Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Po6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES

Avaliacdo dos fendtipos de acetilacdo e hidroxilacdo predominantes nas
populacdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma: possivel
influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase

Tese apresentada ao Instituto Oswaldo Cruz como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de Doutor em

Ciéncias.

Orientador:

Dr. Adalberto Rezende Santos

Pesquisador Titular — Lab. de Biologia Mololecular Aplicada a
Micobactérias - 10C

Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ

Rio de Janeiro
Marco de 2015



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciéncias Biomédicas/ ICICT / FIOCRUZ - RJ

L864 Lopes, Marcia Cuinhones Pires

Avaliacdo dos fendtipos de acetilac&o e hidroxilagdo predominantes
nas populacdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma:
possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da
hanseniase / Marcia Quinhones Pires Lopes. — Rio de Janeiro, 2015.

)i, 130 -0l ; 30 cm.

Tese (Doutorado) — Instituto Oswaldo Cruz, Pés-Graduacdo em
Biologia Celular e Molecular, 2015.
Bibliografia: f. 94-119

1. Mycaobacterium leprae. 2. Hanseniase. 3. Epidemiologia Molecular. 4.
Proteinas metabolizadoras de drogas. 5. Polimorfismo genético. 6.
Farmacogenética. |. Titulo.

CDD 616.998

Avaliacéo dos fen6tipos de acetilacéo e hidroxilagdo predominantes nas populagdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma:
possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacédo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Pés-Graduacao em Biologia Celular e Molecular

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES

Avaliacéo dos fendétipos de acetilacdo e hidroxilacdo predominantes nas populagdes de cinco
macrorregides do Brasil baseada no genoma: possivel influéncia da farmacogenética na

conduta terapéutica da hanseniase

Orientador:
Dr. Adalberto Rezende Santos

Data da Aprovagéo: 03/03/2015
BANCA EXAMINADORA
TITULARES:
Dra. Patricia Cuervo Escobar (Presidente)
Dra. Giselda Maria Kalil de Cabello
Dra. Maria Eugénia Novinski Gallo
SUPLENTES:
Dr. Antbnio Basilio de Miranda

Dra. Cynthia Chester Cardoso

Rio de Janeiro, 03 de marc¢o de 2015.

Avaliacéo dos fen6tipos de acetilacéo e hidroxilagdo predominantes nas populagdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma:
possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Dedico este trabalho as duas grandes razdes da minha vida:

Aos meus filhos Tiago e Diogo.
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“A minha familia, com carinho.”
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“O cientista ndo ¢ o homem que fornece as verdadeiras
respostas, é quem faz as verdadeiras perguntas”

Claude Lévi-Strauss
“Talvez nao tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei
para que o melhor fosse feito. Nao sou o que deveria ser,

mas gracas a Deus, ndo sou o que era antes”

Martin Luther King

Vv

Avaliacéo dos fen6tipos de acetilacéo e hidroxilagdo predominantes nas populagdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma:
possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus por ter me mostrado o caminho, ter me dado forga e satde e

colocado as pessoas certas na minha vida.

A meus pais por sempre terem me mostrado que com honestidade, forga e determinacdo

podemos realizar nossos maiores sonhos.

Ao chefe do laboratdrio Dr. Philip Noel Suffys pelo apoio e confianca em todos os momentos,

principalmente pelo apoio financeiro para execugéo deste trabalho. Serei eternamente grata.

Ao meu orientador Dr. Adalberto Rezende Santos que além de ser um grande amigo, € um
exemplo de simplicidade, humildade e determinacdo. Me mostrou que com gestos simples,
objetivos e sabedoria podemos obter grandes realizacdes, além de ter depositado em mim toda
confianca e me dar todo apoio para que pudesse realizar este trabalho.

A minha amiga e filha Raquel por todo o carinho e apoio que sempre me depositou a qual eu
responsabilizo por esta conquista e pela grande decisdo na minha vida de lutar pelas coisas
que eu achava importante e sem a qual eu ndo teria chegado até aqui. Muito, muito, obrigada.
Uma das pessoas que todos os dias eu agradeco a Deus por ter colocado na minha vida. Amo

voceé!

As Dras. Maria Eugénia e Maria Leide por ter acreditado neste projeto e fazé-lo acontecer.
Aos meus filhos que por tantas vezes foram deixados em segundo plano e se privaram do
convivio familiar e lazer, mas com paciéncia sempre compreenderam e me apoiaram. Amo

VOocés.

Ao meu marido Paulo Roberto que conseguiu aturar minhas angustias e me socorreu quando

precisei. Obrigada por tudo.

Vi

Avaliacéo dos fen6tipos de acetilacéo e hidroxilagdo predominantes nas populagdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma:
possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Ao meu amigo Antdnio Basilio pela amizade, paciéncia e orientacdo principalmente na
execucdo do PHASE em que vinha me socorrer e solucionar os problemas que surgiam no

caminho. Muito obrigada por tudo!

A minha amiga Lizania, pelo apoio principalmente no inicio deste trabalho em que podia

dividir minhas aflicdes e horas de lazer com nossas idas ao cinema.

Ao amigo Kleyton pela grande ajuda em parte experimental desta tese e solicitude em todos

0S momentos. Muito obrigada!

Ao amigo Rafael Santos pela grande ajuda e organizacdo na parte inicial da tese, sem a qual

teria sido mais dificil. Obrigada por tudo!

Ao meu amigo e psicdlogo Harrison pelo incentivo sempre e todo apoio nos principais
momentos. Muito obrigada de té-lo como amigo.

A minha amiga Amanda pelo apoio e ajuda valiosa em varios momentos, principalmente na
fase final da tese em que tive que dividir minha afligdo com outras responsabilidades e sem a
sua ajuda ndo teria sido possivel. Obrigada por ter me apoiado e pelos altos papos trocados em

nosso convivio diario. Amo vocé!

A minha querida irma Marize, que mesmo com suas aflicdes conseguiu me socorrer e pude

contar com sua ajuda em mais esta empreitada. Amo vocé!

Ao amigo Jorge Luis pela presteza e cordialidade em todos os momentos. Obrigada por tudo.
Ao pessoal do ASA, José Augusto, Ana Salles, Roberta Lemos, Nadia Duppre, Valcemir e
Lucia Helena pela solicitude e carinho com que me trataram quando precisei de ajuda na

selecdo e obtencdo das amostras do Rio de Janeiro.

Ao Dr. Pedro H. Cabello pela solicitude e grande ajuda na parte estatistica desta tese.
Obrigada!

vii

Avaliacéo dos fen6tipos de acetilacéo e hidroxilagdo predominantes nas populagdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma:
possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



A todos os profissionais de saude que colaboraram com este projeto, desde a selecdo das

amostras até o envio das mesmas. Muito obrigada!

A todos os pacientes que concordaram em participar do estudo e sem o qual este ndo seria

possivel. Obrigadal

Aos amigos do Lab pelo convivio e por poder compartilhar todos 0s momentos bons e ruins,
que gracas a Deus foram em sua maioria bons, principalmente em nossas comemorac¢des com
café da manh@.

A todos os amigos da Hanseniase que direta ou indiretamente puderam compartilhar de todos
0s momentos desta tese (N&o citarei nomes porque sao muitos), mas em especial a Cristiane,

Augusto, Andréa e Jean que estdo sempre prontos para ajudar no gque for preciso.

Aos amigos do antigop DBBM que sempre estavam prontos a ajudar no que fosse preciso,

principalmente a Aline, Leonardo, Renata, Marcelo e Beatriz.

A minha amiga inesquecivel de todas as horas e que sempre esta pronta para ajudar no que for
preciso, a eterna Dona Neiva.

A plataforma PDTIS/sequenciamento/Fiocruz.

viii

Avaliacéo dos fen6tipos de acetilacéo e hidroxilagdo predominantes nas populagdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma:
possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



LISTA DE ILUSTRACOES

Pagina
Figura 1.1: Epidemiologia da hanseniase no mundo e no Brasil......................... 3
Figura 1.2: Cartela para esquema de tratamento para pacientes paucibacilares.. 4
Figura 1.3: Cartela para esquema de tratamento para pacientes multibacilares.. 5
Figura 1.4: Cartela para esquema de tratamento para criangas paucibacilares.... 6
Figura 1.5: Cartela para esquema de tratamento para criangas multibacilares.... 6
Figura 1.6: Efeito dos farmacos e a relacdo com as variaveis farmacocinética,
farmacodindmica e local onde ocorre a variabilidade bioldgica...............c..c.c...... °
Figura 1.7: ReacOes de biotransformacao de fA&rmacos..........c.ccocevvvrenirinnnnen, 10
Figura 1.8: Estrutura da dapSONna............ccovrieieiienininiseeeee e 12
Figura 1.9: Vias metabolicas da dapsona em humanos............cccceereienenerenennne. 14
Figura 1.10: Localizacdo cromossémica dos loci das N-acetiltransferases
NUMENES. ...t bbbttt bbb beeneeneas o
Figura 1.11: Nomeando uma isoenzima do citocromo P450............ccccevvvvennnnne 31
Figura 1.12: Localizagdo dos polimorfismos no locus de CYP2E1l e as
respectivas enzimas de restricdo utilizadas para detectar os diferentes 33
(o[- 101 (] 10 S SSRUS S PP
Figura 1.13: Distribui¢do das mutagdes no gene CYP3A4.........ccccoovvvvviicnenn, 36
Figura 1.14: Distribuicdo das mutagdes no gene CYP3AS........ccocovvenenineninn 39
Figura 4.1 (A) e (B): llustracdo da utilizacdo do Software v.2.5. Identificacédo 50
de variantes Na SEQUENCIA. .......cveieeiieeieiie ettt e e sre e sraesae e sra e e nns
Figura 4.2: llustragdo da utilizacdo do Software v.2.5. Alinhamento das
sequéncias obtidas com a sequéncia referénCia...........ccooevevvrieeriecieiineie e >0
Figura 4.3: Identificacdo de SNPs através da visualizagdo do cromatograma -
dentro dO Programa SEOSCAPE. ......ccveiieeitieite et e sttt e st eeste e sre e e sae e e e e sreeenee e
Figura 4.4 A e B: Estratégia de amplificacdo do gene CYP3A5*3 e *6 e
representacdo esquematica do perfil de digestdo com enzima Ddel apds corrida 53
em gel de poliacrilamida 15% (PCR-RFLP)........ccccoiiiiiiieee e
Figura 5.1: Frequéncia de anemia hemolitica nos pacientes com hanseiase, dos &7

diferentes estados, iNCIUIAOS NESTE ESTUAO. .......vveeeeeeeeee e

Avaliacéo dos fen6tipos de acetilacéo e hidroxilagdo predominantes nas populagdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma:
possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Figura 5.2: Gel de agarose 1% mostrando extracdo de DNA gendmico

humano a partir de sangue total utilizando o kit “QIAamp - Quiagen™................ >
Figura 5.3: Distribuigéo das frequéncias dos sete principais SNPs de NAT2...... 59
Figura 5.4: Perfil de acetilacdo na populacédo brasileira.............ccccceovvevviiereennn. 64
Figura 5.5: Gel de agarose 2%. Perfil de digestdo (Rsa I) dos trés gendtipos de
CYP2EL para 0 SNP -1053 CoT...oiiiiiieiiieseieeie et o0
Figura 5.6: Distribuicdo dos genoétipos de CYP2EL1 em 4 macrorregides do 67
BIASHL .. e nneas
Figura 5.7: Gel de poliacrilamida 15%. Perfil de digestdo (Dde I) dos trés 68
0eNBLIPOS de CYP3AD ... ..ottt
Figura 5.8: Gel de poliacrilamida 15%. Perfil de digestdo (Dde I) dos trés 68
0ENOLIPOS 0 CYP3ADXB.....cooieiieiiiieiieirie et
Figura 5.9: Distribuicdo dos genotipos de CYP3A5*3 em 4 macrorregides do 20
BIASIL.. .ot
Figura 5.10: Distribui¢do dos gendtipos de CYP3A5*6 em 4 macrorregides do 20
=] ] | SR TRRTORSRO
Figura 5.11: Gel de agarose 1,5% com produtos da PCR de CYP3A4*1B......... 71
Figura 5.12: Distribuicdo dos gendtipos de CYP3A4*1B em 4 macrorregides 7
(0 (o = o | USRS
Figura 5.13: Gréafico contendo a proporcdo de casos obtidos pela particdo do
% da AN&lISE NAT2 / CYP2EL.......ovviveeeeeeeeeieeeeeeesessessiessees s sesssssensesnaen o
Figura 5.14: Gréafico contendo a proporcao de casos obtidos pela particdo do
% da anlise NAT2 / CYPBAS®3..........couieeieeieeeeeeeseeeesseseeese s e
Figura 5.15: Gréafico contendo a proporcdo de casos obtidos pela particdo do 79
* da analise NAT2 / CYPBAS®G..........cc.vverreireeeeeieseesssseossseseessssssessesssessesnsesnsens
Figura 5.16: Gréafico contendo a proporcéo de casos obtidos pela particdo do 80

* da anélise NAT2 / CYP3AARLB........c.oooeveereireeeeeeresseesiesseesseseensess s,

X

Avaliacéo dos fen6tipos de acetilacéo e hidroxilagdo predominantes nas populagdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma:
possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



LISTA DE TABELAS

Pagina
Tabela 1.1: Esquema de tratamento para criangas paucibacilares....................... 5
Tabela 1.2: Esquema de tratamento para criangas multibacilares....................... 6
Tabela 1.3: Esquema de tratamento alternativo...........ccccceveveeieenesieseenie s 7
Tabela 1.4: Tipos de efeitos adversos induzidos pela dapsona............ccccccceveeee 18
Tabela 4.1: N amostral e dados demograficos por municipio, estado e regiao.... 45
Tabela 4.2: Iniciadores utilizados para amplificacdo e sequenciamento de 47
N 1RSSR
Tabela 4.3: Iniciadores utilizados para amplificacdo e sequenciamento de -
CYPSBALFLB....ooieteee ettt sttt
Tabela 4.4: Iniciadores utilizados para amplificacdo da variante alélica -
(O 7N e TSP
Tabela 4.5: Iniciadores utilizados para amplificacdo da variante alélica 54
CYPBADFB....cueiteieeieeiiiieieie ettt sttt ettt et ne et neenenns
Tabela 4.6: Iniciadores utilizados para amplificacdo de parte da regiéo 55
Promotora de CYP2EL........cov oot
Tabela 5.1: Distribuicdo e descricdo demogréafica dos pacientes entre 0s 56
estados e regifoes Para Cada gENE. .......coeierireriree ettt
Tabela 5.2: Descrigédo dos diferentes tipos de ADRs identificados neste 57
LTSy L0 (o TSSOSO
Tabela 5.3: Frequéncia alélica dos SNPs da regido codificante de NAT2 50
encontrados na populagdo de eStUdO..........ccceveiierieneierce e
Tabela 5.4: Frequéncia dos principais haplétipos de NAT2 encontrados com 62
frequéncia acima de 1% em pelo menos um estado..........c.ccceevveeveieiieiiece e,
Tabela 5.5: Frequéncias dos genétipos de NAT2 encontrados na populagdo 126
ESUAATA (ANEXO ).
Tabela 5.6: Frequéncias dos diferentes perfis fenotipicos de acetilacdo em 63
cinco diferentes macrorregides do Brasil............cccccveiveiiiiiiicic e
Tabela 5.7: Frequéncias dos gendtipos e alelos de CYP2E1 por estado e regido. 67
Tabela 5.8: Frequéncias dos gendtipos e alelos de CYP3A5*3 por estado e 69
70 - 1o TSSO
Tabela 5.9: Frequéncias dos gendtipos e alelos de CYP3A5*6 por estado e 69

Xi

Avaliacéo dos fen6tipos de acetilacéo e hidroxilagdo predominantes nas populagdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma:
possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Tabela 5.10: Frequéncias dos gendtipos e alelos de CYP3A4*1B por estado e

. 72
10 - 1o SRR
Tabela 5.11: Distribuicdo e descricdo demogréafica dos pacientes entre 0s 13
ESLAAOS € FBGIDES. ....viiveerieiieeie ettt et e e sre e re e e nre e e
Tabela 5.12: Influéncia dos gendtipos/fendtipos de NAT2 e CYP450 na -
ocorréncia de ADRs na hanseniase durante tratamento com dapsona...................
Tabela 5.13: Anélise da interagdo gene-gene no efeito das reacfes adversas o1

NEMALOIOGICAS. ... ..veeveeee e

Xii

Avaliacéo dos fen6tipos de acetilacéo e hidroxilagdo predominantes nas populagdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma:
possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



ADRs
BAAR
CYP
CFz
DDS
DADDS
DNA
DNTPs
EDTA
G6PD
GSH
GSSG
GST
GT

Hb

HR

IC
Indels
MB

MS
Met-Hb
MADDS
mMRNA
NAT?2
NADPH
OMS
OR

PB

pb

PQT
PCR

LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Reacdes Adversas a Drogas

Bacilo Alcool Acido Resistente

Citocromo P450

Clofazamina

4-4’diaminodifenilsulfona - dapsona
Diacetildapsona

Acido desoribonucléico
Desoxirribonucleotideos trifosfato (N= A, C, G ou T)
Acido etilenodiaminotetracético
Glicose-6-fosfato-desidrogenase

Glutationa (forma reduzida)

Glutationa oxidada (forma dimerizada da GSH)
Glutationa S-transferase
Glucuronosiltransferase

Hemoglobina

Reacdes de hipersensibilidade

Intervalo de confianca

InsercBes / delecBes de bases

Multibacilar

Ministério da Saude

Metemoglobina

Monoacetildapsona

Acido ribonucléico mensageiro
N-acetiltransferase 2

Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato
Organizacdo Mundial de Saude

Odds ration

Paucibacilar

Par (es) de base (s)

Poliquimioterapia

Polymerase chain reaction (Reagédo de polimerisagdo em cadeia)

Xiii

Avaliacéo dos fen6tipos de acetilacéo e hidroxilagdo predominantes nas populagdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma:

possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase
MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



RFM Rifampicina

RFLP Restriction fragment lengt polymorphisms
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RESUMO
TESE DE DOUTORADO
Marcia Quinhones Pires Lopes

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica, com alto poder incapacitante. O tratamento se
baseia na combinacdo de trés drogas: dapsona, rifampicina e clofazimina, porém, a ocorréncia
de reagdes adversas (ADRs) induzidas principalmente pela dapsona (~70%) é frequentemente
observada. Dentre as ADRs destacam-se: a metemoglobinemia, anemia hemolitica, a hepatite
e a sindrome da dapsona. A metabolizacdo da dapsona é baseada em reagdes enzimaticas de
acetilacdo e hidroxilacdo, catalisadas, pelas enzimas N-acetiltransferase2 (NAT2) e
hidroxilases do citocromo P450 (CYPs). Dentre os varios fatores associados a ocorréncia de
ADRs, o fator genético é primordial. Polimorfismos presentes em genes que codificam para
enzimas metabolizadoras de drogas podem representar alto risco para este desfecho.
Paralelamente, outro aspecto importante é a alta variabilidade genética ligada a etnia. O Brasil
€ um pais composto por uma populacdo altamente miscigenada com alta diversidade genética.
Sendo a hanseniase uma doenca endémica tratada com um esquema padronizado para toda a
populacdo, a avaliacdo destes perfis genéticos é de fundamental relevancia para a prevencdo
de ADRs. Este estudo teve como principal objetivo descrever a variabilidade dos genes NAT2,
CYP2E1, CYP3A4 e CYP3A5 em coortes de pacientes de hanseniase provenientes das cinco
diferentes macrorregides do Brasil e realizar um estudo de associa¢édo, do tipo caso-controle,
entre as variaveis genéticas presentes nesses genes com a ocorréncia de reacdes adversas em
pacientes com hanseniase em tratamento com esquemas contendo dapsona. Um total de 964
individuos foram incluidos no estudo descritivo de NAT2 enquanto para o estudo de
associacdo variou dependendo da regido. Vinte e trés SNPs de NAT2, foram identificados
nas populacdes estudadas, dos quais sete: 191 G>A,; 282 C>T; 341T>C; 481 C>T; 590 G>A;
803 A>G e 857 G>A, sdo os mais frequentes na populacdo mundial. Os resultados mostraram
uma predominancia de alelos NAT2 associados com acetilagdo lenta porém variando de
acordo com a regido estudada. De forma semelhante, apds genotipagem dos genes da familia
CYP450, foi observado que as frequéncias alélicas e genotipicas também variaram ao longo
de todo territdrio brasileiro. Os resultados mostraram que pacientes hansenianos com perfil de
acetilacdo lenta e de hidroxilacdo rapida (CYP2EL), avaliados separadamente demonstraram
uma associacdo com a ocorréncia de ADRs, porém com Razdes de Chance menores (2,4 e
1,9) que na analise combinada (4,08 para CYP2E1). Os perfis de hidroxilagdo rapida
caracterizada pela presenga dos alelos CYP3A5*3,CYP3A5*6 e CYP3A4*1B analisados
separadamente ndo apresentaram associa¢do com a ocorréncia de ADRs, porem na analise
combinada com o perfil de acetilagdo lenta, observou-se uma forte associagdo com este
desfecho representada pelas ORs (6,4 para CYP3A5*3; 4,83 para CYP3A5*6 e 2,84 para
CYP3A4*1B) sugerindo que a combinacgéo entre os perfis fenotipicos de acetilagdo lenta com
hidroxilacdo rapida representam o algoritimo ideal para uma proposta de teste preditivo a ser
utilizado como suporte no tratamento da hanseniase com esquema contendo DDS.
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ABSTRACT
PhD thesis
Marcia Quinhones Pires Lopes

Leprosy is a chronic infectious disease with high disabling potential. The treatment is based
on the combination of three drugs: dapsone, rifampicin and clofazimine, however, the
occurrence of adverse drug reactions (ADRs) mainly induced by dapsone (~70%) is
frequently observed with a predominance of methemoglobinemia, hemolytic anemia, hepatitis
and dapsone syndrome. The dapsone metabolization is mediated by acetylation and
hydroxylation enzymatic reactions catalyzed by the N-acetyltransferase 2 (NAT2) and
cytochrome P450 (CYPs). Among the various factors associated with the occurrence of
ADRs, the genetic factor is essential. Polymorphisms in genes encoding drug metabolizing
enzymes may represent a high risk for this outcome. In paralell, another important aspect is
the high genetic variability related to ethnicity. Brazil is composed of a high mixed population
with high levels of genetic diversity. Being leprosy is an endemic disease which treatment is
a standard regimen for the entire population, the evaluation of these genetic profiles became
relevant for prevention of ADRs. The main goals of this study was to describe the genetic
variability of NAT2, CYP2E1, CYP3A4 and CYP3A5 in cohorts of leprosy patients from five
Brazilian geographical regions and to perform an association study (case-control) between the
genetic variants present in these genes and occurrence of ADRs in leprosy patients treated
with dapsone-containing schemes. A total of 964 individuals were enrolled to the descriptive
study for NAT2 while for the association study the sample size varied according to the
region. Twenty-three SNPs in NAT2, were identified in the study populatuion, seven of which
191 G> A; 282 C>T,; 341T> C; 481 C>T; 590 G> A; 803 A> G and 857 G>A are the most
frequent in the world population. The results showed a predominance of the NAT2 alleles
associated with slow acetylation however, varying according to the studied region . Similarly,
after genotyping of CYP450 gene family, an allele and genotype frequency variation was also
observed over Brazil. The results showed that leprosy patients with slow acetylation and rapid
hydroxylation profile (CYP2E1), evaluated separately showed an association with the
occurrence of ADRs, but with lower Odds ratios (2.4 and 1.9) then that observed in combined
analysis (4.08 CYP2EL). The fast hydroxylation profile characterized by the presence of
CYP3A5*3, CYP3A5*6 and CYP3A4*1B, analyzed separately did not showed association
with the occurrence of ADRs, however, the combined analysis with NAT2 slow acetylation
profile showed a strong acetylation with this outcome represented by the ORs ( 6.4 for
CYP3A5*3; 4.83 for CYP3A5*6 and 2.84 for CYP3A4*1B) suggesting that the combination of
slow acetylation with fast hydroxylation phenotypes represent the ideal algorithm for a
predictive test to be used as a support for leprosy treatment with DDS-containing regimen.
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1. Introducéo
1.1- A Hanseniase

Também conhecida como lepra ou mal de L&zaro, a hanseniase ¢ uma doenga infecto-
contagiosa, de evolucdo lenta, que se manifesta principalmente através de sinais e sintomas
dermatoneuroldgicos: lesdes na pele e nos nervos periféricos, principalmente nos olhos, maos
e pés. A hanseniase tem como agente etiolégico Mycobacterium leprae, parasito com
tropismo para os filetes nervosos periféricos com consequente predomindncia de
acometimento dos nervos periféricos podendo também manifestar-se por lesGes cutaneas e
distdrbios neuroldgicos. Apos a infeccdo, o quadro clinico pode evoluir de acordo com o grau
de suscetibilidade especifica e individual (genética e imunoldgica) do paciente, seja para a
regressdo espontanea, seja para o agravamento progressivo. Nestes casos, podemos observar
um comprometimento gradual da pele, mucosas das vias aéreas superiores, olhos, visceras
abdominais, linfonodos, medula 06ssea, testiculos e ovarios, causando sérias incapacidades
fisicas e sociais (Gallo et al., em Coura et al., 2005). O tempo de geracdo do bacilo €
extremamente lento comparado com outras bactérias, variando entre 11 e 16 dias o que reflete
no longo periodo de incubacdo (tempo desde a infeccdo até o aparecimento das primeiras
manifestacdes clinicas) da hanseniase, que varia de 5 a 7 anos em média. (Portaels, 1988).

De acordo com as caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e imunolégicas, a hanseniase
se apresenta em forma espectral, apresentando, de acordo com a classificacdo de Ridley &
Jopling, duas formas polares, a forma lepromatosa-lepromatosa (LL), que apresenta pouca ou
nenhuma imunidade celular e uma alta imunidade humoral, consequentemente com uma alta
carga bacilar, e a forma tubercul6ide-tubercul6ide, que apresenta pouca ou nenhuma
imunidade humoral e uma alta resposta celular, consequentemente com uma baixa carga
bacilar (Ridley & Jopling, 1962). Para fins operacionais e de tratamento, as mesmas sao
classificadas como formas multibacilares e paucibacilares respectivamente. Adicionalmente,
a hanseniase apresenta ainda trés formas intermediarias classicadas como ‘“borderline”,
divididas em: a) borderline-borderline (BB), b) borderline-tuberculdide (BT) e c¢) borderline-

lepromatosa (BL).

1.2- Transmissao
Cada passo da cadeia de infeccdo, desde a exposicdo ao M. leprae, passando pelo
estabelecimento da infeccdo subclinica, até o desenvolvimento da doenca, € determinado por

um numero de fatores de risco, os quais compreendem fatores ambientais e fatores genéticos.
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Tendo em vista o longo periodo de incubacdo da hanseniase o completo entendimento
sobre sua transmissao é um capitulo ainda ndo totalmente elucidado. Contudo, hoje entende-
se que a mesma ocorre através do contato intimo e prolongado com pacientes das formas
multibacilares ndo tratadas, ou pelo contato direto com solucdo de descontinuidade da pele
dos mesmos (Worobec MS, 2012).

Desta forma, em ordem decrescente, 0 risco de contrair a doenca evolui de contatos
domiciliares de pacientes das formas multibacilares até os contatos extra-domiciliares de
pacientes das formas paucibacilares, indicando que o risco de desenvolvimento da doenca
varia de acordo com o grau de contato e com a carga bacilar da fonte de infeccéo.

A manifestacdo clinica da hanseniase depende, dentre outros fatores, da relacdo parasita /
hospedeiro. Além dos fatores inerentes ao paciente, outros como 0s niveis da endemia, as
condicdes socio-econémicas desfavoraveis, as condi¢bes precarias de vida e de salde e o
elevado numero de pessoas convivendo em um mesmo ambiente influenciam no risco de

desenvolver a doenga.

1.3- Epidemiologia da hanseniase

A razdo de prevaléncia mundial de hanseniase foi estimada em 0,32 por 10.000
habitantes, no primeiro trimestre de 2014 (180.618 casos registrados), mostrando uma
pequena queda em relagio ao ndmero de casos detectados em 2013 (189.018)
(http://www.who.int/lep/en). A figura 1.1A mostra como 0s casos registrados estdo
distribuidos entre vérios paises. Paises como India, Brasil, Indonésia, Etiopia, Nigéria e Nepal
continuam com uma alta prevaléncia de casos (http://www.who.int/lep/en).

No Brasil, em 2013, a taxa de prevaléncia registrada foi de 1,42 casos para cada 10.000
habitantes enquanto o levantamento preliminar do Ministério da Saude (MS) indica que em
2014 houve registros de 24.612 casos novos e identificados 1,56 casos novos por cada 10.000
habitantes, mostrando um aumento da taxa de prevaléncia em relagéo ao ano anterior. Embora
0 Brasil registre decréscimos continuos nos coeficientes de prevaléncia e de deteccdo de casos
novos de hanseniase, a ocorréncia € irregular, com presenca em todos os estados, mas com
grande concentracdo na Amazonia e estados do Nordeste. O mais endémico é Mato Grosso
com 9,03 casos/10000 habitantes. Em seguida Maranhdo com 5,29 casos/10000 habitantes,
em terceiro lugar Tocantins e em quarto o Para com 4,28 e 3,69 casos/10000 habitantes
respectivamente. Sendo assim, apesar da importante reducéo do coeficiente de prevaléncia de

hanseniase no Brasil, algumas regides demandam intensificacdo das acGes para eliminacéo da
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doencga, justificadas por um padrdo de alta endemicidade (Figura 1.1B) (WHO,Leprosy
Today, 2014; DATASUS, 2014).

.
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Figura 1.1: Epidemiologia da hanseniase no mundo e no Brasil. Figura 1.1A — Novas taxas mundiais de
deteccdo de casos de hanseniase. OMS, 2012. Figura 1.1B — Estados brasileiros com maior prevaléncia
de hanseniase. Brasil, 2013.
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1.4- Tratamento

A poliquimioterapia € administrada atraves de esquema-padrdo, de acordo com a
classificacdo operacional do doente em paucibacilar (casos com até cinco lesdes de pele) ou
multibacilar (casos com mais de cinco lesdes de pele). A informacéo sobre a classificacdo do
doente é fundamental para selecionar o esquema de tratamento adequado ao seu caso.

Para criangas com hanseniase, a dose dos medicamentos do esquema-padrao é ajustada,
de acordo com sua idade. No caso de pessoas com intolerancia a um dos medicamentos do

esquema-padrdo, sdo indicados esquemas alternativos (Worobec SM, 2012).

1.4.1- Esquema Paucibacilar (PB)
Para pacientes paucibacilares, o tratamento consiste na combinagdo de rifampicina e
dapsona, acondicionadas numa cartela, no seguinte esquema:
v" Rifampicina: uma dose mensal de 600mg (duas capsulas de 300mg) com
administragao supervisionada,
v' Dapsona: uma dose mensal de 100mg supervisionada e uma dose diaria auto-
administrada. A duracdo do tratamento € de seis doses mensais supervisionadas de
rifampicina e o critério de alta consiste em seis doses supervisionadas em até nove

meses (Figura 1.2).

Dapsona

Dose mensal
supervisionada

™~ Rifampicina

Medicagio
didria auro-

adminisrada Dapsona

Figura 1.2: Cartela para esquema de tratamento para
pacientes paucibacilares

1.4.2- Esquema Multibacilar (MB)
Para pacientes multibacilares, o tratamento é realizado com uma combinacdo de
rifampicina, dapsona e clofazimina, acondicionadas numa cartela no seguinte esquema:
v" Rifampicina: uma dose mensal de 600mg (duas capsulas de 300mg) com

administracao supervisionada;
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v" Clofazimina: uma dose mensal de 300mg (trés capsulas de 100mg) com
administragdo supervisionada e uma dose diaria de 50mg auto-administrada; e

v Dapsona: uma dose mensal de 100mg supervisionada e uma dose diaria auto-
administrada;

e Duragdo do tratamento: 12 doses mensais supervisionadas de rifampicina;

e Critério de alta: 12 doses supervisionadas em até 18 meses (Figura 1.3).

[P Dapsona
Dose mensal
supervisionada

s Clofazimina

Rifampicina

\ Dapsona

\ Clofazimina

Medicagio
didria auro- <
administrada

® 0 000 o

|
i

Figura 1.3: Cartela para esquema de tratamento
para pacientes multibacilares

1.4.3- Esquemas de tratamento para criancas.
Para criancas com hanseniase, as doses de medicamentos dos esquemas paucibacilar e

multibacilar, sdo ajustadas, de acordo com os seguintes quadros (Tabelas 1.1 e 1.2 e Figuras

1.4e1.5):

Tabela 1.1: Esquema de tratamento para criancgas paucibacilarers.

\dad Dapsona (DDS) diaria Dapsona (DDS) Rifampicina (RFM) mensal
ade
Auto-administrada Supervisionada Supervisionada
0-5 25mg 25mg 150-300mg
6-14 50-100mg 50-100mg 300-450mg
5
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Dose mens

al
supervisionada

Medicagio

didria aur

administrada

0=

e

’-_'___,_,- Dapsona

(50mg)

[ ———— Rifampicina

(150mg)

\ Rifampicina

(300mg)

Dapsona
(50mg)

Figura 1.4: Cartela para esquema de
tratamento para criancas paucilacilares

Tabela 1.2: Esquema de tratamento para criangas multibacilares.

Dapsona ] o o
(DDS) Dapsona Rifampicina Clofazimina (CF2)
Idade o (DDS) (RFM) Mensal _
Diéaria Auto- - o Auto Supervisionada
o Supervisionada | Supervisionada .
Administrada Administrada Mensal
0-5 25mg 25mg 150-300mg 100mg/semana 100mg
6-14 50-100mg 50-100mg 300-450mg | 150mg/semana | 150-200mg
/ l)—.\pmn.\
Dose mensal ——— (.ilofjlmm.\
supervisionada (50mg)
\ Rifampicina
( ~ (150mg)
th;ampmna
dhll.\cl"lj.:\j\ll::((: < | \ Dapsona
administrada (50mg)
\ Clofazimina
\ (50mg)

Figura 1.5: Cartela para esquema de

tratamento para criancas multibacilares

1.4.4- Esquema alternat

ivo

Os esquemas alternativos deverdo ser utilizados nos casos de intolerancia grave ou

contraindicagdo a uma ou mais drogas do esquema-padrdo PQT/OMS e serdo

disponibilizados apenas nos servigos de referéncia municipais, regionais, estaduais ou

nacionais. A tabela 1.3 mostra o esquema alternativo para os casos de intolerancia a dapsona

(DDS).
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Tabela 1.3: Esquema de tratamento alternativo.

Classificacao Paucibacilares
Medicamento
Rifampicina (RFM) Dose mensal de 600mg (2 capsulas de 300mg), com
administracao supervisionada
Clofazimina (CFZ) Dose mensal de 300mg (3 capsulas de 100mg), com
administracdo supervisionada
Clofazimina (CFZ2) Dose diaria de 50mg autoadministrada
Classificagdo Multibacilares

Medicamento

Rifampicina (RFM) Dose mensal de 600mg (2 capsulas de 300mg), com

administracao supervisionada

Clofazimina (CFZ) Dose mensal de 300mg (3 capsulas de 100mg), com

administragdo supervisionada

Ofloxacino (OFX) Dose mensal de 400mg supervisionada e dose diaria de
400mg autoadministrada + Clofazimina dose diaria de
50mg autoadministrada ou Minociclina (MNC) dose
mensal de 100mg supervisionada e dose diaria de 100mg

autoadministrada.

Considera-se uma pessoa de alta, por cura, aquela que completa o esquema de tratamento
PQT, nos seguintes prazos:

Esquema paucibacilar (PB) — 6 doses mensais supervisionadas em até 9 meses. Na 6°
dose, os pacientes deverdo ser submetidos ao exame dermatoldgico, as avaliacdes neuroldgica
simplificada e do grau de incapacidade fisica e receber alta por cura.

Esquema multibacilar (MB) — 12 doses mensais supervisionadas (12 cartelas MB sem
dapsona) + ofloxacino (ou minociclina) em até 18 meses. Na 122 dose, os pacientes deverdo
ser submetidos ao exame dermatoldgico, as avaliacdes neuroldgica simplificada e do grau de
incapacidade fisica e receber alta por cura.

Os pacientes MB que excepcionalmente ndo apresentarem melhora clinica e com
presenca de lesdes ativas da doenca, no final do tratamento preconizado de 12 doses (cartelas)
deverdo ser encaminhados para avaliagdo em servigo de referéncia (municipal, regional,

estadual ou nacional) para verificar a conduta mais adequada para o caso.
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1.5- A biotransformacao e acéo terapéutica de drogas

A variacdo interindividual na resposta do paciente ao tratamento medicamentoso é bem
documentada, mas a capacidade de prever a seguranca e eficicia de doses padrdo da droga é
baixa. Muitos fatores estdo envolvidos: fatores genéticos, sexo, idade, interacdo
medicamentosa, fisiologia individual, patofisiologia e fatores ambientais como consumo de
alcool, fumo, habitos alimentares.

Tem sido sugerido que a maioria dos medicamentos promove o efeito desejado em
somente 50% dos pacientes quando administrado pelo esquema padronizado (Gurney, 2005).
Os sujeitos restantes sdo ou sub-dosados, e ndo recebem nenhum beneficio terapéutico, ou
super-dosados, e sofrem de toxicidade a droga. Esta situacdo é particularmente perigosa no
caso de drogas que possuem estreito indice terapéutico, tal como a maioria de agentes
anticanceres, anticoagulantes e certos psicoativos (Crettol et al., 2010).

Para produzir seus efeitos terapéuticos, a droga deve estar presente em concentracdes
apropriadas no seu sitio de acdo sem toxicidade. Embora as concentracdes terapéuticas sejam
dependentes da dose administrada, elas também dependerdo da magnitude e razdo de
absorcéo, distribuicdo, biotransformacéo e excrecéo.

A farmacocinética estuda o curso e distribuicdo da droga e seus metabolitos nos
diferentes tecidos envolvendo os mecanismos de absorgéo, transporte, metabolismo e
excrecdo. Por outro lado, a farmacodindmica concentra-se nos efeitos biogquimicos e
fisiolégicos da droga e seus mecanismos de acdo (Figura 1.6). As proteinas envolvidas nos
efeitos da droga sdo definidas como moléculas alvo e incluem ndo somente receptores, mas
também proteinas associadas com mecanismo de acdo, como por exemplo, proteinas
transdutoras de sinal (Hardman, 1996). Depois da sua administracdo, a droga é absorvida e
entdo distribuida através do corpo requerendo a acdo coordenada de varias proteinas,
incluindo enzimas metabdlicas, proteinas de transporte, proteinas receptoras, e outras. O
medicamento pode entrar no corpo tanto como droga ativa ou como pro-droga inativa. A
maioria das drogas ¢ metabolizada no figado para torna-las mais sollveis para subsequente
eliminacdo através dos rins ou intestino. As pro-drogas requerem conversao metabolica,
também chamada biotransformacdo, para liberar o composto ativo (Prows & Prows, 2004).

Os fatores que afetam a absor¢éo da droga, biotransformacéo e eliminacao, influenciam a
quantidade da droga no corpo, sua disponibilidade para penetrar no sitio de acdo e sua
duragdo no corpo. As concentracGes da droga no soro sdo usadas como indicadores de
concentragdes intracelulares no tecido alvo. Os fatores que influenciam as concentragdes

séricas da droga, por sua vez, controlam a incidéncia de efeitos adversos, bem como a eficacia
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terapéutica. A depuracédo rapida do soro pode conduzir a concentracfes sub-terapéuticas da
droga nos tecidos, enquanto a taxa de depuracdo lenta pode levar ao acimulo da droga e
toxicidade.

- Circulagdo sistémica Metal
tecidos 4. 1‘ @ excregdo Farmacocinética
Distribuigde Eliminagdo

Concentragdo no
sitio de agdo

Efeito
farmacolégico
da droga

Farmacodindmica

EELE (Wl T ) (sficdcia terapéutica)

Toxicidade Faléncia terapéutica PharmGKB -
The Pharmacogenetics and Pharmecogenomins kmomledge e

Figura 1.6: Efeito dos farmacos e a relacdo com as varidveis farmacocinética, farmacodinadmica e
local onde ocorre a variabilidade bioldgica.

A biotransformacdo de drogas envolve a acdo coordenada de grupos especificos de
enzimas que vao converter quimicamente a droga, que é usualmente lipofilica para
metabdlitos mais polares, os quais sdo consideravelmente mais hidrofilicos e mais facilmente
excretados. Os xenobidticos sdo usualmente lipofilicos e isto facilita seu transporte em
associacdo com lipoproteinas no sangue e sua penetracdo em membranas lipidicas e entrada
nos 6rgdos. No entanto, as propriedades fisico-quimicas das moléculas de drogas dificultam
sua remoc¢do do organismo por excrecao biliar ou renal e, por conseguinte, estas substancias
requerem conversdo enzimatica para compostos solUveis em agua (Hardman JG, 1996). A
metabolizacdo de xenobioticos, muitas vezes através de diferentes vias, pode gerar
metabolitos que sdo mais toxicos que 0s substratos e, através de sua interacdo com
macromoléculas alvo tais como DNA, RNA, proteinas e receptores, geram o efeito toxico. O
orgdo afetado é geralmente aquele responséavel pela metaboliza¢do da droga ou excregédo do
metabolito (Hardman, 1996).
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Os sistemas enzimaticos responsaveis pela biotransformacdo de muitas drogas estdo
localizados no reticulo endoplasmatico do figado (fragdo microssomal). Tais enzimas estdo
presentes também nos rins, pulmdes e epitélio gastrointestinal, embora em baixa concentracdo
(Hardman, 1996). A modificacdo metabolica em biotransformacéo ocorre geralmente em duas
etapas consecutivas e resulta na perda da atividade bioldgica. No metabolismo de fase I, um
grupo funcional é introduzido na molécula original convertendo o xenobidtico em um
metabdlito com polaridade mais elevada por oxidagdo, reducdo ou hidrélise gerando uma
molécula farmacologicamente inativa ou menos ativa, ou no caso de uma pro-droga, mais
ativa. Este metabdlito é entdo eliminado ou passa pelo metabolismo de fase Il (também
chamada sintese ou reacdo de conjugacdo), envolvendo ligacdo de um metabdlito principal ou
substrato enddégeno tal como glucuronato, sulfato, acetato, aminoacidos ou glutationa. Tais
reacOes enzimaticas incluem glucuronidacdo, metilacdo, sulfatacdo, acetilagdo, conjugacéo
com glutationa e conjugacdo com glicina (Hardman et al., 1996). Estes conjugados polares
requerem a acdo facilitada de proteinas transportadoras para possibilitar sua excre¢do das
células. Diversas enzimas participam desse processo e podem ser divididas segundo o
esquema abaixo (Figura 1.7)

A variabilidade genética tem sido descrita como tendo efeito sobre a absorcdo e
metabolismo do farmaco e suas interagdes com receptores. Isto constitui a base para absor¢do
lenta e rapida do farmaco, metabolismo do farmaco eficiente ou ultrarapido e interacdo pobre
ou eficiente com o receptor farmacoldgico (Ingelman-Sundberg, 2001). As consequéncias de

tais variacGes podem conduzir a reacdes adversas ao medicamento e/ou falha terapéutica.

Reagdes de Fase | Drogas lipofilicas
(adicdo de grupamento polar —
reacOes de oxidagao, reducéo e :ﬁ
hidrolise)
Produto da oxidac¢do, reducdo ou hidrolise
Reac0es de Fase 11 R
(glicuronidacéo, metilacgdo, sulfatacéo, 'ﬂ
acetilacéo, conjugacdo com glutadiona,
conjugacdo com glicina) Produto hidrofilico
urina bile

Figura 1.7: Reac0es de biotransformag&o de farmacos.
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1.6- Dapsona e toxicidade
1.6.1 Historico

A 4-4’-diaminodifenilsulfona (DDS-dapsona) foi sintetisada em 1908 por Fromm e
Wittman (Fromm & Wittmann, 1908). A sintese ndo foi baseada em um problema terapéutico,
mas representou um avanco no campo da quimica, que identificou uma molécula importante
para a producdo de corantes azo.

Sem conex&@o com o descobrimento de Fromm e Wittman, muitos esforgos estavam sendo
feitos naquela época para combater infec¢fes bacterianas por meio de quimioterapia, por isso
muitos compostos de sulfonamidas foram testados. Em 1933, o primeiro composto eficaz de
sulfonamida foi submetido a ensaios clinicos e colocados em mercado como Prontosil® em
1935 (Dogmagk, 1935). Isto representou a grande realizacdo de Gerhard Dogmagk, que
descobriu que certas sulfonamidas desenvolvidas pelos quimicos Drs. Klarer e Mietzch, com
guem ele colaborou, mostraram potencial antibacteriano. Em seguida, iniciou-se uma extensa
pesquisa para substancias quimicamente semelhantes e por seus efeitos anti-infecciosos em
varias doengas.

Embora a dapsona tenha sido sintetizada em 1908, muito antes da sintese das
sulfonamidas, seu efeito antibacteriano foi investigado pela primeira vez em 1937. Dois
grupos de pesquisa, Buttle e colaboradores (Buttle et al., 1937), na Inglaterra, e Fourneau e
colaboradores (Fourneau et al., 1937), na Franca, foram o0s primeiros a retornar 0s
experimentos com dapsona e investigaram seu efeito quimioterdpico. Eles trataram
experimentalmente infeccBes streptococicas em ratos com dapsona e outras sulfonas e
gonorréia em humanos com uma sulfona bisubstituida que tinha resultados comparaveis
aqueles obtidos com sulfonamida. A alta dose usada (1000 a 2000mg/dia) causou anemia
hemolitica em muitos pacientes no inicio, principalmente naqueles com deficiéncia de
glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD- Glucose-6-phosphate-dehydrogenase). Inicialmente,
0s derivados da dapsona, em vez do composto original, foram testados em humanos, por
medo dos efeitos colaterais mais graves com dapsona.

No final de 1937, o derivado sulfona (Sodium Salt p,p’-diaminodiphenyl-sulfone-N’-
didextrose sulfate) foi sintetizado e colocado no mercado sob o nome Promin® por Parke,
Davis & Co. Esta droga foi investigada nos anos seguintes para tratar varias infecgdes por
bacilos alcool acido resistentes (BAAR). Em 1940, Promin® foi usado com sucesso por
Cowdry (Cowdry, 1940) para tratar infeccdo por Mycobacterium lapraemurium em rato e por
Feldman, Hinshaw e Moses (Feldman et al., 1940) para tratar experimentalmente tuberculose

induzida em porquinhos da india.
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O primeiro ensaio clinico avaliando Promin no tratamento da hanseniase foi conduzido
em marco de 1941 e o resultado foi publicado em 1943. Faget e colaboradores. (Faget et al.,
1943) relataram que ele inibiu a evolugdo da lepra em um ndmero consideravel de casos. O
composto sulfona-dapsona foi usado pela primeira vez de forma parenteral para tratar lepra
em 1945 (Cochrane et al., 1949). O primeiro uso oral da dapsona em hanseniase foi em 1949
por pesquisadores no Brasil, Nigéria e Guiana Francesa (Wozel, 1989). Pouco tempo depois,
0 uso de sulfonas foi introduzido na dermatologia. Além dos seus efeitos antimicrobianos, a
dapsona &€ um potente agente antiinflamatério com alta efetividade em dermatites
herpetiformes e uma ampla variedade de outras condi¢cdes dermatologicas (Wozel & Barth,
1988; Zhu & Stiller, 2001).

Desde entdo, dapsona e sulfona tém sido usadas com sucesso para tratar uma ampla gama
de doencas dermatoldgicas e sisttmicas como a hanseniase , leishmaniose, malaria (pacientes
resistentes a cloroquina) (Powell et al., 1967), picadas de aranha marrom (Rees et al., 1985),
dermatites herpetiformes, acne vulgaris (Barranco, 1982), dermatose pustulosa subcérnea
(Sneddon & Wilkinson, 1956) e certas doencas cronicas com um componente autoimune
(Kumano et al., 1983; Swain et al., 1983; Grindulis & McConckey, 1984). Adicionalmente a
DDS tem sido usada como um tratamento alternativo para Sarcoma de Kaposi (Poulsen et al.,
1984) e pneumomia por Pneumocystis carinni em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (Leoung et al., 1986; Lee et al., 1989).

1.6.2- Estrutura quimica da dapsona

A dapsona € uma amina aromatica chamada (4-4’-diaminodifenilsulfone, DDS) e é
estruturalmente a mais simples das sulfonas, todas as quais partilham a estrutura
caracteristica: um atomo de enxofre ligado a dois atomos de carbono (Figura 1.8). Embora ela
ndo seja sollvel em agua, este p6 branco inodoro é facilmente solGvel em alcool. A dapsona

escurece quando exposta a luz, mas permanece quimicamente inalterada.

o
1]

H,N S NH,
Il
o

Dapsone
Figura 1.8: Estrutura da dapsona
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1.6.3- Farmacocinética da dapsona
1.6.3.1- Absorcéo

Por causa da sua mé solubilidade em &gua é dificil avaliar a disponibilidade da dapsona
apos administracdo intravenosa. A forma oral é bem absorvida a partir do trato
gastrointestinal, embora lentamente, com biodisponibilidade de mais de 86% (Barranco,
1982). A absor¢do da dapsona € reduzida em casos de lepra grave (Venkatesan, 1989). As
sulfonas bisubstituidas, tais como sulfoxona, sdo mal absorvidas depois da administrac&o oral,
e grande quantidade é excretada nas fezes (Peters et al., 1975a). O tempo para atingir a
concentracdo maxima no soro, ap6s uma unica dose oral de 100mg pode variar de 0,5 a 8
horas, com uma meia vida de absorcdo de 1,1 horas (Ahmad & Rogers H, 1980; Pieters &
Zuidema, 1986). O intervalo terapéutico de concentracdo sérica ¢ de 0,5 a 5mg/L para a
hanseniase (Zuidema et al., 1986). Geralmente, o tempo aceitavel para concentragdo maxima
no soro € de 2 a 6 horas. Sua meia vida de eliminacdo é altamente variavel, entre 14 a 83
horas (Lammintausta et al., 1979). Um estudo conduzido por Pieters & Zuidema, em 1986,
encontrou diferencas significativas relacionada ao género no tempo de pico, bem como a
concentracdo maxima da droga (Pieters F, Zuidema J, 1986). Concentracbes maximas mais
elevadas e picos de tempos inferiores foram observados em individuos do sexo femimino. De
fato, 90% de uma simples dose de 100mg de dapsona seré eliminada dentro de 9 dias, mas
seguindo o tratamento a longo prazo, a droga pode ser encontrada no corpo até 35 dias depois
de ser descontinuada (Lang, 1979). Esta situacdo, provavelmente, se deve a uma combinacgédo

de ligacdo da droga a proteinas e circulacdo hepatica (Paniker & Levine, 2001).

1.6.3.2- Distribuicao

Cerca de 70% da dapsona liga-se a proteinas, sendo assim, seu metabdlito monoacetilado
(MADDS) apresenta-se, quase que inteiramente, também ligado a proteina. A DDS é
distribuida para todos os 6rgaos do corpo incluindo pele, figado, rins e eritrocitos. A dapsona
atravessa a barreira hematoencefélica e a placenta, sendo excretada no leite materno (Peters
HJ, 1975a ; Edstein MD et al., 1986; Venkatesan, 1989; Gatti et al., 1997).

1.6.3.3- Metabolismo e excre¢ao

Depois da absor¢do no trato gastrointestinal, a dapsona € transportada através da
circulacdo portal para o figado, onde é metabolizada via acetilacdo ou N-hidroxilagcdo. A
figura 1.9 mostra a conhecida via metabolica e suas inter-relagbes. A N-hidroxilacdo gera a

hidroxilamina, um metabolito potencialmente toxico produzido por enzimas do complexo
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citocromo P-450, enquanto a acetilagdo pela N-acetiltransferase gera os metabdlitos nédo
toxicos monoacetildapsona (MADDS) e diacetildapsona (DADDS) (Zuidema et al., 1986).

Hy NH; . .
UDPGA ,L Di-acetil-dapsona
f NATZ 1’#
Excrecio Glucuronida o= 0=5=0
@ \&1
NHy NHCOCH, 0= 5=0
Dapsona Mono acetil-dapsona
3
=3
&5H 556G P

G5T Mono acetil- dapsnna
NO U hidroxilamina
HNOH L
@ e [ténica)
g ™ GST -
— Excrecao
0=8=0 [ ! Toxicdade \ -0 >
1% 1 emcélulas y o
V| wvermelhas /
L SO r
N \‘m_ P e UDPGA
Mitroso-dapsona Y INHE L .
Dapsona hidroxilamina Glucuronida
Met-HD [téncica) GT
0y
H: Ligagao covalente / citotoxicidade |
i Towicidade em celulas brancas Adaptade de HLGil etal, 1935

Figura 1.9: Vias metabdlicas da dapsona em humanos (adapatdo de Gill et al., 1995).
UDPGA - Uridina 5'-difosfo-acido glucordnico; GT - Glucuronosiltransferase; NAT2 - N-
acetiltransferase 2; CYP - Citocromo P-450; GSH - Glutationa (forma reduzida); GSSG-
Glutationa oxidada (forma dimerizada da GSH); GST - Glutationa S-transferase.

1.6.3.3.1- Acetilacéo

A acetilacdo é uma das duas principais vias do metabolismo da dapsona. A enzima N-
acetiltransferase, codificada pelo gene NAT2 esta presente no figado e mucosa jejunal, €
responsavel por este processo metabolico (Glazco et al., 1969; Karin et al., 1981). Nesta
reacdo, um grupamento amino da dapsona é acetilado para formar MADDS. A deacetilacdo
de MADDS também ocorre resultando na formacéo de dapsona. O constante equilibrio entre
acetilacdo e desacetilacdo é atingido dentro de poucas horas depois da administracdo oral
tanto de dapsona quanto de MADDS (Gelber et al., 1971).

Durante a fase de absorcdo da MADDS, a razdo de acetilagdo (monoacetildapsona:
dapsona) parece ser elevada (Gelber et al., 1971; Zuidema et al., 1986). Isto pode ser
considerado como uma indicacéo de que a desacetilagdo € um processo mais lento comparado
a acetilacdo. A razdo de acetilagdo mostra uma grande variacao interindividual (0,1 a 2,0). Ela

mostra uma distribuicdo bimodal determinada geneticamente e permite a definicdo de
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acetiladores “lentos” e “rapidos” (Gelber et al. 1971; Peters et al. 1972, 1979; Hanson et al.,
1981; Philip et al. 1984). A frequéncia do gene NAT2 controlando a acetilacdo lenta ou rapida
varia grandemente em diferentes etnias e assim a distribuicdo da capacidade de acetilagéo
varia geograficamente (Karim et al. 1981).

Vaérios estudos tém sido realizados para a elucidacdo do efeito da razdo de acetilacdo na
eficacia e toxicidade da dapsona; de acordo com os resultados, 0s mesmos sugerem que a
razdo da acetilacdo ndo afeta a meia vida (Peters et al., 1975c) ou a eficicia da droga (Crook
et al., 1983). Embora alguns pesquisadores nao tenham encontrado uma correlacdo entre o
perfil de acetilacdo e efeitos adversos (Crook et al. 1983; Queiroz et al., 1997), outros
sugerem um efeito do perfil de acetilacdo na toxicidade da droga (Guo et al., 1996; Bluhm et
al., 1999). Bluhm e colaboradores, em um estudo funcional, mediram a razéo de acetilagdo e
N-hidroxilagdo em pacientes tratados com dapsona para dermatoses inflamatorias e verificou
que, de quatro pacientes que haviam tido efeitos adversos, todos eram acetiladores lentos,
sendo que dentre estes, 3 eram hidroxiladores rapidos. Em pacientes com SIDA, acetiladores
lentos tém uma maior incidéncia de efeitos adversos que acetiladores rapidos (Guo et al.,
1996).

Polimorfismos genéticos no gene NATZ2, responsavel pelo fenotipo de acetilacdo, podem
influenciar a metabolizacdo de um grande nimero de outras drogas, incluindo isoniazida,
sulfonamidas, hidralazina (Drayer & Reidenberg, 1977; Souich & Lambert, 1981; Paxton,
1984; Teixeira et al, 2010; Spinassé et al, 2013) e em alguns casos, o perfil de acetilacdo lento
encontra-se associado a ocorréncia de efeitos adversos. Contudo, até o momento nenhuma
associacdo foi demonstrada para a dapsona como o foi para isoniazida e hidralazina (Teixeira
et al., 2011; Spinassé et al., 2013).

1.6.3.3.2 Hidroxilacdo

A hidroxilacdo é a segunda principal via do metabolismo da dapsona e pode ter
responsabilidade nos efeitos adversos hematoldgicos da droga (Hjelm & de Verdier, 1965;
Cucinell et al.,, 1972; Kramer et al.,1972; Scott & Rasbridge, 1973). No entanto, a
instabilidade quimica e a alta reatividade dificultam a mensuracéo do produto da hidroxilagdo
nos fluidos biologicos e as concentragBes no soro sdo muito baixas mesmo para 0s modernos
métodos de detecgéo ((Beckett et al., 1979).

A N-hidroxilagdo é efetuada no figado pelo sistema oxidase de funcdo mista do reticulo
endoplasmatico na presenca de oxigénio e NADPH, mas também pode ocorrer na fragdo

microssomal dos tecidos entero-hepaticos (Uehleke, 1971).
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A N-hidroxilacdo da dapsona e de seu derivado acetilado foi atribuida a familia 3A de
isoenzimas do citocromo P-450 (3A4 e 3A5) e tem sido proposta como um marcador para este
grupo de enzimas (Watkins PB, 1994). Contudo, estudos utilizando microssomos de figado
humano indicam que outras enzimas também sdo capazes de metabolizar a droga e estdo
envolvidos na formacéo de dapsona hidroxilamina (Vage & Svensson 1994; Gill et al. 1995),
especialmente CYP2E1, mas também CYP2C9 (Mitra et al., 1995).

A dapsona mostra dois tipos de toxicidade, ambos possivelmente mediados por N-
oxidacdo (Uetrecht et al., 1988; Coleman et al., 1989). Uma delas ¢é a toxicidade dirigida por
eritrocitos, que é observada em todos os individuos e geralmente bem tolerada, porém, com
uma variabilidade interindividual. Entretanto, essa toxicidade pode se tornar um problema
clinico quando a droga estd em altas doses (>100mg/dia) (Manfred et al., 1979),
especialmente em pacientes deficientes de glicose-6-fosfato dehidrogenase (G6PD)
(Grossman & Jollow, 1988) ou em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA) (Benichou et al., 1994). Outro tipo de toxicidade mais grave € uma reacdo
idiossincréatica que envolve as células brancas, e resulta em agranulocitose, febre e erupgdes,
ocorrendo em uma pequena propor¢do da populacdo (Friman et al., 1983; Martin et al. 1992).
A sindrome de Stevens-Johnson tem também sido relatada em pacientes sob terapia com
dapsona (Pertel & Hirschtick, 1994). A hemotoxicidade da dapsona é mediada pelo
metabdlito hidroxilamina, que é capaz de ser co-oxidado com hemoglobina (Hb) nas células
vermelhas do sangue para produzir dapsona nitroso (Figura 1.7) e meta-hemoglobina (Met-
Hb) (Coleman et al., 1989; Uetrecht et al., 1988), podendo o composto nitroso ser reduzido de
volta a hidroxilamina pela agdo da glutationa. Assim, existe um ciclo de oxido-redugdo no
qual as células usam oxigénio para eliminar glutationa e NADPH (Kramer et al., 1972).

Embora a sulfatacdo ocorra, as hidroxilaminas sofrem principalmente glucoronidacao e o
metabolito principal, aproximadamente 30% da dose, é dapsona hydroxilamina N-glucoronido
(Israili et al. 1973; Coleman & Tingle, 1992). Algumas das hidroxilaminas entram na corrente
sanguinea e penetram rapidamente nos eritrocitos, de modo que ndo podem ser detectadas
diretamente no plasma humano (Zuidema et al. 1986). A hidroxilamina causa a meta-
hemoglobinemia que ocorre de 30-60 min apds a administracio da droga. E sabido que uma
proporcao substancial de hidroxilamina escapa da glucuronidacéo de fase I1.

A toxicidade induzida pela dapsona nas células brancas € mal compreendida, mas
também se acredita ser uma consequéncia da formacdo de hidroxilamina, possivelmente

envolvendo a oxidacdo de outros intermediarios dentro da célula alvo (Uetrech et al. 1988).
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A variacdo interindividual dos niveis de expressdo das enzimas citocromos P-450 e o
envolvimento de mais de uma isoforma de CYP na hidroxilacdo da dapsona pode ser um fator
determinante na suscetibilidade aos efeitos toxicos da dapsona (lsraili, 2001).

Uma abordagem alternativa para bloquear completamente a toxicidade induzida pela
hidroxilamina seria a modificacdo quimica da droga. No entanto, estudos envolvendo a
estrutura/atividade da mesma mostraram que a extensa N-hidroxilagdo da dapsona,
observadas tanto in vitro como in vivo, é uma funcdo das propriedades quimicas do grupo p-
sulfona (Mahmud et al., 1997), a qual é essencial para a atividade farmacoldgica (Mahmud et
al., 1997).

1.6.4- Efeitos Adversos

A oxidacdo do grupo funcional amina aromatica é o principal mecanismo que conduz as
varias toxicidades associadas com a dapsona (Tabela 1.4) (Paniker & Levine, 2001). Os
efeitos colaterais mais frequentes da dapsona sdo de natureza hematoldgica. Esses efeitos
ocorrem em quase todas as pessoas tomando dapsona, mas eles séo usualmente tdo brandos
gue ndo sdo notificados. O metabolismo da dapsona pelas enzimas do complexo Citocromo P-
450, com a consequente geracdo de hidroxilaminas, € responsavel por alguns desses efeitos
colaterais incluindo a meta-hemoglobinemia, a hemdlise, a agranulocitose fatal e a sindrome
da dapsona. Entretanto, 0 mecanismo pelo qual a hidroxilamina causa esses efeitos ainda nao

esta claro.
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Tabela 1.4: Tipos de efeitos adversos induzidos pela dapsona (Paniker & Levine, 2001).

Sindrome de
Hematologicos Hipersensibilidade a Hepéatico
Dapsona
Hemolise Febre, mal-estar Hepatite toxica
Meta-hemoglobinemia Linfoadenopatia Ictericia colestatica
Leucopenia Erupcéo morbiliforme
Agranulocitose Hepatomegalia com ictericia
Sistema Nervoso Diversos
Neuropatia periférica Néausea e vomito
Psicose Dor de cabeca
Fraqueza
Cansaco
Tonturas
Falta de ar

1.6.4.1- Efeitos Hematoldgicos
1.6.4.1.1- Hemolise

Quase todos os pacientes tratados com dapsona apresentam algum grau de hemolise e
metemoglobinemia (Zone, 2001). A hemolise com formacao de “corptsculos de Heinz” é o
segundo efeito colateral mais importante da dapsona (DeGowin, 1967; Graham, 1975).

O metabdlito hidroxilamina da droga € responsavel por essas anomalias hematologicas. A
hidroxilamina e o derivado nitroso oxidado podem oxidar glutationa, que é essencial na
manutencdo da integridade das células vermelhas do sangue. Quando a integridade da
membrana é comprometida pela oxidacao da glutationa, a hemdlise ocorre (Paniker & Levine,
2001).

De particular importancia neste sistema sdo NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato) e G6PD (Glicose 6 fosfato desidrogenase). A glutationa redutase, a qual mantém a
glutationa na sua forma reduzida padréo, requer NADPH como um cofator. NADPH também
é produzida pela acdo de G6PD em NADPH.

Pacientes deficientes de G6PD sdo menos suscetiveis a meta-hemoglobinemia e mais
suscetiveis a hemolise. A deficiéncia de G6PD leva ao comprometimento do derivado hexose

monofosfato e, portanto, a uma diminui¢do na formacdo de NADPH. Consequentemente, a
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regeneracdo do metabolito hidroxilamina da dapsona e seus efeitos na formacdo de meta-
hemoglobina s&o reduzidos.

O aumento da idade e dosagem diaria também tem sido associados com o0 aumento da
magnitude de hemdlise relacionada a dapsona. Para minimizar a hemolise, a dosagem diaria
da dapsona ndo deve exceder a 1,5mg/Kg de peso corporal ou 100mg em individuos normais
e 50mg em individuos deficientes de G6PD (Balakrishnan et al., 1989).

1.6.4.1.2- Meta-hemoglobinemia

A meta-hemoglobinemia é o efeito colateral mais comum da dapsona. Ela é normalmente
bem tolerada em baixa a moderada dose, mas pode se tornar um sério problema em dosagens
acima de 200mg/dia de dapsona (Coleman, 1993). O metabdlito hidroxilamina reage com a
hemoglobina, na presenca de oxigénio, levando a formacdo de metemoglobina. Quando
NADPH esta disponivel, o metabolito hidroxilamina pode ser regenerado, conduzindo a
formagéo de mais meta-hemoglobina (Zuidema et al., 1986). Sob condi¢es normais, a meta-
hemoglobina € reduzida por NADPH dependente de meta-hemoglobina redutase. Poucos
pacientes com deficiéncia de meta-hemoglobina redutase desenvolvem meta-hemoglobinemia
marcante com baixa dose terapéutica de dapsona (Beiguelman et al., 1974). A maioria dos
casos significativos tem ocorrido a partir de superdosagens (Ward & McCarthy, 1998), onde
0s pacientes tornam-se sintomaticos com niveis de meta-hemoglobina acima de 35%, uma
vez que a mesma ndo transporta oxigénio de forma eficiente. Em doses padrdo (100mg/dia),

estes niveis estdo abaixo de 15%.

1.6.4.1.3- Agranulocitose

A agranulocitose, na maioria das vezes, € uma condicdo exclusivamente mediada por
drogas e € pouco entendida (Uetrecht, 1992). Estudos indicam que a agranulocitose ocorre em
dois ou trés meses apos ter sido iniciado o tratamento com dapsona e que a perda de células €
gradual tdo logo o inicio da terapia (Duhra & Charles-Holmes, 1991). A possivel causa desse
efeito adverso € a toxicidade de metabdlitos de hidroxilaminas, derivados da dapsona, aos
mononucledcitos e medula 6ssea in vitro (Coleman & Tingle, 1992).

Coleman MD, em 1995, verificou que eritrocitos expostos a hidroxilamina e lavados
repetidamente podem ainda liberar este metabdlito em concentragBes suficientes para matar
leucdcitos mononucleares in vitro. Assim, os eritrocitos poderiam ser a via pela qual a

hidroxilamina atinja a medula 6ssea, se ligando covalentemente a precursores de granulécitos,

19

Avaliacédo dos fen6tipos de acetilacao e hidroxilagado predominantes nas populagdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma:
possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Introducéo

e assim dirigindo uma resposta imune em certas pessoas e conduzindo a uma agranulocitose
fatal (Coleman, 1995).

1.6.4.2- Hepatotoxicidade

A colestase tem sido relatada em pacientes recebendo dapsona. Esta condicdo é
considerada prontamente reversivel com a interrup¢do da droga. A ictericia colestatica que
pode ocorrer ndo esté relacionada & dose ou duracgdo da terapia (Stone & Goodwin, 1978). A
hepatite toxica ocasionalmente vista em tratamento com dapsona estd associada, na maioria

das vezes, com a sindrome da hipersensibilidade a droga (Paniker & Levine, 2001)

1.6.4.3- Sindrome da hipersensibilidade a dapsona.

Nesta condicdo, a dapsona deve induzir uma sindrome de hipersensibilidade semelhante
as de infecgdes mononucleoses. Ela é geralmente descrita como uma combinacdo de pelo
menos dois dos seguintes sintomas: i) febre, ii) linfoadenopatia, iii) erupgcdes generalizadas e
iv) hepatite, ocorrendo ainda anormalias hematoldgicas com eosinofilia e linfdcitos atipicos
podendo envolver outros 6rgdos (Roujeau & Stern, 1994; Bocquet et al., 1996; Criado et al.,
2002). Este envolvimento multivisceral é o que diferencia de outras rea¢fes cutaneas a drogas
comuns (Bocquet et al., 1996). A sindrome completa consiste de todos 0s quatro sintomas
(Jamrozik, 1986) e ocorre numa razdo de 2-12% (Smith, 1988). Baseada em observacdes
individuais, proporcdo de Obitos associados a esta ADR é de aproximadamente 13-15%
(Smith, 1988; Wozel & Goebel, 2001; Leta, 2003). Em recente meta-analise conduzida por
Lorez M e colaboradores em 2012, abrangendo todas as publicacGes a respeito de casos de
HR (reacOes de hipersensibilidade), para evidenciar a frequéncia bem como as apresentagdes
clinicas, fatores de risco e razdo de fatalidade, constatou-se que a prevaléncia de HR a
dapsona, entre os estudos com informacdes consistentes foi de 1,4%. Entre todos os casos, a
razdo de fatalidade foi de 9,9%. O envolvimento de mucosa, erupcdes, hepatite, idade
avancada, hanseniase como indicacdo para uso de dapsona e ocorréncia da doenca em paises
em desenvolvimento foram associados com mais alto fator de risco para desfecho fatal (Lorez
etal., 2012).

1.6.4.4- Efeitos Neuroldgicos
A neuropatia sensorial e motora periférica associada com dapsona parece ser devido a
lesdo axonal dirigida pela droga (Ahrens et al., 1986). Embora a duracdo da terapia pareca

ndo relacionada com esta toxicidade em particular, pacientes recebendo doses mais elevadas
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(200 a 400mg/dia) estariam mais propensos a serem afetados (Gutmann et al., 1976). Os
sintomas incluem parestesias, fraqueza e atrofia da extremidade dos mdsculos, que séo
usualmente reversiveis, mas podem ser permanentes se expostos a droga por um longo
periodo (Ahrens et al., 1986). Incidentes isolados de psicoses associada a dapsona tem sido
relatados (Fine et al., 1983).

Estas reaces adversas ndo s afetam a taxa de morbidade e mortalidade, mas também
podem levar a interrupcbes de tratamento, insuficiéncia e recaida contribuindo para a
propagacdo da doenca e o surgimento de bactérias resistentes.

ReacOes adversas a drogas (ADRs) sdo causas comuns de hospitalizacdo e causam um
grande custo para a sociedade. Ha dois principais encargos financeiros devido a doengas
causadas por ADRs: aquele do tratamento e aquele de evita-los (Lundkvist & Jonsson, 2004).
A ocorréncia de ADRs sérias e fatais tem sido estudada extensivamente em pacientes
hospitalizados e um estudo de meta-analise prospectivo em aproximadamente gquarenta
hospitais nos Estados Unidos da América (EUA) sugere que 6-7% dos pacientes
hospitalizados sofrem de sérias ADRs e 0,32% dos pacientes desenvolve ADRs fatais (Hug et
al., 2003). Isto resulta em cerca de 100.000 mortes por ano nos Estados Unidos e um custo
anual de mais de cem bilhdes de ddlares para a sociedade devido a hospitalizacdo prolongada
e produtividade reduzida (Ingelman-Sundberg, 2001; Hug et al., 2003). Além disso, tem sido
estimado que as ADRs sejam responsaveis por cerca de 7% de todas as internagdes em
hospitais no Reino Unido e 13% em clinicas médicas na Suécia (Ingelman-Sundberg, 2001).
Adicionalmente, na Franca, um estudo de 10 anos na Unidade do Figado do Hospital Beaujon
em Paris mostrou que entre todos 0s pacientes hospitalizados com hepatite aguda, 10% eram
devido a ADRs e a prevaléncia de hepatotoxicidade em pacientes com mais de cinquenta anos
excedia 40%. No Japdo e outros paises orientais, as drogas sao responsaveis por cerca de 10-

20% dos casos de hepatite fulminante (Larrey, 2002).

1.7- A genetica na farmacologia

H& evidéncias acumuladas que combinagdes de genes especificos influenciam
significativamente a eficicia da droga. E estimado que em humanos exista 20.000-25.000
genes (IHGSC, 2001), que fisicamente representam a regido cromossomal que codifica todo o
complemento de proteinas da célula, incluindo as enzimas de biotransformagéo. As variages
alélicas presentes em regides codificantes dos genes podem alterar a sequéncia das proteinas
codificadas; em sequéncias de DNA dentro de regides regulatérias do gene podem alterar sua

taxa de transcricao e a sintese de proteinas.
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Um par de alelos constitui um locus do gene em uma localizagcdo cromossomal particular.
Eucariotos podem carregar um par de alelos idénticos (homozigoto) ou duas diferentes formas
alélicas do gene (heterozigoto). O termo gendtipo refere-se ao alelo particular de um gene
especifico que estd presente em cada célula do organismo, enquanto o fenotipo é o efeito
observado do gendtipo em combinacdo com fatores ambientais.

A diversidade genética é um importante fator na evolucdo e é um processo natural que
pode afetar o fendtipo nos organismos. A alteragcdo de bases no DNA pode ser induzida por
fatores ambientais (tais como UV ou radiacdo ionizante e certos agentes quimicos) ou deve
ocorrer espontaneamente a partir de erros na replicacdo do DNA. Mutagdes na sequéncia de
DNA ocorrem randomicamente e seus efeitos no fendtipo ndo sdo facilmente previstos.
MutagOes sdo chamadas polimorfismos se elas sdo transferidas para geracdo subsequente
(células germinativas) e ocorrem com uma frequéncia acima de 1%. Ha trés principais tipos
de variacdes: SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)- polimorfismo de base unica; VNTRs
(Variable Number of Tandem Repeats) e Indels (insercdes/delecdes de bases) de um ou mais
nucleotideos (Crettol et al., 2010).

Os SNPs sdo os mais comumente estudados na farmacogenética. O objetivo de tais
estudos tem sido correlacionar variagfes nas sequéncias de genes com a resposta do paciente
a terapia. Os SNPs se dividem em duas grandes categorias: causais € ndo-causais. Os SNPs
causais sao diretamente responsaveis por alteragdes na quantidade e/ou atividade de proteinas,
incluindo enzimas metabolizadoras de drogas. Ao contrario, SNPs ndo-causais nao sao
diretamente responsaveis por tais trocas, mas devido a sua proximidade ao SNP causal, esses
SNPs sdo também passados para geracGes subsequentes. Os SNPs ndo-causais servem como
marcadores genéticos que indicam a existéncia dos SNPs causais no gene de interesse.
Marcadores genéticos podem ser Uteis nos estudos de farmacogenética mesmo que 0s SNPs
causais possam ndo ter sido identificados (Neale & Sham, 2004).

Os SNPs costumam aparecer, em média, a uma taxa de um a cada 300-1000 pares de base
(pb) no genoma. O genoma humano inteiro contém 3 bilhdes de pares de bases e o total do
namero de SNPs é cerca de 5-10 milhGes por genoma hapldide. Muitas pesquisas na
farmacogenética tém considerado SNPs em relacdo a resposta a droga, mas aumenta o
reconhecimento que tais abordagens sdo as vezes inadequadas. Em vez disso, os haplotipos
podem ser necessarios na analise de variagdo farmacogenética. (International HapMap
Consortium, 2005). A analise de haplotipos é agora o método preferido de pesquisa para

estudos de associacdo entre variagdes genéticas e eficicia da droga.
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1.7.1- Farmacogenética: Consideracdes na sua aplicacdo a terapia medicamentosa

A farmacogenética € o estudo das variacdes genéticas associadas a diferencas individuais
na resposta a droga, incluindo alteracBes na eficécia, interaces droga a droga e 0 risco
relativo de uma resposta adversa a droga. Ela inclui o estudo de polimorfismos genéticos que
poderiam afetar a expressdo ou atividade de transportadores de drogas, enzimas
metabolizadoras de drogas e receptores de drogas (Ingelman-Sundberg, 2001; Roses, 2002;
Prows & Prows, 2004). O objetivo da farmacogenética ¢ identificar pacientes ou grupos de
pacientes em populacdes onde poderiam ser feitos ajustes de tratamento para melhorar a
seguranca e a eficacia dos medicamentos.

O estudo de polimorfismos genéticos em genes codificantes para enzimas
metabolizadoras de drogas € de grande importancia no entendimento da variabilidade na
resposta do paciente ao tratamento medicamentoso, embora nem toda variabilidade tenha uma
base genética. Fatores adicionais tal como idade, uso concomitante de outra droga, existéncia
de condicdes relacionada a saude (por exemplo, alergias, fumo), peso, habitos alimentares e
outras comorbidades também influenciam a eficicia da droga. Assim, a capacidade
metabolica da droga em individuos depende do fendtipo bem como do gendtipo. Isto introduz
outro fator que tem que ser levado em conta na analise farmacogenémica.

H& um nOmero de fatores motivantes para expandir o conhecimento sobre
farmacogenética. A ampla comunidade de pacientes tem interesse na melhoria da eficacia do
medicamento e minimizacdo dos efeitos adversos. As industrias farmacéuticas envolvidas no
desenvolvimento de novos farmacos poderdo ver o valor da farmacogenética, bem como
potenciais armadilhas. Projetar drogas com uma maior consciéncia de seus potenciais efeitos
adversos pode diminuir a incidéncia de problemas subsequentes ap6s a sua liberacdo e
minimizar a possibilidade de falhas no investimento. Isto € significante porque 0 custo
aproximado de introduzir uma nova droga no mercado é na ordem de U$ 150-800 milhdes. A
estratificacdo de pacientes de modo que eles sejam mais adequados as novas drogas podem
melhorar os resultados terapéuticos, embora 0 numero de pacientes que possam ser tratados

pode ser menor.
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1.7.2- Farmacogenética e biotransformacéo da dapsona

Em humanos, a dapsona é metabolizada por um nimero de rotas alternativas (Figura 1.9)
e tem uma complexa disposi¢do farmacocinética. Uma proporcdo da droga é acetilada pela
enzima N-acetiltransferase para monoacetildapsona (Gelber et al., 1971; Zuidema et al.,
1986). Acredita-se que a via de acetilacio € dominante, pois a proporcdo de
monoacetildapsona para dapsona no plasma se correlaciona com outras medidas de acetilagdo
com drogas que sofrem somente acetilagéo (Gelber et al., 1971). De forma semelhante com
outros medicamentos que sdo acetilados, a acetilacdo da dapsona apresenta uma distribuicao
polimorfica, com variacdo étnica na frequéncia de acetiladores lentos e rapidos (Gelber et al.,
1971; Weber & Hein, 1985; Evans, 1989).

A principal via de eliminacdo metabolica identificada é N-hidroxilacdo. Em microssomas
de figado humano, esta rota de metabolismo tem sido mostrada ser mediada por varias
enzimas Citocromo P-450 (CYP), incluindo CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5 e CYP2C9
(Fleming et al., 1992; Mitra et al., 1995; Gill et al., 1995). Os produtos desta rota metabdlica
tém sido descritos como nexo causal de toxicidades hematoldgicas (Grossman & Jollow,
1988; Uetrecht et al., 1988; Coleman et al., 1989; Riley et al., 1990; Tingle et al., 1990; Vage
et al., 1994). Isto contrasta com monoacetildapsona, que ndo é tdxica para as células
vermelhas do sangue.

Tanto NAT2 quanto CYP-450 sdo extremamente polimdrficos e a avaliagdo de
polimorfismos funcionais nesses genes pode contribuir para um melhor entendimento do
potencial da variabilidade genética na resposta a dapsona no tratamento da hanseniase e

doencas inflamatdrias.

1.8- N-acetiltransferase

As arilaminas N-acetiltransferases, NAT1 e NAT2, sdo enzimas citosélicas responsaveis
pela conjugacgéo de uma variedade de compostos nitrogenados, incluindo aminas aromaticas e
amidas, hidrazinas e hidrazidas. A acetilacdo de substrato via isoenzimas NAT tem um papel
importante na biotransformacéo, depuragéo e toxicidade para varios agentes farmacologicos e
toxicantes ambientais (Hein et al., 2000; Sim et al, 2007). Embora a funcdo de N-acetilagcéo
tenha sido a primeira a ser caracterizada, a O-acetilagdo e atividades N,O-acetiltransferase sdo
também bem caracterizadas (Grant et al., 1997). Estas atividades de NAT fazem essas
enzimas participar tanto da detoxificagdo (tipicamente N-acetilacdo) quanto ativacdo (O-

acetilagdo) das aminas aromaticas.
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O “trato acetilador”, caracterizado pelas diferencas na capacidade de N-acetilar certas
drogas, foi uma das primeiras caracteristicas metabolicas hereditarias identificadas afetando a
resposta a droga (Hughes et al., 1954). Quando a isoniazida foi introduzida como um agente
anti-tuberculose ha 50 anos, os pesquisadores verificaram que a droga era altamente eficaz,
mas uma significativa propor¢cdo dos pacientes (3,5-17%) apresentava efeitos colaterais
graves em forma de danos progressivos ao sistema nervoso. Estudos subsequentes revelaram
diferencas interindividuais na capacidade de acetilar a droga, onde pacientes que eram menos
capazes de acetilar a isoniazida, como evidenciado pelos niveis mais baixos de acetil-
isoniazida excretada, foram mais susceptiveis em apresentar os efeitos adversos observados
(Weber & Hein, 1979; Shimizu et al., 2006).

Variagdes na acetilacdo foram primeiramente identificadas na depuracdo de
medicamentos, mas sua funcdo na ativacdo e detoxificacdo de arilaminas ambientais tém
recebido também consideravel atencdo. Uma crescente literatura vem explorando o impacto
de diferencas genéticas na funcdo NAT e risco de cancer em diversos tecidos: bexiga,
colorretal, mama, cabeca e pescoco, pulméo e carcinomas de células escamosas orais. Estes
estudos foram conduzidos em populacdes expostas a arilaminas na fumaca de cigarros e na
dieta (Dalhoff et al., 2005; Roemer et al., 2008; Weistenhofer et al., 2008).

Grant e colaboradores (1997) verificaram que a transformacdo final de uma amina
aromatica em metabdlitos, reativos ou ndo ao DNA, depende de uma complexa rede de
fatores incluindo a eficiéncia catalitica das enzimas envolvidas na acetilagdo (ambas NAT1 e
NAT2) bem como outras enzimas (Grant et al., 1997). Esta rede de enzimas envolve as a¢des
da Uridina difosfato (UDP)-glucuronosiltransferases, enzimas citocromo P-450, a funcgéo
peroxidase da prostaglandina H sintetase (PHS) e desacetilases microssomais. Similar a NAT,
muitas destas enzimas sdo moduladas por polimorfismos genéticos e/ou influéncias
ambientais levando a uma interacdo complexa entre NAT e numerosas outras enzimas e
fatores de risco na modulacéo de arilaminas (Hein et al., 2000; Vaziri et al., 2001).

Uma vasta gama de polimorfismos em NAT ja foi descrita, com foco em seu efeito sobre
a atividade de acetilacdo (influéncia do gendtipo no fenotipo), frequéncias populacionais em
diferentes grupos étnicos e evidéncia epidemiolégica molecular envolvendo polimorfismos
NAT e o risco de exposicdo ambiental a arilaminas (lyer & Rataim 1998; Daly, 2003;
Minchin et al., 2007).

A NAT catalisa um mecanismo cinético em duas etapas requerendo o cofator acetil
coenzima A (acetil CoA). O grupo acetil do acetil CoA é primeiro transferido para o residuo

cisteina no sitio ativo de NAT, resultando na liberacdo da CoA. O grupo acetil ¢
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posteriormente transferido da enzima acetilada para o grupo amina do substrato com
regeneracdo da enzima livre (Hein, 1988; Hein et al., 2000). Um grande nimero de drogas
terapéuticas contendo aminas sdo depuradas através de N-acetilacdo catalisada por NAT.
Estas incluem, além da isoniazida, a droga procainamida antiarritmica (PA), o agente
quimioterapéutico aminoglutatimida, varias sulfonamidas (por exemplo sulfametoxazole), o
anti-inflamatorio &cido 5-aminosalicilico (5-AS), o anti-hipertensivo hidralazina, o inibidor da
monoamina-oxidase fenelzina e dapsona. Os metabdlitos secundarios arilaminas ou aril-
hidrazina de muitos farmacos, tal como sulfasalazina, acebutolol e cafeina, estdo também

sujeitos a N-acetilacdo por NAT.

1.8.1- Genética molecular de NAT2

Os estudos acerca da genética molecular das N-acetiltransferases em humanos
identificaram a presenca de trés loci: dois que codificam para duas enzimas similares (NAT1
e NAT2) e um terceiro que constitui um pseudogene conhecido como pNAT, como mostra a
figura 1.10. Os trés loci estdo localizados no cromossomo 8 entre 170-360Kb da regido 8g22.
Essa regido é instavel e frequentemente deletada em células tumorais (Sim et al., 2000). O
PNAT é um pseudogene que tem um codon de parada prematuro, e ndo é transcrito. Os genes
NAT1 e NAT2 possuem 873 pb, ndo apresentam introns, codificam proteinas de 34KDa que
possuem identidade de 81% enquanto seus respectivos genes apresentam 87% de
similaridade.

NAT1 e NAT2 sdo polimdrficos e SNPs em suas regides codificantes podem alterar a
atividade enzimaética e velocidade da acetilacdo (Fretland et al., 2001; Zang et al., 2007) e sdo
a base dos trés principais fen6tipos geneticamente determinados, que podem classificar os
individuos em acetiladores rapidos, intermediarios e lentos, respeitando uma heranca de co-
dominéncia (Parkin et al.,1997; Chen et al., 2006). Outros estudos vém sugerindo que o perfil
de acetilacdo lento é devido a uma heranga autossoémica recessiva (Nerbert et al., 2002; Ait
Moussa et al., 2002).

O formato basico da nomenclatura € identificar a isoenzima, NAT1 ou NAT2, seguido
por *n (por exemplo, *5) indicando a ordem do aparecimento do alelo na literatura,
independentemente do fato do alelo ter sido encontrado em animais ou seres humanos. Além
disso, um alelo particular pode ter a designacdo do subtipo A ou B.

Até o presente momento, mais de 80 alelos para o gene NAT2 ja foram identificados e
classificados na populagdo humana em funcdo da combinacdo de até quatro SNPs presentes

em toda a regido codificante. As listas mais recentes de variantes alélicas aparecem no site
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oficial de nomenclatura de NATs (nat.mbg.duth.gr), com 42 SNPs descritas na regido
codificante de NAT2, incluindo SNPs raros (Teixeira et al., 2010).

WV —C — -/

telémero NAT1 _--= NAT2 ~-

.- .. centrdmero
103pb 8652 pb !Glpb 873 pb : 299 bp
Exon1 -’ N Exon 2 polyA-1 polyA-2
i NAT2 1]
8763 -8660 -6 +1 +873  +1071 +1193
5UTR / / / / \ \ 3'UTR
191G>A  282C>T  341T>C 481C>T 500G>A  803A>G  857G>A

Figura 1.10: Localizagdo cromossdmica dos loci das N-acetiltransferases humanas. Esquema mostrando
0s SNPs mais frequentes encontrados no gene NAT2 humano. D8S21 representa um marcador polimérfico
encontrado dentro no locus de NAT2 (Adaptado a partir de Sim et al., 2000 e Boukouvala & Sim, 2005).

Os alelos de NAT2 decorrem fundamentalmente de diferentes hapl6tipos de sete mutagdes
missense (G191A, T341C, A434C, G590A, A803G, A845C e GB857A) e cinco mutagdes
silenciosas (T111C, C282T, C481T, C759T e A803G) na regido codificante de NAT2 (Hein et
al., 2000). A genotipagem dos sete SNPs mais frequentes identificados em diferentes
populacbes humanas (191 G>A (R64Q), 282 C>T (silenciosa), 341 T>C (1114T), 481 C>T
(silenciosa), 590 G>A (R197Q), 803 A>G (K286T) e 857 G>A(G286T)) é altamente
preditiva do fen6tipo como determinada in vivo com drogas sonda (Sabbagh & Darlu, 2006;
Rihs et al., 2007).

O alelo NAT2 tipo selvagem, designado NAT2*4, ndo tem essas substituicbes e esta
associado com o fendtipo de acetilacdo rapida. Os alelos NAT2 contendo os SNPs 191G>A,
341T>C, 590G>A ou 857G>A estdo associados com a acetilacdo lenta (nat.mbg.duth.gr).

Diferentes estudos de expressdo génica e atividade enzimatica possibilitaram a

caracterizacdo quanto ao perfil de acetilacdo dos alelos mais comuns em populacdes humanas
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e constataram que os fendtipos de acetilacdo lenta contétm um ou mais destes alelos
identificados como NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7 e NAT2*14 e os seus subtipos. Os alelos
NAT2*12 e NAT2*13 foram associados com fendtipo de acetilagdo rapida, similar ao tipo
selvagem. Entretanto, o alelo *12D, com um polimorfismo adicional (364 G>A), codifica
uma proteina instavel conferindo o fendtipo de acetilacdo lenta (Zang et al., 2007a; 2007b;
Sabbagh et al., 2011; Hein & Doll, 2012).

Diferentes estudos realizados em populagdes distintas mostraram que a distribuigéo dos
alelos que codificam para NAT2 apresenta diferencas de acordo com a etnia da populagédo. Por
exemplo, a mutacdo 191G>A, que caracteriza 0 grupo de alelos *14, estd presente nas
populacdes americanas de origem africana, e em populacdes africanas nativas. Os alelos
NAT2*5A, NAT2*5B, NAT2*5C, NAT2*6A e NAT2*7B representam 99% dos alelos mutantes
em acetiladores lentos nas populacdes descendentes de europeus. Na populacao européia, esse
fenotipo de acetilacdo lenta apresenta uma frequéncia superior a 50%. Nas populacdes
asiaticas, o fenotipo de acetilacdo rapida é predominante sendo representado pelo alelo
selvagem NAT2*4.

A presenca de diferentes polimorfismos em NAT2 pode ser facilmente determinada por
procedimentos de genotipagem tais como PCR-RFLP (Cascorbi et al., 1995), PCR alelo
especifico (Lin et al., 1993) ou sequenciamento direto (Teixeira et al., 2007). Para encontrar 0
genotipo de cada individuo e predizer o fenétipo, o hapl6tipo de ambos os cromossomos é
usualmente reconstruido usando o software PHASE (Stephens et al., 2001; Stephens &
Donnely, 2003). Usando os dados do hapl6tipo, muitos estudos tém reportado as frequéncias
de diferentes perfis de acetilacdo entre populagdes etnicamente diferentes mostrando a alta
diversidade ao redor do mundo. A base molecular para tais discrepancias € que o alelo NAT2
mais comum em euro-descendentes € muito raro em asiaticos e pode representar uma
vantagem seletiva diferente dentro dos conjuntos génicos dessas populacfes separadas. A
descricdo de novos alelos ainda continua ocorrendo em estudos recentes (Teixeira et al.,
2010).

Na tentativa de estabelecer uma associagdo entre os perfis de acetilagdo e o
desenvolvimento de doengas, estudos de coorte ou caso-controle tem sido realizados usando
ferramentas de genotipagem e fenotipagem.

H& uma extensa literatura sobre a variacdo étnica dos alelos NAT e frequéncia do
gendtipo. Metodologias envolvendo genotipagem, assim como a diversidade de
polimorfismos e alelos que tém significado funcional, tornam a comparagéo entre os estudos

mais dificil. Cascorbi e Roots (1999) e Hein e colaboradores (2000) descrevem sobre o
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desafio a0 método que levam ao gendtipo e fenoétipo e, portanto deduzem ma classificacao
para ambos NAT1 e NAT2. E dificil comparar a acuracia de diferentes métodos de
fenotipagem para NAT2 ou diferentes pontos de corte usando 0 mesmo método de
fenotipagem. Além disso, para genotipagem, os investigadores algumas vezes selecionam um
pequeno numero de SNPs para definir o perfil de acetilacdo (Roy et al., 2001; Vuilleumier et
al., 2006). Desde que as frequéncias dos alelos NAT2 sdo diferentes entre as populacbes ao
redor do mundo e novos alelos estdo sendo caracterizados em alguns paises, 0s investigadores
precisam caracterizar tais alelos em sua prépria populacdo de modo a escolher SNPs
apropriados para genotipagem e classificacdo do perfil de acetilacdo dos individuos; caso
contrério, a superestimacdo de acetiladores lentos pode ser obtida, contribuindo para
resultados espdrios no estudo de associacao (Agundez et al., 2008).

Contudo, a triagem de pacientes para polimorfismos genéticos de NAT2 pode revelar-se
clinicamente Gtil para a predicdo e prevencdo de reacdes adversas em pacientes fazendo uso

de drogas que sejam metabolizadas por esta enzima.

1.9- Citocromo P450

As enzimas do complexo citocromo P450 (CYP450) sdo hemeproteinas que foram
descritas por Garfinkel e Kligenberg em 1958 e nomeadas, em 1961, devido ao seu pigmento
(P) com 450nm de espectro (Garfinkel & Kligenberg, 1958). Elas formam o grupo enzimatico
mais importante para biotransformacdo de fase I. A principal atividade das enzimas do
sistema CYP450 é a oxidacdo e elas estdo localizadas no reticulo endoplasmatico liso,
principalmente nas células do figado. No entanto, estas mono-oxigenases estdo também
localizadas no intestino, pancreas, cérebro, pulmdes, rins, mama, placenta, baco, medula
0Ossea, epitélio nasal e da pele, ovario e testiculos (Wijnen et al., 2007).

As CYPs450 sdo responsaveis pela metabolizacdo de varios substratos enddgenos e
apresentam também um importante papel na sintese de lipidios hidrofobicos tais como:
colesterol, hormonios esterdides, acidos biliares e acidos graxos; e no metabolismo da
vitamina D (Paine et al., 2006). Além disso, algumas enzimas do complexo metabolizam
substancias exdgenas incluindo drogas, produtos quimicos ambientais, poluentes bem como
produtos derivados de plantas. O metabolismo de substancias exogenas por CYP450
usualmente resulta em detoxificagdo de xenobioticos; no entanto, as reagdes dirigidas por tais
enzimas podem conduzir a geracdo de metabolitos toxicos que contribuem para aumentar o
risco de desenvolvimento de canceres e outros efeitos tdxicos (Nerbert DW & Russel DW,
2002).

29

Avaliacédo dos fen6tipos de acetilacao e hidroxilagado predominantes nas populagdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma:
possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Introducéo

i

O sequenciamento completo do genoma humano revelou a presenca de cerca de 115
genes de CYP450 , incluindo 57 genes ativos e 58 pseudogenes e sdo responsaveis por 94%
das drogas biotransformadas no figado (Ingelman-Sundberg & Rodriguez-Antona, 2005,
Kalra, 2007).

A familia CYP450 em humanos, especificamente as familias 1-3, sdo responsaveis por
70-80% de toda a biotransformagéo dos farmacos usados clinicamente, dependentes de fase 1,
e pela metabolizacdo de um grande nimero de xenobidticos. Alem disso, mais de 50% de toda
eliminacdo dos farmacos utilizados em algum regime terapéutico pode ser atribuido a uma ou
mais isoenzimas do sistema CYP450. Aproximadamente 200.000 substancias quimicas sao
biotransformadas pelas enzimas desta familia. Através de diferentes metodologias, cerca de
1200 enzimas do citocromo 450 j& foram isoladas e sequenciadas (Lewis, 2001).

Os estudos conduzidos por Shimada e colaboradores (1994), utilizando euro-
descendentes, americanos e japoneses, caracterizaram as isoenzimas mais abundantes do
sistema CYP450 encontradas no figado humano adulto. Dessa maneira, foi observado que
CYP2AG esté presente em 6%, CYP2D6 2%, CYP2B6 < 1%, a familia CYP3A (3A4 e 3A5)
em maior parte com 39%, a familia CYP2C (2C8, 2C9, 2C18 e 2C19) com 25%, CYP1A2
(18%) e por fim CYP2E1 com 9%. As outras isoformas contribuem em menor quantidade em
relacdo a todas as isoenzimas do CYP (Shimada et al., 1994).

A fim de identificar qual isoenzima do sistema P450 é responsavel pela biotransformacao
de um determinado farmaco, vérias abordagens tém sido desenvolvidas, incluindo: derivados
metabolicos de microssomos de enzimas de cDNA expressas; uso de inibidores seletivos com
microssomos; imunoinibicdo do CYP por anticorpos anti-P450 de isoformas especificas em
microssomos; correlacdo entre a formacdo de metabdlitos de farmacos candidatos com vérias
atividades das isoformas especificas do P450 em um painel de microssomos do figado (Kalra,
2007) .

1.9.1- Nomenclatura

O sistema de nomenclaturas das proteinas do sistema P450 é baseado na sequéncia
protéica e filogenia. Elas sdo nomeadas em ordem cronolégica de acordo com a submissdo ao
comité de nomenclaturas, como ilustrado na figura 1.11 (Nelson et al., 1996).

As proteinas CYP450 sdo agrupadas em familias e subfamilias de acordo com a
similaridade entre as sequéncias de aminoacidos, onde membros da familia tém > 40% de
identidade em sequéncia de aminoacidos ¢ membros da mesma subfamilia apresentam > 55%
de identidade.
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Fiaura 1.11; Nomeando uma isoenzima do citocromo P450.

As familias do sistema CYP P450 de mamiferos podem ser divididas funcionalmente em
duas classes maiores: aquelas que envolvem a biossintese de esterdides e &cidos biliares, e
aquelas que realizam a biotransformacdo de xenobioticos. As trés principais familias do
sistema CYP P450 (CYP1l, CYP2 e CYP3) sdo responsaveis pela maioria da
biotransformacdo hepatica de farmacos. A familia dos genes que codificam para as enzimas
do sistema CYP1 e CYP3 (CYP1A, CYP1B e CYP3A) é relativamente simples, enquanto a
que codifica para as enzimas do sistema CYP2 € dividida em muitas subfamilias (CYP2A,
CYP2B, CYP2C, CYP2D, CYP2E, etc.). Esta constitui a maior familia de isoenzimas e
compreende um terco de todas as CYPs humana. Estas isoformas tém o mesmo centro
oxidativo, mas diferem em suas estruturas protéicas (Lin et al., 1998).

Cada uma das isoformas tem uma ampla especificidade de substrato, mas cada uma tem o
seu proprio perfil de substrato especifico. Isto possibilita que toda a gama de estruturas
qguimicas seja metabolizada. Estas isoformas tém mecanismos reguladores diferentes para
controlar sua atividade. Os mecanismos de regulacdo envolvem produtos quimicos que
induzem ou inibem a enzima. Por exemplo, CYP1A2 metaboliza alguns alcatrdes
carcinogénicos na fumaca do cigarro e € induzido por estes produtos. Membros de outras
familias de genes CYP sdo induzidos por drogas tais como barbituricos, anticonvulsivantes e
rifampicina.

Além de mostrar algum grau de seletividade de substrato, as isoformas individuais
também mostram seletividade para inibidores. Por exemplo, sulfafenazol ¢ um inibidor
especifico de CYP2C9 enquanto a quinidina € um potente e seletivo inibidor da isoforma
CYP2D6.

Algumas isoformas exibem polimorfismos genéticos. As frequéncias desses
polimorfismos diferem marcadamente entre grupos étnicos. Essas diferencas genéticas
significam que algumas pessoas tém uma enzima com reduzida ou nenhuma atividade. Ao

todo, quatro fendtipos, baseados no genotipo, podem ser identificados: i) metabolizadores
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lentos, que apresentam baixa atividade enzimatica, ii) metabolizadores intermediarios,
usualmente heterozigoto para o alelo defeituoso, iii) metabolizadores réapidos, que tem dois
alelos normais e iv) metabolizadores ultra-rapidos, que tém vérias copias do gene (Ingelman-
Sundberg M, 2004). Pacientes que sdo metabolizadores lentos podem ter um aumento de risco
de reacdes adversas para uma droga que seja metabolizada pela enzima afetada.

O figado é o principal sitio de metabolismo. No entanto, as isoformas podem ser
encontradas em muitos tecidos e CYP3A4, em particular, é encontrada em concentracdes
bastante elevadas na mucosa do intestino delgado. Isto significa que o substrato de drogas
para essa isoforma sd@o metabolizados durante a absorcdo, enquanto eles estdo passando pela
mucosa do intestino delgado, e durante a sua primeira passagem atraves do figado. Interagdes
medicamentosas graves resultaram na retirada de mibefradil (um bloqueador dos canais de
calcio do tipo T que inibe CYP3A4) por causa das mortes que ocorrem a partir da
administracdo concomitante de medicamentos que séo substratos do CYP3A4 (Garcia-Martin,
2002).

Serdo abordados a seguir a influéncia e as implicagdes dessas variantes genéticas nas

isoformas de CYP 450 envolvidas no metabolismo da dapsona no tratamento da hanseniase.

1.9.2- Genética molecular da mono-oxigenase CYP2E1

A enzima CYP2EL é expressa principalmente no figado, mas pode ser encontrada em
outros 6rgdos tais como rins, trato gastrointestinal e cérebro. Ela estd envolvida na oxidagédo
de substratos de baixo peso molecular, principalmente etanol, acetona e nitrosaminas e €,
portanto, de maior interesse do ponto de vista toxicoldgico e carcinogénese (Guengerich,
1991). Além de etanol, CYP2E1 pode ser induzida por varias drogas tais como isoniazida,
dapsona, mas também por hidrocarbonos, benzeno, cloroférmio e varios solventes organicos
(Caro & Cederbaum, 2004).

A atividade de CYP2E1 é também modulada por polimorfismos em varias localizagdes
de seu gene e uma maior atividade desta enzima pode aumentar a sintese de hepatotoxinas.
Varios polimorfismos tém sido descritos (McBride, 1987; Kelsell et al., 1990). A maioria
deles ocorre em introns e parece ndo ter significancia funcional. No entanto, dois
polimorfismos acima do sitio de inicio de transcricdo do gene, que sdo caracterizados por
restricdo com Pst | e Rsa I, parecem estar em completo desequilibrio de ligacdo (LD) (Figura
1.12). Esses dois polimorfismos estéo localizados em um suposto sitio de ligacdo de HNF-q e
assim podem desempenhar uma fungdo na regulacdo da transcricio de CYP2El e

consequentemente na expressdo da proteina (Watanabe et al., 1994). Os gendtipos de
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CYP2EL, por analise de restricdo com Rsa I, sdo classificados como sendo *1A/*1A, *1A/*5 e
*5/*5. Um polimorfismo no intron 6 de CYP2E1L, (*6) (7632 T>A), que € detectavel com a
enzima de restricdo Dra | e estd em desequilibrio de ligagdo com o polimorfismo Rsa I, pode
ser de importancia na determinacdo da suscetibilidade ao cancer de pulmao (Uematsu et al.,
1991). Estas descobertas podem refletir ligagdo para o polimorfismo Rsa | ou outro
polimorfismo funcionalmente significativo, em vez de um efeito per se do polimorfismo Dra
I. O outro polimorfismo é uma insercdo/delecdo de 96 pb (alelos CYP2E1*1D e *1C) que
regula a expressdo do gene (www.cypalleles.ki.se/cyp2el.htm). Alguns estudos tém mostrado
que as variantes alélicas CYP2E1 *5, *6 e *1D aumentariam a atividade da enzima (Watanabe
et al.,, 1994; Carriere et al., 1996). No entanto, outros autores ndo confirmaram alguma
relacdo com estes polimorfismos com a atividade de CYP2E1 (Powell et al., 1998). Os
estudos mostraram que a frequéncia de SNPs -1053 C>T na regido promotora varia
significantemente em diferentes grupos étnicos. O alelo mutante estd presente com uma
frequéncia de 2-8% em euro-descendentes, mas varia na Asia de 25-36% (Neuhaus et al.,
2004).

locus CYP2E1 (cromossomo 10q24.3)

promotor Intron 6
96 pb /indel ‘
SNP T7632A
SNP -G1293C SNP -C1053T Dra 1

Pst 1 Rsa 1

Figura 1.12: Localizagdo dos polimorfismos no locus de CYP2E1 e as respectivas enzimas de restri¢cdo
utilizadas para detectar os diferentes gendtipos (adaptado a partir de Roy et al., 2008).

Vaérios estudos tém mostrado associacdo do gendtipo selvagem *1A/*1A com risco de
desenvolvimento de hepatotoxicidade induzida por droga anti-tuberculose (Huang et al.,
2003; Vuilleumier et al., 2006; Roy et al., 2006; Singla et al., 2014). No entanto, essa
associacdo ndo foi observada por investigadores em outras popula¢es (Cho et al., 2007;
Teixeira et al., 2011; Gupta et al., 2013). A discrepancia desses resultados pode ser devida a
diferencas nas frequéncias dos alelos CYP2E1*1A e CYP2EL1*5 entre as populacdes e 0s
critérios usados para definir hepatotoxicidade.

Em 1995, Mitra e colaboradores identificaram a formac&o de hidroxilamina dapsona, um

metabdlito toxico, catalisada por CYP2E1 em concentracdes clinicamente apropriadas de
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dapsona. Contudo, nenhum estudo de associacdo com esta isoforma e reacfes adversas em

pacientes em tratamento com esta droga foi publicado.

1.9.3- Subfamilia CYP3A

A subfamilia CYP3A foi primeiramente caracterizada por Elshourbargy e Guzelian em
1980. Ela é uma das mais versateis do sistema de biotransformacéo que facilita a eliminacdo
de drogas, outros compostos xenobioticos e moléculas endégenas do corpo. Embora néo tenha
havido uma andlise sistematica da extensdo da sua contribuicdo, é geralmente aceito que as
enzimas CYP3A desempenham uma funcdo dominante na eliminacdo metabdlica de mais
drogas que qualquer outra enzima de biotransformagdo. A versatibilidade metabdlica de
CYP3A pode ser devido a um grande sitio ativo que permite a ligagdo de moléculas
estruturalmente diversas (Guengerich, 1999). Além disso, enzimas CYP3A sdo conhecidas
por acomodar multiplos ligantes (diferentes moléculas ou duas ou mais da mesma molécula)
no sitio ativo. Este fenémeno pode resultar em melhora na formacéo do produto (ativagdo) ou
formagéo do produto reduzida (inibicdo ndo competitiva), dependendo da concentragdo do
substrato e natureza do segundo ou terceiro ligante. (Korzekwa et al., 1998).

H& uma vasta e crescente literatura sobre depuracdo de droga mediada por CYP3A. Ela
tem sido desenvolvida, em parte, por causa da importante contribuicdo de CYP3A no
metabolismo de primeiro passo e reduzida biodisponibilidade sistémica de drogas oralmente
administrada (Thummel & Wilkinson, 1998), e também como uma consequéncia da
suscetibilidade de CYP3A aos efeitos de numerosas drogas que inibem ou induzem sua
atividade catalitica (Guengerich, 1997; Thummel & Wilkinson, 1998; Kalra,et al., 2007).

Sendo assim, esta subfamilia é responséavel pela biotransformagdo de aproximadamente
60% dos farmacos utilizados na pratica clinica. Ela estd localizada no cromossomo 7 e
apresenta quatro isoformas: CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 e CYP3A43. Em adultos, a
CYP3A4 é a CYP3A dominante e é encontrada no figado e intestino delgado. CYP3A5
também ¢ encontrada no figado adulto e intestino delgado (e outros 6rgdos), mas sua
expressao é claramente polimorfica, com individuos exibindo um nivel relativamente alto ou
baixo de proteina (Wrighton et al., 1990; Paine et al., 1997). A CYP3A7 é a principal
isoenzima detectada no embrido humano, no feto, e no figado de recém nascidos, podendo ser
detectada também no figado humano adulto, em uma concentracdo bem menor se comparada
a CYP3A4. A CYP3A43 foi detectada no figado, rins, prostata e pancreas, mas o nivel de
MRNA no figado foi muito menor que para CYP3A4.
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1.9.3.1- Genética molecular da mono-oxigenase CYP3A4

A CYP3A4 é a principal isoforma da subfamilia CYP3A no figado humano, tanto na
especificidade do substrato quanto na quantidade de proteina. Ela compde cerca de 30% do
total de proteinas hepaticas do sistema CYP450 e altas concentracdes desta proteina ja foram
encontradas no epitélio do duodeno e nos rins (Gashaw et al., 2003). CYP3A4 exibe uma
ampla especificidade de substrato e esta aparentemente envolvida no metabolismo de mais de
50% de todas as drogas utilizadas em seres humanos (Bertz & Granneman, 1997).

O gene CYP3A4, que codifica para esta isoforma, € altamente polimdérfico, com mais de
35 SNPs descritos de acordo com 0 site de nomenclatura
(http://www.cypalleles.ki.se/cyp3a4.htm). Geralmente, variantes na regido codificante de
CYP3A4 ocorrem em frequencias <5% e aparecem em heterozigose com o tipo selvagem.
Estas variantes na regido codificante podem contribuir, mas ndo sdo a principal causa de
diferencas interindividuais na depuracdo dependente de CYP3A, por causa da baixa
frequéncia e alteracGes limitadas na expressdo ou funcéo catalitica da enzima. Ao contrario de
outros genes humanos P450s (por exemplo, CYP2D6 e CYP2C19), ndo ha evidéncia de alelo
nulo para CYP3A4. Esse gene esta localizado no cromossomo 7g22.1 e possui 13 exons (Burk
et al., 2004). Sua inducdo é mediada pelo receptor PXR que interage com o receptor RXR
(Retinoide X receptor) e outros fatores transcricionais que se ligam ao promotor permitindo a
transcrigédo do gene.

A atividade da enzima CYP3A4 é modulada pela presenca de polimorfismos em varios
sitios ao longo do gene (Figura 1.13); alguns estudos descrevem que esta enzima apresenta
uma limitacdo em termos de variacdo pelo fato de metabolizar componentes enddgenos. Desta
maneira, alguns estudos tém sido baseados em busca de novas variantes alélicas com
importancia funcional; dentre as ja descritas, algumas codificam para proteinas com atividade
reduzida (*6, *17 e *20). Embora o nimero de estudos reportado seja pequeno, em alguns
casos a frequéncia de variantes codificantes é mais baixa em caucasianos comparada a outros
grupos éetnicos. Algumas das variantes codificantes identificadas em caucasianos (CYP3A4*8,
*9, *11, *12, *13 e *15) apareceram em uma frequéncia alélica menor que 1%. As variantes
codificantes mais comuns reportadas para caucasianos sao: CYP3A4*2 (2,7%) (Sata et al.,
2000), CYP3A4*10 (0,24-2%) (Eiselt et al., 2001; Lamba et al., 2002a) e CYP3A4*17 (2%)
(Dai et al., 2001), enquanto para: Africanos Americanos CYP3A4*15A (2-4%) (Dai et al.,
2001; Lamba et al., 20023a;); Mexicanos CYP3A4*16 e CYP3A4*10 (5%) (Lamba et al.,
2002a) e Japoneses CYP3A4*16 (5%) (Lamba et al., 2002b). A baixa frequéncia desses

alelos, bem como a baixa variabilidade interindividual na atividade enzimatica sugere que a
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variacdo genetica responsavel por esta variabilidade deve estar localizada em outra parte do

gene CYP3A4 ou em fatores transcricionais (Ingelman-Sundberg et al., 2007).

5'UTR 3UTR
_1+2+3%4%5%6’.7’.8%9’-10%11’.12%13

*1B *14 *7 x4 *kQ  *D X6 *18 *11  *3

«1C xg  *1) *5 *12  *19

1D *15  *16 *13

“1E *17

*1F

Figura 1.13: Distribuicdo das mutacdes no gene CYP3A4 (Lamba et al., 2002a).

Cinco diferentes SNPs na regido regulatoria do gene foram identificados (Gonzalez et
al., 1988). De longe, 0 mais comum e melhor caracterizado ¢ o alelo CYP3A4*1B. O SNP que
caracteriza esta alelo consiste de uma transicdo A-392G (transicdo de A>G na posicéo -392 da
regido promotora) em uma regido especifica do fator de transcricdo nifedipina (NFSE) e
acredita-se que este SNP esteja relacionado com a regulacdo da expressdao génica ou
diminuicdo da atividade enzimatica de CYP3A4. A frequéncia do alelo CYP3A4*1B varia
entre diferentes grupos étnicos: 0% em tailandeses, chineses, chineses americanos e japoneses
americanos (Walker & Jaffe, 1998; Ball et al., 1999; Hsieh et al., 2001); 2-9,6% em
caucasianos (Walker & Jaffe, 1998; Ball et al., 1999; Kuehl et al., 2001; Garcia-Martin et al.,
2002); 9,3-11% em hispanicos americanos (Ball et al., 1999; Paris et al., 1999) e 35-67% em
africanos americanos (Walker & Jaffe, 1998; Ball et al., 1999; Sata et al., 2000; Kuehl et al.,
2001; Lamba et al., 2002). As outras variantes na regido promotora do gene parecem estar em
menor frequéncia entre os caucasianos: CYP3A*1C (1%), CYP3A*1D (1%), CYP3A*1E
(<1%) e CYP3A4*15B (<1%) (Kuehl et al., 2001; Hamzeiy et al., 2002), com a excecdo de
CYP3A4*1F (20%) (Hamzeiy et al., 2002). Os alelos CYP3A4*1C e CYP3A4*1D néo foram
detectados em africanos americanos (Kuehl et al., 2001).

Dos cinco SNPs identificados no promotor, somente o alelo CYP3A4*1B tem sido
estudado para avaliar o efeito da mutagdo na atividade transcricional e atividade catalitica in
vivo. Um estudo conduzido por Amirimani e colaboradores (1999), usando gene repérter em
linhagens de células de cancer de mama, demonstrou que a expressdo do mutante G-392
ocorreu em rato e foi 1,4 a 1,9 vezes mais alto que o observado para o tipo selvagem A-392.
Esta descoberta é sustentada por uma observacdo de niveis mais altos (1,6 a 2,1 vezes) de
oxidacdo de nifedipina e proteina CYP3A4 no figado humano em individuos carreando pelo
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menos um alelo variante G-392, embora a diferenca ndo tenha sido estatisticamente
significativa (Ando et al., 1999). Ball e colaboradores. (1999) ndo encontraram diferencas na
taxa média de dimetilagdo de eritromicina ou média de depuracdo de nifedipina oral em
individuos com homozigose A-392 ou homozigose G-392 para o genétipo CYP3A4. Outro
estudo conduzido por Wandel e colaboradores (2000) verificou o efeito do alelo CYP3A4*1B
e a disposicao oral e intra venosa (i.v.) de midazolam na atividade hepética e intestinal da
enzima CYP3A, em africanos americanos e caucasianos americanos. Embora ndo tenham
encontrado relacdo entre o geno6tipo e depuracdo de midazolam oral, houve menor depuracao
sistémica 30% para sujeitos homozigotos para o alelo G-392 quando comparado aqueles tipo
selvagem A-392. Contudo, a distribuicdo dos genétipos CYP3A*1B nédo foi balanceada para
cada grupo étnico (Wandel et al., 2000). Em outro estudo, realizado por Von Ahnsen e
colaboradores (2001), em uma coorte de pacientes que sofreram transplante renal e faziam
uso de ciclosporina, nenhuma diferenca significativa foi observada entre os niveis de
cilosporina no sangue/dose oral, entre 0os pacientes com 0s gendétipos G-392/A-392 (Von
Ahnsen et al., 2001). Outro estudo para avaliar o alelo CYP3A4*1B em relagédo
gendtipo/fendtipo foi conduzido por Garcia-Martin e colaboradores (2002) em uma populacéo
caucasiana na Espanha. Em seu estudo, sobre a atividade N-demetilacdo dextrometorfano
refletida pela razdo de dextrometorfano/3-metoxymorfina na urina, os investigadores nao
encontraram diferenca significante entre individuos que eram heterozigotos ou homozigotos
para o alelo G-392 e aqueles homozigotos para o tipo selvagem A-392 (Garcia-Martin et al.,
2002).

Em sua publicacdo original, Rebbeck e colaboradores (1998) notaram que pacientes
africanos americanos com cancer de prdstata eram, em sua maioria, homozigotos para o alelo
mutante CYP3A4*1B quando comparados aos controles saudaveis. Esta descoberta foi
confirmada por Paris e colaboradores (1999) em seu estudo com homens africanos
americanos com cancer de prostata e mais adiante por Tayeb e colaboradores (2002) em um
estudo envolvendo homens caucasianos com hiperplasia prostatica benigna que passou a
desenvolver cancer de prostata. Rebbeck e colaboradores. (1998) também reportaram que
individuos em homozigoze CYP3A4*1B tipo selvagem estavam em maior risco de
desenvolver leucemia secundaria depois do tratamento de cancer primario com terapia com
epipodofillotoxina que individuos com o genétipo CYP3A4*1B mutante. A razdo de chance
(OR) para a associacdo do gendtipo CYP3A4*1B entre os casos relacionados com o

tratamento foi significativamente menor que um (0,07; 95% ClI, 0,01-0,08).
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Embora os dados clinicos indiqguem convincentemente que haja uma associagdo entre o
polimorfismo CYP3A4*1B e risco de doenca/ toxicidade ao tratamento, a falta de provas
convincentes in vivo para sonda CPY3A alterada e disposicdo do substrato para o genétipo
CYP3A4*1B sugere a possibilidade de desequilibrio de ligacdo entre CYP3A4*1B e outras
mutacdes geneticas que podem influenciar o fenotipo clinico, sendo um dos genes candidatos
a essa hipdtese, o CYP3A5 (Park et al., 2012).

1.9.3.2- Genética molecular da mono-oxigenase CYP3A5

O gene que codifica para a CYP3AS5 esta localizado na mesma regido que o CYP3A4, no
cromossomo 7¢22.1, juntamente com mais dois genes da subfamilia CYP3A, isoformas
CYP3A7 e CYP3A43 (Burk et al., 2004). A sobreposicdo de especificidade dos substratos
entre CYP3A4 e CYP3ADS dificulta a distingdo em termos de biotransformacéo destas duas
enzimas (Hiratsuka et al., 2002). Além disso, a expressdo de CYP3A5 é polimérfica em
adultos sendo detectavel em cerca de 10-20% em caucasianos, 33% em japoneses e 55% em
africanos americanos (Lamba et al., 2002). Entre os que expressam CYP3AS5, o percentual
que contribui para o total da proteina hepatica por esta isoforma ainda ndo esta claro, com
estimativas variando entre 17 a 50%. Esta isoforma é também expressa numa variedade de
tecidos extrahepaticos (Daly, 2006).

O gene que codifica para CYP3A5 também apresenta uma variedade genética. A
sequéncia de cDNA de CYP3AS5 foi descrita pela primeira vez de forma independente por
Aoyama e colaboradores 1989 e Schuetz e colaboradoress. 1989. O alelo correspondente a
este cDNA (CYP3A5*1) apresenta uma alta expressao da proteina e foi denominado tipo
selvagem (Aoyama et al., 1989; Schuetz et al., 1989).

O primeiro relato de um SNP na regido codidicante do gene CYP3A5 potencialmente
importante veio de Jounaidi e colaboradores (1996), em seu estudo pioneiro com figados
obtidos de doadores caucasianos. Estes investigadores descreveram uma transversdo na
posicdo C1280A no exon 11, caracterizando o alelo (CYP3A5*2). A frequéncia do alelo
CYP3A5*2 em caucasianos foi relatada como 1,9% (Hustert et al. 2001), mas ndo foi vista em
outros estudos em outras populacdes (Kuehl et al. 2001).

Em sua publicacdo, Jounaidi e colaboradores (Jounaidi et al., 1996) sugeriram que a
alteracdo de aminoacido resultante, T398A, pode afetar a estabilidade da proteina sendo
responsavel pela reducdo do contedido protéico CYP3AS5 hepatico. Outras mutagdes na regido

codificante foram relatadas (Q200R, H30Y, S100Y), mas todas com uma frequéncia de alelos
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relativamente baixa (Hustert et al. 2001; Chou et al. 2001). O significado funcional destas
mutacdes € desconhecido.

Outro estudo conduzido por Kuehl e colaboradores demonstrou que o mais frequente e
funcionalmente importante SNP no gene CYP3AS5 consiste de uma transicdo A6986G dentro
do intron 3 (CYP3A5*3) (Figura 1.14) (Kuehl et al., 2001). Essa mutacdo cria um sitio de
splicing alternativo no pré-RNA mensageiro com a producdo aberrante (SV1-RNAm),
contendo 131pb na sequéncia do intron 3 (exon 3B) inserido entre o exon 3 e 0 exon 4
(Lamba et al. 2002). No exon 3B, a insercdo resulta na mudanca da fase de leitura e
consequentemente, em uma proteina truncada com 102 aminoacidos. O alelo CYP3A5*3 ¢é o
mais frequente e é comumente associado com a auséncia da proteina CYP3A5 sendo
encontrado em diferentes grupos étnicos (Daly, 2006) embora ele esteja presente em
frequéncias alélicas diferentes. Neste caso, o alelo variante € mais prevalente que o alelo tipo
selvagem para maioria das populaces. A frequéncia do alelo tipo selvagem (A6986) é
reportada como 5-15% para caucasianos e 45-73% para africanos americanos (Kuehl et al.,
2001; Hustert et al., 2001). Hustert e colaboradores também reportaram a frequéncia deste
alelo em chineses de 27% e em coreanos de 30% (Hustert et al. 2001). A disponibilidade
desses dados sugere significante diversidade genética para o alelo CYP3A5*1 que pode ter

consequéncias clinicas importantes em diferentes etnias (Lamba et al. 2002).

*3 x5
5'UTR 3UTR
_1+2+3 4%5 6%7%8%9%10%11%12%13
*1B x4 %2 *1D
*1C *6 *7

Figura 1.14: Distribuigdo das mutagdes no gene CYP3A5 (Lamba et al., 2002).

H& também mutagdes descritas dentro do intron 4 e intron 5 no gene CYP3A5 que séo
capazes de criar “splicing alternativo” que podem afetar a sintese do RNAm funcional (SV2 e
SV3) (Kuehl et al. 2001). No entanto, essas muta¢des mais raras sempre tém sido encontradas
em combinacdo com o SNP do intron 3, e assim representa haplotipos CYP3A5*3 (*3A, *3B
e *3C). Outras mutacdes que resultam em splicing defectivo tém sido reportadas (Figura
1.14). A transicdo G14690A no exon 7 vista inicialmente em africanos americanos resulta na

delecdo do exon 7 (alelo CYP3A5*6) e consequentemente na sintese da proteina (Kuehl et al.
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2001; Hustert et al. 2001). O alelo CYP3A5*5 foi descrito em chineses (Chou et al. 2001) e
representa uma transicdo T12952C (sitio de splicing do intron 5) que resulta em multiplos
splicings alternativos e presumivelmente diminui o acimulo de proteina. O alelo CYP3A5*7
representa uma insercdo de base no exon 11 (27131-32 insT) resultando em mudanca de fase
de leitura e um codon de parada e consequentemente em uma proteina truncada (Hustert et al.
2001; Chou et al. 2001). Ambos variantes CYP3A5*6 e CYP3A5*7 ocorrem em uma
frequéncia alélica relativamente baixa em caucasianos e chineses, mas sdo relativamente
comuns entre africanos americanos (10-13%). Embora Gill e colaboradores (Gill et al., 1995)
tenham relatado a importancia das enzimas CYP3A na N-hidroxilacdo da dapsona nenhum
estudo de associacdo de polimorfismos genéticos nesses genes CYP3A com desfecho de

reacOes adversas associado com administragdo de dapsona foi realizado.
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2. Justificativa

Sabe-se hoje que a influéncia do “background” genético nas variagdes interindividuais
em relagdo a resposta terapéutica é fundamental. Polimorfismos em genes metabolizadores de
drogas podem influenciar em diversos niveis a atividade biologica final da enzima levando ao
aparecimento de desfechos desfavoraveis. Outro fator fundamental relacionado a diversidade
genética é a etnia da populagdo. A frequéncia dos principais polimorfismos funcionais varia
amplamente dependendo da etnia predominante numa determinada populacdo e, portanto, os
padrdes e resposta a uma determinada droga também variam. O Brasil, devido a sua
caracteristica parental tri hibrida com participacdo das etnias caucasiana, negroide e
amerindia, possui uma grande mistura de etnias, as quais se distribuem por todo o territério
nacional com predominio de alguns grupos étnicos dependendo da regido. Em humanos, a
enzima N-acetiltransferase 2 (NAT2), codificada pelo gene NAT2 é primordial para a
biotransformacdo (acetilacdo) de diversas drogas, dentre as quais, a dapsona, usada no
tratamento da hanseniase. Adicionalmente, as hidroxilases do citocromo P450, basicamente as
subfamilias CYP2E1, CYP3A4 e CYP3A5 e CYP2C9 estdo diretamente associadas a
metabolizacdo da dapsona, entre outras drogas. Tendo em vista a diversidade alélica desses
genes de acordo com a etnia, é de se esperar que os perfis fenotipicos de acetilacdo e
hidroxilagdo também variem.

Atualmente, o tratamento da hanseniase se baseia em um esquema de
poliquimioterapia preconizado pela OMS (PQT/OMS), onde a dapsona, anteriormente
utilizada num esquema de monoterapia, esta associada a rifampicina (RMP) e a clofazimina
(CFZ) em esquemas associados de acordo com a classificagcdo clinica do paciente. Esta
combinacdo normalmente apresenta uma boa eficacia na maioria dos pacientes. Contudo, a
ocorréncia de reacGes adversas associadas a intolerancia as drogas tem se tornado muito
frequente com apresentacdes clinicas diferenciadas sendo a dapsona a maior causa destas
reagOes (70,7%). Dentre as ADRs induzidas pela dapsona, a anemia hemolitica merece
destaque pois acarreta sérios efeitos, principalmente em criancas, idosos e pessoas com
deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD), enzima responsavel por
catalisar uma das principais vias alternativas no processo de obtencdo de energia pela célula e
crucial para a protecdo das hemacias contra o processo oxidativo.

Sendo a hanseniase uma doenga endémica tratada com um esquema
poliquimioterapico, padronizado e normalizado para todo territdério nacional, tanto na

associacdo das drogas quanto na posologia, nos quais a dapsona é um dos componentes
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obrigatdrios, a avaliacdo destes perfis genéticos, dados ainda indisponiveis em nossa
populacdo, é de fundamental relevancia para o controle da infecgéo.

Este estudo teve como principal objetivo fornecer informacGes sobre a variabilidade
genética dos genes NAT2, CYP2E1l, CYP3A4 e CYP3A5 em coortes de pacientes de
hanseniase residentes nas cinco diferentes macroregies do Brasil. Paralelamente, avaliamos,
em um estudo caso-controle, a associacdo dos diferentes polimorfismos identificados com as
diferentes ADRs presentes nas populagdes de estudo para a possivel implantacdo de nucleos
de pesquisa inovadora em farmacovigilancia. Acreditamos que tais dados serdo Uteis para a
avaliacdo futura de novas drogas, modificacdo na conduta terapéutica ou correcdo da dosagem
individual de dapsona (DDS) ora utilizada para o tratamento da hanseniase e outras

dermatoses com base nos perfis genémicos envolvidos, predominantes nas diferentes regides.
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3. Objetivos

3.1- Objetivo Geral:

Este trabalho teve como objetivo principal a avaliagdo dos diferentes fenotipos de
acetilacdo e hidroxilacdo nas diferentes macroregioes do Brasil a partir da variabilidade
genética dos genes NAT2, CYP2EL, CYP3A5*3, *6 e CYP3A4*1B e a ocorréncia de efeitos

adversos em pacientes hansenianos em tratamento, com esquema contendo dapsona.

3.2- Objetivos Especificos:

e Determinar a frequéncia de SNPs no gene NAT2 em amostras de DNA provenientes de
individuos de cinco macro-regides brasileiras;

e Determinar os hapldtipos de NAT2 mais frequentes e os perfis de acetilacdo presentes
nas populacdes de estudo, comparando as frequéncias alélicas encontradas nos estados
analisados;

e Identificar a frequéncia dos alelos 1A (-1053C) e 5 (-1053T) de CYP2EL, do alelo *1B
de CYP3A4, dos alelos *3 e *6 de CYP3A5 no grupo de estudo proveniente do Rio de
Janeiro, Espirito Santo, Acre, Rondénia, Tocantins, Rio Grande do Norte, Rio Grande
do Sul, Parana, Goias e Pernambuco, comparando as frequéncias alélicas encontradas
nos estados analisados;

e Auvaliar a associacdo entre fendtipo de acetilacdo lenta (presenca de 2 alelos de NAT2
que caracterizam baixa atividade) com reagdes adversas em pacientes hansenianos em
tratamento com esquema contendo dapsona residentes no Rio de Janeiro, Espirito
Santo, Acre, Tocantins, Rio Grande do Norte e Pernambuco;

e Avaliar a possivel associacdo entre a ocorréncia de reacdes adversas e a presenca de
polimorfismos nos genes que codificam para CYP2E1, CYP3A4 e CYP3A5 em
pacientes hansenianos em tratamento, com esquema contendo dapsona residentes no
Rio de Janeiro, Espirito Santo, Acre, Tocantins, Rio Grande do Norte e Pernambuco;

e Avaliar a possivel associacdo entre a combinacdo dos fendtipos de acetilagdo
lenta/hidroxiladores répidos com reacOes adversas em pacientes hansenianos em
tratamento com esquema contendo dapsona residentes nos estados analisados;

e Fornecer dados que possam subsidiar uma reavaliacdo na conduta terapéutica utilizada

para doengas tratadas com drogas metabolizadas por algum dos genes estudados.
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4. PACIENTES E METODOS
4.1- Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo que apresenta dois desenhos epidemiol6gicos: a) um
estudo descritivo observacional com a finalidade de avaliar a prevaléncia dos SNPs presentes
nos genes NAT2, CYP2EL, CYP3A4 e CYP3A5 e b) um estudo de associacdo do tipo caso-
controle, envolvendo pacientes hansenianos sob tratamento com esquema terapéutico
contendo dapsona e que tiveram reacOes adversas (casos) e pacientes hansenianos sob
tratamento com mesmo esquema terapéutico e mesma posologia e que ndo tiveram reacoes

adversas (controles).

4.2- Periodo de Estudo

O presente estudo teve uma duragédo de quatro anos.

4.3- Local de Estudo
4.3.1- Fundacao Oswaldo Cruz - Fiocruz/Instituto Oswaldo Cruz - I0C/ Laboratorio de
Biologia Molecular aplicada a Micobactérias.

Apds a coleta do material clinico realizada nas unidades abaixo relacionadas, estas
amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Biologia Molecular aplicada a Micobactérias
na Fiocruz, situado em Manguinhos, na cidade do Rio de Janeiro. Este laboratério foi o
responsavel por toda a execucao da parte experimental que compreendeu o processamento das
amostras (extracdo de DNA, amplificacdo da regido de interesse dos genes especificados
acima, purificacdo do fragmento amplificado, genotipagem dos genes de interesse, analise das
sequéncias dos genes sequenciados), bem como tabulacédo e analise dos dados.

4.3.2- Fundacdo Oswaldo Cruz - Fiocruz / I0C / Lab. de Gendémica Funcional e
Bioinformatica.
Neste laboratorio foi realizado o sequenciamento utilizando a Plataforma de

Sequenciamento do PDTIS — Fiocruz.

4.3.3- Fundagdo Oswaldo Cruz — Fiocruz / 10C / Laboratério de Hanseniase /
Ambulatdrio Souza Araujo

Situado no Campus da FIOCRUZ em Manguinhos na cidade do Rio de Janeiro. Trata-se
de um ambulatério de referéncia para hanseniase, que atende a uma populacéo referenciada de

varias Unidades de saude de varias partes do Rio de Janeiro (RJ) com cerca de 450-500
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casos/ano notificados. Deste ambulatério foram recebidas 213 amostras, 88 casos e 125

controles (incluidos na tabela 4.1).

4.3.4- Demais Unidades de Saude

LACEM - Rio Grande do Sul (RS); Hospital de Referéncia em Doengas Infecciosas
Anuar Auad — Secretaria de Saude do Estado de Goias (GO); Secretarias dos Estados: Acre
(AC), Ronddnia (RO), Tocantins (TO), Espirito Santo (ES), Campos (RJ), Parana (PR),
Pernambuco (PE) e Rio Grande do Norte (RN). O nimero (N) amostral e dados demograficos
de cada municipio incluido no estudo estdo descritos na tabela 4.1.

Tabela 4.1: N amostral e dados demograficos por municipio, estado e regido

Estado/Regido N Mulher Homem Idade
RO 70 32 38 18-71
AC 48 36 12 19 - 58
TO (Palmas +
Gurupi) 72 51 21 22-61
REGIAO NORTE 190 119 71 18 - 61
PE 52 Sl Sl 18- 65
RN 27 13 14 33-76
REGIAO
NORDESTE 79 Sl Sl 18- 76
GO 106 Sl Sl Sl
REGIAO CENTRO-
OESTE 106 Sl Sl Sl
RJ (RJ + Campos) 270 163 107 18- 90
ES 69 44 25 20 - 87
REGIAO SUDESTE 339 207 132 18- 90
PR 10 4 6 30-57
RS 240 Sl Sl Sl
REGIAO SUL 250 Sl Sl Sl
TOTAL 964 Sl Sl 18- 90

4.4- Critérios de elegibilidade
Foram considerados elegiveis para o estudo, de modo sistematico, pacientes de ambos 0s
géneros, com idade superior a 18 anos, com apresentacéo clinica variada, independente de cor
que:
a) Foram atendidos ambulatorialmente ou internados e receberam o diagnostico de
hanseniase, independente da forma clinica e que estejam ou tenham recebido

tratamento poliquimioterapico especifico padronizado e alternativo.
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b) Aceitaram participar do estudo, respondendo ao questionario (Anexos 1 e 2), e
assinaram o termo de consentimento esclarecido (Anexo 3). Em seguida, foi procedida
coleta do material biologico conforme descrigdo abaixo.

4.4.1- Criterios de incluséo

Portadores e/ou ex-portadores e hanseniase, maiores de 18 anos, de qualquer etnia ou
género que estavam sendo submetidos ou tinham recebido alta dos esquemas
poliquimioterapicos padronizados (controles) e os que estavam sendo submetidos ou tinham
sido submetidos aos esquemas alternativos por terem apresentado efeitos colaterais

diagnosticados clinica e/ou laboratorialmente atribuidos a dapsona (casos).

4.4.2- Critérios de excluséo
Foram excluidos os individuos:
a) Pacientes de hanseniase infectados pelo virus HIV;
b) Pacientes menores de 18 anos;
c) Pacientes que apresentaram problemas de alcoolismo ou com historia pregressa de

Hepatite viral B e C.

4.5- Coleta e processamento das amostras clinicas

De cada paciente arrolado no estudo, um volume de 1,5mL de sangue periférico foi
coletado em tubo com vaccuntainer contendo EDTA ou tampao citrato com anticoagulante.
Apdbs homogeneizacdo por inversdo o mesmo foi congelado a -20°C para posterior extracdo
do DNA.

4.6- Aspectos Eticos
O presente estudo foi aprovado no comité de ética do CEP-Fiocruz no dia 12 de agosto de
2008, com numero 449/08.

4.7- Suporte Financeiro

* FNS- Fundacdo Nacional de Saude - 2010
* POM - 10C - FIOCRUZ
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4.8- Metodologia
4.8.1- Extracdo de DNA - Isolamento e purificacdo de DNA gendmico a partir do Kit
QIlAamp (Qiagen)

A extracdo foi realizada a partir de 200uL de sangue periférico congelado através da
utilizacdo do kit comercial “QIAamp DNA blood®” (Qiagen), seguindo protocolo de acordo
com o fabricante. Trata-se de um método comercial utilizado para extracdo de DNA de
células do sangue periférico que consiste basicamente na adi¢do de um tampéo de lise seguido
de precipitacdo dos nucleos das células e mitocondrias por centrifugacdo e adicdo de um
tampdo de desnaturacdo o qual contém um sal caotrdpico (Guanidina hidrocloridrico) e
protease passando por uma coluna de silica. O DNA retido na membrana QlAamp é lavado
duas vezes por centrifugacdo com a utilizacdo de dois tampdes de lavagem “Buffer AW1” e
“Buffer AW2”. Esta etapa remove eficientemente os contaminantes tais como proteina e
acucares que podem inibir a PCR. A eluicdo do DNA se deu por centrifugacao utilizando
tampé&o com baixo sal: (10mM Tris-Cl pH 9,0; 0,5mM EDTA) e foi estocado a -20°C.

4.8.2- N-acetiltransferase 2 (NAT2).

Para a amplificacdo desse gene foram utilizadas as condic¢Oes descritas por Teixeira et al,
2007. O desenho dos oligonucleotideos (Tabela 4.2) utilizados para a amplificacdo do DNA,
referente a um fragmento de aproximadamente 1093pb contendo a regido codificante do gene
NAT2, foi realizado com base na sequéncia referéncia (AY331807), do respectivo gene
extraida do GenBank (Release 144) (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/GenBank) utilizando o
programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi).

Tabela 4.2: Desenho dos iniciadores utilizados para amplificacdo e sequenciamento de NAT2.

Iniciadores Sequéncia 5°>3°
NAT2 Externo-Senso (ES) TTA GTC ACA CGA GGA AATCAAA
NAT2 Externo-Reverso (ER) AAA TGC TGA CAT TTT TAT GGA TGA
NAT2 Interno-Senso (IS) ACC ATT GAC GGC AGG AAT TA
NAT?2 Interno-Reverso (IR) TGG TCC AGG TAC CAG AT CC
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4.8.2.1 Condigdes de amplificacao da regido codificante do gene NAT2.

A reacdo da PCR para amplificacdo de NAT2 foi realizada utilizando os iniciadores
NAT2-ES e NAT2-ER capazes de gerar um fragmento de 1093pb contendo a regido
codificante do referido gene (“intronless” 873 pb) em um volume total de 50uL contendo
[3,5mM MgCl,; 0,4mM dNTPs; Tampdo 1X, glicerol 10%, 200ng de cada iniciador, Taq
Gold DNA polimerase (applied Byossistem®) 1U, H,O g.s.p 50pL] com aproximadamente
50ng de DNA gendmico.

A condicdo de ciclagem para a amplificacdo consistiu de uma desnaturacdo inicial a 94°C
por 15 minutos, seguido de 20 ciclos de 94°C por 1 minuto, 67°C por 1 minuto, 72°C por 1
minuto diminuindo 0,5°C a cada ciclo. Apoés esta ciclagem, foi adicionado mais 15 ciclos de
94°C por 1 minuto, 57°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e, por Gltimo, uma extensao final

de 72°C durante 5 minutos.

4.8.2.2- Eletroforese em gel de agarose:

Todos os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,2% [1/5
do produto em tampao “Loading buffer” 1X (azul de bromofenol 0,05%, xileno cianol 0,05%,
glicerol 4%)] a 80V, em TAE 1X (Tris base 400 mM, EDTA 1mM, &cido acético 20 mM).
Apos a corrida, o DNA foi corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e visualizado sob luz

U.V. em transiluminador.

4.8.2.3- Purificacdo dos produtos da PCR para sequenciamento com Kit ChargeSwitch®
PCR Clean-Up (Invitrogen).

Este sistema permite rapida e eficiente purificacdo dos produtos da PCR de sal,
iniciadores, dNTPs e outros reagentes que ndo acidos nucléicos. Depois da PCR, os produtos
foram purificados rapidamente sem o uso de centrifugas ou solventes organicos. O
ChargeSwitch € uma tecnologia baseada em esfera magnética que prové uma superficie de
ligacdo que é dependente da carga e do pH do tampéo circundante para facilitar a purificacdo
do &cido nucléico. Em baixo pH, as esferas magnéticas tém uma carga positiva e liga o acido
nucléico carregado negativamente. Proteinas e outros contaminantes ndo se ligam e sdo
descartados com o tampdo de lavagem usado para lavagem das esferas. Para eluir o acido
nucléico, a carga na superficie € neutralizada por elevagdo do pH para 8,5 usando um tampéo
de eluicdo com baixo sal. O DNA purificado é eluido de acordo com recomendagfes do

fabricante.
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4.8.2.4- Sequenciamento automatizado.

Tendo em vista o tamanho do produto amplificado a ser sequenciado, para o gene NAT2,
foram utilizados dois iniciadores externos e dois iniciadores internos a fim de poder atingir de
forma bem resolvida as extremidades.

A fim de identificar todos os possiveis SNPs encontrados na regido codificante de NAT2,
as reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando-se o “kit ABI PRISM® Big Dye®
Terminator v3.1” (PE Applied Biosystems) de acordo com as instru¢cdes do fabricante e
adaptadas em nosso laboratério. Neste sistema a marcacdo fluorescente encontra-se na
extremidade 3’ do nucleotideo de terminagdo, com cada cor correspondendo a uma base
especifica. Sendo assim, é possivel sequenciar uma amostra de DNA com uma Unica reacéo,
contendo todos os terminadores juntos. Em cada reacdo de sequenciamento, utilizamos
aproximadamente 20ng do produto amplificado e os iniciadores utilizados nas respectivas
reacOes da PCR, como iniciadores externos e outros dois iniciadores internos desenhados
apenas para o sequenciamento e com a finalidade de resolver bem o inicio da sequéncia
pegando os iniciadores externos (Tabela 4.2). As reagdes foram analisadas no sequenciador de
96 capilares “ABI PRISM® 3730 XL DNA Analyzer” (Applied Biosystems), situado no

Laboratorio de Gendmica Funcional e Bioinformatica da FIOCRUZ/ Plataforma PDTIS.

4.8.2.5- Andlise das sequéncias e identificacdo dos SNPs presentes na regido codificante
do gene NAT2.

As sequéncias foram analisadas pelo programa SeqScape versdo 2.6 da Applied
Biosystems utilizando a sequéncia AY331807 da base de dados do PUBMED como
referéncia (NAT2*4, tipo selvagem). Este software é uma ferramenta de alinhamento e
comparacao de sequéncias que permite uma rapida identificacdo de variantes na sequéncia
(Figura 4.1 A e B). O software permite alinhar e comparar sequéncias obtidas diretamente do
sequenciador automatico contra uma sequéncia referéncia (Figura 4.2). Ele é capaz de alinhar
e comparar multiplas amostras mostrando o eletroferograma e o indice de qualidade de cada
sequéncia e o indice de qualidade do alinhamento e da comparagéo (Figura 4.3).

Além de identificar mutacGes pontuais na sequéncia, o programa SegScape fornece o
gendtipo do referido polimorfismo, uma vez que estamos analisando os dois alelos através da

estratégia escolhida: sequenciamento a partir de produto de PCR.
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(A) .
4 Presenca de Mutacdo

Figuras 4.1 A e B: llustracdo da utilizagdo do Software v.2.5. Nesta janela podem ser observadas as
sequéncias obtidas a partir de cada iniciador bem como a regido de aproveitamento de cada uma
delas (verde). Nesse individuo foi detectado 1 SNP, ou seja, 1 base se apresentou distinta da
sequéncia referéncia ( 5B).
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b Pacientes ATGGACATTGAAGCATATTTTGAARGAATTGGC -
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Figura 4.2: llustracdo da utilizacdo do software SeqScape. Nessa janela pode ser observado o
alinhamento das amostras com a sequéncia referéncia, a sequéncia consenso e a sequéncia de
aminodacidos de NAT2.
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Figura 4.3: Identificagdo de SNPs através da visualizagdo do cromatograma dentro do programa SeqScape. A figura mostra
trés diferentes amostras e 0s possiveis genoétipos para o SNP T341C. (A) Amostra mutante homozigota, (B) amostra
heterozigota e (C) amostra tipo-selvagem para o SNP T341C.

4.8.2.6- Tabulacéo dos dados e caracterizacdo dos haplotipos através do software
PHASE 2.1.1

Apos a identificacdo dos SNPs, os dados foram tabulados e a reconstrucdo do haplétipo
foi realizada através do programa PHASE v2.1.1 (Stephens et al., 2001; Stephens & Donnely,
2003; Stephens & Sheet, 2005). Esta reconstrucdo € necessaria para analisar simultaneamente
os dois alelos (o paterno e o materno). Esta caracteristica € um importante fator de incerteza
no caso de uma andlise NAT2, porque dois ou mais polimorfismos de inativacdo da enzima
podem estar localizados em um alelo, deixando o outro alelo intacto, ou os polimorfismos
podem ser distribuidos entre os dois alelos, que conduz a uma auséncia de alelo NAT2
funcional. A maioria dos resultados do método de genotipagem indica a soma de dois
haplotipos (diplotipos) e em vez de indicar genotipos reais, muitos desses dipldtipos podem
representar diferentes gendtipos com diferentes consequéncias funcionais. Assim, o algoritmo
PHASE utiliza uma abordagem bayesiana para a reconstrucdo de haplétipos para obter
gendtipos ndo-ambiguos, o0 que determina o par de alelos mais provavel (Agundez et al.,
2008).
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4.8.2.7- Analise estatistica
Todos os polimorfismos foram testados para o equilibrio de Hardy-Weinberg usando o
teste do qui-quadrado (x?), considerando o valor de 5% (p<0,05) como limiar de significancia
estatistica entre os nimeros observados e esperados separadamente em pacientes e controles.
A magnitude das associacdes foi estimada como razdo de chances (Odds Ratio, OR) com
seus respectivos intervalos de confianca. O nivel de significancia adotado para o estudo de

associacao também foi de 5%. O programa SPSS foi utilizado para todas as analises.

4.8.3- CYP3A4*1B

A genotipagem deste gene foi realizada utilizando uma adaptacdo do método
desenvolvido por Cavalli e colaboradores, 2001, para detec¢do da variante na posi¢ao -290
(A—G) na regido promotora (5’PR) do gene CYP3A4. A amplificacdo da regido de interesse
por PCR (-318 a +67) foi realizada utilizando os mesmos iniciadores (Tabela 4.3) descrito
neste método em um volume de reacdo de 25uL contendo [12,5uL de Kapa master mix
(KAPA2G fast HotStart ReadyMix) e 0,2uM de cada primer] e 50ng de DNA.

A condicdo de amplificacdo consistiu de uma desnaturacgdo inicial a 95°C por 2 minutos,
seguido de 30 ciclos de 94°C por 15 segundos, 60°C por 15 segundos, 72°C por 4 segundos e,
por ultimo, uma extensdo final de 72°C durante 5 minutos.

A deteccdo da mutacéo foi feita por sequenciamento direto do produto da PCR (385pb),
apos purificagdo dos mesmos com o kit Charge Switch® PCR Clean-Up (Invitrogen)
conforme descrito anteriormente para NAT2. A analise da sequéncia obtida foi feita utilizando
0 programa SeqScape v2.6 como descrito para NAT2. A sequéncia referéncia utilizada para a
analise foi a mesma utilizada por Cavalli para o desenho dos iniciadores publicada no
GenBank, D11131 (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/GenBank).

Tabela 4.3: Iniciadores utilizados para amplificagdo e sequenciamento de CYP3A4*1B.

Iniciadores CYP3A4*1B Sequéncias 5° - 3’

Senso GGA ATG AGG ACA GCC ATA GAG ACA AGG GGA
Reverso CCTTTCAGCTCTGTGTTGCTCTTTGCT G

4.8.4- CYP3A5

Para a genotipagem dos alelos CYP3A5*3 e *6 e a identificacdo dos trés gendtipos
(LA/1A; 1A/3 e 3/3) e (1A/1A; 1A/6 e 6/6) utilizamos a técnica PCR-RFLP descrita por
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Fukuen e colaboradores (2002) a qual consistiu na amplificagdo de uma regido de interesse
(200 pb) e (237 pb) respectivamente, flanqueando o SNP, onde é criado um erro na sequéncia
do DNA amplificado. Desta maneira, as amostras que apresentarem o alelo mutante, criam ou
destroem o sitio de restricdo para a enzima Dde | .

O alelo *3 (AsssG) muda a sequéncia CTCAA criando um sitio de reconhecimento
para a enzima de restricdo Ddel CTCAG (Figura 4.4). O alelo *6 (G14690A) muda a sequéncia
CTAAG destruindo um sitio de reconhecimento para a enzima Ddel CTAAA (Figura 4.4).

A CYP3A5*3 B
*1[* *1/* *2[*
1 Exon x Exon L 1/*1 I1/3||3/3I
- 200 pb <_| ' —
Primer F Primer
%2 pb| 107 pb | 71 pb |
] | |
107 pb — —
Dde | Dde | 71
(alelo *3) (alelo *1 ou *3) pb —
22 pb — —
CYP3A5*6

*1/*1  *1/*6  *6/*6

m
x
=}
=}
~

+
Primer F 237 pb Primer
|74 pb | 103 pb 2i5 pb 35 pb
I I
103 Pb| e
Dde | Dde | Dde | 35 pb
(alelo *1 ou *6) (alelo *1)(alelo *1 ou *6) o0 — —

Figura 4.4: Estratégia de genotipagem (A) dos alelos CYP3A5*3 e CYP3A5*6 e representacdo esquematica (B) do
perfil de digestdo com enzima Dde | ap6s eletroforese em gel de poliacrilamida 15%. Fukuen et al., 2002.

4.8.4.1- Condicdes de amplificagdo do gene CYP3A5*3

Para a amplificacdo desta variante foram feitas algumas modificacbes do método descrito
por Fukuen e colaboradores (2002), o que resultou em melhor amplificacdo, tal como a
concentracdo dos iniciadores e a enzima Taq polimerase. A reacdo foi realizada em um

volume de 25uL contendo [12,5uL de Kapa master mix e 0,2uM de cada primer (Tabela
4.4)].
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A condicdo de amplificacdo consistiu de uma desnaturacgéo inicial a 94°C por 2 minutos,
seguido de 35 ciclos de 94°C por 15 segundos, 57°C por 15 segundos, 72°C por 4 segundos e,

por ultimo, uma extensdo final de 72°C durante 3 minutos.

Tabela 4.4: Iniciadores utilizados para amplificacdo da variante alélica CYP3A5*3.

CYP3A5*3 Sequéncia 5°—3’
Senso (CYP3A5*3F) CTT TAAAGAGCTCTTTTGTCT CTC
Reverso (CYP3A5 3R) CCAGGA AGCCAGACTTTG AT

4.8.4.2- Condicéao da digestdo CYP3A5*3 amplificado com Ddel.

Apdbs a amplificacdo, a genotipagem do alelo CYP3A5*3 foi realizada através da digestao
enzimatica (RFLP- Restriction Fragment Length Polymorphism) do material amplificado
conforme descrito por Fukuen e colaboradores (2002). Resumidamente, 7 pL do produto
amplificado foi digerido com 5U da enzima Ddel, o tubo contendo a reagdo de digestéo foi
incubado por 2 horas a 37°C. Apo0s este tempo a reacdo foi interrompida pela adi¢do do
tampéo (Loading Buffer 5X), contendo azul de bromofenol, xilenocianol e glicerol. O produto

da digestdo foi aplicado em gel de poliacrilamida 15% para identificacdo dos gendtipos.

4.8.4.3- Condicdes de amplificacdo do gene CYP3A5*6.

Para a amplificacdo desta variante também foram feitas algumas modifica¢es do método
descrito por Fukuen e colaboradores (2002) mudando a concentracdo dos iniciadores e a
enzima Taqg polimerase, também resultando em melhor amplificacdo e consequentemente
maior concentracdo do produto amplificado com menor tempo de reacdo. Como para o alelo
3, a reacdo foi realizada em um volume de 25uL contendo [12,5uL de Kappa master mix e
0,2uM de cada primer (Tabela 4.5)].

A condicdo de amplificacdo consistiu de uma desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos,
seguido de 35 ciclos de 94°C por 15 segundos, 58°C por 15 segundos, 72°C por 4 segundos e,

por ultimo, uma extensdo final de 72°C durante 3 minutos.

Tabela 4.5: Iniciadores utilizados para amplificacdo da variante alélica CYP3A5*6.

CYP3A5*6 Sequéncia 5°—3’

Senso (CYP3A5 6F) CTG GGT TTC TTG CTG CAT GT

Reverso (CYP3A5 6R) GCC CAC ATA CTT ATT GAG AG
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4.8.4.4- Condicdo da digestdo CYP3A5*6 amplificado com Ddel.

Apo6s a amplificagdo, a genotipagem do alelo CYP3A5*6 foi realizada através da digestéo
enzimética (RFLP) do material amplificado conforme descrito por Fukuen e colaboradores,
2002. Como o alelo 3, foi utilizado 7 puL do produto amplificado para a digestdo com 5U da
enzima Ddel. O tubo contendo a reacao de digestdo foi incubado por 2 horas a 37°C. Apds
este tempo a reacdo foi interrompida pela adicdo do tampéo (Loading Buffer 5X), contendo
azul de bromofenol, xilenocianol e glicerol. O produto da digestéo foi aplicado em gel de

poliacrilamida 15% para identificacdo dos genotipos.

4.8.5- CYP2E1

Para a genotipagem do SNP -1053 C—T e a identificacdo dos trés gendtipos de
CYP2E1 (1A/1A; 1A/5; 5/5) utilizamos a técnica de PCR-RFLP, a qual consistiu na
amplificacdo de uma regido de interesse (413 pb), flanqueando o SNP, e na posterior digestdo
do produto amplificado com a enzima de restricdo Rsa | (Huang et al., 2003). A amplificacédo
foi realizada em um volume de reagcdo de 50pL contendo (MgCl, 3mM, dNTPs 0,2mM,
glicerol 5%, 200ng de cada primer (Tabela 4.6), 1U de Taq polimerase (Invitrogen®) nas
seguintes condicdes: 1 ciclo de 94°C durante 3 minutos, 35 ciclos de 94°C 1min, 57°C 30
segundos, 72°C 30 segundos e 1 ciclo de 72°C 5 minutos.

Apo6s a amplificagdo, a genotipagem do gene CYP2EL foi realizada através da digestdo
enzimética (RFLP) do material amplificado conforme descrito por Huang e colaboradores,
2002. Resumidamente 7 pL do produto amplificado foi digerido com 5U da enzima Rsa I, 0
tubo contendo a reacdo de digestdo foi incubado por 2 horas ou até 16 horas a 37°C. Apds
este tempo a reacdo foi interrompida pela adicdo do tampéo (Loading Buffer 5X), contendo
azul de bromofenol, xilenocianol e glicerol. O produto da digestdo foi aplicado em gel de
agarose 2% para identificacdo dos genotipos.

Tabela 4.6: Iniciadores utilizados para amplificacdo de parte da regido promotora de CYP2EL.

Iniciador Sequéncia 5°—3’

CYP2ELF 5"CCA GTC GAG TCT ACATTGTCA 3’

CYP2E1R 5 TTCATTCTG TCT TCT AAC TGG 3
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5. Resultados
5.1 — Pacientes — Caracteristicas socio-demograficas e clinicas

O estudo foi realizado em amostras de pacientes hansenianos abrangendo todo o
espectro clinico da doenca, agrupados para fins de tratamento em multibacilares e
paucibacilares, provenientes das cinco diferentes macrorregides do Brasil.

Para o estudo exclusivamente descritivo foram incluidos 964 amostras de dez estados
para a avaliacdo de NAT2 e oito estados para os genes da superfamilia CYP450 avaliados
neste estudo (com N variando para cada gene) (Tabela 5.1). Os dados da genotipagem do gene
NAT2 nas amostras de RS e GO foram obtidos a partir de colaboracdo com outros grupos de
pesquisa. Assim a indisponibilidade destas amostras em nosso laboratorio, inviabilizou a
andlise das mesmas para CYP450.

Para o estudo do tipo caso controle, foram incluidos somente sete estados devido a
falta de informacdes clinicas que permitissem a estratificacdo dos pacientes nos diferentes
subgrupos a serem avaliados. Para este modelo de estudo, utilizamos pacientes
operacionalmente classificados como multibacilares (n=282) e paucibacilares (n=166).
Contudo, esta informacéo ndo estava disponivel para todos os pacientes (n=103). O desfecho
avaliado foi a ocorréncia de ADRs e os diferentes tipos de ADRs identificados encontram-se
descritos na tabela 5.2, onde podemos observar uma predominancia de reacdes hematoldgicas
em comparagdo com 0s outros grupos. Dentre estas, a anemia hemolitica merece destaque
devido a alta prevaléncia e variacdo em sua frequéncia nos diferentes estados (Figura 5.1),

seguida da sindrome da dapsona.

Tabela 5.1: Distribuicdo e descricdo demografica dos pacientes entre o0s estados e regides para

cada gene. SI = sem informacao.

Estado/Regido N  Mulher Homem Idade NAT2 CYP2E1 CYP3A5*3 CYP3A5*6 CYP3A4*1B
RO 70 32 38 18-71 70 66 64 65 64
AC 48 36 12 19-58 48 48 48 48 48
TO (Palmas +
Gurupi) 72 51 21 22-61 72 72 72 72 71
REGIAO NORTE 190 119 71 18-61 190 186 184 185 183
PE 52 Sl SI 18- 65 52 21 21 21 21
RN 27 13 14 33-76 27 27 27 27 26
REGIAO
NORDESTE 79 Sl SI 18-76 79 48 48 48 47
GO 106 Sl Sl Sl 106 0 0 0 0
REGIAO
CENTRO-OESTE 106 Sl Sl Sl 106 0 0 0 0
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RJ(RJ+ Campos) 270 163 107 18-90 270 266 266 268 255
ES 69 44 25 20-87 69 69 69 69 67
REGIAO
SUDESTE 339 207 132 18-90 339 335 335 337 322
PR 10 4 6 30-57 10 10 10 10 10
RS 240 S Sl Sl 240 0 0 0 0
REGIAO SUL 250 Sl S SI 250 10 10 10 10
TOTAL 964 Sl Sl 18-90 964 579 577 580 562

Tabela 5.2: Descri¢do dos diferentes tipos de ADRs identificados neste estudo.

Tipos de ADRs N %
Hematolégicas 119 54,83
Anemia 55 2534
Anemia hemolitica 42 19,35
metemoglobinemia 22 10,13
Hepéticas 26 128
Hepatotoxicidade 13 599

Hepatite medicamentosa 10 4,60
Ictericia 3 1,38

Cuténeas 19 9,36
Rash cuténeo / erupcao cutinea 14 6,45
Sindrome Estevem Johson 1 0,46
Exantema eritematoso 4 1,84
Sindrome da dapsona 16 7,39
Pelo menos duas combinagdes 19 875
Neural 3 1.38
Outras 12 5552
217 100

2,3

Frequéncia de anemia hemolitica (%)
04,2

mRO
mAC
mTO
mPE
m RN
W ES
mRJ

m CAMPOS

Figura 5.1: Frequéncia de anemia hemolitica nos pacientes com hanseniase, dos
diferentes estados brasileiros, incluidos neste estudo. O estado do Rio de Janeiro
esta representado pelos municipios de Campos e Rio de Janeiro.
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5.2 — Estudo descritivo:

A genotipagem dos alvos avaliados neste estudo foi realizada utilizando diferentes
metodologias que permitiram, além da identificacdo dos polimorfismos presentes, a
determinacéo das frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas. Com base na analise destes
dados, foi possivel inferir os fendtipos de acetilagdo / hidroxilacdo e obter o panorama de sua
distribuicdo geografica no territorio brasileiro.

5.2.1- Extracdo de DNA gendmico a partir de sangue total:

Para a realizagdo do presente estudo, foram utilizadas amostras de DNA isoladas a
partir de aliquotas de 200 pL de sangue periférico, através da utilizacdo de kit comercial. O
rendimento e a qualidade do DNA isolado foram satisfatérios em todas as amostras, como

mostra a figura 5.2.

1 2 34567 891011121314151617

chNhﬂH—NNMHH~NHH~H

Figura 5.2: Gel de agarose 1% mostrando amostras de DNA humano.
Linhas: 1-17 DNA proveniente de 17 amostras de pacientes.

5.2.2 — Genotipagem e analise do perfil genético de NAT2

A genotipagem do gene NAT2 foi realizada em 964 amostras provenientes de dez
estados do Brasil: RJ, ES, AC, RO, TO, RN, PE, GO, PR e RS, através da amplificacdo e
sequenciamento da regido codificante (Teixeira et al., 2007).

As quatro sequéncias obtidas de cada amostra foram analisadas para a identificacéo de
SNPs através de alinhamento com a sequéncia referéncia utilizando o software SeqScape
v.2.5 (Applied Biosystems), conforme descrito na metodologia. Todas as amostras
apresentaram sequéncias com tamanho variando de 500 a 800 pb com otima qualidade
(“Phred quality” Q=>20). A analise das sequéncias geradas permitiu a identificacdo dos SNPs

presentes, dos alelos, dos genétipos e determinacdo dos perfis de acetilacdo predominantes.
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Foram identificados 23 SNPs na amostragem estudada, todos ja descritos na literatura.

As frequéncias alélicas para mutacdo foram calculadas por estado e estdo representadas na

tabela 5.3. Os sete SNPs mais frequentes encontrados na populacdo mundial e também na

nossa populacéo estéo representados por estado na figura 5.3.

Frequéncias dos sete principais SNPs entre os estados analisados
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Figura 5.3: Distribuicdo das frequéncias dos sete principais SNPs de NAT2 nos estados

analisados.
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Tabela 5.3: Frequéncia alélica dos SNPs da regido codificante de NAT2 encontrados na populacéo de estudo.

snp  _TOTAL RJ GO RO TO PE AC ES RN RS PR
N (%) N (%) N@%)  N@©®%) N (%) N (%) N@%) N(@®%)  N(%) N (%) N (%)
33C>A  16(0,80) 11(2,000 0(0,00) 0(000) 1(0,70) 3(290) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00  1(500)
77A>C  1(0,05) 1(0,20) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00 0(0,00) 0(0,00) 0(000) 0(000 0(0,00  0(0,00)
82C>T  1(0,05) 1(0,20) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00 0(0,00) 0(0,00 0(000 0(000 0(0,00)  3(1500)
191 G>A 38(2,00) 14(260) 5(240) 5(3,60) 5(350) 2(1,90) 2(210) 5(3,60) 0(0,00) 0(0,00)  0(0,00)
195 T>G 5(0,30)  4(0,70) 0(0,00) 0(0,00) 1(070) 0(0,000 0(0,000 0(0,000 0(0,00 0(000  0(0,00)
255G>A  2(0,10)  0(0,000 1(050) 0(0,00) 0(0,00) 1(1,00) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00)  0(0,00)
282 C>T 647 (33,60) 203 (37,60) 69 (32,50) 54 (38,60) 53 (36,80) 36 (34,60) 24 (25,00) 38 (27,50) 21 (38,90) 146 (30,40) 3 (15,00)
341 T>C 698 (36,20) 210 (38,90) 70 (33,00) 44 (31,40) 53 (36,80) 39 (37,50) 41 (42,70) 51 (37,00) 23 (42,60) 153 (31,90) 14 (70,00)
345C>T 2(0,10)  0(0,000 2(090) 0(000) 0(0,000 0(0,00) 0(0,00 0(000 0(0,00 0(0,00  0(0,00)
403C>G 8(040)  4(0,70) 1(0,50) 0(0,000 1(0,70) 1(1,00) 0(0,00) 1(0,70) 0(0,00) 0(0,00) 0 (0,00)
472A>C  4(020)  0(0,000 2(090) 0(0,00) 0(0,00 0(000 1(1,000 1(070) 0(0,00) 0(0,00)  0(0,00)
481 C>T 649 (33,70) 197 (36,50) 67 (31,60) 42 (30,00) 55(38,20) 37 (35,60) 38 (39,60) 53 (38,40) 21 (38,90) 126 (26,20) 13 (65,00)
518 A>G 1 (0,05) 1(020) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,000 0(000) 0(0,00) 0(000 0(0,00 0(0,00  0(0,00)
578C>T 5(0,30)  3(050) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 1(1,000 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00 0(0,00)  1(500)
590 G>A 353 (18,30) 85 (15,70) 60 (28,30) 34 (24,30) 36 (25,00) 29 (27,90) 14 (14,60) 29 (21,00) 15 (27,80) 50 (10,40) 1 (5,00)
600A>G 1(005)  0(0,000 1(050) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00 0(0,00 0(0,00)  0(0,00)
609G>T 4(020)  2(040) 1(050) 0(0,00) 0(0,000 0(0,00) 1(1,000 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00  0(0,00)
622T>C 1(0,05)  0(0,00) 0(0,00) 1(0,70) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00  0(0,00)  0(0,00)
683C>T 1 (0,05) 1(0,20) 0(0,00) 0(000) 0(0,000 0(0,00) 0(0,00 0(000) 0(0,00 0(0,00  0(0,00)
766 A5G 5(0,30)  0(0,00) 2(090) 1(070) 0(0,00) 0(0,00) 2(210) 0(0,00) 0(0,000 0(0,00)  0(0,00)
803 A>G 858 (44,50) 232 (43,00) 77 (36,30) 21 (15,00) 56 (38,90) 43 (41,30) 44 (45,80) 56 (40,60) 22 (40,70) 293 (61,00) 14 (70,00)
838 G>A 8(0,40)  5(0,90) 0(0,00) 1(070) 2(1,40) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00  0(0,00)
857 G>A 83 (430) 21(390) 9 (420) 14(10,00) 9(620) 4(3.80) 5(520) 5(3,60) 4(7,40) 11(2,30) 1 (5,00)
(;273;) 1928 540 212 140 144 104 96 138 54 480 20
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Resultados

Com base nos dados obtidos apds a genotipagem, utilizando o software PHASE 2.1,
identificamos 45 hapl6tipos de alta resolugdo na populacdo de estudo, calculamos suas
respectivas frequéncias e, posteriormente caracterizamos os diferentes alelos associados aos
diferentes perfis de acetilagdo considerando apenas os alelos com frequéncia acima de 1%, 21
no total, mostrados na tabela 5.4. Determinamos 0s genotipos obtidos para cada grupo do
estudo e calculamos as frequéncias genotipicas (Tabela 5.5-Anexo 4).

Finalizada esta etapa, concluimos entdo, um de nossos principais objetivos, que foi obter
as frequéncias dos diferentes perfis fenotipicos de acetilagdo com base na variabilidade

genética de NAT2 em cinco diferentes macrorregides do Brasil (Tabela 5.6).
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Tabela 5.4: Frequéncia dos principais haplétipos de NAT2 encontrados com frequéncia acima de 1% em pelo menos um estado. ND = fenotipo

ndo determinado.

Total Campos

ALELO FENGTIPO RJ RJ ES RO TO PE AC RN PR RS GO

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
NAT2*5B Lento 509 (26,40) 146 (34,27) 41 (35,96) 45 (32,61) 16 (11,43) 52 (3611) 32 (30,77) 36 (37,50) 19 (35,19) 11 (5500) 109 (22,71) 62 (29,25)
NAT2*4 Rapido 323 (1675) 82 (19,25) 18 (1579) 40 (28,99) 33 (2357) 34 (2361) 22 (21,15) 26 (27,08) 9 (1667) 3 (1500) 0 (0,00) 58 (27,36)
NAT2*62 Lento 275 (1426) 56 (13,15) 22 (19,30) 29 (21,01) 31 (22,14) 34 (2361) 27 (2596) 12 (12,50) 15 (27,78) 1 (500) 48 (10,00) 56 (26,42)
NAT2*12A Rapido 134 (695) 12 (282) 9 (7.89) 1 (072) 1(071) 0 (000) 3 (288) 4 (417) 0 (000) 0 (0,000 0 (0,00) 6 (2,82)
NAT2*13A Rapido 131 (6,79) 68(1596) 5 (439) 1 (072) 1 (071) 1 (069 1 (09) 1 (104 0 (000 0 (0,00) 44 (9,17) 1 (047)
NAT2*7B Lento 68 (353) 18 (423) 3 (263) 0 (000) 13 (9,29) 9 (625) 4 (385 6 (625) 4 (741) 0 (000) 6 (1,25) 9 (4,25)
NAT2*5C Lento 51 (265 8 (1,88) 4 (351) 3 (217) 3 (214) 0 (000) 2 (192) 3 (313) 3 (556) 1 (500) 24 (500) 3 (142)
NAT2*128 Rapido 44 (2,28) 1(023)  0(00 0(000) 0 (000 1(069 0000 0(000) 0000 0 (000) 42 (875 0 (0,00)
NAT2*5A Lento 39 (202) 4094 2175 1(072) 22(@571) 1069 2 (1,92) 1 (1,04) 1 (18) 0 (000) 5 (1,04) 1 (047)
NAT2*14B Lento 27 (1,40) 11 (258) 2 (L75) 3 (217) 2 (143) 5 (347) 2 (192) 2 (208) 0 (000) 0 (0,00) 0 (0,00) 2 (0,94)
NAT2*5D Lento 16 (0,83) 0 (000) 1 (088 0 (000) 3 (214) 0 (000 1(09) 0 (000) 0 (000) 0 (000) 11 (229) 0 (0,00)
NAT2*12C Rapido 14 (073)  0(000) 8 (702) 3 (217) 1(071) 0 (000  0(000) 0 (000) 0 (000) 0 (000) O (0,00) 0 (0,00)
NAT2*14A Lento 8 (0,41) 0 (0000 0 (000) 2 (145 3 (214) 0 (000) 0 (0,00) 0 (000) 0 (000) 0 (0,000 O (0,00) 3 (142)
NAT2*60 ND 7 (0,36) 2 (047) 2 (175 0 (00 1(071) 2 (139 0 (000) 0 (000) 0 (0,00) O (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
NAT2*6H ND 6 (0,31) 1023  0(00 0000 1(07) 0000 0 (000 2 (208 0000 0 (000 0 (000 2 (0,94)
NAT2*New14* ND 6 (0,31) 1023 275 0(000) 0 (000) 0 (00 2 (192) 0 (000) 0 (000) 1 (500 0 (0,00) 0 (0,00)
NAT2*11A Rapido 4 (0,21) 0 (000) 0000 1(072) 2 (143 0 (000) 0 (000 0 (000) 1(18) 0 (000 0 (0,00) 0 (0,00)
NAT2*7A Lento 3 (0,16) 0 (0000 0 (000) 0(000) 1(071) 0 (000) 1(09) 1(1,04) 0 (000) 0 (0,000 O (0,00) 0 (0,00)
NAT2*5N ND 3 (0,16) 0 (000) 0 (000) 0 (000) 0 (000) 0 (000) 0 (000) 1 (1,04 0 (000) 0 (0000 0 (0,00) 2 (0,94)
NAT2*6F ND 2 (0,10) 0 (000) 0 (000) 2 (145 0 (000) 0 (000) 1(096) 0 (000) 0 (0000 0 (000 0 (0,00 0 (0,00)
NAT2*22 ND 1(005) 000  0(000) 0000 0(000) 0(00 0(00 1(104 0 (000  0(000) 0 (0,00 0 (0,00)

Total 1928 426 114 138 140 144 104 96 54 20 480 212

* Alelo novo, identificado ap6s reconstrucdo haplotipica, contendo as seguintes mutagdes: 33 C>A, 341 T>C; 481 C>T, 803 A>G.
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Resultados

Entretanto, foi possivel inferir o fendtipo de acetilacdo de apenas 904 individuos,
uma vez que, ap6s a genotipagem e caracterizacdo haplotipica, 60 individuos
apresentaram alelos novos, ainda sem estudos funcionais capazes de predizer o fenotipo
de acetilacdo, sendo portanto classificados como ndo determinados (ND).

Segundo os resultados, o perfil de acetilagdo intermediaria foi 0 predominante no
Brasil (45,3 %), seguido de acetiladores lentos (44,9 %) e acetiladores rapidos (21,4 %).
Contudo, como podemos observar na tabela 5.6 e figura 5.4, os perfis variaram

dependendo da regido estudada.

Tabela 5.6: Frequéncias dos diferentes perfis fenotipicos de acetilacdo em cinco

diferentes macrorregifes do Brasil.

NAT2 Lento Intermediario Rapido
Estado/Regido N (%) N (%) N (%) Total

RO 31 (46,4) 29 33 7 (10,4) 67

AC 20 (44,4) 19 (42,2) 6 (13,3) 45

TO (Gurupi+Palmas) 37 (53,6) 25 (36,2) 7 (10,1) 69
REGIAO NORTE 88 (48,6) 73 (40,3) 20 (11,0) 181

PE 24 (53,3) 17 (37,8) 4 (8,9) 45
RN 16 (59,3) 10 (37,0) 137 45
REGIAO NORDESTE 40 (55,6) 27 (37,5) 5 (6,9) 72
GO 43 (45,7) 41 (43,6) 10 (10,6) 94

CENTRO-OESTE 43 (45,7) 41 (43,6) 10 (10,6) 94
RJ (RJ+Campos) 96 (39,18) 113 (46,12) 36 (14,69) 245

ES 31 (46,3) 26 (38,8) 10 (14,9) 67
REGIAO SUDESTE 127 (40,7) 139 (44,6) 46 (14,7) 312
PR 6 (60,0) 3 (30,0) 1(100) 10
RS 60 (25,5) 84 (35,7) 91 (387) 235
REGIAO SUL 66 (26,9) 87 (35,5) 92 (37,6) 245
BRASIL 364 (44,9) 367 (453) 173 (21,4) 904
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Figura 5.4: Perfil de acetilagcdo na populagéo brasileira.
Os gréaficos mostram a distribuicdo dos status de
acetilacdo nas 5 macrorregides do Brasil. Os valores

M Lento
B Intermediario

= Rapido

estdo expressos em percentagem.

As diferencas entre os perfis de acetilacdo observados nas diferentes macroregioes
estudas foram avaliadas a partir da comparacéo baseada em um teste de homogeneidade
indicada pelo valor do ¥*. O resultado deste teste permitiu o agrupamento ou no,
dependendo da homogeneidade ou ndo, das diferentes amostras.

A comparacdo entre todos 0os municipios, estados e regiGes apresentou diferenca
significativa (> - 98,86; p-valor - 0,0001), mostrando que 0s mesmos ndo eram
homogéneos entre si. A fim de identificar quais estados ou regides estavam
influenciando as diferencas em relagdo aos fendtipos de acetilagdo, procedemos a
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particdo do y° através da comparacéo dos grupos dois a dois. Todas as amostras cujo
resultado do ¥ ndo eram significativos foram agrupadas.

N&o houve diferenga significativa entre os estados das regides Norte/Nordeste,
significando que as mesmas eram homogéneas, podendo portanto ser agrupadas. A
regido Sudeste apresentou diferenca significante em comparacdo com as regides Norte e
Nordeste (3 = 6,459 e p-valor - 0,0396), mas ndo em relaco a regido Centro-Oeste.

Os estados da regido Sudeste ndo apresentaram diferenca significativa entre si,
assim como os estados da regido Sul.

A regido Sul apresentou diferenca significativa de todas as regies: Sul / Sudeste
(x* = 42,32 p valor - 0,0001); Sul / Norte e Nordeste (5° = 64,00 e p valor - 0,0001) e Sul
| Centro-Oeste (x* = 22,14 e p valor - 0,0001) com um predominio de acetiladores
rapidos. Com base nestes resultados, repetimos o teste de homogeneidade anterior, com
todos os estados e municipios somente levando em consideracéo o perfil de acetiladores
rapidos. Os resultados mostraram uma heterogeneidade geral entre os estados analisados
(¥* - 83,36 (p valor - 0,0001). A exemplo do procedimento anterior, foi realizada a
parti¢do do y° e Unica diferenca significante foi a frequéncia de acetiladores rapidos no
estado do Rio Grande do Sul em relacdo aos demais. Este dado permitiu o agrupamento
de todos os estados do Norte, Nordeste e Sudeste, em relacdo aos acetiladores rapidos.
A comparacdo deste grupo com a regido Sul apresentou uma diferenca altamente
siginificativa (y° - 78,10 e p valor -0,0001).

5.3- Incluséo de outros genes envolvidos no metabolismo da dapsona

Embora este projeto tivesse como Unico alvo de estudo o gene NAT2, no
decorrer do mesmo, ao estabelecer a via de metabolizacdo da dapsona no organismo
verificamos o envolvimento de outros genes, basicamente da superfamilia do citocromo
P-450. Tendo em vista a importancia dos mesmos na formacgdo de metabdlitos toxicos
quando da biotransformacéo desta droga e a presenca de polimorfismos ja descritos na
literatura e com papel funcional definidos, resolvemos incluir 0s mesmos em nosso
estudo de modo a facilitar o entendimento sobre a influéncia do background genético na
ocorréncia de reacdes adversas induzidas pela dapsona. Neste contexto, procedemos a
genotipagem de alguns polimorfismos de importancia funcional ja descritos nos genes
CYP2E1 - SNP -1053 C—T, CYP3A5*3 SNP A—G no intron 3 e SNP G—>A
CYP3A5*6 (exon 7) e CYP3A4*1B, SNP -290 A—G em 579 amostras provenientes dos

seguintes estados: RO, AC, TO, PE, RN, RJ, ES e PR.
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5.3.1- CYP2E1

Para a genotipagem e a identificacdo dos trés gendtipos referentes ao SNP -1053
C—T utilizamos a técnica de PCR-RFLP conforme a figura 5.5. As frequéncias alélicas
e genotipicas deste polimorfismo foram calculadas com base na genotipagem de 579
amostras provenientes dos estados: RO, AC, TO, PE, RN, RJ, ES e PR.

1 2 345608l 0alies] 213

Figura 5.5 Gel de agarose 2%. Perfil de digestdo (Rsa I) dos trés genotipos de
CYP2E1 para 0 SNP -1053 C—T. Pocos (1 e 13) Marcador de peso molecular
de 100 pb; (2) genétipo mutante homozigoto (5/5); (3 a 8) gendtipo tipo-
selvagem homozigoto (1A/1A); (9 a 12) gendtipo heterozigoto (1A/5).

Os trés gendtipos foram identificados na populacdo de estudo. A distribuicdo
genotipica bem como suas frequéncias entre 0s estados e regides € mostrada na tabela
5.7 e figura 5.6. Os resultados mostram que houve uma predominancia e
homogeneidade do alelo selvagem (*1A), que caracteriza hidroxilacdo rapida, em todas

as regifes bem como uma alta frequéncia do genoétipo selvagem (1A/1A).
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Tabela 5.7: Frequéncias dos genotipos e alelos de CYP2EL por estado e regido.

Genétipos CYP2E1 Alelos
Homozigoto Homozigoto
Selvagem heterozigoto Mutante *1A *5
(-1053C) (-1053T)
1A/1A 1A/5 5/5 Total Total de
Estado/Regido N (%) N (%) N (%) amgsetras N (%) N (%) Cromossomos

RO 58 (87,87) 7 (10,60) 1(1,51) 66 123 (93,18) 9 (6,81) 132

AC 42 (87,5) 6 (12.5) 0 (0,00) 48 90 (93,75) 6 (6,25) 96

TO 54 (75) 17 (23,61) 1(1,38) 72 125(86,80) 19 (13,19) 144
REGIAO NORTE 154 (82,79) 30 (16,12) 2 (1,07) 186 338(90,86) 34 (9,13) 372

PE 19 (90,47) 2 (9,52) 0 (0,00) 21 40 (95,23) 2 (4,76) 42

RN 21 (77,77) 5 (18,51) 1(3,70) 27 47 (87,03) 7 (12,96) 54
REGIAO NORDESTE 40 (83,33) 7 (14,58) 1 (2,08) 48 87 (90,62) 9 (9,37) 96
RJ 234 (87,96) 31(11,65) 1(0,37) 266 499 (93,79) 33 (6,20) 532

ES 59 (85,5) 10 (14,49) 0 (0,00) 69 128(92,75) 10 (7,24) 138
REGIAO SUDESTE 293 (87,46) 41 (12,23) 1(0,29) 335 627 (93,58) 43 (6,41) 670
PR 9 (90,00) 1 (10,00) 0 (0,00) 10 19 (95,00) 1 (5,00) 20
REGIAO SUL 9 (90,00) 1 (10,00) 0 (0,00) 10 19 (95,00) 1 (5,00) 20
BRASIL 496 (85,66) 79 (13,64) 4(0,69) 579 1071 (92,48) 87 (7,51) 1158

i REGIAO NORTE REGIAO NORDESTE

g

21

E*IA/*IA
B*1A/*5
u*5/*5

u*1A/*1A
u*1A/*5
u*5/*5

REGIAO SUDESTE
0,3

H*1A/*1A
m*1A/*S
n*5/*5

k.

REGIAO SUL
0

u*1A/*1A
m*1A/*5
B*5/*5

=

Figura 5.6: Distribuicdo dos genétipos de CYP2E1 em4 macrorregides do Brasil.
Os valores estdo expressos em percentagem.
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5.3.2- CYP3A5 (*3 e *6)

As frequéncias alélicas e genotipicas do gene CYP3A5 (*3 e *6) foram
calculadas com base na genotipagem de 577 individuos (CYP3A5*3) e 580 individuos
(CYP3A5*6) provenientes dos estados: RO, AC, TO, PE, RN, RJ,ESe PR.

Para a genotipagem do SNP A—G CYP3A5*3, no intron 3, e do SNP G—>A
CYP3A5*6, no exon 7 foi utilizada a técnica de PCR-RFLP, como descrito na secdo de
Pacientes e Métodos. Os trés perfis eletroforéticos para cada polimorfismo foram

identificados na amostragem em estudo e podem ser observados nas figuras 5.7 e 5.8

respectivamente.
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Figura 5.7: Gel de poliacrilamida 15% mostrando o perfil eletroforético das amostras
digeridas com Dde | para genotipagem de CYP3A5*3. (1) gendtipo selvagem (*1/*1);
(2,4,5,6,7 e 8) genétipo mutante homozigoto (*3/*3); (9,10) gendtipo heterozigoto
(*1/*3); (3) Marcador de peso molecular de 25pb.
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Figura 5.8: Gel de poliacrilamida 15% mostrando o perfil de digestdo com Dde | para
determinagdo dos trés gendtipos de CYP3A5*6: (1;4-15;17) gendtipo selvagem (*1/*1); (3)
genotipo mutante homozigoto; (16 e 18) gendtipo heterozigoto; (2 e 11) Marcador de peso
molecular de 25pb.

A distribuicdo genotipica desses dois polimorfismos bem como suas frequéncias

entre os estados e regides € mostrada nas tabelas 5.8 e 5.9; figuras 5.9 e 5.10. Os
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resultados mostram uma alta variabilidade do gene CYP3A5*3 na populacéo de estudo

enquanto que CYP3A5*6 se apresentou muito conservado.

Tabela 5.8: Frequéncias dos gendtipos de CYP3A5*3 por estado e regido.

CYP3A5*3 Genotipos Alelos
Homozigoto Homozigoto
Selvagem heterozigoto Mutante *1A *3
1A/1A 1A/3 3/3 Total Total de
Estado/Regido N (%) N (%) N (%) amgzras N (%) N (%) Cromossomos
RO 4 (6,25) 19 (29,68) 41 (64,06) 64 27 (21,09) 101 (78,90)) 128
AC 4(8,33) 17 (35,41) 27 (56,25) 48 25 (26,04) 71 (73,95) 96
TO 6 (8,33) 21 (29,16) 45 (62,550) 72 33(22,91) 111 (77,08) 144
REGIAO NORTE 14 (7,60) 57 (30,97) 113 (61,41) 184 159 (43,20) 209 (56,79) 368
PE 3 (14,28) 11 (52,38) 7 (33,33) 21 17 (40,47) 25 (59,52) 42
RN 3(11,11) 8 (29,62) 16 (59,25) 27 14 (25,92) 40 (74,07) 54
REGIAO NORDESTE 6 (12,50) 19 (39,58) 23 (47,91) 48 31 (32,29) 65 (67,70) 96
RJ 25(9,3) 124 (46,61) 117 (43,98) 266 174 (32,70) 358 (67,29) 532
ES 8 (11,59) 24 (34,78) 37 (53,62) 69 40 (28,98) 98 (71,01) 138
REGIAO SUDESTE 33 (9,85) 148 (44,18) 154 (45,97) 335 214 (31,94) 456 (68,06) 670
PR 0 (0,00) 5 (50,00) 5 (50,00) 10 5 (25,00) 15 (75,00) 20
REGIAO SUL 0 (0,00) 5 (50,00) 5 (50,00) 10 5 (25,00) 15 (75,00) 20
BRASIL 53 (9,18) 229 (39,68) 295 (51,13) 577 409 (35,49) 745 (64,55) 1154

Tabela 5.9: Frequéncias dos gendtipos de CYP3A5*6 por estado e regido.

CYP3A5*6 Genotipos Alelos
Homozigoto Homozigoto
Selvagem heterozigoto Mutante *1A *6
1A/1A 1A/6 6/6 Total Total de
de Cromossomos
Estado/Regido N (%) N (%) N (%) amostras N (%) N (%)

RO 63 (96,92) 1(1,53) 1(1,53) 65 127 (97,69) 3(2,30) 130

AC 41 (85,41) 7 (14,58) 0 (0,00) 48 89 (92,70) 7 (7,29) 96

TO 70 (97,22) 1(1,38) 1(1,38) 72 141 (97,91) 3(2,08) 144
REGIAO NORTE 174 (94,05) 9 (4,86) 2 (1,08) 185 357 (96,48) 13 (3,51) 370

PE 21 (100,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 21 42 (100,00) 0 (0,00) 42

RN 25 (92,59) 1(3,70) 1(3,70) 27 51 (94,44) 3 (5,55) 54

REGIAO NORDESTE 46 (95,83) 1 (2,08) 1 (2,08) 48 93 (96,87) 3(3,13) 96
RJ 243 (90,67) 23 (8,58) 2(0,74) 268 509 (94,96) 27 (5,03) 536

ES 62 (89,85) 6 (8,69) 1(1,44) 69 130 (94,20) 8 (5,79) 138
REGIAO SUDESTE 305 (90,50) 29 (8,60) 3(0,89) 337 639 (94,80) 35 (5,19) 674
PR 8 (80,00) 2 (20,00) 0 (0,00) 10 18 (90,00) 2 (10,00) 20
REGIAO SUL 8 (80,00) 2 (20,00) 0 (0,00) 10 18 (90,00) 2 (10,00) 20
BRASIL 533 (91,89) 41 (7,06) 6 (1,03) 580 1065 (91,81) 95 (8,18) 1160
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Figura 5.9: Distribuicdo dos gendtipos de CYP3A5*3 em 4 macrorregides do
Brasil. Os valores estdo expressos em percentagem.
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Figura 5.10: Distribuicdo dos gendtipos de CYP3A5*6 em 4 macrorregides do
Brasil. Os valores estdo expressos em percentagem.
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5.3.3- CYP3A4*1B

A genotipagem do SNP A—G, na posicao -290, da regido promotora (5’PR) do
gene CYP3A4, foi realizada através de sequenciamento direto do produto da PCR
(385pb) (Figura 5.11), em 562 amostras de DNA de individuos provenientes dos
estados de RO, AC, TO, PE, RN, RJ, ES e PR.

M 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Figura 5.11: Gel de agarose 1,5% mostrando os produtos amplificados do
fragmento de 385pb da regido flanqueando o alelo variante 5’PR
(CYP3A4*1B) em diferentes amostras de DNA. (M) marcador de peso
molecular 100pb; (1-38) diferentes amostras de DNA.

A distribuicdo genotipica e alélica bem como suas frequéncias entre os estados e
regibes € mostrada na tabela 5.10 e figura 5.12. Podemos observar uma varia¢do do
alelo *G entre os estados de 14,78 a 30,0%, e de 16,66 a 30,0% entre as regides. No

Brasil, a frequéncia foi de 19,03% mostrando uma predominancia do alelo selvagem.
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Tabela 5.10: Frequéncias dos gendtipos de CYP3A4*1B por estado e regido.

CYP3A4*1B Genotipos Alelos
Homozigoto Homozigoto
Selvagem  Heterozigoto Mutante «A “G Total de
AA AG GG Total Cromossomos
Estado/Regido N (%) N (%) N (%) amgsetras N (%) N (%)
RO 46 (71,87) 15 (23,43) 3(4,68) 64 107 (83,59) 21 (16,40) 128
AC 32 (66,66) 13 (27,08) 3 (6,25) 48 77 (80,20) 19 (19,79) 96
TO 53 (74,64) 15 (21,12) 3(4,22) 71 121 (85,21) 21 (14,78) 142
REGIAO NORTE 131 (71,58) 43 (23,49) 9 (4,91) 183 305 (83,33) 61 (16,66) 366
PE 11 (52,38) 9 (42,85) 1(4,76) 21 31(73,80) 11 (26,19) 42
RN 16 (61,53) 10 (38,46) 0 (0,00) 26 42(80,76) 10 (19,23) 52
REGIAO NORDESTE 27 (57,44) 19 (40,42) 1(2,12) 47 73(77,65)  21(22,34) 94
RJ 170 (66,66) 67 (26,27) 18 (7,05) 255 407 (79,80) 103 (20,19) 510
ES 46 (68,65) 19 (28,35) 2 (2,99) 67 111(82,83) 23 (17,16) 134
REGIAO SUDESTE 216 (67,08) 86 (26,70) 20 (6,21) 322 518 (80,43) 126 (19,56) 644
PR 6 (60,00) 2 (20,00) 2 (20,00) 10 14 (70,00) 6 (30,00) 20
REGIAO SUL 6 (60,00) 2 (20,00) 2 (20,00) 10 14 (70,00) 6 (30,00) 20
BRASIL 380 (67,61) 150 (26,69) 32 (5,69) 562 910 (80,96) 214 (19,03) 1124
REGIAO NORTE REGIAO NORDESTE

2,1

maA AR

mAG " AG

" GG » GG
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GG

REGIAO SUL
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Figura 5.12: Distribuicdo dos genétipos de CYP3A4*1B em 4 macrorregides
do Brasil. Os valores estdo expressos em percentagem.
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5.4- Estudo de associacao
Uma vez terminada a analise das frequéncias dos polimorfismos identificados,

procedemos um estudo do tipo caso-controle para a investigacdo da influéncia de tais
polimorfismos em diferentes desfechos desfavoraveis quando do tratamento da
hanseniase com esquema contendo dapsona.

Embora o recrutamento dos pacientes nos diferentes estados tenha sido feito
levando em consideracdo o acompanhamento do tratamento em relacdo a ocorréncia de
efeitos adversos, na préatica, por problemas operacionais, nem sempre estes dados
puderam ser disponibilizados. Assim, para o estudo de associacdo foram utilizados
somente amostras dos estados com informac6es clinicas de acompanhamento.

Conforme descrito em Pacientes e Métodos, foram considerados casos 0S
pacientes que durante o tratamento apresentaram alguma intolerancia a dapsona e
controles os que ndo apresentaram. Assim, os 551 pacientes arrolados foram
estratificados em casos (n=217) e controles (n=334). N&o foi observada nenhuma
diferenca significativa em relacdo a ocorréncia de efeitos adversos entre os grupos MB
versus PB, o mesmo ocorrendo em relacgdo ao género, homens versus mulheres
(p=0,4376 e p=0,3449) O numero amostral utilizado para a genotipagem dos diferentes
genes variou devido a problemas técnicos de amplificacdo ou falta de estudos funcionais
que permitissem a determinacdo do fendtipo, como no caso do gene NAT2. A tabela
5.11 mostra as informacdes demograficas e a distribuicdo dos casos e controles em cada

estado e regido.

Tabela 5.11: Distribuicdo e descri¢do demografica dos pacientes incluidos no estudo.

Género Género
Estado/Regiéo N Casos F M Idade Controles F M Idade
RO 44 20 9 11 18 - 61 24 7 17 18-71
AC 48 16 12 4 19 - 58 32 24 8 20 - 58
TO 72 24 18 6 22 -61 48 33 15 23-65
REGIAO NORTE 164 60 39 21 18 - 61 104 64 40 18-71
PE 21 10 8 2 18 - 61 11 6 5 23 -65
RN 27 9 6 3 33-76 18 7 11 41-69
REGIAO NORDESTE 48 19 14 5 18-76 29 13 16 23-69
RJ 270 104 64 40 18 - 90 166 199 135 18-90
ES 69 34 21 13 20 - 87 35 23 12 22-89
REGIAO SUDESTE 339 138 85 53 18 - 90 201 122 79 18-90
TOTAL 551 217 138 79 18-90 334 199 135 18-90
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5.4.1- Equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) e teste de homogeneidade entre os
perfis de acetilacdo de NAT?2 e a variabilidade genética dos Citocromos P-450

avaliados neste estudo

5.4.1.1- NAT2

A investigagdo sobre o equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) foi realizada em
todas as amostras através do teste y° e, segundo o0s resultados para este gene,
verificamos que as mesmas estavam em equilibrio.

Com o objetivo de investigar a homogeneidade das amostras em relacdo ao
perfil de acetilacdo (fendtipo), procedemos o mesmo teste de homogeneidade utilizado
na analise descritiva com base no teste de y* separadamente nos dois grupos (casos e
controles). O resultado mostrou uma diferenca significativa na distribuicdo fenotipica ao
nivel de 5% (x* =7,239; p valor = 0,0301). Para a identificacdo do alelo (rapido ou
lento) discrepante, o teste foi repetido e também apresentou uma diferenca significativa
ao nivel de 5% na distribuicio alélica, [x* = 4,008; p valor = 0,04550; OR 1,330; IC
95% (1,004 — 1,763)]. A comparacdo do genotipo homozigoto que caracteriza o perfil
de acetilacdo lento (LL) contra o intermediario e rapido (LR+RR) ndo apresentou
diferenca significativa. Contudo, a comparacdo do genoétipo lento agrupando os
homozigotos e heterozigotos (LL+LR) contra o rapido homozigoto (RR) apresentou
diferenca estatisticamente significante (Xz =7,229; p valor = 0,0081). De acordo com
estes dados, verificamos a dominancia do alelo lento (L) em relacéo ao alelo répido (R),
permitindo assim, para as analises de associacdo posteriores, 0 agrupamento dos
gendtipos (LL+LR) pois os individuos que apresentaram pelo menos um alelo lento
mostraram 2,4 vezes mais chances de ocorréncia de ADRs durante o tratamento [OR
2,4; 1C 95% (1,243 - 4,624)] (Tabela 5.12).

5.4.1.2- CYP2E1

Os polimorfismos no gene CYP2EL também se apresentaram em equilibrio de
Hardy-Weinberg nos grupos casos e controles. Os testes de homogeneidade genotipica e
alélica também apresentaram diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo ao
nivel de 5% respectivamente [(X2 = 6,324; p valor = 0,0497) e (XZ = 6,089; pvalor =
0,01430)]. Para a avaliagdo de que alelo estaria associado ao fenotipo de hidroxilacao

rapida, o alelo *1A testado contra o alelo *5 (hidroxilagédo lenta) mostrou uma diferenca
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significativa ao nivel de 95% com quase o dobro de chance de o evento ocorrer [(x* =
5,365; p valor = 0,0253; OR 1,9; IC 95% (1,129 — 3,168)] (Tabela 5.12).

5.4.1.3- CYP3A5*3, CYP3A5*6 e CYP3A4*1B

Os polimorfismos desses genes estavam todos em equilibrio de Hardy-
Weinberg, porém nehuma diferenga significativa foi observada, o que indicou a
importdncia de um ndmero amostral maior no grupo dos controles nesses genes

especificamente e para esta analise (Tabela 5.12).

Tabela 5.12: Influéncia dos gendtipos/fendtipos de NAT2 e CYP450 na ocorréncia de
ADRs na hanseniase durante tratamento com dapsona.

NAT2 CYP2E1 CYP3A4*1B CYP3A5*3 CYP3A5*6
p 0,0081 0,0253
v 7,29 5,365
Ap0s o teste de homogeneidade ndo
OR 2,4 1,9 . .
encontramos diferencas significativas na
IC 1,123-4,624 1,129-3,168  distribuicdo dos gendtipos entre 0s grupos

casos e controles.

Gendtipo de risco* | LL ou LR 1A/1A

Alelo de risco* L 1A

* L = alelo de baixa atividade (acetilagdo lenta)
R = alelo funcional (acetilagdo rapida)

5.4.2- Estudo das reacdes adversas

Apos analisar o efeito individual de cada gene na ocorréncia de ADRs foi
realizado uma andlise de interacdo gene-gene. Com o intuito de observar se o genoétipo
combinado desses marcadores apresentavam um risco aumentado na ocorréncia desses
efeitos adversos induzidos pela dapsona, foi realizada uma andlise da interacdo dos
fenotipos de acetilacdo de NAT2 com os fenoétipos de hidroxilacdo dos diferentes CYPs..

A exemplo do procedimento realizado no estudo descritivo, o primeiro passo foi
a avaliacdo de homogeneidade das amostras com base no teste do y* combinando os
diferentes fendtipos de NAT2 e dos diferentes CYPs. Em todas as andlises, apos a

parti¢do do ¥?, 0s subgrupos que apresentaram n < 5 foram excluidos.
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5.4.2.1- NAT2 / CYP2E1

A comparacdo entre acetiladores (NAT2) e hidroxiladores (CYP2E1) mostrou
uma diferenca significativa (> = 21,73 e p valor = 0,0028) indicando a ndo
homogeneidade dos subgrupos. Foram identificadas 8 classes diferentes , ou seja, 8
combinagbes diferentes que apds o teste de homogeneidade foram agrupados em
subgrupos. O grafico (Figura 5.13) mostra a propor¢do de casos, ou seja, a razdo do
namero de casos pelo total de amostra naquela classe. Sendo assim, apds a particdo do

%, quatro subgrupos distintos, foram obtidos e comparados entre si nos grupos casos e

controles.
Prop-Casos (NAT2/ CYP2E1)
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Figura 5.13: Gréfico contendo a proporcdo de casos (casos/n°amostral) dos diferentes
subgrupos obtidos apés particio do y* da analise combinada de NAT2 / CYP2E1. Os
subgrupos estao representados pelas cores amarela, azul, verde e cinza. O subgrupo cinza
foi excluido por conter n < 5.
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Com base nestes resultados procedemos o célculo da razéo de chance (OR) de
ocorréncia de ADRs. O subgrupo de acetiladores lentos / hidroxiladores rapidos ou
intermediérios (amarelo) apresentou 4 vezes mais chance de ocorréncia de reacfes
adversas quando comparado ao subgrupo de acetiladores rapidos / hidroxiladores
rapidos ou intermediarios (verde) [(¥* = 15,17; pvalor = 0,00011; IC 95% (2,011 —
8,28)].

Quando analisamos o0 segundo subgrupo de acetiladores intermediarios /
hidroxiladores rapidos ou intermediarios (azul) comparado ao subgrupo de acetiladores
rapidos / hidroxiladores rapidos ou intermediarios (verde), a chance foi de 2,8 de
ocorréncia de ADRs [(y? = 7,86; p valor = 0,0081; IC 95% (1,36 — 5,72)].

5.4.2.2- NAT2 / CYP3A5*3

Para a analise desta combinacdo, foi adotado o mesmo procedimento acima. O
resultado da comparacdo entre os acetiladores e hidroxiladores para o locus CYP3A5*3
foi significativo (x> = 29,47 e p valor = 0,0003). Como podemos observar na figura
5.14, novamente a propor¢do casos pertencentes ao subgrupos de acetiladores lentos /
hidroxiladores rapidos ou intermediarios (laranja) mostraram-se mais frequentes que as
outras combinagdes. O célculo da razdo de chance mostrou uma probabilidade 6,4 maior
de ocorréncia de ADRs quando comparados com o grupo de acetiladores rapidos
(verde) [(y* = 14,22; p valor = 0,00018; IC 95% (2,44 — 16,98)]. Enquanto o subgrupo
acetiladores intermediarios / hidroxiladores lentos/ intermediarios ou rapidos (azul)
apresentou uma OR de 2,8 de chance de ocorréncia de ADRs quando comparados com
o terceiro grupo (acetiladores réapidos / hidroxiladores lentos (verde)) [(x* = 4,93; pvalor
= 0,04550; IC 95% (1,13 — 7,06)].
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Figura 5.14: Gréfico contendo a proporcéo de casos (casos/n°amostral) dos diferentes
subgrupos obtidos apés parti¢do do %° da analise combinada de NAT2 / CYP3A5*3. Os
subgrupos estdo representados pelas cores laranja, azul, verde e cinza. O subgrupo cinza

foi excluido por conter n < 5.

5.4.2.3- NAT2 / CYP3A5*6

A proporcdo de casos nos subgrupos obtidos para esta combinacdo é mostrada
na figura 5.15. Trés subgrupos: (1) acetiladores lentos / hidroxiladores intermediarios ou
rapidos (amarelo); (2) acetiladores intermediarios / hidroxiladores rapidos ou
intermediarios (azul) e (3) acetiladores rapidos / hidroxiladores rapidos (verde) foram
utilizados nesta analise. Apds o célculo da razdo de chance baseado na comparagdo
entre o subgrupo 1 e o 3 observamos que o subgrupo 1 apresentou 4,83 vezes mais
chances de ocorréncia de ADRs [(x> = 16,435; p valor = 0,000063; IC 95% (2,258 —
10,369)]. Adicionalmente, a comparacgéo entre os subgrupos 2 e 3 mostrou OR de 3,087
[(x*= 8,257; p valor = 0,004678; IC 95% (1,431 — 6,658)].

78

Avaliacéo dos fendtipos de acetilagdo e hidroxilagédo predominantes nas populagdes de cinco macrorregides do Brasil baseada no
genoma: possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Resultados

Prop-Casos(NAT2 /CYP3A5%6)

1000
1 04
0
0,667
0611
0.6
0,456
R 036
0 400 0,361 0,333
) 20 0,142
. 0,000
0
o & & o o & o o
& & & q\tr Q\b & Q\‘o \-f}
v & & < < o ¥ N
o N & N N N & o
o ) ) £ & & o >
e & & & N - RS S
S 0 3 3 & $ 8 &

n<5 foram
exclurdos

n<5 foram
excluidos

p=0.004678
OR= 3,087

p=0,000063
OR=4,83

Figura 5.15: Gréfico contendo a proporgdo de casos (casos/n°amostral) dos diferentes
subgrupos obtidos apos partigdo do y? da analise combinada de NAT2 / CYP3A5*6. Os
subgrupos estdo representados pelas cores amarela, azul, verde e cinza. O subgrupo cinza
foi excluido por conter n < 5.

5.4.2.4- NAT2 / CYP3A4*1B

A analise para esse gene se mostrou mais homogénea entretanto o valor do x?
continuou significativo (p valor = 0,0022). Apds a particdo do ¥, os individuos foram
distribuidos em dois subgrupos para analise. (Figura 5.16).

O primeiro grupo foi composto de acetiladores lentos / hidroxiladores réapidos,
intermediarios ou lentos (laranja) e o segundo grupo composto de acetiladores
intermediarios / hidroxiladores rapidos e acetiladores rapidos / hidroxiladores rapidos ou
intermediarios (azul).

A comparacdo do primeiro grupo com o segundo mostrou uma OR de 2,84 [(y =
28,90; p valor =0,0001; IC 95% (1,94 — 4,152)].
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Figura 5.16: Gréfico contendo a proporcdo de casos (casos/n°amostral) dos diferentes
subgrupos obtidos apos partigio do x* da analise combinada de NAT2 / CYP3A4*1B. Os
subgrupos estdo representados pelas cores laranja, azul e cinza. O subgrupo cinza foi excluido
por conter n <5.

As diferentes rea¢Oes adversas identificadas na coorte geral, incluindo todos os
estados arrolados no estudo é mostrada na tabela 5.2. Com o objetivo de facilitar a
analise, tendo em vista as diferentes apresentacdes clinicas das ADRs, estratificamos as
mesmas em 5 subgrupos: a) hematoldgicas (n=111), b) hepéticas (n=26), c) cutaneas
(n=19), d) neurais (n=3) e e) mista.

A analise das proporgdes entre os casos, foi realizada somente em 203 dos 217
casos iniciais, tendo em vista que 14 foram excluidos por algumas das razdes ja
mencionadas. Inicialmente foi realizado um teste de homogeneidade entre os perfis de
acetilacio de NAT2 no conjunto de ADRs identificadas. Nenhuma diferenca
significativa foi observada (p valor = 0,713), mostrando que as propor¢des foram
homogéneas entre 0s subgrupos.

Baseado na hipdtese que a maioria das reagcdes hematoldgicas da dapsona em

humanos € supostamente iniciada pela formacdo de hidroxilamina, mediada pelo
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citocromo P450, resolvemos analisar se os acetiladores lentos e os hidroxiladores
rapidos tinham influéncia sobre esse efeito. A mesma andlise foi entdo realizada para
avaliar a influéncia da interacdo gene-gene comparando o0 subgrupo de ADRs
hematoldgicas com as ndo hematologicas. Nenhuma diferenca significativa foi
observada (Tabela 5.13).

Tabela 5.13: Andlise da interacdo gene-gene no efeito das reagdes adversas

hematoldgicas.

ADR Outras . . .
. Total Acetilacdo x Hidroxilagdo

hematoldgica  ADRs valor
todas 203 NAT2 0,713

111 92 203 NAT2/CYP2E1 0,502

99 85 184 NAT2/CYP3A5*3 0,538

111 93 204 NAT2/CYP3A5*6 0,544

109 81 190 NAT2/CYP3A4*1B 0,574

A andlise de associacdo entre os fendtipos caracterizados por NAT2, CYP2EL,
CYP3A5*3,*6 e CYP3A4*1B e as reacOes adversas separadamente ndo foi realizada.
Adicionalmente, a mesma andlise em alguns subgrupos como neural e mista ndo foi

realizada devido ao pequeno numero amostral.
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6. Discussao

6.1- O tratamento da hanseniase e suas complicac¢des

Conforme descrito anteriormente, o tratamento da hanseniase se baseia em um
esquema de poliquimioterapia tendo a dapsona como um dos componentes. Embora a
combinacdo das drogas normalmente seja eficaz, a ocorréncia de reacOes adversas tem se
tornado muito frequente, sendo a dapsona a droga mais comumente envolvida com esta
intolerancia (70,7%) (Jopling, 1983). Contudo, ela ainda é um dos principais componentes do
tratamento em virtude de seu baixo custo e elevada eficacia, uma vez que a dose diaria de 100
mg proporciona niveis sericos superiores a concentragdo inibitdéria minima (Baohong et al.,
1996).

As principais ADRs induzidas pela dapsona estdo ligadas a parte hematoldgica e
podem variar em termos de gravidade: desde a meta-hemoglobinemia, que ocorre
praticamente em quase todos os pacientes, a agranulocitose fatal. Geralmente, a meta-
hemoglobinemia é bem tolerada em baixas doses de dapsona, mas pode se tornar um
problema sério em doses excedendo 200mg/dia (Coleman, 1993). Em nosso estudo, entre 0s
casos de ADRs, predominaram as reacfes hematologicas (54,83%), corroborando os dados da
literatura. Dentre estas, a anemia hemolitica foi a mais prevalente e variou substancialmente
dependendo da regido e estado avaliados (0 — 67,64%). No Acre, embora esta ADR ndo tenha
sido observada, a prevaléncia de Sindrome da dapsona foi alta (43,75%) , o0 que pode
mascarar a ocorréncia da anemia hemolitica, eventualmente presente nesta sindrome. Outro
dado a ser destacado foi a variagdo encontrada os municipios RJ e Campos onde a prevaléncia
de anemia hemolitica foi de 2,27% e 50% respectivamente. No caso especifico do RJ, embora
esta ADR tenha sido pouco observada, houve uma alta prevaléncia de anemia e anemia
intensa (65%).

Outro grupo de ADRs importante apresenta-se clinicamente associado ao figado
(ADRs hepaticas). Tendo em vista que a metabolizacdo da dapsona é baseada nos processos
de acetilagdo e hidroxilagdo, ambos acontecendo no figado para onde a dapsona é
transportada assim que € absorvida, era de se esperar que a frequéncia de ADRs hepaticas
fosse alta. Contudo, em nosso estudo, isto ndo aconteceu, uma vez que estas ADRs foram
observadas em apenas 12,8% dos casos. Uma das possiveis explicagdes para esta observagédo
estd ligada ao manejo clinico dos pacientes hansenianos. Como as ADRs hematoldgicas
normalmente sdo as primeiras a serem observadas, a dapsona é imediatamente retirada do

esquema tradicional evitando a ocorréncia de intolerancia no figado.
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6.2- Influéncia da variabilidade genética na ocorréncia de ADRs na hanseniase

Sabe-se hoje que as diferencas interindividuais na resposta terapéutica, na suscetibilidade a
doencas, incidéncia de efeitos colaterais e interagdes medicamentosas sdo caracteristicas
multifatoriais, contudo o background genético é um dos principais influenciadores para estes
desfechos. Em relacdo aos desfechos terapéuticos desfavordveis quando do tratamento com
drogas, a variabilidade de genes que codificam para enzimas metabolizadoras (fases | e 1),
transportadoras, ou modificadoras, tem sido associada em grande propor¢do como nexo
causal. Assim, a identificacdo de marcadores genéticos que possam predizer a ocorréncia de
tais desfechos terapéuticos em relagdo a uma determinada droga é de grande valia para a
seguranca e eficacia do tratamento. Em relacdo a dapsona, dados da literatura indicam que
todos os efeitos toxicos principalmente o hematoldgico estdo ligados ao seu metabdlito toxico
hidroxilamina, produto da N-hidroxilacdo mediada por algumas enzimas do citocromo P450
(Coleman et al., 1992), o que demonstra a importancia da investigacdo ndo somente do gene
NAT2 como também de alguns genes da familia CYP-450.

6.2.1- Variabilidade genética do gene NAT2 no Brasil

Com o objetivo de analisar a variabilidade genética do gene NAT2 em individuos
provenientes de diferentes regibes do Brasil e determinar os perfis de acetilagio
predominantes, amostras de DNA oriundas de individuos residentes nos estados do RJ, ES,
GO, TO, AC, RO, PE, RN, PR e RS foram genotipadas.

Através da genotipagem por sequenciamento foram identificados 23 SNPs ja descritos
na literatura, dentre os quais encontram-se os sete SNPs mais frequentes observados em
diferentes populagbes mundiais. Utilizando amostras de diferentes regides do Brasil
conseguimos identificar os SNPs étnico-especificos, tais como: 191G>A; 341 T>C e G857A
(Tabela 5.3 e figura 5.3).

Varios SNPs com funcéo reconhecida na determinacao de fendtipos de acetilacdo tem
sido observados em frequéncias significativamente altas em certos grupos étnicos. Em relagdo
a variante 191 G>A (que caracteriza o cluster NAT2*14), foi inicialmente sugerido por Bell e
colaboradores (1993) que teria origem africana por estar completamente ausente em
populacbes eurodescendentes (Bell et al., 1993), o que foi confirmado mais tarde por
Delomenie e colaboradores, em 1996 (Delomenie et al., 1996). Outros estudos mostram que a
frequéncia de 191G>A pode variar nas diferentes regides da Africa, com um decréscimo na

incidéncia do oeste para o leste africano, ao longo da regido Subsaariana (Cavaco et al,,
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2003). Em nosso estudo, dentre os sete SNPs mais frequentes, o0 SNP 191 G>A foi o de menor
freqiiéncia, variando entre 1,7 — 3,6% e ndo foi encontrado em trés estados brasileiros, onde a
descendéncia européia é mais forte (RS, PR e RN).

Em 1993, Lin e colaboradores observaram que o SNP 857G>A caracterizava de 30-
33% dos alelos lentos de populacGes coreanas e chinesas; entretanto, 0 mesmo caracteriza
apenas 1-5% dos alelos lentos em populagdes eurodescendentes, corroborando a hipotese de
que esta mutagdo originou-se na Asia (Lin et al., 1993). Posteriormente, em 2002, Jorge-
Nerbert e colaboradores mostraram que esse SNP compreende a mutacdo mais frequente,
dentre aquelas responsaveis pela diminuicdo na atividade de NAT2, em populacdes
amerindias (Jorge-Nerbert et al., 2002). Em nosso estudo, o SNP 857 G>A foi encontrado em
todos os estados analisados com frequéncias variando de 2,3 — 10%. Os estados com maior
frequéncia desse SNP foram RO (10%); RN (7,4%); TO (6,2%) e AC (5,2%), onde podemos
esperar uma maior predominancia de populacdo indigena e observar sua influéncia na
constituicdo genética dos brasileiros.

Os SNPs 341 T>C (cluster NAT2*5), 481 C>T e 803 A>G estdo presentes usualmente
em altas frequéncias entre europeus e africanos enquanto o SNP 590 G>A (cluster NAT2*6) é
mais prevalente em asiaticos (Cascorbi et al., 1995; Dandara et al., 2003; Agundez et al.,
1996; Xie et al., 1997; Sekine et al. 2001; Kukongviriyapan et al., 2003; Jorge-Nebert et al.,
2002; Bell et al., 1993; Delomenie et al., 1996; Cavaco et al., 2003; Blum et al., 1991,
Mrozikiewicz et al., 1996; Aynacioglu et al., 1997). O SNP 803 A>G foi o mais frequente na
nossa populacdo variando de 15 - 70%, seguido do SNP 341 T>C que variou de 31,4 - 70%.
As frequéncias dos SNPs 481 C>T e SNP 590 G>A variaram, ao longo do territério
brasileiro, de 26,2 — 65% e 5 — 28,3%, respectivamente, mostrando, assim, a influéncia
européia no perfil genético de NAT2 na populacdo brasileira. Vale ressaltar que para o estado
do Parana foram incluidos somente dez individuos, fato que desviou para mais (341 T>C, 481
C>T e 803 A>G) ou para menos (191 G>A, 590 G>A, 857 G>A) as frequéncias observadas.
A inclusdo de mais individuos provenientes deste estado seria de grande importancia para a
confirmagdo destes dados. Uma outra observagdo importante foi a homogeneidade dos
estados do RS e RN que apresentaram apenas os seis dos sete SNPs mais frequentes.
Avaliando os SNPs em relacdo ao efeito na atividade enzimaética, verificamos que a
frequéncia daqueles associados a baixa atividade foi mais elevada no RN (77,8%) em
comparacdo com 0 RS (44.6%).

A variabilidade do gene NAT2 no que se refere aos polimorfismos aqui descritos ja

havia sido demonstrada em estudo prévio realizado em nosso grupo. Em 2007, Teixeira e
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colaboradores, comparando a diversidade alélica de NAT2 entre individuos residentes no Rio
de Janeiro e Goias demonstraram claramente a heterogeneidade da nossa populagéo,
atribuindo esta diferenca aos diferentes grupos étnicos presentes quando da constituicdo de
nossa populacdo na época da colonizacdo (Teixeira et al, 2007), embora neste estudo somente
dois estados (RJ e GO) estavam representados. Outro estudo realizado em colaboragdo com
pesquisadores da FEPES-RS mostrou também o retrato genético deste gene no RS (Possuelo
et al., 2008). A comparacdo destes dados, originalmente provenientes de estudos de
associacdo com ADRs em TB induzidas pela isoniazida, enfatizou ainda mais a importancia
desta avaliacdo em populacdes provenientes de diferentes regides do Brasil. Os resultados
encontrados neste estudo corrobora totalmente com os encontrados pelos pesquisadores
citados esclarecendo adicionalmente esta diversidade nas diferentes regides do Brasil.

De acordo com a genética molecular de NAT2, onde os alelos sdo caracterizados pela
combinacdo de dois a quatro SNPs, a caracterizacdo haplotipica € primordial para a predicao
do fendtipo de acetilacdo. Assim, apds a caracterizacdo haplotipica, foram identificados 45
alelos/haplétipos distribuidos diferentemente entre os estados e regides. O mais frequente foi
0 alelo NAT2*5B (26,4%), seqguido do NAT2*4 (16,75%) e NAT2*6A (14,26%), 0S mesmos
identificados por Teixeira e colaboradores, com pequenas diferencas em suas frequéncias. Os
hapl6tipos com fendtipos ndo determinados apresentaram baixa frequéncia (6,2%). Em
complemento, nossos dados estdo em consonédncia com 0s encontrados por Sabbagh e
colaboradores (2011), que avaliou a diversidade genética de NAT2 em 99 amostras
populacionais. Os autores demonstraram a predominancia do alelo NAT2*4 seguido dos alelos
*5B e *6A. Em nossa avaliagdo, estes alelos também foram os mais representativos, embora
em frenquencias diferentes.

Entre os alelos funcionais, 0 NAT2*4 foi o mais frequente em todos os estados, com
excecdo do RS, cujo fenotipo de acetilacdo rapida é caracterizado principalmente pelos alelos
*13A e *12B. A distribuicdo dos outros alelos funcionais variou na amostragem geral sendo:
NAT2*12A (6,9%), NAT2*13A (6,79%), NAT2*12B (2,28%) e NAT2*12C (0,73%). Com
excecdo do alelo *4, todos os alelos funcionais apresentaram alguma particularidade. O alelo
*13A apresentou-se em baixa frequéncia na maioria dos estados, com exce¢do do RS (9,75%)
e RJ (Campos + Rio de Janeiro). Nestes municipios, a frequéncia deste alelo foi trés vezes
maior no Rio (15,96% versus 4,39%). O alelo *12A, com frequéncia baixa na maioria dos
estados, em Campos apresenta-se em alta frequéncia (7,89%). O alelo *12B, foi encontrado
apenas no Rio de Janeiro, TO e RS com frequéncias de: 0,23%, 0,69 e 8,75%,

respectivamente. Finalmente, o alelo *12C s6 foi encontrado em RO (0,71%), ES (2,17%) e
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Campos (7,02%). Também foi observado que estes quatro alelos ndo foram encontrados no
RN e PR.

Observamos que a maioria dos alelos circulantes na nossa populacdo sé&o os que
caracterizam acetilacdo lenta. Os alelos mais comuns, NAT2*5B e NAT2*6A como ja foi
mencionado, foram observados em mais alta frequéncia, corroborando os achados em
individuos na Africa e Europa (Sabbagh et al., 2008; Mortensen et al., 2011).

A partir da determinacdo dos genotipos, foi possivel entdo inferir os fenotipos de
acetilacdo nos diferentes estados do Brasil. De acordo com os resultados, observamos que a
populacédo dos estados do Nordeste (Rio Grande do Norte e Pernambuco); Norte (Rondonia,
Acre e Tocantins) e Centro-Oeste (Goias) apresentam uma maior prevaléncia de acetiladores
lentos (55,6%; 48,6% e 45,7%, respectivamente). No Sudeste, ndo houve diferenca
significativa entre os estados; a prevaléncia de acetiladores lentos foi de: [ES (46,3%) e RJ
(39,18%)] e de acetiladores intermediarios foi: [RJ (46,12%) e ES (38,8%)], prevalecendo
nessa regido a o perfil de acetilacdo intermediéria com 44,6%. Surpreendentemente, o estado
do Rio Grande do Sul apresentou maior frequéncia de acetiladores réapidos (37,6%) com
diferenca estatisticamente significativa quando comparado com os demais estados do Brasil (p
< 0,0001). Nao houve diferenca significativa dos perfis de acetilacdo entre as regides Norte e
Nordeste mostrando homogeneidade entre elas. No entanto, estas regides mostraram diferenca
significativa em comparacdo com a regido Sudeste (p = 0,0396). Quando comparadas com a
regido Sul, todas as outras macrorregides apresentaram diferenca significativa com p <
0,0001, sendo o maior responsavel por esta diferenca a alta frequéncia de acetiladores rapidos.
Os resultados mostram a grande diversidade do gene NAT2 na populacdo brasileira,
corroborando os dados da literatura que ja demonstraram este fato em diferentes etnias no
mundo, inclusive quando da comparagdo entre somente dois estados brasileiros (Meyer et
al.,1997; Jorge-Nebert et al., 2002; Dandara et al., 2003; Teixeira et al., 2007; Sabbagh et al,
2011).

6.2.2- Variabilidade genética de CYP2EL no Brasil

A enzima CYP2ELl, que é toxicologicamente importante, encontra-se expressa
principalmente no figado. O gene CYP2EL é bastante polimdrfico e, alguns polimorfismos
funcionais podem representar fatores determinantes do risco relativo a hepatotoxicidade
mediada por alcool, cancer ou toxicidade induzida por drogas.

O alelo polimorfico CYP2E1*5B resulta de uma substituicdo C>T na posigdo -1053, na

regido promotora do gene, e é uma das variantes associadas com a alteracdo de atividade
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enzimatica e de niveis de expressdo. Este gene tem sido relacionado a ocorréncia de doenca
alcodlica do figado e cancer de pulméo (Umamaheswaran et al., 2014). Os dados referentes a
genotipagem deste polimorfismo em diferentes popula¢6es mostram que a frequéncia do alelo
- 1053T varia dependendo da etnia: em individuos de procedéncia africana a mesma variou de
3,1 a5,9%, na Asia de 11,4 a 16,5% e em caucasianos de 3,2 a 4,6% (Umamaheswaran et al.,
2014). Em nossa populagéo, a frequéncia deste alelo foi de 7,5%, apresentando diferencas
entre os estados (5 a 13,19%). Nossos achados demonstram, mais uma vez, a influéncia
dessas trés etnias na distribuicdo das frequéncias desse marcador genético ao longo das

diferentes regides do pais.

6.2.3- Variabilidade genética dos genes da familia CYP3A

As enzimas CYP3A metabolizam cerca de 50 a 60% de todas as drogas comumente
prescritas. Esta subfamilia € composta por quatro diferentes genes: CYP3A4, CYP3A5,
CYP3A7 e CYP3A43, dentre os quais, 0 CYP3A4 é responsavel pela maior porcéo de proteina
CYP3A presente no figado adulto. At¢é o momento, 41 alelos de CYP3A4 ja foram
identificados, sendo o alelo *1B (- 4714A>G) o mais estudado. De acordo com os dados da
literatura, individuos carreando o alelo defeituoso (G), apresentam maior predisposicdo ao
cancer de prostata, cadncer de mama e diabete Mellitus tipo 2 (Lamba et al., 2002). Em nosso
estudo, a frequéncia da variante G foi de 19,03%, variando de 14,78 a 30% entre os estados e
de 16,66 a 30% entre as regides. Em um estudo realizado por Almeida e colaboradores, em
2005, utilizando 212 individuos da populacdo brasileira, observou-se uma frequéncia de 8%
para o alelo G. Contudo, neste estudo foram avaliadas somente mulheres brancas
eurodescendentes (Almeida et al, 2005). Da mesma forma um estudo conduzido por Cavalli e
colaboradores, (2001) analisando um grupo de 90 individuos brancos e saudaveis encontrou
uma frequéncia de 13,3% para este alelo (Cavalli et al., 2001).

Dados da literatura indicam uma frequéncia do alelo CYP3A4*1B de 24,1 a 27,9% em
africanos, 0,02 a 0,3% em asiaticos e 4,3 a 10,8% em caucasianos. Como podemos observar, a
frequéncia deste alelo na Africa chega a ser 100 vezes maior que na Asia e de 2 a 5 vezes
maior que em caucasianos. Nossos dados se mantém entre as frequéncias das populacdes
africanas e caucasianas, corroborando a grande influéncia genética na formacéo parental da
nossa populacédo por ambas as etnias.

A isoenzima CYP3AD5 representa cerca de 10-30% de todas as CYPs do figado adulto
e, juntamente com CYP3A4, metaboliza mais de 50% das drogas utilizadas na pratica clinica.

Na nossa populacdo observamos uma grande heterogeneidade dos alelos *3 e *6 do gene
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CYP3AS5. A frequéncia do alelo *3 variou de 68% a 75% entre as regides e 59,5% a 79% entre
os estados. No Brasil, levando-se em consideragdo todos os estados estudados, a frequéncia
foi 64,5%. Dados da literatura reportam diferentes frequéncias deste alelo em populagdes
africanas (11,3% a 18,2%), asiaticas (78% a 83,3%) e caucasianas (90% a 93,2%) (Wen et al.,
2004; Garsa et al., 2005; Liu et al., 2005; Oliveira et al., 2007; Liu et al., 2009). Em relacao
ao alelo *6, verificamos uma homogeneidade maior entre as populagfes estudadas
provenientes dos diferentes estados brasileiros. A frequéncia entre as regides variou de 2,8% a
10% e entre os estados de 0% a 10%. No geral, representando o Brasil, a frequéncia deste
alelo foi de 8,18%. Dados da literatura reportam as frequéncias deste alelo em populacdes
mais homogéneas com valores muito baixos: euro-descendentes 0,006% a 0,5%, asiaticas
(0%) e africanas (11% a 17,6%) (Hiratsuka et al., 2002; Li et al., 2007; Park et al., 2008;
Kudzi et al., 2010). O alelo *6, especifico de afrodescendentes, foi encontrado em nossa
populacdo numa prevaléncia significativa (8,18%) mostrando o peso da influéncia deste grupo

étnico na formacéo do background genético da nossa populagéo.

6.3- Estudo de associacao

A genotipagem de NAT2 tem sido estudada como método rapido e simples para inferir
o fenotipo de acetilagio num curto espaco de tempo. Através desse acompanhamento
genético, terapias individualizadas para drogas que sdo metabolizadas por NAT2 poderiam ser
introduzidas na préatica clinica, através do ajuste da dosagem do medicamento ou
administracdo de uma droga alternativa de forma a maximizar o efeito terapéutico e reduzir
reacOes adversas no individuo sob tratamento.

A monitoracdo terapéutica também tem sido defendida para um ndmero de
medicamentos com o objetivo de individualizar a dosagem. Convencionalmente, baseia-se na
informacdo obtida sobre a concentracdo do farmaco no plasma de um determinado regime
terapéutico e tem uma base racional se a relagdo entre o nivel da droga no plasma e da
resposta pode ser estabelecido e o efeito terapéutico atingido.

Varios estudos sobre o efeito da taxa de acetilacdo na eficacia e toxicidade da dapsona.
Embora alguns investigadores ndo tenham encontrado uma correlagdo entre o perfil de
acetilacdo e efeitos adversos (Crook et al., 1975; Queiroz et al., 1997), outros sugerem o
contrario (Guo et al., 1996; Bluhm et al., 1999). Em 1996, Guo e colaboradores observaram
que pacientes com SIDA sob tratamento com dapsona para dermatite herpetiforme, com perfil
de acetilacdo lento apresentavam uma maior incidéncia de reacGes adversas (Guo et al.,

1996). Outro estudo conduzido por Bluhm e colaboradores em 1999, mediu a taxa de
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acetilacdo e N-hidroxilacdo em 18 pacientes tratados com dapsona para dermatoses
inflamatorias e observaram que quatro pacientes que apresentaram reagdes adversas eram
acetiladores lentos, sendo trés destes hidroxiladores rapidos. Provavelmente, individuos
portadores de um fenotipo de acetilacdo lenta disponibilizariam altos niveis de metabdlitos
intermediarios para N-hidroxilacdo, gerando maior quantidade de metabolitos toxicos.

Uma hipotese seria que a prépria MADDS seja um substrato para as enzimas
responsaveis pela oxidacdo da DDS, competindo com a droga. Estudos conduzidos por Israili
e colaboradores (1973) e Zuidema e colaboradores (1986) observaram que MADDS também
sofre hidroxilacdo, o que é consistente com essa hipotese. Se isto é verdade, de acordo com
Bluhm e colaboradores (1999) a acetilacdo rapida deve conferir um beneficio devido a menor
formagdo de metabdlitos toxicos pela rota metabdlica alternativa (hidroxilag&o).

Isto comprova a importancia de avaliarmos a contribuicdo genética no estudo de
associacdo de efeitos adversos e polimorfismos em genes codificantes para enzimas
metabolizadoras de drogas, pois todos esses estudos sdo baseados em dados farmacocinéticos,
nunca foram avaliados tendo como base o background genético para a determinacdo dos
perfis de acetilacdo ou hidroxilacéo.

Estudos em modelos animais confirmaram a relacdo entre a dose e o tempo de
exposi¢do a hidroxilamina na sobrevivéncia de células vermelhas (Grossman & Jollow, 1988).
A hipotese era que a variabilidade na N-hidroxilacdo poderia explicar a suscetibilidade
individual a toxicidade, e a identificacdo dos individuos com maior capacidade de
hidroxilacdo da dapsona poderia ser muito Util na selecdo de pacientes com risco de reacdes
toxicas. Os niveis de expressdo dessas enzimas do citocromo P450 podem ser um
determinante importante da suscetibilidade individual para os efeitos toxicos da dapsona.

A N-hidroxilacdo da dapsona e seu derivado acetilado foram atribuidos a familia de
enzimas CYP450 (3A4 e 3A5) (Watkins, 1994). Contudo, outros estudos indicam o
envolvimento de outras enzimas, que seriam também capazes de metabolizar a droga,
especialmente CYP2E1 (Mitra et al., 1995).

Apo0s estudo de associacdo entre 0s gendétipos de NAT2 observamos que individuos
que apresentavam pelo menos um alelo lento mostraram 2,4 vezes a chance de terem reacoes
adversas [IC 95% (1,243 - 4,624)]. Quando observamos a influéncia genética dos diferentes
marcadores da familia CYP450, apenas encontramos associa¢do com a ocorréncia de ADRS
para o polimorfismo identificado em CYP2E1 [OR 1,9; IC 95% (1,129 — 3,168)].

Na andlise do efeito da combinagdo entre os fenotipos de acetilacdo (NAT2) e

hidroxilacdo (CYP2EL; CYP3A5*3 e *6 e CYP3A4*1B) na ocorréncia de ADRs em pacientes
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hansenianos, observamos associacdo dos acetiladores lentos com todos os hidroxiladores
rapidos dos diferentes citocromos P450. NAT2/CYP2E1 apresentou uma raz&o de chance
(OR) quatro vezes maior de ocorréncia de reacOes adversas, com IC 95% (1,36-5,72);
NAT2/CYP3A5*3 e *6 apresentaram ORs de 6,4 e 4,83, respectivamente, com IC 95% [(2,44-
16,98) e (2,258-10,369)] e NAT2/CYP3A4*1B apresentou OR de 2,84 e IC 95% (1,94-4,152).
Esses dados sugerem a participagdo de enzimas com alta capacidade de hidroxilagdo na
geracdo de metabdlitos toxicos naqueles individuos com perfil de acetilacdo lenta,
aumentando ainda mais o risco de ocorréncia de ADRs durante o tratamento com dapsona.

De fato, nossos resultados foram consistentes com as hipdteses citadas acima, e
sugerem que embora a acetilacdo possa ndo produzir diretamente a toxicidade, aqueles
individuos que apresentam uma combinacdo de gendtipo/fenétipo de acetilacdo lenta /
hidroxilacdo rapida podem gerar niveis altos de metabdlitos toxicos, corroborando com o
estudo de Bluhm e colaboradores (1999) e de Mitra e colaboradores (1995).

Observamos que as reacdes hematoldgicas foram as mais prevalentes dentre as reagdes
adversas observadas no estudo (54,68%), seguida das hepaticas (12,8%) e cutaneas (9,36%).
Baseado na hipdtese que as reacdes hematoldgicas estdo associadas a dapsona hidroxilamina,
gerada pelas enzimas CYP2E1, CYP3A4 e CYP3AD5, resolvemos avaliar a associacdo dos
acetiladores lentos e hidroxiladores rapidos com a ocorréncia isolada dos diferentes tipos de
reagOes adversas.

Em um primeiro momento, analisamos a associacdo dos perfis de acetilacdo com a
ocorréncia de algum tipo especifico de ADR. Como ndo houve diferencas significativas
resolvemos olhar para a combinacdo entre os acetiladores lentos e hidroxiladores réapidos
decorrentes dos diferentes CYPs estudados e avaliar a interacdo gene-gene no efeito da ADR
hematoldgica em relacdo as outras. Da mesma forma, para CYP2E1, CYP3A5*3 e *6 e
CYP3A4*1B também ndo observamos diferencas significativas dos fendtipos de acetilagédo e
hidroxilagéo entre as ADRs hematoldgicas e as outras. Contudo, analises adicionais ainda se
fazem necessarias para avaliacdo desta combinacédo levando-se em consideracdo os diferentes
grupos de ADRs contra o grupo controle, bem como dos tipos de ADRs, quando o nimero
amostral permitir.

Baseado nos dados descritos neste estudo, a associacdo dos perfis de acetilacdo e
hidroxilacdo com a ocorréncia de ADRs mostra claramente, que a toxicidade (intolerancia a
dapsona) estd relacionada com a producdo de um metabdlito ativo conforme descrito por
(Grossman & Jollow, 1988; Coleman, 1995; Jollow et al., 1995) e que a maior capacidade

metabolica de hidroxilacdo aumenta o risco da toxicidade.
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O estudo de farmacogenética aplicada a hanseniase como modelo de doenca é inédito
e pioneiro e mostra a influéncia da variabilidade genética de pacientes hansenianos na
ocorréncia de efeitos adversos induzidos por dapsona. Os dados obtidos sdo de importancia
fundamental tanto na parte clinica, com a descri¢do do percentual de ADRs e seus diferentes
tipos, distribuicdo por género, idade, forma clinica (operacional) e entre populaces residentes
em diferentes regides do pais quanto na epidemiologia molecular de genes metabolizadores de
drogas.

Levando-se em consideracdo a problematica do tratamento da hanseniase em relagéo a
sua combinacdo de drogas, padronizacdo da mesma e da posologia, nossos dados comprovam
a diversidade de nossa populacdo, em relacdo a outras populagGes etnicamente homogéneas,
mostrando que os dados de epidemiologia molecular ndo devem ser importados. Mostramos
as diferentes prevaléncias de ADRs nos estados e regies analisados e sua associagdo com 0s
genes estudados, fornecendo o embasamento clinico/experimental para uma reavaliacdo da
conduta ora adotada.

A utilizaco destes dados certamente contribuird com informacGes importantes para a
avaliacdo de uma conduta terapéutica individualizada e um melhor manejo do tratamento na
hanseniase. Tais medidas permitiriam uma melhor adesdo ao tratamento, evitando o abandono
por parte dos pacientes, a reducdo do surgimento de bactérias resistentes e consequentemente
um maior controle da infeccdo pelo M. leprae. Adicionalmente, teriamos ainda como
beneficio uma reduc¢do no custo do tratamento das ADRs, a possibilidade de uma previsao de
medicamentos mais realista, melhoria da qualidade do tratamento em relacdo a eficacia e
seguranca, resultando na igual melhoria da qualidade de vidas dos pacientes acometidos por
esta doenca, ainda hoje, tdo estigmatizante.
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7. Conclusoes

Verificou-se que as reacdes hematoldgicas foram as mais prevalentes (54,23%) dentre todas

as ADRs observadas com destaque para anemia e anemia hemolitica.

Foram identificados 23 SNPs na regido codificante de NAT2, incluindo os SNPs étnico
especificos, mostrando a alta variabilidade deste gene e a miscigenacdo da populagdo
brasileira.

A variacdo dos perfis de acetilacdo de acordo com a regido estudada corroborou a hipotese da
alta variabilidade genética e demonstra claramente a importante contribuicdo que uma
avaliacdo genética prévia ao inicio do tratamento pode dar em termos prognésticos para a

ocorréncia de ADRs induzidas pela DDS.

O perfil de acetilacdo lenta, assim como o perfil de hidroxilacdo rapida (CYP2EL), avaliados
separadamente j& demonstram uma associagdo com a ocorréncia de ADRs, porém com
Razbes de Chance menores (2,4 e 1,9) que na analise combinada (4,08 para CYP2E1, 6,4 para
CYP3A5*3; 4,83 para CYP3A5*6 e 2,84 para CYP3A4*1B).

O perfil de acetilagdo intermediaria foi o predominante no Brasil (45,3%), seguido de

acetiladores lentos (44,9%) e acetiladores rapidos (21,4%).

A combinacdo entre os perfis fenotipicos de acetilacdo lenta com hidroxilagcdo rapida
representam o algoritimo ideal para uma proposta de teste preditivo a ser utilizado como
suporte no tratamento da hanseniase com esquema contendo DDS.
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8. Perspectivas futuras

Avaliar a possivel associacdo entre os fendtipos de CYP de hidroxilagdo rapida com os
diferentes tipos de ADRs.

Aumentar a representatividade do estudo através da inclusdo de pacientes de outros estados.
Agrupar os tipos de ADRs de acordo com a apresentacgéo clinica do paciente.

Proposta para elaboracdo de uma plataforma de farmacogenética aplicada a hanseniase sob
diferentes aspectos (Tratamento de ADRs, falha do tratamento, ocorréncia de anemia

hemolitica, famacogenética no tratamento das reacdes hansénicas).

9. Relevancia do estudo

Contribuir com dados representativos do perfil de resposta ao tratamento da hanseniase em
diferentes estados e municipios do Brasil;

Contribuir com a descricdo dos diferentes tipos de ADRs observadas pela intolerdncia a
dapsona nos estados analisados, bem como as frequéncias das mesmas;

Contribuir para um melhor planejamento da aquisicdo dos medicamentos distribuidos pelo
SUS para o tratamento da hanseniase e das ADRs induzidas pela DDS;

Demonstrar de forma inédita a importancia de uma avaliacdo genética prévia ao tratamento
em relacdo aos seguintes topicos:

— diminuic&o das taxas de abandono em decorréncia de intolerancia ao tratamento e
da possibilidade de desenvolvimento de resisténcia bacteriana;

— reducdo de gastos publicos com o tratamento das ADRs pela identificacdo dos
grupos merecedores de atengédo e posologias diferenciadas;

— aumento da eficicia e seguranca do tratamento da hanseniase e melhoria da
qualidade de vida do paciente.
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11-ANEXOS

ANEXO 1 - QUESTIONARIO PARA ENTREVISTA DOS PACIENTES (Controles)

Formulério para a coleta de dados (Controles)

Projeto: “Avaliacdo dos fendtipos de acetilagdo predominantes nas populacdes de 5
macro regides do Brasil baseada no genoma: possivel influéncia da farmacogenética na
conduta terapéutica da hanseniase”

Pesquisador Responsavel: Dr. Adalberto Rezende Santos

Nome da Unidade de Saude: UF:

N° Prontudrio:

Nome:

Data do Nascimento: Sexo ()
Escolaridade: Ocupacéo
Endereco:

Telefone:

N° de codmodos na casa: Renda Familiar:

N° de pessoas residentes:

Uso regular de alcool:

Em uso de medicamentos (listar):

Alergia (Especificar):

Convivio prévio com caso de hanseniase: S() N () NR()
Tipo de contato: Pai () Md ( ) Irmdo () conjuge ()

Parente consanguineo ( )

Parente ndo consanguineo ( )

Forma Clinica do Contato; PB ( ) MB () NR ()

Data do Diagndstico do contato:

Classificacdo do contato PB () MB ()
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Forma Clinica do contato () T () D () V ( )NC()

Observacoes:
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ANEXO 2 - QUESTIONARIO PARA ENTREVISTA DOS PACIENTES (Casos)

Formulério para a coleta de dados (Casos)
Projeto: “Avaliacédo dos fendtipos de acetilagdo predominantes nas populacées de 5
macro regides do Brasil baseada no genoma: possivel influéncia da farmacogenética na
conduta terapéutica da hanseniase”

Pesquisador Responsavel: Dr. Adalberto Rezende Santos

Nome da Unidade de Saude: UF:

N° Prontudrio:

Nome:

Data do Nascimento: Sexo ()
Escolaridade: Ocupacéo
Endereco:

Telefone:

N° de codmodos na casa: Renda Familiar:

N° de pessoas residentes:

Convivio prévio com caso de hanseniase: S() N () NR()
Tipo de contato: Pai () Md ( ) Irmdo () conjuge ()

Parente consanguineo ( )

Parente ndo consanguineo ( )

Forma Clinica do Contato; PB ( ) MB () NR ()

Data do Diagnostico:

Classificagdo PB () MB ()
Forma Clinica I () T () D () V ( )NC()
Biopsia Cutanea Sim () Ndo ( )
Baciloscopia () N° de cruzes
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Graude Incapacidade: 0 () 1 () 2 () NR ()
Doencas Concomitantes (listar):

Uso regular de alcool:

Em uso de medicamentos (listar):

Alergia (Especificar):

Exames Complementares S () N () NR ()

Hemograma:
Bioquimica Sanguinea:
Parasitologico Fezes:
Outros:

Esquema terapéutico: PB( ) MB ()
Data inicio:

Evolucéo apds o Inicio do tratamento:

Data sintomas/sinais:

Caracterizacdo dos Sinais e Sintomas:
Cuténeos

Hepaticos

Anemia Hemolitica

Sindrome da dapsona
Metahemoglobinemia

Exames Complementares S ( ) N () NR()
Hemograma

Bioguimica Sanguinea:

Parasitoldgico Fezes:

EAS:

Outros:

Diagnéstico:

Conduta:

Esquema Alternativo (especificar):
Data Inicio:

Evolugdo clinica:

Data Término:

Observagoes:
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ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Avaliacdo dos fendtipos de acetilacdo predominantes nas populacfes de 5 macro
regides do Brasil baseada no genoma: possivel influéncia da farmacogenética na conduta
terapéutica da hanseniase”.
Nos proximos meses sera realizado um estudo em pacientes com hanseniase. Neste estudo,
pretende-se avaliar o gene (NAT2), envolvido na metabolizagdo de uma droga usada no
tratamento da hanseniase que pode estar associado com o desenvolvimento de efeitos
colaterais. Este estudo sera coordenado pelo Dr. Adalberto Rezende Santos, do Laboratorio
de Biologia Molecular Aplicado a Micobactérias e Dra. Maria Eugénia Noviski Gallo, do
Laboratorio de Hanseniase, ambos do Instituto Oswaldo Cruz, IOC/Fiocruz, Rio de J
aneiro. Este termo de consentimento explica o estudo, portanto leia cuidadosamente e
pergunte o que julgar necessario.

1) Procedimentos

Se eu concordar em participar deste estudo, responderei a um questionario padronizado que
investigara algumas doencas que possam estar relacionadas a este gene.

Serdo coletados 5mL de sangue no meu antibraco, com agulha e seringa descartaveis, apos
higienizacéo local. O sangue sera utilizado para extracdo de DNA para avaliar a presenca de
variacdes genéticas no gene acima citado. Os dados gerados pela analise genética ndo serdo
divulgados nominalmente e sim sob forma de frequéncia. Esse material ficara armazenado em
um banco de dados e somente sera utilizado para futuros projetos mediante nova submisséo e
aprovacéo do Comité de Etica da Instituicdo, bem como a concordancia por escrito do sujeito
da pesquisa.

2) Local do estudo
Os procedimentos referentes a coleta serdo realizados na Fiocruz — RJ.

3) Riscos/Desconfortos

Algumas das questBes que constam dos questionarios podem ser inapropriadas e produzir
sentimentos indesejaveis, mas, caso eu ache necessario, poderei interromper a entrevista a
qualquer momento. Os riscos da retirada de sangue incluem introducdo da agulha, desconforto
temporario, pequena ferida e, raramente, infeccéo local.

3) Tratamento e compensacgao por danos

Se eu tiver algum problema de salide em decorréncia deste estudo, o tratamento sera fornecido
pela instituicdo participante. O custo deste tratamento sera totalmente coberto pela verba do
referido projeto.

4) Alternativas
Se eu decidir ndo participar neste estudo, ou interromper a minha participagéo a qualquer
momento, 0 meu tratamento médico sera mantido na unidade em que fui atendido.

5) Custos para os participantes
Né&o havera custos para mim, caso decida pela minha participacdo neste estudo, nem para o
tratamento que porventura necessitar.

6) Beneficio
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A coleta de sangue a qual eu irei me submeter ajudara o entendimento do aparecimento de
efeitos colaterais devido ao uso da droga.

7) Reembolso
N&o havera beneficios financeiros para mim em participar no estudo.

8) Confidenciabilidade dos dados

Procedimentos serdo adotados pelos responsaveis por este estudo no intuito de proteger as
informacdes que eu forneca. As informacdes serdo codificadas e mantidas em local reservado.
Somente os pesquisadores envolvidos neste estudo terdo acesso as informacdes e aos
questionarios. Apos o termino deste estudo, as informaces serdo transcritas dos questionarios
para arquivos no computador com acesso restrito aos pesquisadores envolvidos. Os dados
deste estudo poderdo ser discutidos com pesquisadores de outras instituicdes, mas nenhuma
identificacdo sera fornecida, portanto serdo confidenciais como a lei determina.

CONSENTIMENTO
Receberei uma copia deste consentimento para manté-lo comigo. Nos proximos dias, se tiver
qualquer duvida sobre a minha participacdo neste estudo, poderei utilizar os seguintes
numeros de telefone: (21) 2562-1564 ou (21) 99655-0762, para contatar os Drs. Adalberto R.
Santos ou Maria Eugénia N. Gallo na Fiocruz/RJ.
A PARTICIPACAO EM PESQUISA E VOLUNTARIA

Eu tenho o direito de ndo concordar em participar ou de me retirar deste estudo em
qualquer momento que eu gueira, Sem riscos para 0 meu tratamento médico. Se eu concordar
em participar, devo assinar na linha abaixo. Isso significa que compreendi adequadamente as
informacdes fornecidas e este termo de consentimento.

Se eu desejar participar do estudo, permitirei também que meu endereco e telefone
sejam anotados em uma folha separada, para facilitar contato comigo quando necessario.
Como ja foi esclarecido anteriormente, toda informac&o pessoal sera mantida em sigilo.

Assinatura do voluntério Nome completo N° do prontuario
(ou responsavel legal)

Assinatura do entrevistador Nome do entrevistador Data
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ANEXO 4 - Tabela 5.5: Frequéncias dos gendtipos de NAT2 encontrados na populacéo estudada.

Frequéncias genotipicas

Genétipo Total RJ GO RO TO PE Acre ES RN RS PR Campos-RJ
N (%) N (%) N (%) (N%) N(%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
*4,%4 56 (5,81) 5(2,35) 9 8,49) 3(4,29) 5(6,94) 4 (7,69) 4 (8,33) 9 (13,04) 1(3,70) 16 (6,67) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4, %5 14 (1,45) 2(0,94) 0 (0,00) 9 (12,86) 0 (0,00) 1(1,92) 1(2,08) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,75)
*4,*5B 98 (10,17) 27 (12,68) 17 (16,04) 1(1,43) 13 (18,06) 7 (13,46) 5 (10,42) 13 (18,84) 3(11,11) 3 (1,25) 3 (30,00) 6 (10,53)
*4 *5C 9(0,93) 3(1,41) 2 (1,89) 1(1,43) 0 (0,00) 1(1,92) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(3,70) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,75)
*4,*5D 6 (0,62) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 6 (2,50) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4,*5N 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(2,08) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4 *6A 68 (7,05) 14 (6,57) 15 (14,15) 7 (10,00) 6 (8,33) 4 (7,69) 7 (14,58) 6 (8,70) 2 (7,41) 3 (1,25) 0 (0,00) 4(7,02)
*4 *6H 1 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(2,08) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4,*60 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4 *6P 1 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,75)
*4, %78 13 (1,35) 2(0,94) 2 (1,89) 5 (7,14) 1 (1,39) 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (1,45) 1(3,70) 1(0,42) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4 ¥12A 10 (1,04) 4(1,8) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 2 (4,17) 1 (1,45) 0 (0,00) 1(0,42) 0 (0,00) 1(1,75)
*4,*12B 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(2,08) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4,%12C 2(0,21) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,43) 1(1,39) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4,%12G 1 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,75)
*4,*121 1(0,10) 0 (0,00) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4 *13A 42 (4,36) 12 (5,63) 0 (0,00) 2 (2,86) 1 (1,39) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 24 (10,00) 0 (0,00) 3 (5,26)
*4,*14A 2(0,21) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,43) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,45) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4,*14B 7(0,73) 3(1,41) 1(0,94) 0 (0,00) 3(4.17) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4,*14H 1 (0,10) 1(0,47) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4,*New5 1(0,10) 0 (0,00) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4,*New6 1(0,10) 1(0,47) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4, *New?7 2(0,21) 2(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*4,*New13 1(0,10) 0(0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,92) 0(0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0(0,00)
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Frequéncias genotipicas

Gendtipo Total RJ GO RO TO PE Acre ES RN RS PR Campos-RJ
N (%) N (%) N (%) (N%) N(%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
*4,*New14 1(0,10) 1(0,47) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5A *5A 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,42) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5A,*5B 4 (0,41) 2(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,39) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,42) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5A *6A 12 (1,24) 1(0,47) 1(0,94) 5 (7,14) 0 (0,00) 1(1,92) 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (3,70) 2(0,83) 0 (0,00) 1(1,75)
*5A,*6H 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,43) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5A,*60 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,43) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5A,*7B 5(0,52) 0 (0,00) 0 (0,00) 4 (5,71) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (1.45) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5A*13A 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,43) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5A,*14B 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1.43) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5B,*5B 112 (11,62) 28 (13,15) 12 (11,32) 5(7,14) 10 (13,89) 4 (7,69) 8 (16,67) 9 (13,04) 3(11,11) 22 (9,17) 4 (40,00) 7 (12,28)
*5B,*5C 12 (1,24) 2(0,94) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 2 (4,17) 3(4,35) 1(3,70) 0 (0,00) 0 (0,00) 3(5,26)
*5B,*5N 2(0,21) 0 (0,00) 2(1,89) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5B,*5G 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,42) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5B,*6A 87 (9,02) 19 (8,92) 12 (11,32) 2 (2,86) 10 (13,89) 10 (19,23) 4 (8,33) 10 (14,49) 4(14,81) 6 (2,50) 0 (0,00) 10 (17,54)
*5B,*6F 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,92) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5B,*6H 3(0,31) 1(0,47) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (2,08) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5B,*6N 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,43) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5B,*60 2(0,21) 1(0,47) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,39) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5B,*7B 25(2,59) 7(3,29) 1(0,94) 1(1,43) 4 (5,56) 2(3,85) 3(6,25) 1(1,45) 2(7,41) 2(0,83) 0 (0,00) 2(3,51)
*5B,*11A 2(0,21) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,45) 1 (3,70) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5B,*12A 37 (3,84) 4 (1,88) 1(0,94) 1(1,43) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(2,08) 0 (0,00) 0 (0,00) 28 (11,67) 0 (0,00) 2(3,51)
*5B,*12B 24 (2,49) 1(0,47) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,39) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 22 (9,17) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5B,*12E 1(0,10) 1(0,47) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5B,*12M 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,42) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5B,*13A 30 (3,11) 22 (10,33) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,92) 2 (4,17) 0 (0,00) 2(7,41) 1(0,42) 0 (0,00) 1(1,75)
127

Avaliacédo dos fendtipos de acetilagao e hidroxilacdo predominantes nas populacoes de cinco macrorregides do Brasil baseada no genoma: possivel influéncia da farmacogenética na conduta terapéutica da hanseniase
MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Anexos

Frequéncias genotipicas

Gendtipo Total RJ GO RO TO PE Acre ES RN RS PR Campos-RJ

N (%) N (%) N (%) (N%) N(%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

*5D,*5D 2(0,21) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 2(0,83) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5D,*5J 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,42) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5D,*7B 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,43) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5D,*13A 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,43) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5D,*New14 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,92) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*5D,New15 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 1(1,75)
*5T,*12B 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,42) 0 (0,00) 0 (0,00)
*6A,*6A 54 (5,60) 6(2,82) 9 (8,49) 5(7,14) 6 (8,33) 3(5,77) 0 (0,00) 3(4,35) 3(11,11) 18 (7,50) 0 (0,00) 1(1,75)
*6A,*6H 1(0,10) 0 (0,00) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*6A,*60 2(0,21) 1(0,47) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 1(1,75)
*6A,*6P 1(0,10) 1(0,47) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*6A,*7B 17 (1,76) 2(0,94) 4 (3,77) 2(2,86) 4 (5,56) 2(3,85) 0 (0,00) 2(2,90) 1(3,70) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*6A*11A 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*6A,*12A 9(0,93) 0 (0,00) 1(0,94) 1(1,43) 0 (0,00) 2(3,85) 1(2,08) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,42) 0 (0,00) 3(5,26)
*6A,*12C 3(0,31) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 3(4,35) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*6A,*12H 2(0,21) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,39) 1(1,92) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*6A,*13A 8(0,83) 3(1,41) 0 (0,00) 1(1,43) 1(1,39) 1(1,92) 0 (0,00) 1(1,45) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,75)
*6A,*14A 1(0,10) 0 (0,00) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*6A,*14B 3(0,31) 1(0,47) 0 (0,00) 1(1,43) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,45) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*6A,*20 1(0,10) 0 (0,00) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*6A,*Newl 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,43) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)v 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*6A,*New2 1(0,10) 1(0,47) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*6A,*New3 1(0,10) 0 (0,00) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*6A,*New4 1(0,10) 0 (0,00) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*6A,*New9 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (10,00) 0 (0,00)
*60,*12A 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 1(1,75)
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Frequéncias genotipicas

Gendtipo Total RJ GO RO TO PE Acre ES RN RS PR Campos-RJ
N (%) N (%) N (%) (N%) N(%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
*60,*New13 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,39) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*TA*7B 2(0,21) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 2(0,83) 0 (0,00) 0 (0,00)
*7TA*11A 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,43) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*7B,*7B 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(2,08) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*7B,*12A 2(0,21) 1 (0,00) 0 ((0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,75)
*7B,*12G 1(0,10) 0 (0,00) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*7B,*13A 6 ((0,62) 5(2,35) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,42) 0 (0,00) 0 (0,00)
*7B,*14B 1(0,10) 0 (0,00) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*7B,*New15 1(0,10) 1(0,47) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*7C,*New4 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,42) 0 (0,00) 0 (0,00)
*12A,*12A 23(2,39) 0 (0,00) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 22 (9,17) 0 (0,00) 0 (0,00)
*12A,*12B 12 ((1,24) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 12 (5,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*12A,*12C 4 (0,41) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 4(1,67) 0 (0,00) 0 (0,00)
*12A,*12E 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,92) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*12A,*13A 4 (0,41) 3(1,41) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,42) 0 (0,00) 0 (0,00)
*12A,*14B 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 1(1,75)
*12A,*New3 1(0,10) 0 (0,00) 1(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*12A,*New12 1(0,10) 1(0,47) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*12C,*12C 2(0,21) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 2(0,83) 0 (0,00) 0 (0,00)
*12C,*13A 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,42) 0 (0,00) 0 (0,00)
*12E,*13A 2(0,21) 2(0,94) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*12H,*14A 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,45) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*13A,*13A 16 (1,66) 8 (3,76) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 8(3,33) 0 (0,00) 0 (0,00)
*13A,*14B 4(0,41) 4 (1,88) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*14A,*14A 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(1,43) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
*14B,*New3 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 1(1,45) 0(0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
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Frequéncias genotipicas

Gendtipo Total RJ GO RO TO PE Acre ES RN RS PR Campos-RJ
N (%) N (%) N (%) (N%) N(%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
*New5,*New6 1(0,10) 1(0,47) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
New10,*New11 1(0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (10,00) 0 (0,00)
Total 964 213 106 70 72 52 48 69 27 240 10 57
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