Buffer MgCl, free 1x (Invitrogen, CA,
USA); 0,125 mM de dNTPs; 2,25 mM de cloreto de magnésio (Invitrogen, CA, USA); 0,2
MM de cada oligonucleotideo sense e antisense (Dialab, Belo Horizonte, MG, Brasil); 5% de
Dimetilsulféxido -DMSO- (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)', 0,05 U/uL de Platinum®
Taq DMA Polymerase (Invitrogen, CA, US/A); 0,5 ng/puL de DNA; e agua Milli Q g.s.p. 10,0
uL. A termociclagem utilizada foi a seguinte: 3 minutos a 94 °C seguido de 40 ciclos de 30

segundos a 94 °C, 20 segundos a 63,0 °C, 30 segundos a 72 °C e, por fim, 5 minutos a 72 °C.
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Os produtos amplificados foram entdo verificados em gel de Agarose 1% corado com

brometo de etidio [0,4 uL / mL] e visualizado sob luz UV.

A seguir, foram realizadas as reacfes de sequenciamento também padronizadas nas
mesmas condigdes para todos os polimorfismos: 1,0 pL de Big Dye Terminator v.3 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA); 2,0 uL de Save Money Buffer (200 mM Tris HCI pH
9.0; 5 mM MgCI2); 0,32 uM de oligonucleotideo; 5% de Dimetilsulfoxido -DMSO- (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany); 1,0 uL do produto de PCR e &gua Milli Q g.s.p. 10,0 pl. A
termociclagem utilizada foi a seguinte: 3 minutos a 95 °C seguido de 37 ciclos de 20

segundos a 95 °C, 20 segundos a 55 °C e, por fim, 4 minutos a 60 °C.

As reacdes de sequenciamento foram precipitadas conforme descrito anteriormente.
Ao termino da precipitacdo, as amostras foram analisadas no seqlienciador de DNA ABI
PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA).

A identidade dos produtos da amplificacdo foi também confirmada utilizando-se a
ferramenta BLAST.

Os eletroferogramas gerados pelo seqtienciador foram entdo analisados nos programas
Chromas® (2001 Technelysium Pty Ltd) e FinchTV® (2004 - 2006 Geospiza, Inc.).

4.6.9 Long template PCR para detec¢do da duplicacdo do gene CYP2D6 e do alelo
CYP2D6*5

Steen et al, (1995)%, foi o primeiro a utilizar a long template PCR com sucesso para a
identificacdo do alelo CYP2D6*5. Devido a grande homologia com os pseudogenes CYP2D8
e CYP2D?7, torna-se dificil a escolha de oligonucleotideos para a long template PCR. Baseado
nesta informacéo, este cientista selecionou dois pares de oligonucleotideos que se anelam a
regides ndo homologas do DNA. O oligonucleotideo sense, anela na insercdo de 1,6 kb
downstream do gene CYP2D7 e o oligonucleotideo antisense, possui uma seqiiéncia que anela
em uma regido aproximadamente 3,5 kb downstream do gene CYP2D6 (Figura 9). Com estes
oligonucleotideos foi possivel amplificar um produto de PCR de 3,5 kb na presenca do alelo

deletado de 13 kb. Um produto de 15 kb indicaria a presenca do alelo selvagem, entretanto,
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devido a limitagdes da reacdo, a formacdo deste produto e ignorada. Johansson et al. (1996)
descreveu um diferente método de long PCR no qual um fragmento de 6 kb é gerado na
presenca do alelo *5. O oligonucleotideo sense utilizado neste ensaio é especifico para o éxon
9 do CYP2D7, enquanto que o antisense esta localizado na mesma regido que flanqueia
CYP2D6 como o oligonucleotideo utilizado por Steen et al. (1995)%° (Figura 9). O método
desenvolvido por Johansson et al. (1996)°" ndo amplifica nenhum fragmento que indica a
presenca do alelo selvagem. Na reacdo de multiplex long PCR descrita por Hersberger et al.
2000%, dois produtos de amplificacéo sdo gerados simultaneamente: um indica a delecdo do
gene CYP2D6 (fragmento de 3,2 kb) e o outro, indica o alelo selvagem (fragmento de 5,1 kb)
(Figura 9). Ambos os oligonucleotideos sense e antisense utilizados para a identificacdo do

alelo *5 estéo localizados ha mesma regido ndo-homoéloga, usada por Steen et al. 1995 .

15 kb
5,1kb
s H H | s
- = 2 =
CYP2D8 CYP2D7 CYP2D6 -—
— !
0.6 28 .
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6 kb
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J S.rt 5‘ "
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0.6 28
B

Figura 9. Esquema onde € mostrado o0 método long PCR para a detec¢do do alelo CYP2D6*5. A linha
vertical tracejada mostra o inicio da delegdo. Na figura A representa o tipo selvagem do gene
CYP2D6. Na figura B mostra a representacdo da dele¢do do gene completo CYP2D6.

Fonte: Meijerman, 2007

Para a identificacdo da duplicagdo do gene CYP2D6, Johansson et al.,1996 utilizou um
par de oligonucleotideos: o sense que se anela a uma regido do éxon 9 e o antisense anela a
uma regido do intron 2 do gene CYP2D6 (Figura 10) juntos, estes oligonucleotideos geram
um produto de amplificagdo de 10 kb que indica a duplicacdo do gene®’. Lundquvist et al.,
1999 desenvolveu um método que amplifica um fragmento especifico de 3,5 kb que também
indica a duplicagéo do gene. Este fragmento de 3,5 kb foi obtido por meio da combinacdo de
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um especifico oligonucleotideo sense para a regido que flanqueia o gene CYP2D6 e um

oligonucleotideo antisense para uma regido do pseudogene CYP2D7%.

10 kb
€ >
3.5kb
J L L J
- = =
CYP2D6 AN CYP2D6 ——

Figura 10. Esquema onde é mostrado o método long PCR para a deteccdo da duplicacdo do gene
CYP2D6. A s setas indicam os primers usados por Johansson (primer J) e Lundgvist
(primer L).
Fonte: Meijerman, 2007

Lovlie et al. (1996) desenvolveu um método baseado na identificacdo de uma
sequéncia homologa de 3,4 kb presente na regido downstream do gene CYP2D6 e do
pseudogene CYP2D7°. Um par de oligonucleotideos foi utilizado como um controle interno
da PCR gerando um fragmento de 5,2 kb da regido entre os genes CYP2D7 e CYP2D6. Este
mesmo par de oligonucleotideo amplifica um fragmento de 3,6 kb na presenca da duplicacao
do gene CYP2D6% (Figura 11).
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Figura 11. Esquema onde é mostrado o método long PCR para a deteccdo da duplicacdo do gene
CYP2D6 segundo o método descrito por Lovlie et al., 1996. As regides de cor cinza e
preta sdo sequencias praticamente idénticas as seqliencias da regido intergénica. As setas
pretas indicam a posicdo dos primers que controlam o controle interno (5,2 kb). As setas
cinzas mostram a posicao dos primers que detectam a amplificacdo (3,6 kb).

Fonte: Meijerman, 2007.

Em nosso estudo, o primeiro método escolhido para a identificagdo do alelo
CYP2D6*5 e da duplicacdo do gene CYP2D6 foi a long template PCR. Para esta técnica,

oligonucleotideos foram selecionados a partir de uma revisao da literatura (Quadros 2 e 3).
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Devido ao grande numero de oligonucleotideos, cada par (sense + antisense) foi designado

como um conjunto representado por um nimero.

Quadro 2 — Primers usados para a deteccdo do alelo CYP2D6*5. *2D6_del  H2r é um
primer modificado do primer DPKlow

Primer Fragmento (Kb)
Conjunto Nome Seqiiéncia (5°-3) Delecéo Wild-Type | Referéncia
2D6_del_Sf ACCGGGCACCTGTACTCCTCA Steen et al., 1995
! 2D6_del_Sr GCATGAGCTAAGGCACCCAGA s 150 Steen et al., 1995
2D6_del_Jf GCCACTCTGGTGTCGTCAGCTTT Johansson et al., 1996
2 2D6_del_Jr GGCATGAGCTAAGGCACC 60 ) Johansson et al., 1996
2D6_del_H2r* GCCGACTGAGCCTGGGAGGTAGGTA Hersberger et al., 2000
3 DPK up GTTATCCCAGAAGGCTTTGCAGGCTTCA ) >t Hersberger et al., 2000
3 D low CAGGCATGAGCTAAGGCACCCAGAC a2 ) Hersberger et al., 2000
D up CACACCGGGCACCTGTACTCCTCA Hersberger et al., 2000

Quadro 3 — Primers usados para a deteccéo de duplicacdo do gene CYP2D6

Primer Fragmento (Kb)
Conjunto Nome Seqiiéncia (5°-3”) Duplicagdo | Wild-type | Referéncia
2D6_dup_Jf GCCACCATGGTGTCTTTGCTTTC Johansson et al., 1996
‘ 2D6_dup_Jr ACCGGATTCCAGCTGGGAAATG 100 _ Johansson et al., 1996
2D6_dup_Lf CCTGGGAAGGCCCCATGGAAG Lundqyvist et al., 1999
> 2D6_dup_Lr CAGTTACGGCAGTGGTCAGCT 3° _ Lundqvist et al., 1999
6 2D6_dup_CNf TCCCCCACTGACCCAACTCT 36 52 Lovlie et al., 1996
2D6_dup_CNr CACGTGCAGGGCACCTAGAT Lovlie et al., 1996

O kit GeneAmp® XL (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) foi utilizado nas
reacOes de identificacdo da duplicacdo do gene CYP2D6 e do alelo CYP2D6*5. As amostras
empregadas nestas reacfes sdo amostras apresentando possivel delecéo e possivel duplicacéo

de acordo com a PCR em tempo real que determine o CNV do gene CYP2D6.

Seis long template PCRs foram realizadas, cada qual com um conjunto diferente de
oligonucleotideo. Nas rea¢cdes dos conjuntos 1, 2 e 3, utilizou-se uma amostra de DNA com
uma possivel delecdo do gene CYP2D6. Nos conjuntos 4, 5 e 6, 0 DNA empregado foi uma
amostra com uma possivel duplicacdo do gene CYP2D6. Para que a reagdo ocorresse, fez-se

necessaria preparacdo dos chamados "lower mix" e do "upper mix". Depois do lower mix ser
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submetido & etapa de hot start o upper mix é adicionado a reacdo. O lower e 0 upper mix de

cada reacao foram compostos de:

- Lower mix: 0,5x de 3.3XL buffer; 2 mM de dNTP Blend; 0,2 uM de cada
oligonucleotideo "F" e "R"; 3,75 mM de Mg(OAc), e agua DEPC (Invitrogen, CA,
USA) g.s.p. 20 puL

- Upper mix: 0,5x de 3.3XL buffer; 2 U/uL de rTh DNA Polymerase, XL (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA); 2,5 ng/uL de DNA e agua DPEC (Invitrogen,
CA, USA)g.s.p. 30 pL.

O termociclador usado foi 0 Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems).
Apos o hot start de 80 °C por 10 minutos e 4 °C por 5 minutos, a seguinte termociclagem
ocorreu: 94 °C por 1 minuto seguido de 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 68 °C por 10
minutos e, finalmente, 10 minutos a 72 °C. O produto de PCR foi aplicado em gel de agarose

a 0,5% corado com brometo de etidio [0,4 uL / mL] e visualizado sob luz UV.

A seguir, um novo teste foi realizado com o conjunto de oligonucleotideos 3, com a
finalidade de verificar se a multiplex long PCR (que utiliza dois pares de oligonucleotideos)
descrita por Hersberger et al. (2000) funcionaria apropriadamente com o Kit GeneAmp® XL
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A reacéo e descrita a seguir:

- Lower mix: 0,5x de 3.3XL buffer; 0,18 mM de dNTP Blend; 0,34 mM dos
oligonucleotideos Dup e Dlow e, 0,68 mM dos oligonucleotideos 2D6_del H2R e DPKup;
3,4 mM de Mg(OACc),, volume final de 22 pL.

- Upper mix: 0,5x de 3.3XL buffer; 2 U/uL de rTh DNA Polymerase, XL (Applied
Biosystems); 5,36 ng/pL de DNA e agua DEPC (Invitrogen, CA, USA) g.s.p. 28 uL.

Usamos as mesmas amostras de DNA da reacdo anterior. O termociclador utilizado foi
o Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). Apos o hot start de 80 °C por 10
minutos e 4 °C por 5 minutos, a ciclagem foi a seguinte: 94 °C por 2 minutos seguido de 40

ciclos de 94 °C por 1 minuto, 60 °C por 45 segundos e 68 °C por 5 minutos. O produto de
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PCR foi aplicado em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio [0,4 puL/mL] e

visualizado sob luz UV.

O termociclador utilizado foi o0 Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems):
A ciclagem foi a seguinte: 94 °C por 2 minutos seguido de 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 60
°C por 45 segundos e 68 °C por 5 minutos. O produto de PCR foi aplicado em gel de agarose

a 0,8% corado com brometo de etidio [0,4 puL/mL] e visualizado sob luz UV.
4.6.10 PCR em Tempo Real para a quantificacdo do nimero de Copias do gene CYP2D6

As técnicas de PCR em tempo real para a quantificacdo de DNA permitiram o
desenvolvimento de métodos sensiveis que sdo capazes de discriminar dele¢fes de genes,
duplicacdes e multiplicacdes. Com esta técnica, compostos fluorescentes sdo utilizados para
monitorizardo do processo de PCR no momento que a reacdo ocorre. As curvas de
amplificacdo da PCR mostram a quantidade de fluorescéncia na fase exponencial da reagédo

que pode ser utilizada para calcular a relativa quantidade do material inicial®.

Um dos sistemas mais comumente utilizados sdo as sondas TagMan para amplificar
sequéncias-alvo e simultaneamente gerar um sinal do produto de PCR. Em uma reacdo com o
sistema TagMan®, trés especificos oligonucleotideos: um sense e outro antisense além de
uma sonda TagMan®. A sonda esta ligada a um fluoréforo e um quencher. Enquanto a sonda
ndo estiver ligada ao DNA, o sinal da fluorescéncia é baixo devido a presenca do quencher.
Quando a sonda estd anelada ao DNA, o quencher é liberado do fluor6foro e o sinal
fluorescente pode ser medido®. Esta técnica precisa de um controle endégeno, que deve ser
um gene de copia Unica no genoma hapldide, que é usado como normalizador. O gene que foi
usado como normalizador foi RNAse P (TagMan endogenous control kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

Realizou-se a PCR no aparelho 7500 Real-Time PCR System (/applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) e 7500 System SDS Software (Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA). As reacOes foram avaliadas em triplicata.
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As condigdes de reacdo foram as seguintes: 1,25x de Tag/Wan® Gene Expression
Master Mix (P/N: 4374657; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA); 1 uM de cada
oligonucleotideo sense e antisense; 0,367 [UM de TagMan ® probe [11,76 (UM]; 1,25 ng/uL
de DNA; 0,08 M de betaina (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) e agua DEPC (Invitrogen,
CA, USA) g.s.p. 15 pL A reacdo do controle endogeno RNase P foi a seguinte: 1,25x de
TagMan® Gene Expression Master Mix (P/N: 4374657; Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA); 1x de RANase P; 1,25 ng/uL de DNA e agua DEPC (Invitrogen, CA, USA). A
termociclagem usada é descrita a seguir: 2 minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C seguido de 40
ciclos de 15 segundos a 96 °C e 1 minuto a 60 °C.

O objetivo da PCR em tempo real foi separar as amostras em diferentes grupos, de
acordo com o numero de copias do gene CYP2D6 que elas possuem. Estes grupos sao:
presenca de um alelo ou delecdo de ambos, presenca dos dois alelos (gen6tipo "normal™) e a
presenca de trés ou mais alelos (duplicacdo, amplificacdo ou multiplicacdo). A separacdo das
amostras nestes trés grupos foi possivel apds a elaboracdo de um modelo de regressao

logistica multinomial.

4.6.11 Determinacdo dos fenétipos preditos pelo método de sequienciamento

Na classificacdo dos fen6tipos preditos para CYP2D6 a presenca de um alelo funcional
(CYP2D6*1 ou CYP2D6*2) determinou o fenétipo EM™ "2, Homozigotos para dois alelos
funcionais ou heterozigotos para um alelo funcional duplicado (CYP2D6*1xN ou
CYP2D6*2xN) e um alelo ndo-funcional (CYP2D6*3, *4, *5, *6, *15, *40) também foram
classificados como EMs". Dois alelos de atividade intermediaria (CYP2D6*9, *10, *17, *41)
combinados ou, a combinacdo de um alelo de atividade intermediaria com uma variante ndo
funcional foi classificado como IM. Individuos UMs foram definidos como portadores de
uma duplicagdo ou multiplicagdo de um alelo ativo em conjunto com um alelo funcional
(Sistonem et al., 2007). Os PMs foram definidos como homozigotos para alelos néo
funcionais CYP2D6*3, *4, *5, *6, *15, *40"""% (Quadro 4).



Quadro 4 — O fendtipo predito é o resultado da combinacgéo dos gen6tipos dos alelos.
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Fendtipo Predito

Genotipo de Alelos

EM EM + EM; EM + PM; EM + IM; EM X N + PM
IM IM + IM; IM + PM

UM EMxN

PM PM + PM




5 RESULTADOS
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51 Voluntéarios

Dos 78 voluntarios que participaram do estudo, 3 abandonaram o estudo por razdes

ndo relacionadas a complicagfes técnicas.

5.2  Fenotipagem

Para os experimentos de fenotipagem, inicialmente foi adicionado Pl (DM-3 ou DX-
4), de concentracdo conhecida, as amostras de urina permitindo monitorar perdas durante o
processo. A seguir, foi realizada uma extracao liquido / liquido. Para isso, adicionou-se o
tampdo bicarbonato para a manutencdo do pH, possibilitando que o analito e o PI
permanecessem na forma nédo-ionizada e pudessem ser facilmente extraidos atraves da mistura
de solvente orgénico (solucdo éter etilico / diclorometano) usada. A fase organica, na qual o
analito e Pl encontravam-se, foi transferida para um novo tubo e levada para dessecacao
através de fluxo de nitrogénio a 40°C, concentrando o analito e o PI e possibilitando a
evaporacao dos solventes organicos que poderiam danificar a coluna cromatografica. Entéo, o
precipitado foi reconstituido numa solugdo semelhante a fase mével do HPLC e injetado para
analise quantitativa através de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massa.

O meétodo foi testado e validado para uma linearidade de 5 a 1000 ng / mL para DM e

DX, a fim de se confirmar a preciséo e a precisdo do método em analise.

As curvas de calibracdo testadas para a validacdo do método usaram as seguintes
calibragbes: 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 e 1000 ng / mL para DM e DX. O LOQ foi de 5 ng /
mL para DM e DX, consideradas suficientes para a caracterizagdo do perfil farmacocinético

de cada voluntério.

As variabilidades inter-ensaio e intra-ensaio foram asseguradas por meio das
concentragfes de amostragem de QCs, as quais foram validadas pelo método nas seguintes
concentragdes: 15 ng / mL para QCA, 150 ng / mL para QCB e 750 ng / mL para QCC, tanto
para a droga mae DM quanto para o seu metabolito DX.
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Nesses ensaios de fenotipagem, os tempos de retencdo dos analitos e dos Pls foram:
1,5 s para DX e DX-D4 e 1,8 s para DM e DM-3. Nenhuma interferéncia significativa foi
observada nos tempos de retencdo do farmaco DM, de seu metabolito DX e dos Pls (DM-3 e

DX-4). O tempo de corrida cromatogréfica foi de 5 min.

Para a definicdo dos ions a serem monitorados, do analito e dos Pls, fez-se o espectro
total das moléculas de DM, DM-3, DX e DX-4 protonadas. Através da analise de espectro
total, os ions mais abundantes foram selecionados e fragmentados. Simultaneamente, todos 0s
parametros do equipamento foram escolhidos e ajustados. Dessa forma, os ions com maior e
melhor defini¢Bes para as finalidades analiticas foram: 272,2 > 147,3 para DM; 275,3 > 150,2
para DM-3; 258,0 > 157,1 para DX; e 262,0 > 157,2 para DX-DA4.

A anélise fenotipica foi realizada nas amostras de urina de cada um dos voluntarios,
usando-se os indices Metabélicos (MR) de biotransformacdo DM/DX>> (ANEXO B).

Dos 75 voluntarios participantes desse estudo de fenotipagem pelo método de anéalise
com o Sistema HPL / LC-MS-MS, 11 voluntarios (3, 18, 24, 26, 28, 44, 47, 53, 63, 69 e 75)
foram classificados como Metabolizadores Lentos (PM = 14.7%) com Indice Metabdlico
menores ou iguais a 0,3. Os intervalos dos valores do indice metabolico foram entre 0,3919 e
59,5361.

Dos 75 voluntéarios, 64 foram considerados Metabolizadores Normais (EM = 85,3%).

Os intervalos dos valores do indice metabélico foram entre 0,01633 e 0,2751.

Por problemas na quantificagdo da droga mée DM nas amostras de urina coletadas ndo

foi possivel realizar a classificacdo dos voluntéarios 8, 11, 21, 23, 67, 70 e 73.

53  Genotipagem

5.3.1 Meétodo Tetra-Primer e Long PCR

As reacOes de PCR que usaram esta metodologia foram bem sucedidas, tanto para o

alelo CYP2D6*3 e *4. Foram feitas em triplicatas para poder observar a reprodutibilidade do
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método. Em todas as reacBes sempre se obtiveram os mesmos produtos de amplificacéo.
Foram feitos mudancas nos tempos de termociclagem e temperatura de anelamento, mesmo

assim néo obtivemos nenhum produto de amplificacao.

As reacOes para o alelo *6 foram feitos em triplicata e ndo mostraram nenhum produto
de amplificacdo, e por este motivo, pensamos que abandonar esta metodologia com a
esperanca de obter, por médio de uma colaboragédo, alguma amostra de DNA positivo para
este alelo e assim poder avaliar se a metodologia estava correta. Também foram feitos
alteracdes nos tempos e temperatura de anelamento e tampouco obtivemos amplificacoes.

As reacdes para o estudo do alelo *5 mostraram inespecificidade, aparecendo bandas
muitas bandas com diferente peso molecular. No entanto, foram feitas alteragdes na

temperatura de anelamento da reagéo e os problemas continuaram.

5.3.1.1 Analise do Alelo CYP2D6*3

A andlise deste alelo a través das reacdes de PCR Tetra Primer detectou dois
polimorfismos em dois voluntarios diferentes. O voluntario 32 mostrou ser um heterozigoto
*1 / *3 e sua frequiéncia alélica é de 1.33% e apresenta um valor de indice metabdlico de
0.269. Ja& o voluntario 47 mostrou ser, surpreendentemente, um homozigoto para este alelo
(*3 / *3) e sua frequiéncia alélica é de 1.33% e apresenta um valor de indice metabdlico de
24.821. A Figura 11 mostra as fotografias das corridas eletroforéticas de todos 0s voluntarios.

O Quadro 5 mostra as freqtiéncias deste alelo.

5.3.1.2 Analise do Alelo CYP2D6*4

Um total de 17 voluntarios mostrou o polimorfismo do alelo CYP2D6*4. Trés deles
foram homozigotos (*4/*4) e sua frequéncia alélica é de 4%. Quatorze foram heterozigotos
(*1/*4) e sua frequéncia alélica é de 19% (Tabela 2). 58 voluntarios mostraram ser

homozigotos selvagens (*1/*1) e sua freqliéncia alélica é de 77% (Quadro 5).



Quadro 5 - Freqliéncias genotipicas dos alelos CYP2D6*3 e *4

Genotipo Freqiéncias, %
*1/*3 1,33
*3/*3 1,33
*1/%4 19
*4*4 4
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Onze dos quatorze (78.57%) tiveram uma média de razdo de 0.165 com desvio padrao

de 0.080 e foram considerados EM; trés dos quatorze (21.43%) foram heterozigotos e tiveram

uma média de razao de 5.405 com desvio padrao de 7.471 e foram considerados como PM.

39, 50, 53, 65, 66, 71, 74. Os voluntarios homozigotos foram 29, 56, 78. A Figura 12 mostra
as fotografias das corridas eletroforéticas de todos os voluntarios.

Os voluntarios que se mostraram ser heterozigotos foram os 4, 5, 18, 25, 33, 35, 38,

5.3.1.3 Analise dos Alelos CYP2D6*3 e *4 em conjunto

Nenhum voluntario apresentou polimorfismo para os alelos CYP2D6*3 e CYP2D6*4

de forma simultanea. Sendo assim, a frequiéncia alélica foi de 1,3% para os alelos CYP2D6*3

e 14% para o alelo CYP2D6*4. O método de genotipagem por Tetra-Primer nos permitiu

extrair frequéncias alélicas do alelo CYP2D6*3 e *4. O Quadro 6 mostra o valor das

frequiéncias destes dois alelos.

Quadro 6 — Frequéncias alélicas dos alelos CYP2D6*3 e *4.

Alelo | Nimero de alelos (n = 150)* | Frequiéncia alélica, %
*3 2/150 1,3
*4 21/150 14

*75 amostras multiplicadas pelos 2 alelos de cada (materno e paterno) = 150
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Figura 11. Fotografia das corridas eletroforéticas das PCR do método Tetra Primer para o
gene CYP2D6*3. Maracador de 123 pb.



b2 5 5 49 2527 20 47 50 % 66 M 78 M
ey 3 i
eEETSSscasn-s8 » | B ‘
- — —_— =
27— - . a—
o~ 27— —
4 ¢ + kA 4
bp 128 79N 12 UBHEH 1718 20222324 M
750 E » e
w|-=3 =SESSs8s8:a:C S5
217— J 1 ~
< X TN e Nae ~—
B 952728 HD BHBVWOODNLOMEHE M
7 — —3
s] -S2 Zo= BE88=8c-_8sy -
2'7_ o T— - :
- L ; t 4 -
L~ - -

o
=

I E

bpp 72 73 ™ 16 T

0| =
L | 2 - -

21—

64

Figura 12. Fotografia das corridas eletroforéticas das PCRs do metodo Tetra Primer. Marcador de

100pb.
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Figura 12. Fotografia das corridas eletroforéticas do CYP2D6*4 (continuagao)

5.3.2 Meétodo de Seqlienciamento

5.3.2.1 Analise dos Alelos CYP2D6*1, *2, 3, *4, *5, *10, *17, e *41 e seu numero de copias

Este método nos permitiu analisar os alelos CYP2D6*1, *2, 3, *4, *5, *10, *17, e *41.
Entretanto, das 75 amostras de DNA que participaram do estudo, somente 19 amostras
tiveram algum tipo de condicdo de serem avaliadas por este método (ANEXO C). As

amostras restantes foram degradadas por razdes naturais.
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Infelizmente, a quantidade de amostras genotipadas ndo permitiu gerar uma tabela
completa com os resultados de todos os voluntarios. Contudo, os resultados obtidos déo conta
de uma grande variedade de variantes alélicas que podem explicar os resultados obtidos pela
fenotipagem (ANEXO D).

Obtivemos os seguintes resultados com as combinagdes seguintes:
- 2 voluntérios homozigotos selvagens *1 / *1

- 3 voluntérios heterozigotos *1 / *2

- 1 voluntério heterozigoto *1 / *4

- 1 voluntério heterozigoto *1 / *41

- 2 voluntéarios heterozigotos *2 / *4

- 3 voluntérios heterozigotos *2 / *10

- 1 voluntério heterozigoto *3 / *5

- 1 alelos heterozigotos *4 / *5

Trés amostras ndo tiveram boa qualidade de seqlienciamento e, portanto, ndo houve

um resultado que indique com certeza o perfil fenotipico.

Mediante a analise do nimero de copias encontramos um voluntario que apresentou 3
copias do gene CYP2D6 (alelo *1 / *2). 16 amostras s6 mostraram duas cOpias do gene
CYP2D6. Igualmente, por falta de uma boa qualidade de DNA, trés foram indeterminadas
(Quadro 7).



Quadro 7 — Resultados das fenotipagens, assim como a analise do numero de copias do gene

CYP2D6.
Voluntario | Alelo CYP2D6 CNV Atividade Enzimatica predita
2 *2*10 2 Normal
7 *1 *2 2 Normal
9 *1 *2 3 Aumentada
18 *2 *10 2 Normal
19 *1*1 2 Normal
21 *1*41 2 Normal
27 *2*10 2 Normal
28 Indeterminado 2
35 *2*4 2 Normal
36 *1*1 2 Normal
38 *1*4 2 Normal
39 *2*4 2 Normal
44 Indeterminado | indeterminado
46 *1 *2 indeterminado
47 *3*5 1 Nula
55 *2 2
56 *4*5 1 Nula
70 *1 indeterminado
74 Indeterminado 2

5.3.3 Comparacao dos resultados pelos métodos de Sequienciamento

A pouca quantidade de amostras seqiienciadas ndo permite fazer uma comparagéo

mais completa de todos voluntarios. No entanto, ainda é possivel fazer uma comparacéo das




68

duas metodologias ao analisar os resultados completos em algumas amostras. O Quadro 8
compara a fenotipagem pelo indice Metabélico (DM / DX), genotipagem dos alelos *3 e *4

pelo método Tetra-Primer e pelo método de sequienciamento e analise de numero de cépias.

Quadro 8 — Comparagéo dos resultados por fenotipagem e genotipagem

Voluntario | DM /DX | CYP2D6*3 | CYP2D6*4 | Sequenciam. | CNV | Atividade E.
2 0.0829 *1/*1 *1/*1 *2*10 2 Normal
7 0.0438 *1/*1 *1/*1 *1*2 2 Normal
9 *1/*1 *1/*1 *1*2 3 Aumentada
18 0.1218 *1/*1 *1/*4 *2*10 2 Normal
19 3.7726 *1/*1 *1/*1 *1*1 2 Normal
21 0.1428 *1/*1 *1/*1 *1*41 2 Normal
27 1.3421 *1/*1 *1/*1 *2*10 2 Normal
28 0.0329 *1/*1 *1U*1 Indeterm. 2
35 0.2321 *1/*1 *1/*4 *2 %4 2 Normal
36 0.0316 *1/*1 *1/*1 *1*1 2 Normal
38 0.1865 *1/*1 *1/*4 *1*4 2 Normal
39 0.2093 *1/*1 *1/*4 *2*4 2 Normal
44 0.0246 *1/*1 *1/*1 Indeterm. Ind.
46 0.0561 *1/*1 *1/*1 *1*2 Ind.
47 24.8214 *3/*3 *1/*1 *3*5 1 Nula
55 0.0908 *1/*1 *1/*1 *2 2
56 59.5361 *1/*1 *4[*4 *4*5 1 Nula
70 --- *1/*1 *1/*1 *1 Ind. *1/*1
74 0.1029 *1/*1 *1/*4 Indeterm. 2 *1/*1
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5.3.3.1 Andlise comparativa dos voluntarios.

- Voluntéario 9

Podemos observar que este voluntéario apresenta pelo método Tetra Primer um
gendtipo de normal (*1 / *1), pelo método de Seqililenciamento se observa que
apresenta um genotipo (*1 / *2) e pela analise de CNV apresenta 3 cdpias do gene
CYP2D6 que caracteriza um fenotipo UM, com atividade enziméatica aumentada.
Infelizmente o valor do DM/DX néo pode ser analisado.

- Voluntério 19

Os resultados para este voluntario ndo correspondem entre a fenotipagem
(DM/DX) e os dois métodos de genotipagem. Pelos valores da fenotipagem temos o

caso de um PM e por ambos 0s métodos seria 0 caso de um EM (*1/ *1).

- Voluntério 27

Pelo resultado da fenotipagem o voluntario deve ser caracterizado como um
metabolizador lento, mas os resultados das genotipagens o caracterizam como um
metabolizador normal; segundo o método Tetra Primer (*1 / *1) e pelo método de

sequenciamento (*2 / *10).

- Voluntério 47

Os resultados para este voluntario caracterizam, tanto por fenotipagem quanto
por genotipagem, a um metabolizador lento (PM), sendo que pelo método Tetra
Primer foi caracterizado como um homozigoto do alelo CYP2D6*3 e pelo método de
Seqlienciamento um heterozigoto *3 / *5, sendo que carregaria um alelo *3 e o
segundo alelo teria 0 gene CYP2D6 deletado. O valor do indice metabdlico DM/DX
foi 24.8214.
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- Voluntério 56

Os resultados para este voluntario mostram um valor alto para a fenotipagem
(59.5361). Os resultados das genotipagens mostram que pelo método Tetra Primer
foi caracterizado um gendtipo homozigoto para o alelo CYP2D6*4 (*4 / *4). No
caso do método por sequienciamento caracterizou um genétipo *4 / *5, com o alelo
*3 e 0 segundo alelo teria 0 gene CYP2D6 deletado.

Os outros voluntarios apresentaram fendtipos de metabolizadores normais para
0 método de fenotipagem. Os métodos de genotipagem mostraram, em alguns casos,
algum tipo de diferenca, apresentando alelos selvagens (*1/ *1) ou (*1/ *2), que de

qualquer maneira correspondem ao fenétipo de metabolizador normal.

Alguns voluntarios ndo tiveram o0s resultados de fenotipagem e/ou
genotipagem determinados, como foi mencionado, devido a problemas técnicos ou

por falta de uma boa qualidade de DNA.



6 DISCUSSAO
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A Farmacogenética é a ciéncia que estuda a existéncia de variagdes nas seqiiéncias de
DNA que possam alterar a maneira como 0 nosso organismo responde ao tratamento com
farmacos. Estas mutacdes ou polimorfismos geralmente estdo presentes em diferentes genes
que codificam para uma ampla variedade de enzimas, como enzimas envolvidas na absorgédo
de farmacos (relacionados a glicoproteina P, proteina que pode evitar a passagem do farmaco
dentro da célula e assim aumentando as concentracGes plasmaticas, que dependendo do
farmaco pode atingir concentracGes toxicas), metabolizadores de farmacos e em receptores de
farmacos. Estes polimorfismos geram feno6tipos bem caracterizados, tais como niveis
alterados de expressdo e / ou a atividade das proteinas que elas codificam, contribuindo na
resposta a uma droga’®. Portanto, a correlacéo entre polimorfismos de genes relacionados ao
transporte de farmacos, como os polimorfismos do gene MDR1, enzimas metabolizadoras de
farmacos, como os polimorfismos da superfamilia CYP450, refletem na farmacocinética e
farmacodindmica. Caracterizar estes fen6tipos e gendtipos traz beneficios para o sistema de
salde, pois diminui substancialmente na quantidade de internacGes ocasionado pela
diminuicdo dos efeitos adversos, fazendo que nao sejam usados recursos com tratamentos
inadequados com pouca esperanca de sucesso. Mas ndo é o que acontece de maneira rotineira

no pais, estamos longe dessa realidade.

O estudo destas variacbes fenotipicas geralmente se realiza usando uma substancia
teste em individuos voluntarios sadios, que logo apds sua caracterizacdo geram perfis
fenotipicos que podem auxiliar no tratamento (escolha do medicamento e de sua posologia).
Os perfis fenotipicos geralmente vdo mostrar dois grupos de metabolizadores, o0s
metabolizadores normais e lentos, devido a utilizacdo dos indices metabdlicos de urina que
sdo diferentes para cada composto. Mas esta metodologia esta sendo contestada. Borges et al.
2005, levantou a questdo sobre o uso de indices metabdlicos de urina ndo serem um bom
indice para identificar estes fenotipos nas populagdes. A autora mostrou que na literatura ndo
estd bem caracterizado o uso de este indice, relatando casos contraditorios em varios estudos.
Ela mostrou que o clearance oral € um indice mais robusto que o indice metabdlico de
urina>*. Por tal motivo, é importante realizar, além de estudos fenotipicos, estudos genotipicos

que fornegcam um perfil mais adequado e mais preciso.

Os genes que codificam para as enzimas da superfamilia CYP450 sdo muito

polimorficos, codificando para enzimas com fendétipos diversos que podem ter diferentes
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afinidades para diferentes substratos. Este fato é importante, pois 0s organismos vivos estao
sempre rodeados de compostos quimicos que, se conseguissem passar ao interior da célula
poderia ser nocivo para seu equilibrio homeostatico. Se o sistema enzimatico das P450
compreendesse enzimas com substrato definido ou com afinidade muito alta para poucos
substratos, ndo haveria possibilidades de metabolizar um grande ndmero de compostos
quimicos, sejam naturais ou sintéticos. Os polimorfismos dos genes CYP450 sdo diversos e
com freqliéncias variaveis, geralmente associados a grupos étnicos. Assim, na atualidade se
conhecem o0s polimorfismos mais importantes associados a um determinado grupo étnico. No
Brasil, ao longo de sua historia, aconteceram ondas migratorias de muitas culturas e etnias
que se estabeleceram no pais. Eles trouxeram suas proprias caracteristicas genotipicas, em
especial das CYPP450. Apds todos esses eventos, a miscigenacdo aconteceu e, portanto, 0s
genes polimorficos podem ter sofrido variagdes que ndo necessariamente se relacionam com
seus ancestrais. Por tal motivo, caracterizar e identificar os polimorfismos e criar um perfil em
larga escala é importante. Contudo, o relato de estudos de identificacdo destes polimorfismos
€ muito escasso no pais. Urge a necessidade de identificar esses polimorfismos a grande
escala e criar uma base de dados que possa ajudar a tomar medidas preventivas de saude
publica.

Alguns estudos estdo comecando a mostrar que além da caracterizacdo e identificacdo
dos polimorfismos na populacdo existem eventos moleculares que também influenciam a
expressao das enzimas da CYP450, como por exemplo, o controle mediante microRNAS.
Outro tipo de eventos, chamados epigenéticos, como a metilacdo génica, tem demonstrado
que podem alterar a expressido de algumas enzimas da CYP450%*. Falta muito, ainda, para ter
uma idéia mais completa dos eventos moleculares intrinsecos da regulacdo de expressao
génica das CYP450.

Em nosso estudo, caracterizamos os polimorfismos e seus fendtipos por métodos
fenotipicos e genotipicos de uma pequena populacdo (n=75) da regido de Campinas. As
variantes alélicas estudadas pelo método de Tetra Primer foram: CYP2D6*3, *4, *5 e *6. Os
estudos dos alelos *3 e *4 foram sucedidos com esta metodologia. Ja o estudo das variantes

alélicas *5 e *6 ndo foi bem sucedido, por ndo contarmos com amostras controles.
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Em nosso estudo, pelo método Tetra Primer, a freqliéncia alélica para o alelo
CYP2D6*3 foi 1,3% e para o gene CYP2D6*4 foi 14%. Esses valores foram muito proximos
aos relatados por de Leon et al. 2009 nos Estados Unidos, com uma frequéncia de 19,3% para
o alelo *4™. Sistonen et al., 2009 mostrou que as populacdes da regido de América do Sul
apresentam freqiiéncias alélicas menores de 1% para o alelo *3'°, valor préximo ao obtido em
nosso estudo. Prado et al. 2009, mostrou uma freqiiéncia de 14.5% para o alelo *4°%. Em outro
estudo realizado no Rio Grande do Sul por Kohlausch em 2008, mostrou que a freqiiéncia

alélica foi 13.29% para o alelo *4"",

Em nosso estudo, pelo método Tetra Primer, a frequéncia alélica para o gene selvagem
CYP2D6 foi de 30,66%. Valor préximo ao publicado por Kohlausch (38,4%).

Infelizmente ndo podemos mencionar dados de freqliéncias alélicas com o método de
sequenciamento, pois a quantidade de amostras de DNA que teve boa qualidade foi de 19 de

um total de 75. Valor insuficiente para poder deduzir freqtiéncias alélicas.

Quando analisamos cuidadosamente o quadro 8, observamos que o voluntério 47 foi
caracterizado pelo método Tetra Primer como sendo homozigoto para o alelo *3. Pelo método
de sequenciamento ele foi caracterizado como heterozigoto *3 / *5. Este resultado pode ser
explicado pelo fato de ambas metodologias de genotipagem terem uma abordagem diferente.
O método Tetra Primer amplifica na presenca de um alelo a banda correspondente a este alelo
*3, sem discriminar a presenca de outros polimorfismos na amostra de DNA. Como nés nédo
tivemos sucesso com este método na avaliacdo do alelo *5, entdo ndo podemos ter a
confirmacéo desse dado pelo método Tetra Primer. Devemos salientar que o alelo *5 tem uma
caracteristica de delecdo para o gene CYP2D6, o que significa que usando 0s primers
especificos para o alelo *3 ndo pode ser detectado pelo método Tetra Primer. Por tal motivo,
se a presenga for s6 de um alelo, no caso do alelo *3, este método vai amplificar a banda para
este alelo e se interpretard como sendo homozigoto para este alelo, quando na verdade, ele €
heterozigoto, segundo 0 método de seglienciamento.

Ao analisar os resultados do voluntario 19, observamos que pelo método Tetra Primer
temos o gendtipo heterozigoto *1 / *4 e pelo método de seqgiienciamento o fenétipo *2 / *10.

O valor do indice metabolico foi de 0.1218, caracterizando-se como metabolizador normal. O
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fato de ter genotipos diferentes por ambos métodos néo alterou a atividade enzimatica deste
voluntario. Quando existe a combinacdo de um IM e um EM, o resultado é uma atividade
enzimatica normal, e isto fica em evidéncia nos dois gendtipos, tanto para o heterozigoto *1 /
*4 quanto para o *2 / *10. Contudo, causa estranheza observar que no metodo de
sequenciamento ndo houve a detecgdo do alelo *4 para esta amostra. Isto pode ser explicado,

de alguma maneira a baixa qualidade do DNA que ficou estocado durante mais de 2 anos.

Ao analisar o voluntério 27, vemos que apresenta um indice metabdlico de 1.3421, que
é caracteristico de um metabolizador lento. Porém, os resultados das genotipagens pelos dois
métodos mostraram dos genotipos diferentes: homozigoto selvagem para os alelos *3 e *4,
segundo o método Tetra Primer e heterozigoto *2 / *10 pelo método de seqlienciamento. Este
resultado é surpreendente, pois fenotipicamente € um metabolizador lento, e o resultado do
seqlienciamento caracterizou um heterozigoto para os alelos *2 e *10. O alelo *10 é um alelo
gue tem como caracteristica a diminuicdo da atividade enzimatica, porém, quando ele é
combinado com alelo *2, de caracteristica normal, o fenétipo predito € normal. Uma possivel
explicagdo que no caso deste voluntério, talvez apresente outro polimorfismo diferente dos
avaliados pelo método de seqlienciamento e que seja dominante.

A anélise do voluntario 9 é peculiar. O estudo do nimero de cépias revelou que ele
apresenta trés cépias dos genes CYP2D6, caracteristica de uma atividade enzimatica
aumentada. A identificacdo pelo método se seqiienciamento mostrou um heterozigoto para 0s
alelos *1 e *2 (*1/ *2), que indica atividade normal. Infelizmente este resultado ndo pode ser

verificado por problemas no estudo da fenotipagem.

A andlise do voluntario 56, mostra que foi caracterizado pelo método Tetra
Primer como sendo homozigoto para o alelo *1 (selvagem) e homozigoto para o alelo 4. Pelo
método de sequenciamento ele foi caracterizado como heterozigoto *4 / *5. Este resultado
pode ser explicado, ao igual que o caso do voluntario 47, pelo fato de ambas metodologias de
genotipagem terem uma abordagem diferente. Como mencionado, o metodo Tetra Primer
amplifica na presenca de um alelo a banda correspondente, neste caso o alelo *4, sem
discriminar a presenca de outros polimorfismos na amostra de DNA. Como n6s ndo tivemos
sucesso com este método na avaliacdo do alelo *5, entdo ndo podemos ter a confirmacéo

desse dado pelo metodo Tetra Primer. Devemos salientar que o alelo *5 tem uma
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caracteristica de delecdo para o gene CYP2D6, o que significa que usando os primers
especificos para o alelo *4 ndo pode ser detectado pelo método Tetra Primer. Por tal motivo,
se a presenca for s6 de um alelo *4, este método vai amplificar a banda para este alelo e a
interpretacdo é de homozigoto para este alelo, quando na verdade, ele é heterozigoto, segundo
0 método de seqiienciamento. O valor da fenotipagem foi de 59.5360, valor extremamente
grande, caracteristica de um metabolizador lento. A analise do nimero de copias revelou que

apresenta uma copia s6 do gene.

O metodo Tetra Primer vai gerar duas bandas quando for um homozigoto para o alelo
especifico e outra banda que é o controle interno da reacdo, que € o gene selvagem. Contudo,
nos ndo podemos afirmar com certeza que este produto de amplificacdo € o gene selvagem,
pois como condicdo da PCR, dois primers vai amplificar este gene e 0s outros primers sao 0S
especificos para a variante alélica.

Observamos que, na maioria dos casos, houve uma boa correlacdo entre os dados
fenotipicos e genotipicos. Contudo, essa correlacdo ndo foi absoluta. Acreditamos que a

adicédo de novos polimorfismos vai ajudar a aumentar essa correlagéo.



7 CONCLUSAO
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Foram genotipados 75 voluntarios sadios da regido da cidade de Campinas. O estudo

mostrou uma alta correlacéo entre os dos métodos de fenotipagem e genotipagem.

O método de genotipagem Tetra Primer mostrou freqiiéncias alélicas similares aos

publicados por varios grupos de pesquisa para os alelos CYP2D6*1, *3 e *4.

O método Tetra Primer ndo foi satisfatorio para a analise dos alelos CYP2D6*5 e *6,

precisando de alguma amostra de DNA controle que possa validar nossos resultados.

. A freqiiéncia alélica para o alelo selvagem CYP2D6*1 foi 30,66.

. Afreqiiéncia alélica para o alelo CYP2D6*3 foi 1.3%

. A frequéncia alélica para o alelo selvagem CYP2D6*4 foi 14%.

O método de seqiienciamento para a caracterizacdo dos alelos CYP2D6*1, *2, *3, *4,
*5, *6, *10, *17 e *41 mostrou resultados que ajudaram interpretar resultados que ndo

podiam ser entendidos pelo método Tetra Primer.

O estudo de numero de cdpias demonstrou que das 19 amostras sequenciadas, s6 uma
amostra apresentou 3 copias do gene CYP2D6, gerando uma atividade enzimatica
possivelmente aumentada. Uma amostra mostrou correlacdo entre os métodos de
fenotipagem e os dois métodos de genotipagem, sendo considerado um metabolizador

lento ou PM.
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ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO

Cartesius Desenvolvimento de Pesquisas Clinicas Ltda
Galeno Research Unit

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

CORRELACAO ENTRE A GENOTIPAGEM DOS ALELOS MAIS COMUNS DO GENE
CYP2D6 E A FARMACOCINETICA DA DROGA DEXTROMETORFANO EM
VOLUNTARIOS SADIOS.

| - DESENHO DO ESTUDO E OBJETIVOS

A farmacogenética descreve o uso da informacdo genética para orientar a escolha da
terapia farmacoldgica numa base individual. Assim, pressupde-se que € possivel prever
diferengas nas respostas a agentes terapéuticos entre individuos a partir de sua constituicdo
genética. Com base neste principio, a descoberta das variacBes genéticas especificas
associadas a uma resposta terapéutica boa ou inadequada a um determinado farmaco, devera
permitir a individualizacdo das escolhas terapéuticas baseadas no genétipo do individuo que
regulam a farmacocinética e a farmacodindmica dos medicamentos. Estudos atuais de
farmacogenética tém como objetivo otimizar a eficacia de uma droga e diminuir os efeitos
colaterais e a toxicidade. O objetivo deste estudo € investigar uma possivel correlacdo entre 0s
polimorfismos do gene CYP2D6 e a farmacocinética da droga Dextromethorphan com a
finalidade de identificar, através de genotipagem, populacGes que apresentam diferencas
significativas nos niveis de absorcdo de farmacos.

Il -PROCEDIMENTOS

Os participantes desse estudo serdo submetidos ao preenchimento de um formulério de
identificacdo e dados clinicos. Sera realizada coleta de sangue periférico para Analise
Hematoldgica (exames de hemoglobina, hematdcrito, contagem total e diferencial de
leucdcitos, contagem de globulos vermelhos, contagem de plaquetas); Analise Bioguimica
(exames de uréia, creatinina, bilirrubina total, proteinas totais, albumina, glicose em jejum,
fosfatase alcalina, SGOT, SGTP, colesterol total, triglicerideos, &cido urico e yGT); Analise
de Urina (exame de urina | e experimentos de fenotipagem); Analise Soroldgica [exames de
hepatite B e C, HIV(1+2) e b-HCG nas mulheres]; Genotipagem CYP2D6; e experimentos de
farmacocinética.

111 - DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS

O desconforto sera pequeno, Vvisto que o procedimento mais doloroso é a coleta de
uma amostra de sangue como ¢é feito nos exames de sangue normais. Sera colhida apenas uma
amostra de sangue de cerca de 5 ml, em uma seringa; portanto, sempre que possivel, uma
unica puncéo sera realizada.
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IV — BENEFICIOS

A correlacdo entre polimorfismos de genes relacionados ao metabolismo (oxidacéo) de
drogas e a sua repercussdao farmacocinética (fase | do desenvolvimento clinico), em
individuos voluntarios sadios, podem auxiliar no tratamento (escolha do medicamento e de
sua posologia) tanto da populacdo em geral quanto de pacientes que fazem o uso prolongado
de um determinado tipo de medicamento, pela possibilidade de uma pre-selecdo mais
adequada do farmaco a ser prescrito. A existéncia de um banco de dados disponivel das
caracteristicas genéticas de cada individuo poderia contribuir para uma selecdo de drogas
mais adequada do que a selecdo baseada na tentativa e erro, minimizando o aparecimento de
efeitos adversos, contribuindo inclusive em termos econdmicos. Este procedimento poderia
trazer beneficios para o sistema de salude pela diminuicdo substancial de interna¢fes para o
tratamento de efeitos colaterais.

V - GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Todas as informacgfes a respeito do andamento do trabalho (exames de sangue,
consultas, resultados, riscos) serdo comunicados aos participantes assim como, quaisquer
outras duvidas serdo esclarecidas. O principal investigador é o Dr. Gilberto de Nucci,
professor do Depto de Farmacologia da USP e da UNICAMP, responsavel pela Cartesius
Desenvolvimento de Pesquisas Clinicas Ltda (Av. Prof. Lineu Prestes, 1524 -S&o Paulo / SP,
fone: (11) 30917493) e Galeno Research Unit (Rua Latino Coelho, 1301 - Parque Taquaral-
Campinas / SP, fone: (19) 32427133). Se houver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética
da pesquisa, deve-se entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Estadual de Campinas (Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 - Cidade
Universitaria - Campinas - SP, fone: (19) 37888936, e-mail cep@fcm.unicamp.br).

VI - LIBERDADE DE RETIRAR O CONSENTIMENTO

A autorizagdo para realizagdo do estudo pode ser retirada no momento em que o
participante desejar, sem necessidade de qualquer explicacdo e sem que deixe de receber
orientacdo, tratamentos ou resultados ja obtidos.

VIl - SEGURANCA DO SIGILO
Toda a informagéo a respeito do participante e seus exames sera mantida em sigilo

com o intuito de manter a privacidade do mesmo. O Centro de Bioequivaléncia nao
identificard o voluntario por ocasido da exposicéo e / ou publicacdo dos resultados.

VIl - COMPROMISSO DE ATUALIZAR A INFORMACAO

As informagOes serdo fornecidas de maneira atualizada visando um maior
esclarecimento dos familiares e até uma eventual mudanga de opinido em continuar ou ndo
participando do projeto.

IX - DISPONIBILIDADE DE TRATAMENTO MEDICO
Todos os participantes receberdo acompanhamento médico necessario, assim como o direito

de se manterem atualizados sobre os resultados parciais da pesquisa ou de resultados que
sejam de conhecimento dos pesquisadores. Em caso de dano pessoal, diretamente causados
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pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste estudo, o participante tem direito a
tratamento médico bem como as indenizagdes legalmente estabelecidas.

X -GASTOS

Todos os procedimentos médicos e de diagnostico laboratorial pertinentes a pesquisa seréo
pagos sem, portanto, qualquer gasto por parte do participante.

Xl - COMPROMISSO DO PESQUISADOR

O pesquisador responsavel se compromete a utilizar os dados e o material coletado somente
para esta pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, , anos, declaro ter lido
a carta de informac&o a respeito do PROJETO DE PESQUISA: CORRELACAO ENTRE A
GENOTIPAGEM DOS ALELOS MAIS COMUNS DO GENE MDR1 E A
FARMACOCINETICA DA DROGA DEXTROMETHORPHAN EM VOLUNTARIOS
SADIOS.

Acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informacgdes que li ou que me
foram lidas descrevendo o estudo. Ficaram claros quais sdo os propdsitos desta pesquisa, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades,
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu entendimento
neste servico.

Data / /

Assinatura do paciente ou representante legal
Data / /

Assinatura da testemunha
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecimento
deste paciente ou representante legal para a participagao neste estudo.
Data / /
Assinatura da pessoa responsavel pelo atendimento
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indice Metabdlico de Biotransformagao
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Identificacéo MR Identificagéo MR
Vol 1 0,09674306 Vol 20 0,14281525
Vol 2 0,08288191 Vol 21 0

Vol 3 0,40327869 Vol 22 0,06432432
Vol 4 0,0283 Vol 23 0

Vol 5 0,27513514 Vol 24 1,8321392
Vol 6 0,04379391 Vol 25 0,03106667
Vol 7 0,03303571 Vol 26 1,34210526
Vol 8 0 Vol 27 0,03295455
Vol 9 0,04336788 Vol 28 35,4494382
Vol 10 0,10366972 Vol 29 0,1480315
Vol 11 0 Vol 30 0,05635514
Vol 12 0,20347222 Vol 31 0,26893204
Vol 13 0,02441176 Vol 32 0,13886463
Vol 14 0,12303981 Vol 33 0,23314121
Vol 15 0,11504425 Vol 34 0,03164103
Vol 16 0,14933775 Vol 35 0,18648649
Vol 17 0,12179487 Vol 36 0,20930233
Vol 18 3,77260982 Vol 37 0,01993174
Vol 19 0,0202518 Vol 38 0,02637195




ANEXO B (continuacao)

indice Metabdlico de Biotransformagao
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Identificacéo MR Identificacéo MR
Vol 39 0,01632546 Vol 58 0,20484581
Vol 40 0,16492891 Vol 59 0,15736041
Vol 41 0,02458781 Vol 60 0,02832618
Vol 42 0,02229167 Vol 61 0,10898204
Vol 43 0,0561165 Vol 62 0,06080402
Vol 44 24,8214286 Vol 63 0,39192399
Vol 45 0,11509009 Vol 64 0,06682243
Vol 46 0,07913043 Vol 65 0,03594444
Vol 47 13,9922481 Vol 66 0,03714286
Vol 48 0,14242424 Vol 67 0

Vol 49 0,11259259 Vol 68 0,24273504
Vol 50 0,21805556 Vol 69 0,51361868
Vol 51 0,15139319 Vol 70 0

Vol 52 0,09076923 Vol 71 0,10296296
Vol 53 59,5360825 Vol 72 0,05953757
Vol 54 0,02232416 Vol 73 0

Vol 55 0,26474359 Vol 74 0,13918919
Vol 56 0,10556818 Vol 75 20,6578947
Vol 57 0,04510989
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ANEXO C

Eletroferogramas de alguns alelos

Eletrotroferograma referente ao seqlienciamento da amostra 38 indicando a base polimoérfica 100C>T.
Individuo heterozigoto CT

GGCTGCACGC TAC@ACCAGGCCCCCTG
160 170 180

Eletroferograma referente ao sequenciamento da amostra 35 indicando a base polimérfica 100C>T.
Individuo homozigoto TT

GGCTGCACGC TAC[TLACCAGGCCCCCT
160 170

Eletroferograma referente ao sequienciamento da amostra 21 indicando a base polimérfica 1846G>A.
Individuo homozigoto GG

TCT CCCACCCCCA@SACGCCCCTTTCGC
430 490 500

Eletroferograma referente ao seqiienciamento da amostra 21 indicando a base polimdrfica 2988G>A.
Individuo heterozigoto GA

GGGGC CGAGGGAGEAAGGGTACAGGCG
240 260 270




ANEXO D
Hapldtipos gerados de pelas reagdes de Sequienciamento e Atividade Enzimatica
(Vol = Voluntario)

Alelo | *2 | *a*10]| *17 | *2o*a*10%17%41 | *4 | *3 |*a1*2, *17| *a1 | *2, *10,*17,*41
- Enzima
alelo | 1584 | 100 |1023 1661 1846 | 2549 | 2850 | 2988 4180
NORMAL
*] C C C G G | a C G G
*D | C C C G G| A T G C
NORMAL
*2 G C C C G| A T G C
NONE
*3 C c C G G | - C G G
NONE
*4 C T C C Al A C G C
NONE
*5 C - - - - - - -
DECR
*0 | C T C C G | A C G C
DECR
*7 | C T G| A T G C
DECR
*1 | C c C G | A T A C
Vol
NORMAL
2 |**10|cc| T C G cT G
NORMAL
7 | *1*2 | cc| C CG cT G
9 | *1*2 | cG C cT G AUMENT
*2x] NORMAL
18 0 |ce| T C cc cT G
NORMAL
19 | *1%1 C C G G C G
NORMAL
21 | *1*41 C C CG G cT GA
NORMAL
27 |*2*x10| cG | T C c cT G
28| - | cC C C G
NORMAL
35 | *2%4 | CG | T C cc GA cT G
NORMAL
36 | *1*1 C C G G G
NORMAL
38 |*1*4 | c | cT | C CG GA G
NORMAL
39 | *2%4 | CG | T C cc GA cT G
a4 | - C c C CT G
46 | 12 | cc| C C cT G
NULA
47 | *3*5 | C C C G G C G
55 | * |ce| C C G G CT G
NULA
56 | *4*5 T C C A G
70 | *1 c C G G G
74 | - c G




