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Resumo

Diferencas inter-individuais na eficacia e toxicidade da medicacdo sdo comuns entre 0s
pacientes. Estima-se que a genética possa explicar entre 20 a 95 por cento da
variabilidade na resposta aos farmacos. Porém associados a genética, existem fatores
tais como, a idade, sexo, doencas secundarias e outros fatores ambientais que afetam a
absorcéo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo dos farmacos podendo levar,
habitualmente, & ocorréncia de reacfes adversas. Estas reacOes sd0 responsaveis por
milhdes de hospitalizagdes e milhares de mortes por ano apenas nos Estados Unidos.

Identificacdo e caracterizagdo de um grande numero de polimorfismos genéticos
(biomarcadores) nas enzimas metabolizadoras e transportadoras dos farmacos pode
fornecer um conhecimento aprofundado sobre os mecanismos de diferencas inter-
individuais na resposta a droga. O uso de novas tecnologias moleculares,
nomeadamente de sequenciacdo do genoma, e de diagndstico para avaliar o perfil
genético e os biomarcadores das doencas abrem novos caminhos para permitir a cada
doente 0 esquema de tratamento que lhe pode trazer os melhores resultados. Este
esquema de tratamento, além de diminuir o nimero de reacGes adversas evita a

exposicao do paciente a um longo periodo de terapia baseado na tentativa e erro.

Para os doentes, a medicina personalizada detém a promessa de terapéuticas mais
eficazes e com menos efeitos secundarios, podendo assim, ser poupados a perspetiva de

um tratamento com efeitos adversos significativos e pouco ou nenhum efeito terapéutico

Farmacogenética e farmacogendémica sdo duas areas que emergiram para investigar a
variabilidade individual na resposta aos farmacos. A industria farmacéutica utiliza, cada
vez mais, técnicas relacionadas com a farmacogendémica e com a farmacogenética e a
informagdo que delas resulta para o processo de desenvolvimento de novos farmacos,
promovendo a prescricdo de um medicamento apropriado na dose certa para cada

paciente.

Palavras-chave: Farmacogenémica, Farmacogenética, Variabilidade Individual,
sequenciacdo do DNA, medicina personalizada
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Abstract

Inter-individual differences in the efficacy and toxicity of medication are common
among patients. It is estimated that genetic factors can account for 20 to 95 percent of
variability in drug responses. However associated with genetic, there are factors such as
age, sex, secondary diseases and other environmental factors that affect the absorption,
distribution, metabolism and excretion of drugs and may lead to adverse reactions.
These reactions are responsible for millions of hospitalizations and thousands of deaths
each year in the United States.

Identification and characterization of a large number of genetic polymorphisms
(biomarkers) in metabolizing enzymes and transporters of drugs can provide a thorough
understanding of the mechanisms of inter-individual differences in drug response. The
use of new molecular technologies, in particular genome sequencing, diagnosis for
assessing the genetic profile and assessing biomarkers of disease open new paths to
individualize each patient's treatment plan, optimizing it’s results. This treatment
schedule, while decreasing the number of adverse reactions avoids exposing the patient
to a long-term therapy based on trial and error. For patients, personalized medicine
holds the promise of more effective therapies with fewer side effects, and may thus
spare the prospect of a treatment with significant adverse effects and little or no

therapeutic effect

Pharmacogenetics and pharmacogenomics are two areas that have emerged to
investigate the individual variability in response to drugs. The pharmaceutical industry
uses increasingly techniques related to pharmacogenetics and pharmacogenomics and
the information that follows them to the process of drug development, promoting the

prescription of appropriate medication in the right dose for each patient

Keywords: Pharmacogenomics, Pharmacogenetics, Individual variability, DNA

sequencing, personalized medicine
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I.  INTRODUCAO

E bem conhecido que pacientes diferentes apresentam diferentes respostas para a
mesma medicacdo. Estas diferencas individuais podem fazer com que as doses
padronizadas, ou seja, as doses terapeuticamente recomendadas, possam levar a
concentragdes sanguineas inesperadamente elevadas ou baixas (conforme o perfil
genético). Por sua vez, as diferentes concentragdes podem conduzir a alteracdo do efeito
terapéutico, podendo causar reacGes adversas ou diminuir a efetividade terapéutica
(Evans, et al., 2003). A variabilidade individual em termos de eficécia e seguranca dos
farmacos tem sido estudada desde o inicio da medicina humana, embora essa variacdo

receba mais atencdo agora do que nunca (Qiang & Lu, 2011).

Apbs a apresentacdo do modelo do DNA em 1953 por Watson-Crick, foi possivel o
esclarecimento de como o DNA é transcrito e traduzido em proteinas e, deste modo, a
criagdo de protocolos de clonagem, sequenciacdo e hibridacdo do DNA (Alberts et
al.,2002). Com o rapido avanco tecnoldgico surgiram metodos de sequenciacdo do
DNA o que levou ao aparecimento do Projeto de Genoma Humano, tendo sido
concluida a primeira versdao do genoma humano no ano de 2000. Foi possivel entdo
alcancar um marco fundamental na medicina. Era um marco importante para o
desenvolvimento de terapéuticas bem mais eficazes e com menos efeitos secundarios,
uma vez que, muitas doencas tém a sua origem no genotipo humano. O gendétipo pode
controlar processos do metabolismo, no transporte ou no mecanismo de agdo dos
farmacos inerentes a sua administracdo alterando a sua eficacia, seguranca e toxicidade.
E entdio necessario que os genes humanos envolvidos nesta variabilidade sejam
identificados, que os seus mecanismos de agdo sejam elucidados e a sua importancia
clinica definida (Evans & Johnson, 2001).

Assim, para além dos aspetos pessoais de cada individuo (a idade, o género, a histéria
individual da doenca ou fatores ambientais) que sdo cuidadosamente considerados antes
da escolha da terapéutica, o perfil genético dos doentes pode proporcionar informagéo
atil para o planeamento do tratamento (Evans & Johnson, 2001). O uso de novas
tecnologias moleculares e de diagnostico para avaliar o perfil genético e os
biomarcadores das doencas abrem novos caminhos para permitir a cada doente o

esquema de tratamento que lhe pode trazer os melhores resultados.
1
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Este enfoque no perfil genético das doengas é um fator chave para uma nova abordagem
em ciéncia e cuidados médicos que se chama medicina personalizada, uma vez que, se
estima que a genética possa explicar entre 20 a 95 por cento das diferentes respostas aos

farmacos (Metzger et al., 2006).
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I1- Variabilidade Genética

2- Mutacoes e Polimorfismos

O gene é considerado a unidade fundamental da informacéo genética, responsavel por
uma certa caracteristica do fenétipo, como por exemplo a cor dos olhos e da pele de um
individuo (Portin, 2002). Contudo, com o evoluir da ciéncia, foi necessario uma
defini¢do de gene mais especifica, a fim de explicar de forma mais precisa a maneira de
um gene afetar o fendtipo. Fenétipo pode entdo ser definido como sendo o conjunto das
acOes individuais de cada gene influenciadas por certos fatores, como as hormonas,

efeitos ambientais e as interagOes celulares (Figura 1).

A variabilidade genética € um dos fatores responsavel pela selecdo natural e
continuidade da espécie humana e, na sua base estdo os processos envolvidos na
geracdo de mutacOes e de polimorfismos que podem permanecer no genoma durante um
tempo indeterminado e passar de geracdo em geracdo. Caso seja uma alteragédo
vantajosa, eventualmente ird persistir por muito mais tempo beneficiando assim a
espécie. Este processo ocorre a diferentes niveis e partes do genoma. Existem cerca de 6
x 10° nucledtidos no genoma humano dipldide o que leva a um indice de 200 novas
mutagdes/polimorfismos por geragdo. Por este motivo existe uma variabilidade genética

maior em populagfes também maiores (Wright, 2001).
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Figura 1: O mecanismo pelo qual um gene exerce um certo efeito sobre o fenotipo é
frequentemente bastante complexo incluindo diversos fatores tais como 0s genes
reguladores, hormonas, interacbes entre as células. Estes fatores influenciam a
transcricdo de DNA para RNA, a traducdo de RNA para proteinas e os seus efeitos nas
células, tecidos e organismo (Adaptado de Snustad et al.,1997)

No entanto, 0s genes representam apenas uma fracdo do genoma humano, assim,
antigamente era considerado que a maioria das mutaces teria um efeito nulo na selecéo
natural por 3 razdes. Em primeiro lugar como 97% do genoma humano ndo codifica
nenhum produto funcional, ndo era considerado possivel que afetasse a fungdo genética
(ex:intrdes). Segundo, se uma mutagdo ocorrer em 1,5% do genoma que codifica um
produto funcional € provéavel que resulte na troca de um nucleoétido “sinénimo” que ndo
mudara o aminoacido formado, uma vez que varios codBes codificam o mesmo
aminoacido. Por fim variacfes que afetam regides codificantes e resultam na alteragédo
do aminoacido, podem ndo ter efeitos significativos na genética do individuo
(Wright,2001). No entanto nos dias que correm esta explicacdo ndo é aceitavel, uma vez
gue, ja se sabe que parte do genoma pode dar origem a espécies de RNA ndo
codificantes (ncRNA) mas que demonstram ser essenciais para a regulacdo da expressdo
dos genes. Deste modo diversos fatores sdo afetados, como por exemplo, as

modificagdes das histonas, tais como a acetilacdo, metilacdo ou modificacdo estrutura

4
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da cromatina, podendo alterar de eucromatina para heterocromatina ou vice-versa. Estas
alteracbes podem alterar o processo de transcricio do DNA (Figura 2). A estas
sequéncias ndo codificantes sdo associadas diversas doencas de um gendtipo
considerado normal, provando mais uma vez, que ndo Sao0 apenas as regides
codificantes responsaveis por uns determinado fendtipo. Exemplos destes mecanismos
s&o os diversos cancros que estdo associados as modificagdes das histonas (Niu & Jiang,
2012; Costa, 2007).

Metilagdao do
DNA

RNA ndo codificante

Conformacdo da
cromatina

Figura 2: O ncRNA é essencial para alguns mecanismos como é o caso da metilacdo do
DNA, a conformacdo da cromatina (eucromatina e hetecromatina) e para as
modificagdes das histonas (metiltranferases e acetiltranferases) (Adaptado de Costa,
2007).

Surgiu assim o termo Epigenética que se define como sendo as modificagbes que
ocorrem no material genético que ndo alteram as sequéncia de nucle6tido, mas que no

entanto causam modificagdes na estrutura da molécula de DNA (Figura 3).



Farmacogendmica

Fenotipo

Transposable
elements
a.g.: Alu, LINE-1

microRMNAs and othars

Small RNAs

e.g. guide RMAS = —
piRNAS Epigenética

Conformacio
das Histonas

Large RMNAs
a.9.; XIST, H19,
and athars

“Heritabla™ RNAs?
e.0.: ncRNAS associaled lo

/

Genotipo

\

Ambiente

paramulabion avenls

Figura 3: A Epigenética tem um papel central nos mecanismos que afetam o Fenotipo
devido a certas modificacdes como € o caso da conformacéo das histonas e da metilacdo
do DNA. A epigenética juntamente com as mudancas no ambiente geram diferentes
fenotipos mesmo que o genotipo seja 0 mesmo (Adaptado de Costa, 2007).

Mutacdes e polimorfismos sdo ambos termos que designam alteragdes na sequéncia de
DNA, no entanto ambos se referem a alteracdes diferentes. Uma mutacdo é definida
como sendo uma alteracdo da sequéncia do DNA que ndo surge frequentemente na
populacdo. Estas situacGes levam a uma prevaléncia de um alelo, considerado normal, e
a um alelo raro e anormal provocado pela mutacdo. Por outro lado, um polimorfismo é
uma variacdo na sequéncia do DNA mais comum entre a populacdo, uma vez que, para
ser considerado polimorfismo, o alelo tem que se expressar em 1% ou mais na
populacédo. (Wright, 2001; Snustad et al.,1997).

Esta diferengca quantitativa entre mutagdes e polimorfismos justifica-se pelas suas
consequéncias funcionais. Assim variagdes que, direta ou indiretamente, possam causar
patologias sdo geralmente raras na populacgéo, classificadas assim, como mutacdes. No
entanto, nem todas as mutagdes causam doencas, podendo ter um efeito neutro ou

mesmo benéfico. Como ja dito, anteriormente, caso seja uma alteracdo vantajosa ou que
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ndo apresente consequéncias patoldgicas, esta ird persistir ao longo do tempo
aumentando a sua ocorréncia. Posto isto, todos os polimorfismos comegam por ser uma
mutacdo. Exemplos destes polimorfismos sdo aqueles que apenas irdo influenciar
caracteristicas como a altura e a cor do cabelo, em vez de caracteristicas de importancia

médica (Twyman, 2003).

Polimorfismos podem ser encontrados fora dos genes e dentro dos genes influenciando
assim algumas caracteristicas, como por exemplo, a resposta aos farmacos, pois tanto as
regides codificantes como ndo-codificantes, como ja afirmado acima, afetam o fenétipo
do individuo (Snustad et al.,1997; Costa, 2007).

Existem varios tipos de mutagdes e polimorfismos, porém o tipo mais comum (90%) é a
troca de um Unico nucleodtido, conhecido por “single nucleotide polymorphism” ou
SNP. Neste tipo de variacdo pode existir a troca de uma purina por outra purina (ex:
adenina por guanina), troca esta denominada de transi¢do, ou entdo pode existir uma
transversdo que é a troca de uma base purina por uma pirimidina (ex: adenina por
citosina) ou vice-versa. As transicdes sdo mais comuns que as transversfes pois as
enzimas de reparacdo do DNA reconhecem mais facilmente um erro de replicacdo
devido a transversdes. Este tipo de mutacOes pode ainda ser chamado de mutacdes
pontuais. Existem cerca de 3 a 10 milhdes de SNPs no genoma humano com frequéncia
superior a 1%, sendo assim consideradas de polimorfismos (Wright, 2001; Schleif,
1993).

Os SNPs, de forma mais usual, podem ocorrer em regides nao-codificantes, porém cerca
de 10 000-50 000 SNPs ocorrem em regides codificantes. Este tipo de polimorfismo
pode conduzir a alteracdo da proteina formada levando ao aparecimento de diversas
doencas. Exemplo disto é a troca de um coddo por um codao stop que leva a terminagédo
prematura do processo de traducdo, podendo dar origem, por exemplo, a uma talassemia
beta, ou seja, a uma anemia hemolitica grave. Podemos ainda ter alteracdes sindnimas,
sendo que estas apresentam uma frequéncia maior, levando a uma alteracdo neutra, pois
ha troca de um coddo que codifica 0 mesmo aminoacido, ndo havendo alteragdo da
proteina formada (Wright, 2001).
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Insercdes e delecbes sdo outros tipos de mutaces em que um nucleotideo,
habitualmente durante a replicagdo do DNA, é inserido ou eliminado na sequéncia de
bases. Quando isto ocorre induz uma alteracdo da leitura da sequéncia de DNA,
modificando o processo de sintese proteica, pois uma vez alterados os coddes (conjunto
de 3 nucleotideos) o aminodcido resultante ndo serd o mesmo. Caso seja inserido ou
eliminado um cod&o inteiro, a sequéncia de aminodcidos ndo sera toda alterada, apenas

ird existir um aminoacido a menos ou a mais na proteina resultante.

Por fim existem as inversdes que sdo pouco comuns e embora antigamente se afirmasse
que tinham pouco efeito, hoje em dia, e retomando a nocao de regides ndo codificantes,
sabe-se que ao alterar a ordem dos nucleotideos e a formacdo da cromatina altera o
processo de transcricdo podendo levar ao aparecimento de diversas doencas,

nomeadamente doencas oncoldgicas (Schleif, 1993; Zuckerkandl & Cavalli, 2006).

2- Licdes do programa de sequenciacao do genoma humano

Cada molécula de DNA é constituida por 2 cadeias anti-paralelas em dupla hélice
formadas por unidades fundamentais designadas de nucleotideos. Cada nucleotideo é
composto por um grupo fosfato, um aculcar (desoxirribose) e uma das 4 bases (A, T, G,
C). Esta estrutura em dupla hélice forma-se pela ligacdo fosfodiéster entre o acucar de
um nucleotideo e o fosfato de outro. As duas cadeias mantém-se unidas por pontes de
hidrogénio entre as bases nitrogenadas. (Figura 4). Em cada celula, mais precisamente
no interior do nacleo, encontramos DNA de um modo condensado em forma de
cromossomas. E de salientar que existe também DNA em organelos especializados
como as mitocondrias e, no caso das plantas, nos cloroplastos. Tanto as mitocondrias
como os cloroplastos possuem DNA bastante diferente do que existe no nucleo celular
com um codigo genético diferente do da célula hospedeira eucariotica e semelhantes ao
das bactérias (Demick, 2006)
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Associadas ao DNA existem proteinas, como as histonas, que compactam e organizam
0 DNA e regulam a sua acdo influenciando diversos processos como € 0 caso da
transcricao (Alberts et al.,2002).

Cerca de 15 anos depois da descoberta da molécula de DNA de dupla hélice por Watson
e Crick em 1953 surgiram as primeiras tentativas de sequenciacdo do DNA (Hutchison,
2007). Sequenciar o genoma significa saber a ordem exata em que Se encontram 0s
nucleotideos num determinado segmento de DNA (Alberts et al.,2002; NHGRI (1)).

building blocks of DNA DNA strand
phosphate
sugar
+ [6] — @I
sugar base i 3
phosphate nucleotide

double-stranded DNA DNA doubie helix

sugar-phosphate
backbone

hydrogen-bonded
base pairs

Figura 4: A molécula de DNA é constituida por diferentes nucleotideos constituidos por
uma das quatro tipos de bases ligados & cadeia por um acucar e um fosfato. Cada
molécula é composta por 2 cadeias antiparalelas em forma de hélice que se mantém
unidas por pontes de hidrogénio entre os pares de bases (A-T; G-C) (Alberts et
al.,2002).
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A sequenciacdo do genoma humano é importante, uma vez que permite conhecer a
informagdo presente num segmento de DNA. Assim, essa informagdo da-nos, por
exemplo, a possibilidade de saber se esse segmento possui ou ndo determinados genes
responsaveis por certas doencas, mutaces ou caracteristicas. Este conhecimento é uma
das primeiras vantagens da sequenciacdo do genoma (Griffiths, 2013; NHGRI (2)).
Assim, a sequenciagdo promove novas descobertas em diferentes reas como a genetica,
a biologia, ciéncia forense entre outras. Porém surgem também contratempos

nomeadamente em questdes éticas de seguranca e saude publica (Franca et al., 2002).

Os primeiros métodos de sequenciacdo de &cidos nucleicos surgiram na década de 70
por Frederick Sanger, que deu 0 seu nome ao primeiro método de sequencia¢do do
genoma de grande impacto. Para atingir um objetivo mais ambicioso, 0s cientistas
desenvolveram uma série de tecnologias para aumentar a quantidade de amostras a ser
sequenciadas simultaneamente de forma mais rapida, técnicas de separacdo mais
sofisticadas e alternativas de visualizagdo. As maquinas usadas hoje em dia conseguem
sequenciar ate 96 amostras ao mesmo tempo sequenciando 750 a 1000 pares de bases
por reacdo, em comparagdo com as 250 a 500 pares de base do método Sanger original.
Em 14 de Abril de 2003 o National Human Genome Research Institute (NHGRI)
anunciou a conclusdo do Projeto Genoma Humano, com a sequenciacdo de todo o
genoma humano (Griffiths, 2013; NHGRI).

3- Tecnologias de seqguenciacao de genomas

i- Primeira Geracéao

e Sequenciacdo de Sanger

As técnicas de sequenciacdo do DNA sdo a chave para certos avancos nas mais diversas
areas. O primeiro método de sequenciagdo, como dito anteriormente, foi descrito por
Sanger e Coulson e utilizava DNA polimerase de Escherichia coli (Sanger & Coulson,

1975). Os produtos destas polimerases eram interpretados por eletroforese em gel de
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acrilamida. Porém, para tornar o método mais eficaz, 2 anos depois Sanger e 0s seus
colaboradores sujeitaram o método anterior a melhorias consecutivas (Sanger et al.,
1977). Esta evolugdo do método € designada por sequenciacdo dideoxy enzimatica e
viria a revolucionar a histdéria da genémica nos anos seguintes. Consistia numa reacéo
enzimatica que polimeriza os fragmentos de DNA complementares ao DNA a ser
analisado (Franca el al.,, 2002). Resumidamente, um iniciador, uma sequéncia
complementar ao DNA a sequenciar é fundido com uma regido especifica conhecida no
DNA a sequenciar, sendo isto um ponto de partida para a sequenciacdo do DNA. A
chave deste processo de sequenciacdo € a incorporacdo de desoxirribonucleotidos
trifosfatos (ANTP) A polimerizacdo é feita até a enzima incorporar um di-
desoxirribonucledtido (ddNTP) na cadeia em crescimento. Neste momento a reagdo €
interrompida, uma vez que um ddNTP nédo tem extremidade 3’OH que é necessaria para
a formacdo da ligacdo fosfodiéster com o nucleotideo seguinte (Adams, 2008). Este
método é realizado em quatro tubos diferentes, cada uma contendo a adequada
quantidade de um dos quatro terminadores (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) e a DNA
polimerase. Todos os fragmentos gerados possuem a mesma extremidade 5', enquanto a
extremidade 3’ ¢ determinada pelo didesoxirribonucledtido utilizado na rea¢do. Depois
de todas as quatro reagdes terminarem, os fragmentos de DNA sdo separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida. Os investigadores podem ver os fragmentes
alinhados por tamanho e saber qual a base que se encontra no fim de cada segmento.

Isso torna a sequéncia de DNA simples de ler (Franca el al., 2002; Adams, 2008).

e Sequenciacdo por Maxam & Gilbert

Outro método surgiu para a sequenciacdo do DNA por Maxam & Gilbert com base
numa degradacdo quimica. (Maxam & Gilbert, 1977). Neste método, os fragmentos de
DNA marcados na extremidade sdo submetidos a clivagem aleatéria em cada base
azotada (A, T, C, G) usando agentes quimicos especificos. Este ataque quimico é
baseado em trés passos, sendo eles a modificacdo da base, a remocdo da base
modificada a partir da cadeia de acucar dando-se por fim a clivagem do DNA na

posicdo da base (Maxam & Gilbert, 1977). Os produtos destas quatro reagdes sdo entdo
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separados usando eletroforese em gel de poliacrilamida (Franca el al., 2002). Este
método tem diversas vantagens em relacdo ao método de Sanger, uma vez que, O
fragmento pode ser sequenciado diretamente pelo DNA e ndo pelas suas copias, este
método é menos suscetivel a erros no que diz respeito a sequenciacdo € também

considerado um método simples e facil de controlar.

Apesar de todas as vantagens, este método tem alguns inconvenientes. Em primeiro
lugar, este método caracteriza-se pela lentiddo dos seus processos. Além disso exige a
utilizacdo de produtos quimicos perigosos que requerem cuidados especiais no
manuseamento. Ainda, a falta de homogeneidade quimica e fisica entre as cadeias de
DNA leva a polidisperséo na eletroforese dificultando a sua leitura. Por estas razdes este
método é pouco aplicado hoje em dia, mas ainda é utilizado quando o fragmento que
qgueremos sequenciar forma uma estrutura secundaria apos a desnaturacdo e nao permite

0 avango da DNA polimerase (Franca el al., 2002).

e Pirosequenciacao

A pirosequenciacdo é uma técnica de sequenciacdo de DNA baseada na detecdo de
pirofosfato libertado (PPi) durante a sintese de DNA. Nesta técnica decorre numa serie
de reacdes, onde se gera uma luz visivel que é proporcional ao nimero de nucleétidos
incorporados (Ronaghi, 2001). Esta serie iniciam-se com uma reacdo de polimerizacao
em que o PPi inorgéanico é libertado devido a incorporagdo dos nucleétidos. O PPi é
convertido em ATP pela ATP sulfurilase e produz luz. Como o nucledtido adicionado é

conhecido, a sequencia de DNA pode ser determinada (Ronaghi, 2001).

A pirosequenciacdo surge, entdo, como uma vertente inovadora da sequenciacdo que
permite uma caraterizacdo detalhada dos &cidos nucleicos, possuindo uma elevada
preciséo, flexibilidade, processamento paralelo, e facilidade em ser automatizada. Esta
técnica dispensa ainda a necessidade do uso de primers e nucledticos marcados e

eletroforese em gel (Ronaghi,2001).
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-  Segunda Geracéo

As plataformas de segunda geracdo podem gerar de 500 milhdes de bases (Roche) a
bilides de bases (Illumina, SOLID). Estes novos métodos assentam em processos
paralelos e ciclicos e amplificacdo de clones. Este processo pode ser feito usando
polimerizagdo ou ligagdo de DNA, sendo o resultado visualizado por
quimioluminescéncia (pirosequenciacdo), fluorescéncia (lllumina Genome Analyser),
ou sequenciacdo por oligo-ligacGes e fluorescéncia (SOLID) (Mcginn & Gut, 2012).
Human Genome Research Institute (NHGRI) inicialmente financiou uma série de
projetos que fizeram parte da revolucdo das tecnologias de sequenciacdo do genoma.
Recentemente, em dezembro de 2010, o NHGRI publicou um mapa mais detalhado da
variacdo genética humana usando tecnologias de sequenciacdo de DNA de ultima
geracdo para caracterizar as diferencas genéticas entre varios individuos de populacdes

em estudo.

e Roche 454/ FL X Pirosequenciacao

Esta técnica de segunda geracdo foi a primeira a ser introduzida no mercado em 2004 e
usa uma tecnologia de sequenciacdo alternativa conhecida como pirosequenciacao
(Mardis, 2008). Em pirosequenciacdo cada incorporacdo de nucledtidos de DNA
polimerase resulta na libertacdo de pirofosfato que inicia um série de reacdes que
culminam com a producéo de luz pela enzima luciferase. A quantidade de luz produzida
é proporcional ao nimero de nucledtidos incorporados. Nesta técnica as moléculas de
DNA sdo sequenciadas em paralelo apos a sua amplificacdo por PCR, ocorrendo assim
varias reacGes em milhares de esferas de agarose (Mardis, 2008). Uma vez que cada
esfera possui oligonucleotideos complementares as sequéncias especificas elas ficam
associadas a apenas um unico fragmento. Estes complexos séo isolados em micelas de
6leo/agua onde, na fase aquosa, estdo presentes reagentes de PCR. Cada micela produz
em pouco tempo cerca de um milhdo de moléculas prontas para a sequenciacao, ou seja,
cada esfera de agarose possui até um milh&o de copias do fragmento do DNA original a
sua superficie. (Figura 5). Estas moléculas amplificadas sdo depois sequenciadas em
paralelo pela técnica de pirosequenciacdo (Mardis, 2008).
13
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Figura 5: (A) Esquema representativo do funcionamento do sistema de sequenciagdo
comecando com a construcdo da “biblioteca” e ligagdo aos adaptadores. Apds a
formagdo das goticulas segue-se uma reagdo de PCR em emulsdo. As esferas formadas
encaixam nos pocos. (B) Esquema ilustrativo da reacdo de pirosequenciacdo (Ansorge,
2009)

¢ |lumina genome analyzer

Tal como no 454 da Roche, a técnica de sequenciacdo do Illumina necessita que as
sequéncias a serem determinadas sejam convertidas numa biblioteca de sequenciagdo
especial, sendo necessaria a deshaturacdo da cadeia dupla para se obter uma cadeia
Unica, que permita a amplificacdo das sequéncias para assim serem submetidas a
sequenciacdo. Assim, dois adaptadores diferentes sdo acrescentados as terminagdes 5’ e
3’ de todas as moléculas. As cadeias simples de DNA encontram-se em concentragdes
muito baixas ao longo de canais de uma célula de fluxo. Esta célula de fluxo tém na sua
superficie dois oligonucleotideos complementares aos adaptadores que se encontram
nos terminais 5’ e 3’ das moléculas. A nova molécula que esta a ser criada encontra-se
ligada covalentemente a celula de fluxo. Esta molécula dobra-se e vai ligar-se ao
oligonucleotideo complementar ao segundo adaptador que ndo estad ligado a placa,
podendo ser usado para sintetizar uma segunda cadeia ligada também covalentemente a
placa (Figura 6). Este processo, designado de amplificacdo de ponte, é repetido varias
vezes criando milhares de cdpias da sequéncia original. Assim as cépias estdo prontas

para serem sequenciadas (Kircher & Kelso, 2010). As moléculas de DNA sdo
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sequenciadas base a base em paralelo usando quatro nucle6tidos marcados com
fluorescéncia, que no final serdo excitados por um laser. Cada fluorocromo da origem a
uma cor diferente sendo assim possivel identificar a base que foi adicionada. Este
fluorocromo € depois retirado para que a proxima base se possa ligar ao template, € lida
entdo cada base adicionada em cada ciclo (Kircher & Kelso, 2010).
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e Applied biosystems solid

A plataforma Solid (Sequencing by Oligo Ligation and Detection) usa um adaptador-
ligando semelhante aos usados nos métodos descritos anteriormente. Este método usa
também uma emulsdo PCR com pequenas esferas magnéticas para amplificar os
fragmentos que vao ser sujeitos a sequenciacdo. No entanto esta técnica distingue-se das
anteriores devido a enzima utilizada. Neste caso € utilizada uma DNA ligase em vez da
DNA polimerase (Mardis, 2008). Nesta técnica uma mistura de sondas fluorescentes
compete para a ligacdo ao primer. Este primer de sequenciacdo é posteriormente
hibridizado com as copias da cadeia. Apos a medicdo da fluorescéncia, parte da
molécula é clivada da extremidade 5° deixando 2 nucledtidos e um grupo fosfato livre,
disponivel para se dar proxima reacdo de ligacdo (Kircher & Kelso, 2010). Os
fragmentos sintetizados sdo futuramente removidos por desnaturacdo iniciando-se,
entdo, uma segunda ronda de sequenciacdo com a hibridizacdo de um novo primer. O
sistema SOLID permite a sequenciacdo de mais de 300 milhGes de esferas. Assim 0s
sistemas, ABI SOLID e Illumina GA, sdo comparaveis em termos de rendimento e
preco. As duas diferencas mais importantes entre estas técnicas de segunda geracéo e as
de primeira geracdo referem-se ao comprimento da leitura das sequéncias e a
capacidade de correcdo dos erros, ou seja, a leitura € muito mais pequena e a capacidade

de correcédo de erros é muito mais alta (Mardis, 2008).

e Life technoligies ion proton

Esta técnica usa a incorporagdo enzimatica de bases semelhante a tecnologia da Roche,
usufruindo de uma tecnologia semicondutora, detetando os protdes libertados aquando
da incorporagdo dos nucledtidos durante o processo de sintese. Os fragmentos de DNA
com sequéncias que possuem um adaptador especifico sdo ligados e posteriormente
amplificados por clonagem em emulsdo de PCR, na superficie de esferas. Estas esferas,
conhecidas por lon Sphere Particles, sdo transferidas para 0s po¢os sensiveis a protdes e
a sequenciagdo € iniciada a partir de um local especifico na sequéncia (Quail et al.,
2012). Assim que se inicia a sequenciacgdo, cada uma das quatro bases (C, G, AeT) é
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introduzida sequencialmente e cada incorporacdo bem sucedida é determinada pela
variacdo de pH devido a libertacdo de H+ durante a incorporacdo de bases. Um sistema
com numerosos sensores de pH é usado em paralelo para detetar de que base se trata
(Mcginn & Gut, 2012). O PGM™ |onTorrent Personal Genome Machine tornou-se em
pouco tempo o aparelho de sequenciacdo mais vendido em todo o mundo, uma vez que,
também foi primeiro instrumento do género, comercializado pela Life Technologies.

Depois do sucesso do PGM™ a Life Technologies langou o TonProton™ Sequencer que
funciona por meio de chips facilitando assim o processo. Neste caso, existem
transistores de efeito de campo (FET’s) que sdo responsaveis pela detegdo das variagdes
de pH numa estrutura de micro pogos, onde cada pogo atua como um local individual de
polimerizacdo de DNA contendo uma DNA polimerase e um fragmento para
sequenciacdo. Sob esta camada de micropogos estd um estrato sensivel a ides, e uma
subcamada, composta por uma matriz de detetores FETs (Figura 7). Os FET detetam as
variagdes de pH durante a incorporacdo de bases e convertem este sinal em voltagem,

gravando os dados no software que permite a sua leitura (Niedringhaus et al., 2011).
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Figura 7: Esbogo do chip do TonProton™, (A) uma vista da camada do chip, revelando a
estrutura. Na camada superior € possivel observar pocos individuais de reacdo de
polimerizacdo e também as duas camadas inferiores que sdo compostas pelos sensores
FET. Cada poco possui um FET correspondente que deteta a mudanca no pH; (B)
Verificacdo da ocorréncia da reagdo em cada poco: incorporacao, pela DNA polimerase,
de uma repeticdo de dois nucledtidos com a libertacdo de 2 ides de hidrogénio; Na
figura & ainda possivel visualizar um grafico de leitura que permite a identificacdo das
bases (Niedringhaus et al., 2011).
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li-  Terceira Geragao

Como vimos anteriormente as plataformas de segunda geragdo necessitam da
amplificacdo dos fragmentos do DNA através do PCR, a fim de aumentar a intensidade
do sinal para assim permitir a sua detecdo. Embora a técnica de amplificacdo através do
PCR seja uma evolucéo para a analise do DNA, em alguns momentos pode levar a erros
na sequenciacdo de bases dos fragmentos que ndo existiam antes da amplificacdo
(Pareek et al., 2011).

Com o objetivo de ultrapassar essas limitacGes, surgiram entdo as técnicas de
sequenciacdo de terceira geracdo que sao definidas pela leitura direta em moléculas
Unicas, ndo sendo necessério, portanto um sistema enzimatico para amplificar as
sequéncias. Desta forma é possivel diminuir a possibilidade de ocorréncia de erros que
advinha da utilizagdo do sistema de amplificagdo (Mcginn & Gut, 2012).

Deste modo a terceira geragdo conseguiu superar as duas geracOes anteriores em termos
de comprimento de leitura da sequéncia, uma vez que se passou a sequenciar dezenas de
milhares de bases em vez das dezenas de bases por cada leitura. Esta nova geracédo
permite também uma maior rapidez do processo (10 000 a 20 000 vezes mais rapido) e
um maior rendimento (de dias para horas ou minutos). Por fim, além de exigir
quantidades inferiores de amostra, o seu custo por base sequenciada é também inferior
(Pareek et al.,2011). Comparagbes entre 0s varios sistemas de segunda e terceira

geracdo, que serdo explicados posteriormente, estdo representados na Tabela 1.
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Tabela 1: Comparacéo de plataformas de segunda e terceira geracao. (Adaptado de
(Pareek et al., 2011)

Empresa

Roche GS GLX

Illumina-

Life Technologies

Helicos

Pacific

Sollexa

Biosciences

Biosciences

www.454.com/in  www.solexa.c www3.appliedbio www.helicosbio.c ~ www.pacific
Site dex.asp om systems.com/AB_H om biosciences.c
ome om
HiSeq 2000,
Plataforma GS FLX Genome ABI SOLID, sOLid HeliScope SMRT
Titanium Analyzer IIE 4
ePCR clonal na Amplificacdo Detecdo de
Preparacéo superficie de clonal ePCR clonal na Detecdo de moléculas
esferas enzimaticaem  superficie de esferas  moléculas Unicas Unicas
vidro
Emissédo Emissédo .
Luz emitida de fluorescente fluorescente de Detecéo em Detecao  em
Caracteristica reaces de nucleotideos tempo real da  tempo real da

secundarias pela
libertacdo do
pirofosfato

nucleotideos
marcados com
fluorocromos

marcados com
fluorocromos

fluorescéncia

fluorescéncia

Amplificacdo Sequenciagdo
Método Emulséo de isotermal na Emuls&o de Sequenciacdo de  de moléculas
PCR/esferas “flow cell” PCR/esferas moléculas Unicas Unicas
Terminadores  Ligacdo de sondas a Terminadores Nucleotideos
Quimica Pirosequenciacdo  fluorescentes oligonucleotidos fluorescentes fluorescente
reversiveis reversiveis fosfo-ligados
Método de Terminadores
sequenciacdo  Pirosequenciacdo  fluorescentes Por ligases Uma base de cada  Por sintese
reversiveis vez
Comprimentos
de leitura 400 36 35 >1000 >1000
(bases)
Tempo por 10h 2-3 dias 6 dias 12 <1
leitura
Rendimento
bases/leitura 0,035 3-6 10-20 28 100/hora
(Gb)

e Helicos heliscope

Uma das primeiras técnicas de sequenciagdo capaz de sequenciar moléculas individuais
sem necessidade de amplificacdo foi introduzida por Braslavky em 2003, através da
empresa Heliscos. Este tipo de sequenciacdo tem a vantagem de nédo ser afetada por
erros na preparacdo de biblioteca ou na amplificacdo e facilita a sequenciacdo de

guantidades minimas de material genético (Braslavky et al., 2003).

Esta técnica baseia-se na tecnologia “true single molecule sequencing” — tSMS. O
processo inicia-se com a adicdo de poly-A-tail (cauda de vérias bases Adenina) a
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molécula de DNA para gerar fragmentos (Pareek et al., 2011). No ultimo passo da
poliadenilagdo é adicionada uma adenina marcada com fluorescéncia (Kircher & Kelso,
2010). Apds esta etapa a molécula vai hibridizar com nucleotideos poly-T universais
que estao presentes na superficie da “flow cell” do HeliScope. Esta hibridizacao vai
desencadear as reagdes de sequenciacdo. Um laser ilumina a superficie da “flow cell”
revelando a localizagcdo de cada template fluorescente (Pareek et al., 2011). Com estas
coordenadas identificadas, a adenina marcada com fluorescéncia, na terminagdo 3’, é
retirada e a sequenciagdo comega. Passam entdo pela “flow cell” polimerases com cada
nucledtido (A, C, G e T) marcado com fluorescéncia. E entdo lida a fluorescéncia das
bases que se ligaram as sequéncias antes de ser removido o fluoréfobo (Figura 8). Este
processo repete-se até se atingir o comprimento de leitura desejado (Kircher & Kelso,
2010).
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Figura 8: Tecnologia “true single molecule sequencing” — Tsms. Os fragmentos do
acido nucleico a analisar sdo hibridizados em posi¢des conhecidas na célula de fluxo. O
primer, a polimerase e os nucledtidos marcados sdao também adicionados. A proxima
base incorporada na cadeia sintetizada é determinada pela emissdo da fluorescéncia.
(Pareek et al., 2011).
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e Pacific biosciences SMRT

A tecnologia de sequenciacdo SMRT (Single Molecule Real Time) possibilita, pela
primeira vez, a observacdo de uma sintese natural de DNA pela DNA polimerase, A
reacdo de sequenciacdo de um fragmento de DNA ¢é feita por uma Unica DNA
polimerase ligada a uma zona de detecdo ZMW (Zero Mode Waveguide). A ZMW ¢é
uma camara cilindrica de metal, com aproximadamente 9 nm de didmetro que possui
uma base de vidro por onde passa a luz, para que seja possivel a leitura (Figura 9).
Assim, a tecnologia da Pacific Biosciences fornece fundamentalmente um novo tipo de
leitura, com o potencial de ultrapassar algumas limitacfes das tecnologias de ultima
geracdo disponiveis atualmente. Esta tecnologia fornece uma maior quantidade de
informac&o disponivel em menor tempo, menos custos e menor quantidade de erros
(Pareek et al., 2011).

Durante a sequenciacdo, o DNA da amostra € alongado pela polimerase usando
nucleétidos marcados na terminacdo fosfato com 4 tipos de fluorescéncia (uma cor para
cada base) presentes na solucdo (Figura 9). A marcacdo no grupo fosfato, ao contrario
da marcacdo feita na base permite que a enzima clive a fluorescéncia como parte do
processo de incorporacdo do nucleétido na cadeia nova de DNA, deixando assim uma
cadeia sintetizada natural. Esta inovagdo demonstra a utilidade da técnica pela
exploragdo das propriedades da DNA polimerase. A medida que a polimerase elonga a
sequéncia vai adicionar um nucledtido de cada vez, durante este periodo de
incorporacdo é possivel ler a fluorescéncia emitida pelo nucleétido individualmente.
Subsequentemente, a leitura simultanea e continua da fluorescéncia permite a
determinacdo da sequéncia de DNA em cada uma das milhares de camaras ZMW
(Pareek et al., 2011).
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Figura 9: Durante a sequenciacdo uma DNA polimerase é imobilizada no fundo da
camara ZMT. E adicionado um nucleétido de cada vez, cada um dos 4 nucleétidos esta
marcado com uma fluorescéncia de cor diferente. Cada vez que uma base é detetada é
emitida a fluorescéncia especifica de cada uma. Este processo ocorre em paralelo nas
milhas de camaraz ZMT que compdem a célula SMRT (Pacific Biosciences, 2014).

e Nanopore sequencing

As nanotecnologias tém sido consideradas como as tecnologias de auge para a
sequenciacdo de uma Unica molécula de DNA. Atualmente estdo a ser desenvolvidos
varios conceitos e tecnologias baseados na sequenciacdo utilizando diversos nanoporos
(Zhang et al., 2011).

A sequenciacdo de uma molécula de DNA, utilizando um sequenciador de DNA
Nanopore, ndo exige a marcacdo de nucleodtidos para a sua detecdo. Esta técnica foi
desenvolvida a partir de estudos de translocacdo do DNA atraves de varios nanoporos
artificiais ou proteicos. A sequenciagédo de DNA com o instrumento Nanopore baseia-se
na conversao do sinal elétrico que percorre um nanoporo, quando este é atravessado por
um nucledtido. No sistema desenvolvido pela Oxford Nanopore, 0 nanoporo consiste
num poro proteico de a-hemolisina, o qual se liga covalentemente a uma molécula de

ciclodextrina (local de ligacéo para os nucleotidos) (Pareek et al., 2011)

O principio da técnica assenta nha modulacdo da corrente idnica que atravessa 0 poro,
revelando pardmetros da molécula de DNA, como por exemplo a sua conformacéo,

comprimento e didmetro. Durante o processo da sequenciacdo, a corrente idnica que
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atravessa 0 nanoporo é bloqueada por um nucleétido. Este tempo de bloqueio é
caracteristico de cada base permitindo assim determinar a sequencia de DNA (Pareek et
al., 2011).

As vantagens do uso de nanoporos bioldgicos incluem a possibilidade de serem
facilmente modificados, o seu tamanho estar bem definido e poderem ser produzidos em

massa, sem alterar o tamanho e estrutura (Mcginn & Gut, 2012).
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I11- Resposta aos Farmacos

1. Variabilidade humana na resposta aos farmacos

I- Problemas de seguranca e eficicia

As diferentes reacBes aos farmacos entre os pacientes € um facto conhecido e é um
grave problema na medicina. Estas diferentes reagdes advém de diversos fatores tais
como doencas secundarias e meio ambiente. No entanto a variacdo no genoma humano
¢ a maior causa para a variabilidade na resposta aos farmacos. Estes fatores afetam a
absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e excre¢cdo dos farmacos podendo levar,
habitualmente, & ocorréncia de reacOes adversas. Estas reagcdes sdo responsaveis por
milhdes de hospitalizagdes e milhares de mortes por ano apenas nos Estados Unidos
(Brockmoller & Tzvetkov, 2007).

Assim, saude publica abrange vérias preocupacdes atuais, entre elas, o uso racional do
medicamento com a consequente otimizacao das terapéuticas. Esta otimizacdo assenta
em dois grandes focos: a seguranca e a eficacia, sendo prioritarios para anulagdo de
problemas relacionados com a seguranca (reacOes adversas) e a maximizagdo de
questdes relacionadas com a eficicia. Estes dois pontos sdo, portanto, 0s objetivos
principais no desenvolvimento dos medicamentos. No entanto, a seguranca é relativa
dado que todo o farmaco pode ser prejudicial tendo em conta diversos fatores como a
janela terapéutica, isto €, a diferenca entre uma dose habitualmente eficaz e uma dose
que possa produzir efeitos secundarios. A fim de melhorar a eficécia e a seguranca dos
farmacos e para um melhor entendimento das consequéncias da sua administracdo
surgiram rapidamente &reas cientificas como farmacogenética e a farmacogenomica
com o objetivo de explicar a associacdo das reacOes adversas com a genética do
paciente (Shastry, 2005). Embora semelhantes estes termos tém significados diferentes.
Farmacogenética foca-se nas alteracdes genéticas apenas de um Unico gene relacionado
com a diferenca das respostas aos farmacos, enquanto que a farmacogendémica se foca
em muitos genes, ou seja utiliza uma abordagem ampla do genoma para estudar todo o

espectro de genes envolvidos nas diferentes respostas. A relacdo entre o genoétipo e a
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resposta aos farmacos deve assumir, entdo, um importante papel no diagnostico e
tratamento, podendo desta forma fornecer as bases para uma abordagem racional para
prescricdo de medicamentos, através da identificacdo e definicdo de varios
polimorfismos nas enzimas metabolizadoras e transportadoras dos farmacos (Shastry,
2005). Neste contexto, a Farmacogenomica é hoje uma area em expansdo e podera deter
as ferramentas necessarias que possibilitam a construcdo de respostas terapéuticas
dirigidas ao perfil genético dos individuos, permitindo respeitar a variabilidade intra e
inter-individual. Atualmente, os novos medicamentos sdo desenvolvidos através de
varios ensaios controlados que permitem avaliar a sua seguranca e eficécia, aplicando os

mais altos padrdes cientificos que orientam a sua atividade.

E de realcar que a importancia do gendtipo é maior em terapias onde a resposta
individual é dificil de prever. Por exemplo, nas terapias antidepressivas, onde 30% dos
pacientes ndo respondem de forma eficaz ao tratamento. Nestes casos é importante
conhecer todos os fatores individuais, tais como, a taxa metabdlica, tratamentos
anteriores, fatores genéticos envolvidos nos alvos do farmaco e nas enzimas
metabolizadoras, a fim de melhorar o tratamento, por exemplo, através do ajustamento
da dose de acordo com o genotipo, mudar a estratégia terapéutica ou até mesmo de

farmaco (Kirchheiner & Seeringer, 2006).

Ii-  Variacgdes na metabolizacéo

Para muitos farmacos os polimorfismos nos genes que codificam enzimas
transportadoras e metabolizadoras dos farmacos determinam a sua eficacia e a
seguranga. A primeira descoberta no ambito da farmacogenética foi feita ha mais de 50
anos em doentes com uma deficiéncia na enzima glicose-6-fosfato-desidrogenase. Estes
doentes desenvolveram hemolise quando tratados com primaquina (um antimalarico
muito usado na altura) e foi desenvolvida uma correlacéo entre a deficiéncia enzimatica

e a reacdo adversa observada. (Shin, et al., 2009).

Um dos principais sistemas enzimaticos do organismo que atua sobre os farmacos é o
sistema citocromo P450, também chamado de sistema CYP450 ou sistema P450. Séo

encontradas principalmente no figado, localizando-se a nivel do reticulo endoplasmatico
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liso, nas mitocondrias e em outras membranas. Entre as enzimas metabolizadoras sdo as
do CYP 450 que detém um papel mais importante afetando, assim, a farmacocinética do
farmaco alterando todo o processo desde a administracdo até a excrecdo, o que leva a
alteracdo da farmacodindmica, ou seja, alteram os efeitos fisiologicos dos farmacos e 0s
seus mecanismos de acédo, levando a diferentes respostas de paciente para paciente, uma
vez que a concentracdo do farmaco no sangue é alterada (Kirchheiner & Seeringer,
2006; Suarez-Kurtz, 2004).

Em geral, os medicamentos sdo convertidos em metabolitos mais sollveis em agua, ou
seja, sdo sujeitos a um processo de biotransformacao (reagdes de fase I e I1), que facilita
a sua excrecdo. Estes polimorfismos das enzimas que participam no metabolismo
podem afetar as reacdes de fase | (oxidacdo, reducdo e hidrolise) e as reacdes de fase Il
(reacbes de conjugacdo, acetilacdo, glucoronidacdo, metilacdo e sulfatacdo). Estes
polimorfismos nas enzimas de fase | e de fase Il causam uma importante variacdo na

resposta aos farmacos (Tabela 2)

Tabela 2 : Exemplo do impacto doa alelos das enzimas metabolizadoras nos varios
farmacos (Sim et al., 2011).

Drug Clinien ime Imypencting DME alleles Literature suppart Imypact of Impext of DME  Type of clinical
of DME biomarker DME biarmarker an parameler
biomarker climical aflechef
an PK paEITEkE
‘Warfarin Cardiovascular disorden YP2C9"2 and *3 Extensive High Modest Bleeding
Clopidogrel Cardiovascular disorden CYPAC19%2, =3 *17 Esctesris e High Mhocke st Stent thrombosis and
bleeding
Tamaoadken Bresst cancer CYPADN fvariows) Relatively gosod High Mhocke st Breast cancer
MECLINTEnOE
Tacmdimus Organ trans plantation CYP3AS " Relatively gosod R Lativeshy Small Giraft rejection
stroneg
Antidepressants  Depression CYPADN fvariows) Insufficient number High Unknown Mo ponss
of studies
Escitabopram Dhe e ssion CYPAC19%17 Insufficient number High Unknown Mo ponss
of studies
K& AIDs Pain refief CYP2C9"2 and *3 Insufficient number Modest Undkenaonwn Gl bleeding
of studies
Irinotecan Calorectsl cancer LGTiATI28 i High Mhocke st Miye labosdicity
&MAP and AZA Leukemis and chronic TPAMT™2, TEAMT"3A and i High Mhocke st Miye laboadicity
inflamm ation TPMT™3C
Comchesine Pain refief CYPADN fvariows) Relatively gosod High Lirmited Response or CNS
dspre a5 on,
Abbrvistions AZA, azathiopdne; CONS, central nervous systenm; DME, drug-metabolizing encyme Gl gastraintestinal §-3P. §-mercaptopurine; NSAID
nan-stenoidal anti-inflammatory drug; PE, pharmaadki netic.

Devido a esta variabilidade genética, as populacdes podem ser classificados de acordo
com o seu perfil metabdlico como metabolizadores pobres ou lentos, intermédios,
rapidos e ultra-rapidos (figura 10). Os metabolizadores lentos, em geral, s&o individuos
com diminuicdo ou auséncia da enzima metabolizadora, o que leva ao aumento da
concentracdo de farmaco, podendo levar ao aparecimento de reacGes adversas por

sobredosagem. Os metabolizadores intermédios, sdo 0s que apresentam o metabolismo
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mais comum na populacdo, neste caso a concentra¢do de farmaco seré de acordo com a
esperada. J& o fendtipo de metabolizadores rapidos e ultra-rapidos podem derivar de um
aumento na producdo da enzima metabolizadora associado a uma ou mdultiplas
duplicacdes do gene que codifica a enzima. Nestas situacfes a concentracdo de farmaco

sera abaixo da janela terapéutica, ndo havendo assim, efeito clinico desejado.

Este perfil metabdlico além de influenciar a resposta aos farmacos influencia também,
de forma oposta, a resposta aos pro-farmacos. Os pro-farmacos precisam ser
metabolizados pelas CYPs para, s entéo, se tornarem efetivos, como é o caso de muitos
analgeésicos opidides que devem ser ativados pelo CYP2D6. No entanto, 2% a 10% da
populacdo sdo metabolizadores lentos que possuem um alelo da enzima CYP2D6 ndo
funcional, havendo assim, uma resisténcia aos efeitos analgésicos destes medicamentos
(Evans & Johnson, 2001). No caso de metabolizadores rapidos os pré-farmacos sao
rapidamente tornados ativos devido a elevada metabolizacdo, podendo levar ao aumento

da concentracéo.
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lentos, intermédios, rapidos e ultra-rapidos (Metzger et al., 2006).

Ou seja, a genética ao causar variacdo no metabolismo do farmaco vai levar a uma
alteracdo da clearance, no tempo de semi-vida e na concentracdo méaxima. Estas
diferencas na farmacocinética devem assumir uma importancia e devem levar a
consideracdo do ajustamento da dose em funcdo do genotipo em diversas ocasides.

Estes ajustamentos da dose podem ser calculados de acordo com o0s principios da

bioequivaléncia, da atividade dos metabolitos, e da janela terapéutica (figura 11).
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Figura 11: Principio do célculo do ajustamento da dose em funcdo do gendtipo com
base nas diferencas nos parametros farmacocinéticos, como a clearance e AUC. As
doses teoricas para os subgrupos: metabolizadores pobres, intermédios, extensos e ultra-

rapidos sdo retratados como dosagens especificas de gendtipo esquematicos, a fim de
obter valores iguais de concentracao plasmatica (Kirchheiner & Seeringer, 2006).

No entanto, nem todos os farmacos sdo adequados para a realizacdo deste ajuste e
otimizacdo da dose. As terapias medicamentosas que exigem uma administracao rapida
ndo permitem a realiza¢do dos testes para o calculo da dose baseada no gendtipo. Além
disso, os farmacos que possuem uma grande janela terapéutica ndo justificam o esforco
e 0s custos associados ao ajustamento da dose segundo o genotipo. Por outro lado
existem tratamentos onde a dosagem deve ser cuidadosamente administrada e calculada
de forma individualizada. Para dar um exemplo, o tratamento de insuficiéncia cardiaca
com [B-Bloqueadores exige, mesmo em concentragdes baixas, um ajustamento da dose,
uma vez que, a genética leva a diferengas no metabolismo do farmaco, podendo levar a

gue a concentracdo ultrapasse a janela terapéutica (Kirchheiner & Seeringer, 2006).
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Um dos farmacos mais afetados pelos polimorfismos das enzimas metabolizadoras é a
varfarina. Embora amplamente utilizada para o tratamento e prevencdo de doencas
tromboembdlicas, a varfarina é conhecida por ter uma janela terapéutica estreita, e por
apresentar uma grande variabilidade individual na resposta clinica, elevada percentagem
de reacOes adversas, algumas até, letais. A varfarina exige, assim, um ajuste cuidado da
dose terapéutica de paciente para paciente (Tomalik-Sharte et al., 2006). Além disso, 0s
polimorfismos genéticos de um numero grande de enzimas envolvidas na acao
farmacoldgica e farmacocinética da varfarina demonstraram ser importantes na
determinacdo da variabilidade individual no tratamento com varfarina. A partir dessas
perspetivas, a terapia anticoagulante com varfarina é considerada um modelo bem
adaptada a medicina individualizada (Rettie & Tai, 2006).

A dose padréo de varfarina é de 4 a 6 mg / dia. No entanto, a dose diaria eficaz varia de
0,5 a mais do que 30 mg de paciente para paciente. Os doentes que receberam uma dose
de varfarina insuficiente correm o risco de ndo conseguir controlar a coagulacdo do
sangue, enquanto que nos pacientes que recebam uma dose elevada existe um risco
grande de hemorragia. A monitorizacdo frequente dos pacientes durante a terapia com

varfarina é considerada pratica comum (Qiang & Lu, 2011).

Existem vérios polimorfismos genéticos associados a variabilidade individual de
tratamento com varfarina, estes incluem polimorfismos do gene VKORCL1 e da enzima
CYP2C9 responsaveis pelo seu metabolismo. Por exemplo, as pessoas portadoras do
alelo 1173T/T do gene VKORCL1 requerem cerca de metade da dose diaria de varfarina
em comparagdo com pacientes com o alelo 1173C/C. Por outro lado, pacientes
portadores do alelo CYP2C9*2 e CYP2C9*3 tém capacidade reduzida para metabolizar
a varfarina resultando num aumento da concentracéo plasmatica, podendo ainda, levar a
uma sobredosagem. Estes pacientes tém um maior risco de desenvolvimento de efeitos
colaterais do que os portadores do alelo CYP2C9*1. Portanto, a genotipagem dos
pacientes antes da terapia com varfarina pode reduzir a percentagem de efeitos adversos
e facilitar a obtencdo do equilibrio entre o efeito terapéutico e risco de hemorragia
(Gage & Lesko, 2008; Kim et al, 2009.).
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2- A gendmica e a medicina personalizada: janela de oportunidades

I- Vantages para a industria

e Novos desenhos de ensaios clinicos

Além de otimizar o uso de medicamentos prescritos atualmente, a farmacogendémica
também pode oferecer novas estratégias no processo de desenvolvimento de
medicamentos (Evans & Johnson, 2001).

Nos estudos pré-clinicos ou na fase | dos ensaios clinicos, a genotipagem pode ser util
para excluir ou incluir grupos gendmicos particulares e definidos, com o objetivo de
aumentar as possibilidades de um farmaco se mostrar seguro. Isto leva a inddstria
farmacéutica a usar a farmacogendémica ou a farmacogenética, conforme o caso, na fase
inicial dos ensaios clinicos para se assegurar que as populacfes dos estudos sao
representativas da populacdo em geral, nomeadamente ao nivel das variacGes genéticas

associadas ao metabolismo (Grant & Hakonarson, 2007).

Esta situacdo pode ajudar favoravelmente a minimizar o risco do ensaio ou a diminuir o
risco de um farmaco falhar num estado muito avancado do seu desenvolvimento,

aumentando a seguranca do produto final.

Numa fase do ensaio mais avancada, fase Il ou fase Ill, a farmacogenémica e a
farmacogenética podem ser usadas para identificar geneticamente grupos definidos que
tém um elevado risco de desenvolver reagdes adversas graves, ou de forma prospetiva,
em que se podem testar novos farmacos em sub-populacdes de doentes que se acredita
responderem melhor (Shin et al., 2009). Esta situacdo podera ser particularmente
importante na identificacdo de uma terapéutica que seja altamente efetiva mas que
esteja associada a poucas, mas graves, reacdes adversas com base genética. Estes grupos
podem ser identificados e excluidos em posteriores ensaios (Ingelman-Sunberg, 2008).
Isto é, pode ser possivel reduzir o nimero de individuos necessarios nos ensaios clinicos
na fase Il e Ill, eliminando aqueles podem n&o responder devido a polimorfismos

enzimas metabolizadoras de farmacos ou nos alvos dos farmacos. Uma vez o farmaco
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aprovado e lancado, ele seria administrado a populagdo com maior probabilidade de
beneficiar (Figura 12).

POTENCIAL DA FARMACOGENOMICA

Grupo de pacientes com o mesmo diagnostico

* Grupo com perfil genético
' i 1 que nao responde ou que
apresenta
’ s toxicidade ﬁ
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Figura 12: O potencial da farmacogenética e da farmacogenomica € identificar os
pacientes dentro de uma populagdo com o mesmo diagndstico (por exemplo,
hipertensdo, leucemia, asma, etc), que estdo geneticamente predispostas a responder, ou
ndo, ao tratamento ou para desenvolver uma toxicidade. Assim é possivel alterar o
tratamento do grupo com o perfil genético que ndo responde ao convencional. A
restante populacdo pode entdo ser tratado com a terapia convencional (Adaptado de:
Evans & Johnson, 2001).

Tratamento com um farmaco
alterantivo ou ajuste da dose

i Grupo com perfil genético
’ com uma resposta

favoravel

A farmacogenética/farmacogendmica é, entdo, uma ferramenta Gtil no desenvolvimento
de novos medicamentos pelas industrias farmacéuticas. O processo de aprovacdo de um
medicamento poderd ser facilitado e encurtado ao realizar testes com populacfes
caracterizadas geneticamente. Isso traria um maior sucesso nos testes de novos
medicamentos e reduziria 0s custos e riscos associados. Além disso permite ainda a
reavaliacdo de farmacos ja ensaiados e rejeitados, permitindo a sua utilizagdo a uma

parcela da populacéo que responda positivamente ao tratamento (Kalow, 2002).
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Exemplo de fa&rmacos que possam estar sujeitos a esta reavaliacdo sdo os antibidticos.
Estes farmacos sdo utilizados para combater infegdes bacterianas, matando ou inibindo
0 crescimento dos microrganismos, sendo capazes de inibir em baixas doses, processos
vitais das bactérias (Kester et al., 2008). A necessidade de novos antibidticos é maior
agora do que antes, devido as multi-resisténcias dos patogénicos mais comuns que se

desenvolveram pelo uso irracional e abusivo destes farmacos ao longo dos ultimos anos.

No entanto o nimero de antibioticos novos tem vindo a ser reduzido pela FDA (Figura
13) Esta medida tem por base questdes econémicas, uma vez que 0 maior interesse esta
no lancamento de medicamentos de uso cronico, e ndo de curta de duracdo. Os
antibidticos possuem também um alto custo por produto aprovado (Spellberg et al.,
2004)
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Figura 13: Reducdo de quase 56% do numero de novos antibioticos aprovados pela
FDA ao longo dos anos de 1983 a 2002 (Spellberg et al., 2004).

Uma vez que ndo sdo langados novos antibioticos e os existentes atualmente comegcam a
tornar-se ineficazes devido as resisténcias, uma das possibilidades é o retorno a
antibioticos antigos com pouco uso atualmente. Esta recuperagdo pode levar a um
amento da eficicia clinica, uma vez que, pode levar a uma acdo sinérgica ou acdo
combinada com um antibiotico atual, que por si s6 ja ndo é tao eficaz (Spellberg et al.,
2004).
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e Novas oportunidades de desenho de novos farmacos

O campo da farmacogenémica comegou com um foco no metabolismo dos farmacos,
porém tem-se estendido atualmente também para a sua distribuicdo, incluindo assim,
recetores e uma crescente lista de transportadores que influenciam a absorcdo,
distribuicdo e excrecdo das drogas, assim como de alvos terapéuticos que podem
modular a resposta das drogas. Entende-se por alvos terapéuticos como: uma proteina
onde o farmaco vai atuar (recetor ou enzima), proteina envolvida na resposta
farmacoldgica, ou proteina associada ao risco de uma patologia que vai ser alterada pelo
farmaco. O grande objetivo da farmacogendmica no estudo dos alvos das drogas
identificar a base hereditaria para a variabilidade inter-individual na resposta a droga e
toxicidade, particularmente quando esta variabilidade nédo € explicada por diferencas na
concentracdo do farmaco (Evans & Johnson, 2001). Este espectro mais alargado permite
uma evolucdo dos ensaios clinicos, permitindo assim uma maior area de agdo e
investigacdo. Além da identificacdo e da validacdo de novos alvos terapéuticos, uma das
varias aplicacdes da gendmica ao nivel da inddstria farmacéutica tem sido a ajuda na
selecdo dos melhores farmacos para um alvo em particular (Schmedders et al., 2003).
Isto acontece porque, um dos mais importantes contributos da genémica é contribuir
para a compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos numa determinada doenga
(Thorn et al., 2007).

A indastria farmacéutica utiliza, cada vez mais, técnicas relacionadas com a
farmacogendémica e com a farmacogenética e a informacdo que delas resulta para o
processo de desenvolvimento de novos farmacos (Shin et al., 2009). Assim, na
descoberta de novos farmacos que abrangem toda a populagdo, sé as moléculas
candidatas que ndo mostram variacGes significativas na eficacia, perante os alelos mais
comuns do alvo identificado, seguem para desenvolvimento, reduzindo assim, a
probabilidade de serem rejeitados num estado mais avancado do desenvolvimento
(Schmedders et al., 2003).

Na descoberta de novos farmacos dirigidos a determinadas sub-populagdes, na maioria

dos casos, 0s grupos-alvo destes farmacos sdo individuos com uma determinada
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variacdo genética, que poderdo beneficiar bastante da terapéutica, respondendo bem a
esta. Estes farmacos provavelmente terdo que ser aprovados e considerados seguros em
todos os grupos de individuos, mas poderdo ser licenciados e comercializados
especificamente para o grupo de individuos que responde bem, ou seja, tera um

“mercado” restrito mas extremamente efetivo (Kollek et al., 2006)

li-  Vantagens para o doente

Como jé foi dito, farmacogenética/farmacogendémica é um campo em que a genética do
paciente é levado em consideracdo durante o tratamento com diversos farmacos. Estas
terapias individualizadas além de melhorarem a resposta ao tratamento, diminuem o
numero de pacientes que sofrem reacdes adversas aos medicamentos (Ingelman-
Sundberg et al., 2007). Além de diminuir o nimero de rea¢Oes adversas existe ainda a
vantagem de evitar a exposi¢do do paciente a um longo periodo de terapia baseado na
tentativa e erro. Cabe recordar que, nesse processo, muitos pacientes apds prescricoes
ineficazes acabam por abandonar o tratamento ndo aguardando, assim, por uma terapia
eficaz (Lima et al., 2004).

A medida que esta visdo da medicina personalizada se vai tornando gradualmente uma
realidade na prética clinica corrente, o tratamento prescrito pelos médicos e as vidas dos
doentes estdo a mudar. O geneticista americano Francis S. Collins afirma que “Estamos
na linha da frente de uma verdadeira revolugdo em medicina.”. Este cientista ajudou a
descodificar a sequéncia genética do ser humano como responsavel pelo Projeto de
Genoma Humano e foi nomeado diretor do Instituto Nacional de Saide dos EUA em
2009. Collins acredita que a medicina personalizada pode ser muito mais eficaz que a
abordagem tradicional de “tratamento igual” para todos — isto €, 0 mesmo medicamento
para todas as pessoas (National Institutes of Health- NHI, 2014). Segundo este ponto de
vista, esta perspetiva anuncia uma alteracdo dramatica de paradigma em medicina. Esta
mudanca de paradigma, juntamente com outros avancos em medicina personalizada,
pode alterar a forma como os médicos diagnosticam e tratam muitas doengas. Uma
andlise inicial ao sangue ou a um tecido pode determinar a eficicia de um dado

medicamento para um doente especifico, ajudando a prever a forma como um doente ird
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tolerar o tratamento e se poderd ter sucesso. Estes testes e perfil molecular fazem
principalmente o rastreio de substancias organicas denominadas biomarcadores (figura
14). A maioria dos biomarcadores sdo proteinas, mas podem também ser moléculas
como &cidos gordos ou moléculas com caracteristicas génicas, incluindo o DNA e os
RNAs. Os biomarcadores genéticos podem ter um importante destaque na identificacdo
de doentes que previsivelmente respondem e de doentes que ndo respondem a
determinada terapéutica, evitando efeitos toxicos e permitindo um ajuste na dose dos
farmacos de forma a otimizar a sua eficicia e seguranca (Ingelman-Sunberg, 2008).
Estes biomarcadores podem ser classificados segundo a sua utilizacdo especifica:
resposta clinica e diferenciagdo dessa mesma resposta, identificacdo do risco, calculo da

dose, suscetibilidade e resisténcia (Ingelman-Sunberg, 2008).

A FDA reconheceu na farmacogenémica/farmacogenética uma forma de identificacéo
de novos biomarcadores que poderdo ser muito Uteis no desenvolvimento de novos
farmacos (FDA, 2009), tais como os biomarcadores preditivos de Reacdes Adversas
Medicamentosas (RAMs).

Biomarcadores e o processo de diagnostico y
@ ] %é
Doente Amostras de tecidos, Andlise e identificagdo de biomarcadores Escolha de medicamento
sangue ou fluidos corporais personalizado de acordo

com os Blomarcadores

Figura 14: A medicina personalizada fundamenta-se na analise e identificacdo de
Biomarcadores através de amostras de tecidos, sangue ou fluidos corporais do doente, a
fim de se escolher um medicamento personalizado de acordo com os resultados. Assim,
aumentamos a eficacia do tratamento com a vantagem de se diminuir a probabilidade de
efeitos adversos (Pfizer, 2014).

Para os doentes, a medicina personalizada detém a promessa de terapéuticas mais
eficazes e com menos efeitos secundarios, podendo assim, ser poupados a perspetiva de
um tratamento com efeitos adversos significativos e pouco ou nenhum efeito

terapéutico. Aumenta igualmente a eficiéncia global da prestacdo de cuidados de saude
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uma vez que tragar o perfil molecular pode descartar certos tratamentos em doentes que
n&do irdo responder aos mesmos. Esta nova perspetiva proporciona aos doentes opcoes
terapéuticas sem precedentes. Se um farmaco ainda tem que ser aprovado para uma
dada indicacdo, o tratamento no ambito de um ensaio clinico pode bem ser uma
alternativa. As técnicas de rastreio que identificam biomarcadores especificos permitem
que alguns doentes sejam incluidos em ensaios clinicos e possam beneficiar de novos

farmacos (Ingelman-Sundberg et al., 2007).

ili- Desafios a resolver

Mais de 50 anos de pesquisa dos efeitos da farmacogenética/farmacogendémica onde é
demonstrado o impacto da variabilidade genética no metabolismo dos diversos
farmacos, ainda ndo levaram ao advento da medicina personalizada (Kirchheiner &
Seeringer, 2006). A complexidade de algumas doencas e das variagdes dos genes e 0s
custos associados, podem-se tornar potenciais barreiras a incorporacdo da
farmacogenética e da farmacogendémica como pratica habitual no diagnostico e
tratamento. Este processo obriga a um aumento da educacdo na comunidade clinica e ao
entendimento do termos farmacogenética/farmacogenémica pela lei pablica. Como
disse Gurvitz e Rehavi em 2005 a “A educagdo dos profissionais de saude em
farmacogenética como parte de seu curriculo em farmacologia, e a exposicdo de seu
potencial para a populagdo em geral, serdo indispensaveis para o sucesso da medicina
personalizada” (Gurwitz & Rehavi, 2005). Um dos desafios a resolver passa pela
diminuicdo do custo da sequenciacdo de DNA. Enquanto que a sequenciacdo do
genoma custava cerca de $ 500.000 ddlares norte-americanos em 2000, esse custo ja foi
reduzido para $ 50.000 délares norte-americanos em 2010 e os peritos calculam que o
preco possa descer em breve para valores inferiores a $1.000 ddlares norte-americanos,
existindo uma empresa (recentemente adquirida pela Roche) com o objetivo de reduzir
este valor para cerca de $100 por genoma. O oncologista britanico Ultan McDermott
afirma que em poucos anos poderdo estar disponiveis plataformas para a sequéncia

completa do genoma humana por poucas centenas de ddlares americanos. Embora o
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custo da sequenciacdo do DNA esteja a diminuir drasticamente, os valores de custo-
efetividade da medicina genémica continuam limitados (McDermott et al., 2011).

Embora o tratamento individualizado seja ainda um desafio comeca no entanto a ser
uma realidade no desenvolvimento nos novos farmacos, uma vez que apresenta diversas
vantagens em termos de salde publica permitindo ao mesmo tempo reduzir a
percentagem de efeitos adversos, como ja mencionada anteriormente (Brockmoller &
Tzvetkov, 2007). E fundamental notar que muitos genes podem influenciar as respostas
aos medicamentos, 0 que torna bastante complexa a tarefa de identificar quais as
variacBes genéticas que sdo mais relevantes. Validar clinicamente os marcadores
genéticos de maior relevancia clinica talvez seja o mais importante fator limitante do
uso da informacéo genética na tomada de decisdes terapéuticas. Com o tempo, vao estar
disponiveis cada vez mais tratamentos dirigidos. Novos medicamentos para tratar
diversas patologias estdo em desenvolvimento, e varios ensaios clinicos ja estdo a ser

realizados (Metzger et al., 2006).

iv-  Problemas éticos

Ha vérias razdes para que a farmacogendmica na medicina ndao avance tao rapidamente
como esperado. Além das dificuldades cientificas e das questdes econOmicas ja
discutidas, as questdes éticas e sociais constituem também um desafio. E de salientar
também as consequéncias psicoldgicas, a violacdo da privacidade ou a discriminacao.
Talvez o futuro passe pela criagdo de uma base de dados confidencial contendo o
gendtipo de cada paciente. Contudo, se a privacidade dessa base de dados fosse violada,
pessoas Ou grupos que carregam VvariagOes genéticas associadas as mais diversas
fisiopatologias podem estar em desvantagem. Esta desvantagem caracteriza-se pela
perda da igualdade do acesso aos cuidados de saude e, até mesmo a dificuldade em
obter um seguro de salde, uma vez que, ndo € do interesse econémico uma companhia
de seguros proteger pessoas ou grupos que detém uma probabilidade elevada de

desenvolver uma doenca (Moran et al., 2011).
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Ainda, a estratificacdo de uma populagdo em sub-populagdes, provocada pela aplicacéo
da farmacogendmica, podera causar repressdes, no caso do ndo investimento no
desenvolvimento de farmacos para populacGes especificas pouco numerosas, dado que
ndo constitui um investimento atrativo para as empresas, o que releva questdes de
imparcialidade. Deste modo, algumas populacdes podem deixar de ter acesso a
terapéuticas novas e mais efetivas, nomeadamente porque a terapéutica para estes
individuos, quando desenvolvida, podera vir a ser bastante mais cara. Aqui poderao
estar em causa problemas éticos sérios que terdo que ser considerados pelas entidades

reguladoras nacionais e sobretudo, pelas internacionais (Moran et al., 2011)
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IV- Farmacogendmica: exemplos

1- Casos de sucesso

Atualmente, nos Estados Unidos da América, cerca de 120 farmacos tém incluidas na
sua descricdo descobertas no ambito da farmacogenética/farmacogendmica (Frueh, et
al., 2008) reconhecidas pela FDA. Estes farmacos incluem-se em diversas &reas
terapéuticas como as doengas infecciosas (0 voriconazole), a cardiologia e a
hematologia (a varfarina), a neurologia (a carbamazepina), a psiquiatria (a atomoxetina)
e a oncologia (a azatioprina, o irinotecano, o trastuzumab e o cetuximab) (Shin, et al.,
2009). S&o ainda exemplos o imatinib, um antineopléasico, inibidor enzimatico
especifico (da enzima tirosinacinase), usado no tratamento de alguns tipos de cancro,
nomeadamente na leucemia mieldide cronica; e o erlotinib e o gefitinib, também um
antineoplasico, usado no tratamento do cancro do pulmédo de pequenas células e no
cancro pancredtico, e cujo mecanismo de acdo é bloguear o recetor do fator de
crescimento das células cancerosas (Evans et al., 2003).

I- Terapia oncoldgica

e Cancro da mama

Um dos exemplos é o tratamento com trastuzumab para o cancro da mama. O seu uso é
limitado a situagbes onde hd um aumento do tumor, formagdo de metastases e
resisténcia aos agentes quimioterapicos. A utilizacdo deste farmaco esta dependente da
expressdo de genes de recetores HER2, (Human Epidermal growth factor Receptor-type
2), isto €, recetores tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano. A sua sobre-
expressao tem o potencial para causar o aparecimento de cancro e ird determinar a
utilizacdo deste farmaco, uma vez que o trastuzumab € um anticorpo monoclonal que
bloqueia o recetor em causa, inibindo portanto, a sua expressdo. A utilizagcdo deste
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farmaco tem tido grandes resultados terapéuticos quando associado a quimioterapia
convencional (Plosker et al., 2006).

Neste caso especifico, a FDA considera importante a pesquisa da sobre-expressdo do
recetor HER2 em mulheres com cancro da mama, antes de iniciarem a terapéutica com
este anticorpo monoclonal (FDA, 2009). O objetivo €é, antes de iniciar a terapéutica com
este farmaco, predeterminar a expressdo dos recetores HER2, pois sabe-se que este SO
sera eficaz em tumores que sobre-expressam este recetor. Esta predeterminacao permite

uma otimizacdao da terapéutica com um uso racional do farmaco (Evans et al., 2003).

Sabe-se que a quimioterapia reduz a possibilidade de recorréncia do cancro dai ser uma
terapia geralmente prescrita. No entanto, metade dos pacientes com cancro de mama
recebem quimioterapia e sofrem os efeitos adversos, sem que seja necessario, uma vez
que apenas uma ou no maximo duas mulheres em cada cinco sofre uma recorréncia.
Somente estas mulheres necessitam de quimioterapia complementar. Surgiram entéo

dois testes que avaliam a possibilidade de recorréncia do cancro.

O Oncotype Test®, da Genomics Health, é um teste diagnostico que quantifica a
possibilidade de recorréncia do cancro da mama em doentes com um diagndstico
recente, num estadio 1 ou 2, que poderdo ser tratadas com tamoxifeno. Este teste avalia
a variagdo de um painel de biomarcadores de 21 genes associados com a recorréncia, ou
ndo-recorréncia, em sub-tipos particulares de cancro da mama. Assim havera uma
melhoria do progndstico tendo por base a estratificacdo das doentes de acordo com a

possibilidade de recorréncia da doenca (Thorn et al., 2007).

Recentemente foi desenvolvido outro teste para o0 cancro da mama que permite, também
uma reavaliacdo adequada de doentes que ja tiveram cancro e que poderdo vir a
desenvolvé-lo novamente. Este teste genético da empresa holandesa Agendia, chamado
MammaPrint®, cujo kit & comercializado e reconhecido pela FDA desde 2007, avalia o
grau de agressividade do cancro da mama. O teste permite avaliar como o cancro ira
responder aos tratamentos prescritos para evitar a recorréncia das celulas cancerosas
(Thorn et al., 2007).

MammaPrint® é realizado num tecido tumoral que é enviado para o laboratdrio clinico

da Agendia, onde um teste histoldgico é feito. Este teste é realizado utilizando
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tecnologia de chip de micromatriz. Esta € uma pequena superficie sélida que é dividida
em milhares de pequenas redes. Cada rede contém DNA com um cddigo diferente
correspondendo a cada gene. Isto permite estudar a atividade de centenas ou mesmo
milhares de genes simultaneamente, medindo o nivel de mMRNA de 1900 genes
diferentes, dando especial importancia a 70 genes com um papel fundamental na
formacdo de metéstases. O resultado de uma MammaPrint® é muito claro e facil de
interpretar podendo ser nulo/baixo risco de metéstases ou alto risco de metastases.
(MammaPrint, 2007)

e | eucemia mieldide cronica

A leucemia mieldide cronica corresponde a 15 a 20% dos casos de leucemia e em quase
todos os doentes se encontra uma anomalia cromossomatica conhecida como
“cromossoma de Philadelfia” (Figura 15). Este defeito cromossémico é uma
translocacdo cromossdmica reciproca que envolve os bragos longos dos cromossomas 9
e 22, caracterizada pelo cromossoma 22 ser mais curto do que o normal. Esta alteracdo
da origem a uma proteina mutante e hiper-reactiva responsavel pela proliferacdo celular

excessiva caracteristica do cancro, a BCR-ABL (Husain et al., 2007).
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Figura 15: «Cromossoma de Philadelfia», translocacdo cromossémica reciproca que
envolve os bragos longos dos cromossomas 9 e 22 (WebMD, 2011)

Na leucemia mieldide crénica as células afetadas véo alterar a producdo das células
estaminais hematopoiéticas e os globulos brancos que elas produzem. O imatinib atua
bloqueando e inibindo a atividade desta proteina mutante (BCR-ABL), assim como 0s
seus efeitos negativos. E um inibidor altamente especifico desta enzima e tem tido um
sucesso clinico consideravel em doentes que sdo tratados na fase inicial da doenca,

podendo mesmo conseguir-se uma eventual remissdo completa (Thorn et al., 2007)

A leucemia mieldide cronica pode ser diagnosticada mesmo antes dos sintomas
aparecerem, nomeadamente através de um teste genético que identifica o ja referido
“cromossoma de Philadelfia”. Esta detecdo precoce da doenca é importante porque nos
estadios mais avancados da leucemia os doentes muitas vezes desenvolvem resisténcia

ao imatinib, ndo respondendo ao tratamento (Ingelman-Sunberg, 2008).

Os doentes que estdo medicados com imatinib podem ao fim de algum tempo registar
uma diminuicdo da resposta a terapéutica. Esta situagdo acontece, nomeadamente em
doentes com instabilidade genética e mais suscetiveis ao aparecimento de mutacoes

genéticas. Quando se verifica a diminuicdo da resposta ao tratamento é necessaria a
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pesquisa de mutacOes para se fazer um ajuste de doses. Havendo uma relacdo direta
entre o aparecimento das mutacdes e a diminuicdo da resposta terapéutica poder-se-a
considerar benéfica a identificacdo imediata das mutac6es para haver um ajuste da dose,

ou eventualmente uma alteracdo do farmaco (Shin et al., 2009).

e L eucemia linfoblastica aguda

As tiopurinas sdo farmacos usados no tratamento da leucemia linfoblastica aguda,sendo
metabolizadas pela tiopurina-metiltransferase (TPMT), cuja atividade determina a

eficacia e a toxicidade destes farmacos (Shin et al., 2009).

Doentes com uma deficiéncia hereditaria na TPMT correm o risco de toxicidade
hematopoiética grave quando expostos a doses padrdo de tiopurinas. Assim, foi
desenvolvido num hospital pediatrico dos Estados Unidos da América, no St. Jude
Children’s Research Hospital, um teste genético capaz de determinar os niveis de
atividade da TPMT com base na variacdo alélica deste gene. O ajuste de doses € feito de
acordo com o resultado do teste genético, podendo as doses ser diminuidas em 10 a 15
vezes em relacdo a dose padrdo, permitindo assim que a tiopurina se torne toleravel e

efetiva em individuos deficientes nesta enzima (McLeod & Silva, 2002).

e Cancro do pulmao

O cancro do pulmao é atualmente a primeira causa de morte com origem oncoldgica, 0
estado avancado em que a doenca muitas vezes é diagnosticada permite uma taxa de
sucesso de apenas 20 a 25%. Além disso, € um tipo de cancro que metastiza com

facilidade para 6rgdos vitais como o cérebro, figado e medula dssea (Dick, 2009).

Muitos doentes com cancro do pulmdo das células pequenas ndo respondem por
exemplo ao gefitinib, inibidor da tirosinacinase, cujo alvo é o recetor do fator de

crescimento epidermal (EGFR). Além disso, muitas mutagcdes tém sido descobertas no
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gene que codifica 0 EGFR e que levam ao aumento da sinalizagdo do fator de
crescimento e conferem susceptibilidade ao inibidor. Estes resultados sugerem que as
mutacdes no EGFR podem prever a sensibilidade ao gefitinib nos doentes com cancro
do pulméo (Thorn et al., 2007).

O cancro do pulmdo tem por estas razdes proporcionado uma extensa area de
investigacdo no campo das alteracdes genéticas, tendo permitido a descoberta de
marcadores moleculares preditivos de sensibilidade a regimes de quimioterapia, 0 que
tem contribuido para um ligeiro aumento do tempo de vida destes doentes. Além das
evidéncias referidas sobre as mutacdes no EGFR associadas a mutagdes no recetor da
tirosina cinase, os niveis de expressdo de marcadores genéticos como o ERCC1
(Excision repair crosscomplementing rodent repair deficiency, complementation group
1), RRM1 (Ribonucleotide reductase M1 polypeptide) e BRCAL (Breast Cancer 1,
pertencente a classe de genes supressores do tumor) podem ser também determinantes

na resposta com outras terapéuticas como a cisplatina/gemcitabine (Danesi et al., 2009).

Ha por isso uma procura continua neste campo clinico de forma a conseguir identificar
biomarcadores genéticos que contribuam para uma melhor terapéutica e monitorizagdo
desta doenca, tendo como objetivo o0 aumento da duracdo da vida dos doentes (Danesi et
al., 2009).

e Doencas infeciosas

O objetivo dos testes farmacogendmicos nas doengas infeciosas inclui a identificacdo de
fatores genéticos envolvidos na disponibilidade do farmaco no organismo nas situagdes

da auséncia de resposta a terapéutica ou no caso em que ocorrem efeitos adversos.

A farmacogendmica tem também utilidade através de testes que permitem o estudo de
agentes infeciosos, como o virus da hepatite C e o papiloma virus. No entanto, estes
testes ndo sdo usados para avaliar caracteristicas genéticas humanas, mas sim para

detetar estirpes virais que sdo resistentes a um farmaco em particular.
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A genotipagem do virus da Hepatite C pode ter utilidade para determinar a duracdo do
tratamento, enquanto outros testes como - o Digene’s Hybrid Capture Il - classificam o
papiloma virus de modo a estratificar as infecGes em baixo e alto risco para desenvolver

cancro do colo do utero (Evans et al., 2003).

Nos doentes com patologias reumaticas, candidatos a terapéutica com tiopurinas é
medido o nivel de atividade da enzima TMPT. O pro-predictRx TMPT genetics® ajuda
a determinar os doentes que poderdo beneficiar da terapéutica com Imuran®
(azatioprina, um imunodepressor) e a respetiva dose, uma vez que uma deficiéncia na
producdo da enzima TMPT podera causar uma toxicidade potencialmente fatal (Evans,
2004)

e Virus da Imunodeficiéncia Humana- VHI

A infecdo por Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) é uma infecdo grave para a
qual estdo disponiveis varios farmacos para o controlo da doenca. No entanto, o
tratamento € limitado pelos graves efeitos adversos e pelas resisténcias desenvolvidas ao
longo do tempo numa grande parte dos doentes.

Na terapéutica antirretroviral ja foram identificados alguns genes implicados no
metabolismo, transporte e efeitos adversos. A identificacdo dos diferentes alelos destes
genes pode colaborar na selecdo da terapéutica e no ajuste da dose, resultando em

tratamentos mais personalizados nestes doentes (Mallal et al., 2008).

A questdo da hipersensibilidade ao abacavir é um dos exemplos em que a
farmacogendémica poderd ser efetiva. Este farmaco € um importante anti-retroviral
(inibidor da guanosina transcriptase reversa), no entanto, na populacdo caucasiana, 5 a
8% dos doentes com esta terapéutica poderdo ter uma reacdo de hipersensibilidade
caracterizada por febre, rash cutaneo, diarreias, nduseas, sintomas respiratérios, entre
outros. Nestes casos, a administracdo do farmaco deve ser suspensa de imediato e ndo

podera ser recomecada porque estes efeitos sdo potencialmente fatais (Ma et al., 2007).

Em 2002 foi possivel relacionar-se o gene HLA-B*5701com as reacbes de

hipersensibilidade ao abacavir. A identificagdo deste polimorfismo foi o resultado de

48



Farmacogendmica

estudos de microtoxicidade e de analises sequenciais dos genes HLA-A, HLA-B e
HLA-C. Este progresso levou a prévia genotipagem dos doentes antes destes serem
submetidos a terapéutica, com o objetivo de reduzir o numero de reagdes de
hipersensibilidade associadas ao abacavir. Caso o0s individuos ndo possuam este
polimorfismo, ndo se irdo desenvolver sinais de reacGes de hipersensibilidade quando
submetidos a terapéutica com este farmaco (Mallal et al., 2008).

Este teste farmacogenético permite aos clinicos minimizar a probabilidade de surgir um
efeito toxico grave e especifico de um determinado farmaco, contribuindo para uma
terapéutica individualizada mais efetiva, confirmando utilidade em usar o alelo HLA-
B*5701 como um biomarcador de rotina na préatica clinica aquando da prescrigdo de
abacavir (Mallal et al., 2008).

e Farmacogendmica e as enzimas do metabolismo

Como citado no subcapitulo 3.1.2, as enzimas do Citocromo P450 sdo essenciais para 0
metabolismo de muitos farmacos e embora esta classe possua mais de cinquenta
enzimas, apenas sete delas metabolizam 90% das drogas, sendo duas as mais
significantes: CYP3A4 e CYP2D6. A variabilidade genética nessas enzimas pode
influenciar a resposta dos pacientes a prescricdo comum de certas classes de farmacos,

incluindo betablogueadores e antidepressivos.

A genotipagem prévia ao tratamento permitira, ainda, que 0s pacientes considerados
como metabolizadores intermédios, pobres, rapidos e ultrarrapidos sejam beneficiados
por esse processo, reduzindo ou impedindo os efeitos adversos e/ou promovendo
respostas clinicas positivas Nos Estados Unidos testes genéticos ja se encontram
disponiveis, por exemplo, para definir os diferentes genotipos do gene VKORCI,
responsavel pelo metabolismo da varfarina, e do Citocromo P450: CYP2D6, CYP2C19,
CYP2C9, CYP1A2). O conhecimento da variacdo ao nivel dos genes que codificam
estas proteinas pode ajudar o médico a escolher a dose certa de determinado farmaco
para o individuo em causa, evitando a exposicdo do doente a efeitos secundarios
marcados (Ingelman-Sundberg, 2004).
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O teste da Roche Diagnostic’s, o AmpliChip P450®, é uma opcdo ja disponivel e
baseia-se na tecnologia microarrays. Analisa variacdes ao nivel dos genes que
codificam as familias CYP2D6 e CYP2C19, responsaveis pelo metabolismo de
farmacos muito utilizados como as benzodiazepinas, anti-epilépticos, antidepressivos,
antipsicoticos, bloqueadores adrenérgicos de tipo B, entre outros. Analisa 27 variagoes
alélicas no gene que codifica a familia CYP2D6 e 3 variagdes alélicas para o0 gene que
codifica a familia CYP2C19 (Roche, 2008). Este teste permite dividir os individuos em
metabolizadores lentos e metabolizadores extensos em relagdo ao CYP2C19, e em
metabolizadores lentos, intermédios, extensos ou ultra-rpidos em relagdo ao CYP2D6
(Ingelman-Sundberg, 2004).

2- Casos em desenvolvimento

Sdo varios os testes farmacogenomicos que estdo atualmente em desenvolvimento
tendo o objetivo de proporcionar melhores escolhas terapéuticas e mais efetivas em

varias areas clinicas.

O Ovanome®, da DNAPrint Genomics, € um teste gendmico que deteta alelos SNPs
que sdo associados a ndo resposta ao tratamento quimioterapico usado frequentemente
em doentes com cancro do ovario (Taxol (paclitaxel)+Carboxiplatina) (Martin &
Morrison, 2006).

A resposta a terapéutica com estatinas € também alvo do desenvolvimento de, pelo
menos, dois testes farmacogenomicos. Estes testes tém como objetivo classificar os
doentes, mediante a sua resposta terapéutica., avaliando as correlagdes com as variacoes

genéticas (Chasman et al., 2004).

Na area da psiquiatria, um outro estudo esta a ser desenvolvido sobre as variacfes
genéticas e a resposta a clozapina, em doentes com esquizofrenia, procurando-se

identificar os individuos que tém maior suscetibilidade de desenvolver agranulocitose -
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um dos efeitos secundarios mais graves provocados pela utilizacdo deste farmaco
(Martin & Morrison., 2006).

Os doentes com hipertensao arterial sdo também um grupo que podera vir a usufruir das
potencialidades da farmacogenomica através da pré-prescri¢cdo de um teste que podera
permitir prever qual a terapéutica anti-hipertensiva que podera ser mais efetiva
(Inibidores da Enzima de Conversdo da Angiotensina, blogueadores dos canais de
calcio, bloqueadores adrenérgicos de tipo P, diuréticos, entre outros). S0 VAarios 0s

estudos que estdo a ser desenvolvidos nesta area (Grant & Hakonarson., 2007).
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V- Conclusao

A promessa da farmacogendémica em desvendar a base genética da variabilidade
individual na resposta aos farmacos é construida sobre o sucesso da farmacogenética no
estabelecimento das relagdes entre as mutacdes/polimorfismos e a variabilidade
individual. Para além da farmacogenética, o rapido aglomerar de conhecimento sobre o
sequenciamento do genoma aliado ao desenvolvimento de analises genéticas contribui
para o progresso da farmacogendmica. A utilidade da farmacogenémica manifesta-se
sobretudo na é&rea da terapia medicamentosa traduzindo-se numa medicina
individualizada e no desenvolvimento de novos medicamentos lidando com a
variabilidade individual. Esta medicina personalizada caracteriza-se pela prescri¢do de
um medicamento apropriado na dose certa para cada paciente a fim de se conseguir um
beneficio terapéutico maximo com os minimos efeitos adversos. No entanto, ainda nos
encontramos numa fase muito primitiva, uma vez que, dados clinicos para apoiar 0 uso
de testes genéticos para o tratamento da maioria das doencas ainda ndo estdo
disponiveis. Descobrir uma alteragdo genética relevante, responsdvel por uma
modificacdo na resposta terapéutica e desenvolver um teste que possa permitir a
identificacdo desta situacdo, € um processo complexo que requer tempo e recursos. Em
muitos casos, as reacdes adversas medicamentosas a uma terapia surgem num nimero
muito reduzido de doentes tornado, assim, ainda mais complexo estabelecer uma
relacdo entre um marcador genético e a resposta terapéutica. Assim que o “codigo” de
genes que influenciam as respostas de drogas em seres humanos seja definido, sera
possivel uma maior precisdo em otimizar a terapia medicamentosa com base na
capacidade de cada paciente para metabolizar, transportar e responder aos
medicamentos. Em ultima analise, um banco de dados on-line seguro deve ser
desenvolvido onde o perfil genético de cada individuo sera armazenado e disponiveis

para 0s médicos autorizados auxiliando as decisfes de tratamento.

Os exemplos bem-sucedidos podem orientar futuras pesquisas na éarea da
farmacogendémica aumentando assim, a sua aplicacdo na terapia. O aumento dos ensaios

clinicos que avaliam a utilidade e custo-efetividade da genotipagem e da medicina
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individualizada sdo fundamentais para orientar a préatica clinica dos testes genéticos e

tratamento individualizado

A farmacogenomica poderd assim oferecer o potencial de tornar a medicina mais
efetiva, contribuindo para o aumento dos resultados terapéuticos e para a reducdo dos
efeitos adversos, podendo trazer muitos ganhos para o sistema de saude por diminuir,
nomeadamente: o numero de reagdes adversa e 0 nimero de ensaios clinicos com
insucesso, 0 tempo que leva um farmaco a ser aprovado, o tempo de duracdo das
terapéuticas e também de descoberta da terapéutica ideal para um doente. Ou seja, 0
desenvolvimento de drogas guiado pela farmacogenomica pode abrir as portas para o
desenvolvimento de uma nova era com o objetivo de promover a eficacia, seguranca e

terapia individualizada de medicamentos de baixo custo.
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