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RESUMO

O clopidogrel é um antiagregante plaquetario muito utilizado no tratamento de
doencas cardiovasculares; no entanto, seu uso pode ocasionar efeitos adversos,
devido a variabilidade genética individual. Essa variabilidade pode ser explicada por
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs, do inglés single nucleotide
polymorphisms) no gene CYP2C19, responsavel pela metabolizacdo do clopidogrel,
dentre os quais destacam-se o CYP2C19*2 e CYP2C19*17 por resultarem,
respectivamente, perda e ganho de funcdo da proteina correspondente. A fim de se
evitar o surgimento de efeitos adversos ao uso do clopidogrel, inUmeros estudos tém
sido realizados, em diferentes popula¢cées mundiais, com a finalidade de se investigar
nos pacientes os genotipos dos SNPs CYP2C19*2 e CYP2C19*17, antes da
prescricao terapéutica. No entanto, ao nosso conhecimento, ndo existem estudos que
relatem a frequéncia desses loci de interesse farmacogenético na populagcéo
piauiense. Por esse motivo, este estudo tem como objetivo principal descrever as
frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dos SNPs CYP2C19*2 e
CYP2C19*17, bem como apresentar a distribuicdo dos diferentes fendtipos
relacionados, em uma amostra miscigenada do Estado do Piaui. O presente estudo
foi realizado a partir de DNA de 204 amostras de individuos nascidos em duas
geracbes passadas dentro do territdrio piauiense. Foi realizada extracéo,
quantificacao e genotipagem das amostras de DNA, sendo esta Ultima etapa realizada
a partir de PCR em tempo real, consistindo em 2,5 pL de Master Mix, 0,25 pL de
Sonda/Primers e 2,25 uL de DNA, totalizando 5 pL por poco. Em todas as analises
do estudo foi utilizado o nivel de significancia p < 0,05. Todas as frequéncias
genotipicas apresentaram-se dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05). Foi
encontrada uma frequéncia de 9,6% para o CYP2C19*2 e de 22% para o
CYP2C19*17. O haplétipo mais prevalente foi o *1*1, com 68,3%, seguido do *1*17
com 22,1% e *1*2 com 9,6%, 0 que indica que a maior parte da populagcédo apresenta
alelos funcionais para o CYP2C19. As frequéncias alélicas do presente estudo foram
comparadas com frequéncias alélicas de diferentes populacdes mundiais e foi
percebido que em relacdo ao CYP2C19*2 nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas em regides brasileiras (p > 0,05), mas em regides da
Asia e da Africa essas diferencas foram percebidas (p < 0,05). O CYP2C19*17
apresentou diferencas significativas com uma populacdo amerindia brasileira, e com
populacdes latino-americanas, asiaticas e europeias (p < 0,05). Os fenétipos mais
frequentes foram o metabolizador normal com 46,1% e o metabolizador rapido com
31,9%, mostrando que o gendétipo de um paciente pode interferir na metabolizacao de
um medicamento. N&o foi encontrada correlacdo entre ancestralidade e numero de
copias do *2 e *17 (p > 0,05). Os resultados desse estudo podem guiar politicas
publicas de prevencdo dos efeitos adversos do uso do clopidogrel na populagéao
piauiense.

PALAVRAS-CHAVE: farmacogendmica, CYP2C19, SNP, frequéncia alélica,
ancestralidade.
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ABSTRACT

Clopidogrel is a widely used antiplatelet agent in the treatment of cardiovascular
disease; however, its usage can cause adverse effects, due to individual genetic
variety. This variety can be explained as SNPs - single nucleotide polymorphisms - in
CYP2C19 Gene, responsible for metabolizing clopidogrel, among them, CYP2C19*2
and CYP2C19*17 stood out because they result in, respectively, gain and loss of the
corresponding protein function. In order to avoid adverse effects after clopidogrel
usage, numerous studies have been carried out in different world populations intended
to investigate in patients the SNPs CYP2C19*2 and CYP2C19*17 genotypes, before
therapeutic prescription. Nevertheless, as far as it is known, there are no studies that
report the frequency of these loci of pharmacogenetic interest in Piaui's population.
Thus, the main goal in this study is to describe allelic, genotypical and haplotypical
frequencies of CYP2C19*2 and CYP2C19*17 SNPs; furthermore, present the different
related phenotypes distribution in a mixed sample collected in Piaui State. The present
study was carried out from DNA from 204 samples of individuals born in two past
generations within the Piaui territory. DNA samples were extracted, quantified and
genotyped. The last step was performed from real-time PCR, consisting of 2.5 pL
Master Mix, 0.25 pL Probe / Primers and 2.25 pL DNA. , totaling 5 pL per well. In all
analyzes of the study, the significance level p <0.05 was used. All genotypical
frequencies presented remained balanced according to Hardy-Weinberg equilibrium
(p > 0.05). The frequency 9.6% in CYP2C19*2 and 22% in CYP2C19*17 was found.
The most prevalent haplotype was the *1*1, with 68.3%, followed by *1*17 with 22.1%
and *1*2 with 9.6%, which indicate that the most part of the population presents
functional alleles for CYP2C19. The allelic frequencies in this study were compared to
allelic frequencies of other world populations and it was noticed that regarding
CYP2C19*2, significant statistic differences in Brazilian regions were not found (p >
0.05), but in Asia and Africa, these differences were noticed (p < 0.05). CYP2C19*17
presented significant differences in Brazilian amerindian population, and in Latin
American, Asian and European populations (p < 0.05). The most frequent phenotypes
were the normal metabolizer with 46.1%, and the fast metabolizer with 31.9%, showing
that a patient's genotype can interfere in medicine metabolization. Correlation between
ancestry and the number of copies of *2 and *17 (p > 0.05) was not found. The results
within the study can guide public policies in favor of adverse effects prevention after
clopidogrel usage in Piaui's population.

KEYWORDS: pharmacogenomics, CYP2C19, SNP, allelic frequency, ancestry.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, tem sido observado um aumento no numero de mortes
causadas por doencas cronicas nao transmissiveis (DCNTSs), impulsionado por maus
habitos alimentares e pelo sedentarismo. Dentre as DCNTs, destacam-se as doengas
cardiovasculares (DCVs), que afetam o sistema circulatorio e causam problemas no
coracao e nos vasos sanguineos (COVATTI et al., 2016).

O clopidogrel € um antiagregante plaquetario muito utilizado no tratamento de
DCVs; no entanto, seu uso pode ocasionar efeitos adversos, principalmente, devido a
variabilidade genética individual. Essa variabilidade pode ser explicada por
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs, do inglés single nucleotide polymorphism)
no gene CYP2C19, responsavel pela metabolizacdo do clopidogrel, dentre os quais
destacam-se o CYP2C19*2 e CYP2C19*17 por resultaram em, respectivamente,
perda e ganho de funcdo da proteina correspondente (BROWN; PEREIRA, 2018;
JAYAKUMAR et al., 2018).

O CYP2C19*2 esta associado com altos niveis de agregacao plaquetéria,
apresentando maiores riscos de eventos cardiovasculares adversos, como por
exemplo, a trombose. O CYP2C19*17 é caracterizado por conferir menor agregacao
plaquetaria, podendo causar hemorragias e também levar a uma resposta mais
satisfatéria com o clopidogrel (SIBBING et al., 2010a).

A fim de se evitar o surgimento de efeitos adversos relativos ao uso do
clopidogrel, inumeros estudos tém sido realizados, em diferentes populacbes
mundiais, com a finalidade de se investigar nos pacientes os genétipos dos SNPs
CYP2C19*2 e CYP2C19*17, antes da prescricao terapéutica (para revisdo, JESUS,
2016). No entanto, ao nosso conhecimento, ndo existem estudos que relatem a
frequéncia desses loci de interesse farmacogenético na populacdo piauiense. Por
esse motivo, este estudo tem como objetivo principal descrever as frequéncias
alélicas, genotipicas e haplotipicas dos SNPs CYP2C19*2 e CYP2C19*17, bem como
apresentar a distribuicdo dos diferentes fenoétipos relacionados, em uma populagéo do
Estado do Piaui. Os resultados aqui apresentados podem guiar politicas publicas de
prevencéao dos efeitos adversos do uso do clopidogrel na populagéo piauiense.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DCVs

Com o acelerado processo de globalizacao, observou-se nos ultimos anos uma
mudanca no estilo de vida da populacdo, onde as pessoas aderiram a habitos
alimentares inadequados, além do sedentarismo. Devido a esses fatores, as causas
de mortalidade e morbidade foram alteradas, tendo agora como principais causas as
DCNTs e ndo mais as doencas infecto-contagiosas (MASSIMO; SOUSA; FREITAS,
2015; BRITO et al., 2016).

As DCNTs acarretam em uma baixa na qualidade de vida, devido ao grau de
limitacdo e a incapacidade de realizar atividades diarias, causam morte prematura,
trazem impactos sociais e econémicos para a familia, e ainda constituem um dos
maiores problemas de saude publica da atualidade (MALTA,; SILVA, 2018).

Existem diversos fatores que contribuem para o surgimento das DCNTSs. Entre
eles podem ser citados os fatores de riscos, que séao divididos em fatores néo
modificaveis, como, por exemplo, sexo, idade e histéria familiar, e os fatores
modificaveis, que estdo sendo vistos com maior prevaléncia nos ultimos anos, tais
como sedentarismo, consumo de alcool, m& alimentagdo e tabagismo, também
conhecidos como fatores comportamentais (MASSIMO; SOUZA; FREITAS, 2015).

As DCNTSs respondem por cerca de 70% de todas as mortes no mundo, com
uma estimativa de 38 milhdes de mortes por ano. Destas, 16 milhdes sdo mortes
prematuras, de individuos com menos de 70 anos de idade, e aproximadamente 28
milhdes séo relatadas em paises em desenvolvimento (MALTA et al., 2017).

O sistema circulatério € responsavel pelo transporte de oxigénio e nutrientes
que as células precisam para realizar suas funcdes. Quando esse transporte €
inadequado ou insuficiente, alterando todo o funcionamento do sistema, chama-se
DCV (MAGALHAES et al., 2014).

A prevencgao das DCVs vem sendo preocupacdo da maioria das organizagdes
de saude do mundo, onde o foco maior acontece nos paises em desenvolvimento
(WHO, 2003). No Brasil, o primeiro lugar de causa de mortes sédo as DCVs (TESTON
et al., 2016). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, quase 23,6 milhdes de
pessoas morrerdo por DCVs até 2030, se tornando a maior causa de mortes no mundo

(WHO, 2013). Segundo a 72 Diretriz Brasileira de Hipertenséo, organizada por
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Malachias et al. (2016), no ano de 2013 ocorreram 1.138.670 Obitos, dos quais 29,8%
(339.672) foram causados por DCVs no Brasil (Figura 1).

Figura 1: Taxa de mortalidade por DCVs no Brasil e distribuigdo por causas no ano
de 2013.

173%

B%

DIC DChY DH ICC " Qutras DCV

DIC — Doencas isquémicas do coracdo; DCbV — Doenca cerebrovascular; DH — Doencas hipertensivas;
ICC - Insuficiéncia cardiaca congestiva; DCV — Doencgas cardiovasculares.
Fonte: MALACHIAS et al., 2016.

Dentre as DCVs existem as mais comuns e que podem estar relacionadas entre
si; sdo elas a aterosclerose, o0 acidente vascular encefalico e o infarto do miocérdio.
As pessoas que passam por esses eventos cardiovasculares sao submetidas a
tratamentos farmacologicos e tratamentos ndo farmacolégicos, que envolvem
mudancas nos fatores comportamentais que causam as DCVs. Pode-se observar que
uma pratica de alimentacdo saudavel, o controle de peso, a pratica de atividades
fisicas rotineiras e o corte no consumo de alcool e fumo, trazem beneficios para a
saude dos individuos, além de melhorar sua qualidade de vida (BRASIL, 2006).

Nas DCVs é comum surgirem eventos com a formacgéo de trombos. Como as
plaguetas tém papel importante nessa patogénese, medicamentos antiplaguetarios
Sa0 essenciais para prevencdo primaria e secundaria desses eventos, ja que 0s

fatores de risco estdo associados com a ativacao plaquetaria. Com o0 uso desses
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medicamentos, a formacdo de trombos sera evitada. O clopidogrel est4 entre os
antiplaquetarios mais utilizados para o tratamento e prevencéo de eventos associados
as DCVs (SILVA et al., 2013).

2.2 CLOPIDOGREL

O clopidogrel € um medicamento antiplaquetario e auxilia na reducéo de riscos
de aterosclerose, acidente vascular encefélico e infarto agudo do miocardio. Além
disso, € indicado juntamente com a aspirina para pacientes que sejam submetidos a
intervencdes coronarias percutaneas, como a colocacdo de um stent (DEAN, 2018).

O clopidogrel tem como féormula molecular Cis6H16CINO2S-H2SO4, € sua
nomenclatura segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry é metil
(+)-(S)-alfa-(2-clorofenil)-6,7-diidrotieno[3,2-c]piridina-5(4H)-acetato  sulfato  (1:1)
(BRAJ et al., 2011) (Figura 2).

Figura 2: Estrutura do clopidogrel.
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(A) Formula estrutural molecular plana e (B) Formula tridimensional
Fonte: FARIAS, 2015.

A aspirina, também conhecida como &cido acetilsalicilico (AAS), é um
analgésico que pertence a classe dos salicilatos e € indicada para tratamento de
diversas patologias, tendo mostrado eficacia na intervencéo do infarto do miocardio
(SILVEIRA; GINDRI, 2016).

A intervencdo coronaria percutanea é um procedimento cardiolégico dos mais

utilizados por médicos cardiologistas, onde se faz uma interveng&o, como por exemplo
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a colocacdo de um stent, e para o procedimento ser considerado eficaz e seguro,
indica-se a utilizacdo da terapia dupla de antiagregacdo plaquetéaria (clopidogrel +
AAS) (TRINDADE et al., 2012).

O clopidogrel € derivado da tienopiridina, e substituiu a ticlopidina com eficacia
semelhante, devido a uma posologia conveniente (s6 é utilizado uma vez ao dia),
menor prevaléncia de efeitos colaterais, melhor tolerabilidade e um inicio de agdo mais
rapido (JIANG et al., 2015). Atua inibindo completamente o receptor P2Y (purinoceptor
2 acoplado a proteina G) do ADP (adenosina difosfato) plaquetario (ANDRADE;
BORGES, 2017), e € metabolizado por duas vias de sequéncia oxidativa que
envolvem o citocromo P450 hepatico (FUCHS et al., 2013). E formado um
componente, nomeado 2-oxo-clopidogrel, e apds a segunda reacdo de oxidacao, o
metabolito ativo é formado, sendo que a isoenzima CYP2C19 € um dos elos durante
esse processo de ativacao do clopidogrel (FONTES-CARVALHO; ALBUQUERQUE,
2010) (Figura 3).

Figura 3: Mecanismo de a¢do do clopidogrel e metabolismo hepético.

CYP2C19 e

CYP1A2
CYP2B6

v

_c. Receptor

Metabolizacio
Hepatica do Cloppidogrel

Fonte: FONTES-CARVALHO; ALBUQUERQUE, 2010.

O clopidogrel também € utilizado para tratamento ou prevencdo de novos
episodios de trombose arterial, que acontece quando um coagulo sanguineo (trombo)

e formado dentro de uma artéria pelo rapido recrutamento e ativagéo das plaquetas.
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Este é resultado da ruptura da placa aterosclerética que faz o revestimento da parede
arterial. Dessa forma, o clopidogrel atua como um inibidor plaquetério, para
interromper a formacao de trombo (LORGA et al., 2013).

Como ja citado anteriormente, o uso do tratamento de terapia dupla
antiplaquetario, com o uso do clopidogrel em conjunto com AAS é muito utilizado.
Essa associacao ocorre devido ao estudo CURE (do inglés, Clopidogrel in Unstable
angina to prevent Recurrent Events), onde foi avaliado o uso do AAS isolado e do AAS
associado ao clopidogrel para o tratamento de DCVs (YUSUF et al., 2001).

O estudo CURE (2001) foi realizado com 12.562 pacientes, em que 6259
destes recebiam clopidogrel (dose de ataque de 300 mg e dose diaria de 75 mg) e
6303 pacientes recebiam apenas placebo. O AAS (dose Unica diaria de 75 mg a 325
mg), e outra terapia padrdo também foram utilizados, e estes pacientes foram
acompanhados durante um ano. O desfecho primario mostrou um resultado de 20%
de reducéo do risco relativo para o grupo com clopidogrel (YUSUF et al., 2001).

Baseados no estudo CURE, outros dois estudos foram conduzidos utilizando a
terapia dupla de antiagregacéo plaquetéria. O estudo CHANCE (do inglés, Clopidogrel
in High-Risk Patients with Acute Nondisabling Cerebrovascular Events) foi realizado
em uma populacdo muito restrita (114 centros médicos na China), com 5.170
pacientes. Destes, 2.584 utilizaram a terapia dupla (clopidogrel + AAS) e 2.586 apenas
AAS. O desfecho primario apresentou como resultado 32% de reducao de risco de
recorréncia para o grupo com clopidogrel e AAS (WANG et al., 2013).

O estudo POINT (do inglés, Platelet-Oriented Inhibition in New TIA and Minor
Ischemic  Stroke), diferentemente do estudo CHANCE, foi realizado
internacionalmente em 269 locais de 10 paises da América do Norte, Europa, Australia
e Nova Zelandia. Dos 4.881 pacientes do estudo, 2.432 faziam uso do clopidogrel em
conjunto com o AAS e 2.449 faziam uso apenas do AAS. Observou-se no desfecho
primario uma reducéo de 25% do risco de eventos cardiovasculares para o grupo que
fazia uso da terapia dupla (JOHNSTON et al., 2018).

Para pacientes com implantes de stents coronarianos, a terapia dupla de
antiagregantes plaquetérios é a base para o tratamento. No inicio da terapia, era feita
uma associacdo entre AAS e ticlopidina, porém, esta Ultima foi substituida pelo
clopidogrel devido este apresentar uma maior e melhor tolerabilidade e maior

seguranca. A dose que se usa de antiagregantes plaguetarios hoje corresponde 81 a
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300 mg/dia de AAS, e 75 mg/dia de clopidogrel se tratando de implante de stents
(SILVA et al., 2012).

De acordo com Lorga et al. (2013), para os diversos eventos cardiovasculares,
utiliza-se uma dose de ataque de 300 mg, seguida de uma dose diaria de 75 mg de
clopidogrel para manutencdo. A associacdo entre clopidogrel e AAS apresenta
resultados mais efetivos do que se ambos forem utilizados separados.

No Brasil, tanto o clopidogrel como o AAS s&o oferecidos pelo Sistema Unico
de Saude (SUS). O clopidogrel esta incluido na lista de Assisténcia Farmacéutica do
SUS, com forma de apresentacdo comprimido 75mg, através do Componente
Especializado da Assisténcia Farmacéutica (BRASIL, 2013a). O AAS também esta
incluido na lista de Assisténcia Farmacéutica do SUS, porém, através do Componente
Basico da Assisténcia Farmacéutica, com forma de apresentacdo comprimido 100mg
e 500 mg (BRASIL, 2013b).

Além do clopidogrel, existem outros dois antiplaquetérios que apresentam o
mesmo mecanismo de acéo, inibindo o receptor P2Y: prasugrel e ticagrelor, que
segundo Khayata et al. (2017) apresentam beneficios em relacdo a variabilidade
individual & resposta da droga; porém, apresentam custo-beneficio bem mais elevado.
O preco médio do clopidogrel 75 mg com 28 comprimidos é de R$ 30,20. O ticagrelor
90 mg com 60 comprimidos custa R$ 208,78. O prasugrel 10 mg com 30 comprimidos
tem preco de R$ 206,90. O ticagrelor tem custo 322% maior do que o clopidogrel,
engquanto o prasugrel apresenta um custo ainda mais elevado, com 638%. Por esse
motivo, o clopidogrel é mais amplamente utilizado pela populacéo brasileira, inclusive

por ser oferecido pelo SUS.

2.3 CITOCROMO P450

O citocromo P450 (CYP450) € uma familia composta por homoproteinas que
estdo presentes em diversas espécies. Sao responsaveis pelo metabolismo de
inUmeros xenobidticos (farmacos, pesticidas, esteroides e alcaloides). Também tem
funcao de degradacéo de substancias corporais, como, por exemplo, esteroides, sais
biliares e vitaminas. Mais de 2000 mil isoformas ja foram identificadas em animais e
plantas. E chamado de CYP450 devido a 3 fatores: CITO (foram encontrados em
células), CROMO e P (existéncia de um pigmento heme) e 450 (a luz é absorvida com
um comprimento de onda de 450 nm) (JAIMES-SANTOYO et al., 2014).
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O mecanismo de a¢ao do CYP450 consiste em duas fases definidas como fase
| e fase Il. A fase | corresponde a oxidagéo ou desmetilagdo, formando um substrato,
e afase Il utiliza esse substrato para se ligar com uma enzima que contém ferro heme.
Um elétron transferido de um NADPH reduzido transforma o ferro heme do estado
férrico para o estado ferroso. O oxigénio se liga ao local contendo o ferro heme
temporariamente. Logo em seguida, um atomo de oxigénio vai ser inserido no
substrato e o outro atomo sofre redugéo e forma H20 (Figura 4) (ZANGER; SCHWAB,
2013).

Figura 4. Mecanismo de acao do CYP450.

ROH RH

H202

1- citocromo P450 na forma oxidada (Fe3+) ligado ao substrato. 2 - elétron do NADPH é transportado
pela flavoproteina P450 redutase, reduzindo o complexo P450-substrato oxidado, que se une ao
oxigénio para formar outro complexo: enzima-oxigénio-substrato (3). 4 - um elétron é transportado do
NADPH, pela redutase, formando um complexo oxigénio ativado-P450-substrato. 5 - clivagem entre
oxigénio-oxigénio, onde um destes sera liberado, e com dois prétons do meio, formara agua. 6 -
formacao de um complexo ferro+oxigénio, resultando no produto oxidado do farmaco.

Fonte: BOWN; TOBAR, 2004 apud SOUZA, 2014.

De acordo com Pettersson (2009), todas as enzimas CYP apresentam uma
estrutura tridimensional conservada, se mostrando semelhante a um tridngulo
invertido.

As isoenzimas do CYP450 séo classificadas em subgrupos divididos a partir

das semelhancas nas sequéncias de aminoacidos. O cbdigo se inicia em CYP seguido
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da designacgdo da familia por um nimero. Em seguida uma letra para determinar a
subfamilia e um numero individual para o gene (AUDI; PUSSI, 2000). Para Sim e
Ingelman-Sundberg (2011), se as enzimas CYP compartilharem mais de 40% da
identidade na sequéncia de aminoacidos, elas pertencerdo ao mesmo grupo (CYP2).
Se essa identidade for superior a 55%, pertencem a mesma subfamilia (CYP2C). E,
depois, a enzima recebera um numero individual (CYP2C19).

Os genes do CYP450 sdo extremamente polimérficos e podem resultar em
atividades enzimaticas e metabolicas nulas, diminuidas ou aumentadas. Dentre esses
genes, pode-se citar o CYP2C19, no qual os polimorfismos podem resultar em uma
metabolizacdo irregular, variando as respostas das drogas de organismo para
organismo (DEAN, 2018).

2.4 GENE CYP2C19

O gene CYP2C19 desempenha papel fundamental nos processos de
metabolizacdo de drogas no figado, sendo o clopidogrel um dos medicamentos que
fazem uso desses processos para se transformar em um metabdlito ativo,
apresentando capacidade de inibir a agregacéo plaquetaria (OSNABRUGGE et al.,
2015).

O gene CYP2C19 era conhecido como gene hidroxilase de mefenitoina. Porém,
como pertence as enzimas do CYP450, teve alteracdo no nome. A enzima €
codificada pelo gene da subfamilia CYP2C, que se situa na regido 10q24.1-q24.3,
sendo composto por 90.209 nucleotideos. Na sua estrutura, apresenta nove éxons,
com 1.473 nucleotideos, sendo responsavel por codificar uma proteina que é
composta por 490 aminoacidos (55 KDa) (SEMEDO, 2017).

CYP2C19 é primordial para o metabolismo de drogas. E responsavel por
realizar o metabolismo de aproximadamente 10% dos medicamentos mais
comumente utilizados, como benzodiazepinicos, antiepilépticos, inibidores de bomba
de proétons, antidepressivos triciclicos e quimioterapicos (SOUZA, 2013). Apresenta
uma estereoespecificidade em alto grau para a metabolizacdo de moléculas,
apresentando uma maior afinidade por um dos enantidmeros do substrato, de maneira
gue este € metabolizado primeiramente e com maior rapidez. Os polimorfismos desse
gene estdo associados a variabilidade nas respostas individuais as drogas (SYCHEV
et al., 2018).
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Os polimorfismos sao variagcdes que ocorrem no genoma individual e podem
trazer mudancas no fenoétipo, o que pode determinar a diferenca nas respostas a
medicamentos. Dentre os polimorfismos, cita-se os SNPs, que sdo os polimorfismos
de nucleotideo Unico. Podem ocorrer em diversas regides do gene, mas quando
ocorrem em regides codificadoras, resultam na alteracdo de um aminoéacido, e quando
ocorrem em regides promotoras, alteram a expressao dos genes (ZHOU et al., 2008).

O gene CYP2C19 apresenta seus polimorfismos catalogados no Farmacogene
Variation (PharmVar) 35 variantes (DEAN, 2018) e podem ser caracterizados em
fendtipos (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo dos fenétipos associados aos polimorfismos do gene
CYP2C109.

Genotipos Fendotipos
*1 /%1 Metabolizadores normais
*1/*2 . : L
Metabolizadores intermediarios

*2/*17

*2[*2 Metabolizadores pobres ou lentos
*1/*17 Metabolizadores rapidos
*17/*17 Metabolizadores ultrarrapidos

Fonte: SCOTT et al., 2013.

Essa classificacdo de fendtipos foi feita pela diretriz do Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) no ano de 2011, pelo uso
clinico de resultados de testes do gene CYP2C19 em pacientes que precisavam de
terapia antiplaquetaria, e foi revisada e atualizada pelos mesmos autores da diretriz
(SCOTT et al., 2013).

2.5 POLIMORFISMOS DO GENE CYP2C19
O CYP2C19 é um gene extenso, consistindo em nove éxons, e pode apresentar

diversos polimorfismos, que tem relevante importancia clinica, pois resultam em

alteracbes na capacidade metabdlica do individuo de resposta a medicamentos.
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Dentre os polimorfismos do CYP2C19, existem alguns mais frequentes e comuns que
outros, como o CYP2C19*2, *3 e *17 (UPPUNGUNDURI et al., 2012).

O CYP2C19*2 (rs4244285) e o CYP2C19*3 (rs4986893) sao caracterizados
por uma substituicdo da guanina (G) pela adenina (A). A variante *2 se encontra no
nucleotideo 681 (681G>A), que esta presente no éxon 5, e resulta em um splicing
defeituoso que afeta a funcionalidade da enzima, deixando-a nao funcional e inativa.
Ja a variante *3 encontra-se no nucleotideo 636 (636G>A), situado no éxon 3, e
resulta na substituicdo de um triptofano por um cédon de parada prematura, gerando
uma proteina inativa. As variantes *2 e *3 produzem um fragmento de proteina nao
funcional e cataliticamente inativo (MORAES, 2011; BROWN; PEREIRA, 2018).

Rideg et al. (2011) identificaram que a frequéncia do CYP2C19*3 em uma
populacdo caucasiana hungara é de 0,9%. Sipeky et al. (2013) verificaram para
populacbes caucasianas hungara e italiana uma frequéncia igual a 0%. Existem
estudos ainda que mostram que a frequéncia em caucasianos € menor que 0,5%,
divergindo do CYP2C19*2 e CYP2C19*17, em que a frequéncia encontrada € de 15%
e 21%, respectivamente (SANTOS et al., 2011; SAMER et al., 2013; SCOTT et al.,
2013; CUSINATO, 2017;). No Brasil, Suarez-Kurtz et al. (2012), ao estudarem
populacdes das regides Norte, Nordeste, Sul e Sudeste, observaram uma prevaléncia
de 0,05% para o CYP2C19*3. Considerando a baixa prevaléncia desta variante
polimorfica, principalmente no Brasil, o CYP2C19*3 néo foi investigado no presente
estudo.

O CYP2C19*2 tem sido associado com uma diminuicdo na capacidade de
resposta antiplaquetéria, prevendo uma grande proporcdo da variabilidade na
resposta clinica ao clopidogrel, sendo o mais comum polimorfismo de perda de fungéo
associado ao CYP2C19 (BAUER et al., 2011). Montalescot et al. (2009), Hulot et al.
(2010), Mega et al. (2010), Sofi et al. (2011), Jin et al. (2011), ao estudarem o0s
polimorfismos do gene CYP2C19, relataram que os individuos com problemas
cardiovasculares, que faziam uso de clopidogrel, com gendtipo CYP2C19*1/*2 ou
CYP2C19*2/*2 apresentavam cerca de 1,5 a 2 vezes maior risco de ocorréncia de um
evento cardiovascular ou morte cardiovascular, quando comparados aos individuos
com gendtipo CYP2C19*1/*1.

Para testar a influéncia do CYP2C19*2 relacionado a resposta ao clopidogrel,
Gonzalez et al. (2016) estudaram 209 individuos que passaram por implante de stent.
Os individuos com gen6tipo CYP2C19*1/*2 ou CYP2C19*2/*2 exibiram uma atividade
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antiplaquetaria significativamente menor (p<0,05) em relacdo aos individuos com
genotipo CYP2C19*1/*1.

Alguns estudos, como demonstrados a seguir, apresentam diferencas entre os
individuos metabolizadores intermediarios ou lentos e os metabolizadores normais,
no que diz respeito a agregacao plaquetéaria e a resposta do clopidogrel (para revisao,
KUBICA et al., 2011). Hulot et al. (2006) analisaram voluntarios saudaveis durante 7
dias de uso de clopidogrel, observando que a resposta em individuos com genétipo
CYP2C19*1/*1 ou metabolizadores normais foi muito boa em comparacdo aos
individuos com metabolizag&o lenta ou intermediéria, em que foi prejudicada. Mega et
al. (2009) mostraram em seu estudo que os portadores de pelo menos um alelo de
funcdo reduzida (individuos com genétipo CYP2C19*1/*2 ou CYP2C19*2/*2)
apresentaram reducao de 32,4% na concentracado plasmatica de metabdlito ativo do
clopidogrel e de 9% na agregacdo plaquetaria maxima em comparacdo com 0S
individuos com genétipo CYP2C19*1/*1.

O polimorfismo CYP2C19*17 (rs12248560) esta localizado na regido promotora
do gene (-806C>T), onde que ocorre substituicdo de uma citosina (C) por uma timina
ou adenosina (T/A), levando ao aumento da transcricao (LI-WAN-PO et al., 2010).
Este polimorfismo tem sido associado a uma atividade enzimatica rapida e
metabolismo aumentado, sugerindo ganho de fungcdo. De acordo com o estudo de
Frére et al. (2009), individuos com genoétipo CYP2C19*1/*17 ou CYP2C19*17/*17
apresentam um aumento da resposta plaquetaria ao clopidogrel. Os individuos que
apresentam esse SNP podem ter um risco aumentado de falhas a partir de
tratamentos com farmacos substratos do CYP2C19, como por exemplo, o clopidogrel,
ao indicar que os individuos com genoétipo CYP2C19*1/*17 ou CYP2C19*17/*17
podem apresentar um maior risco de sangramento.

Sibbing et al. (2010b) avaliaram o impacto do CYP2C19*17 na agregacao
plaquetéria induzida por ADP, o risco de sangramento e a ocorréncia de trombose em
1.524 pacientes tratados com clopidogrel. Tanto os individuos com gendtipo
CYP2C19*1/*17, como os individuos com gendtipo CYP2C19*17/*17, apresentaram
valores de agregacdo plaquetaria significativamente reduzidos em relacdo aos
individuos com gendétipo CYP2C19*1/*1 (p<0,05). Além disso, identificaram fatores de
risco para sangramento, mas ndo encontraram associacdo com a ocorréncia de

trombose.
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O estudo de Lin et al. (2016) associou o CYP2C19*17 com eventos isqUémicos
em vez de hemorragia, apesar de acreditar-se que o0 *17 esteja associado a um risco
aumentado de hemorragia devido ao seu hiper-funcionamento.

Em casos de individuos com genétipo CYP2C19*1/*2 ou CYP2C19*2/*2 é
recomendado uma terapia antiplaquetéria alternativa, se ndo existir contraindicacgéo,
evitando reacdes adversas causadas pelo clopidogrel, como, por exemplo, trombose.
J& para os individuos com genétipo CYP2C19*1/*17 ou CYP2C19*17/*17 deve ser
utilizada a dose recomendada pelo rétulo do medicamento, evitando eventos adversos
como sangramentos (DEAN, 2018).

Com relacdo as frequéncias dos polimorfismos, Sibbing et al. (2010a)
identificaram que 73% dos individuos na populacdo alema apresentavam genotipo
CYP2C19*1/*1, 25% gendtipo CYP2C19*1/*2 e somente 2% apresentavam genétipo
CYP2C19*2/*2. Collet et al. (2009) encontraram que a maioria das analises clinicas
baseia-se na comparacéo entre individuos com gendtipo CYP2C19*1/*1 e individuos
com gendtipo CYP2C19*1/*2 ou CYP2C19*2/*2, devido ao CYP2C19*2 em
homozigose ser raro. No estudo de Kubica et al. (2011) foi encontrada para o
CYP2C19*2 uma frequéncia de 40% em africanos e 55% em asiaticos. Para o
CYP2C19*17 foram encontradas frequéncias mais altas: em alemaes, 41% (36%
eram individuos com gendétipo CYP2C19*1/*17 e 5% com gendétipo CYP2C19*17/*17),
em franceses, 20%, em suecos e etiopes, 18%, e apenas em 4% dos chineses.

Com o intuito de informar a distribuicdo dos genoétipos dos polimorfismos do
gene CYP2C19 no Brasil, Suarez-Kurtz et al. (2012) estudando a populacao brasileira
nas regides Norte, Nordeste, Sul e Sudeste, encontraram ao analisar 1.034 individuos,
uma frequéncia de 13% para o CYP2C19*2 e de 17% para o CYP2C19*17.

Santos et al. (2011) identificaram prevaléncias do CYP2C19*2 na populacdo
brasileira: 10,4%, 16,9%, 16,5% e 20,2% para amerindios, descendentes de
caucasianos, mulatos e descendentes de africanos, respectivamente. Ja em relagao
ao CYP2C19*17, os amerindios apresentam uma frequéncia de 15,8%, descendentes
de caucasianos 18%, mulatos, 21,3% e descendentes de africanos, 26,3%. Em
amerindios e descendentes de africanos, pode-se observar uma alta prevaléncia na
frequéncia do *17.

Os haplétipos sdo combinac¢des de um determinado grupo de alelos (ou SNPs)
adjacentes, presentes no mesmo cromossomo, que apresentam baixa recombinagao
e, por isso, sdo geralmente herdados juntos (CARDON; ABECASIS, 2003; ARCE,
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2018). Portanto, considerando o CYP2C19*2 e CYP2C19*17, serdo possiveis
haplotipos os grupos GC (*1*1), GT (*1*17), CA (*1*2) e AT (*2*17).

2.6 MARCADORES INFORMATIVOS DE ANCESTRALIDADE

E de fundamental importancia levar em consideracdo que podem existir
diferencas étnicas nas frequéncias dos polimorfismos genéticos de genes associados
a medicamentos (OZAWA et al., 2004). Isso foi estudado por Santos et al. (2011) na
populacdo brasileira, onde foi observado que os polimorfismos no CYP2C19 se
distribuem diferencialmente de acordo com a etnia.

O Brasil apresenta uma populacdo miscigenada, por conta do cruzamento entre
diversas etnias e povos, o que o torna um pais dividido culturalmente. E importante
ressaltar que a histéria de formacao das etnias € distinta, sendo diferente nas regiées
brasileiras (FERREIRA, 2012).

Para classificar os individuos de acordos com etnias, na maioria das vezes,
utiliza-se a etnia autodeclarada. Essa classificacdo apresenta limitacées, pois uma
pessoa pode ser declarar branca sendo parda, por exemplo. Logo, é necessario um
estudo de ancestralidade genética, a partir do DNA, por meio de marcadores
genéticos, para avaliar a contribuicdo ancestral de uma determinada populacao
(SANTOS et al., 2011).

Os marcadores genéticos sao caracterizados por apresentarem frequéncias
polimérficas tanto nas populacdes hibridas como nas populagbes ancestrais. Para
exibir diferenciais de frequéncias alélicas superiores a 30% entre duas populacdes
parentais, existem marcadores genéticos que sdo denominados Marcadores
Informativos de Ancestralidade (MIAs) (MUNIZ, 2008).

Os MIAs sdo importantes para inferir a origem de individuos, estimar
propor¢cdes de ancestralidade em populagdes miscigenadas, analisando a estrutura
dessas populagfes. Além disso, ajudam a entender dindmicas migratorias e eventos
de colonizagcdo (FONDEVILLA et al., 2013).

Estudos utilizando MIAs mostram que a populacéo do Brasil € uma das mais
heterogéneas do mundo, devido ao seu processo de colonizacdo de 500 anos atras
entre africanos, amerindios e europeus (ABE-SANDES; SILVA; ZAGO, 2004,
MACHADO, 2008). Sabendo que esse marcadores moleculares sdo usados para

estimar o grau de mistura de populacdes e individuos (FELIX et al., 2010), € certo que



28

pelo fato da populacdo brasileira ser miscigenada, um individuo ndo tem 100% de
ancestralidade europeia, mas pode apresentar uma combinacdo de ancestralidade
europeia, africana e amerindia.

Analisando a populacdo do estado da Bahia, no Brasil, Felix et al. (2010),
utilizando MIAs encontrou proporc¢des de ancestralidade de 49% de africanos, 44%
de europeus e 7% de amerindios. Machado (2008) também encontrou em seu estudo
no estado da Bahia, um percentual baixo de predominancia ancestral amerindia
(14,5%), quando comparados a africana (49,2%) e a europeia (36,3%).

Os MIAs sao marcadores moleculares ideais para estimar de forma eficaz as
misturas populacionais e para detectar associacdes alélicas entre loci ndo ligados.
Estes loci podem gerar uma maior precisdo nas estimativas da composicao étnica
triibrida da populacao brasileira (MUNIZ, 2008).

Seguindo esse principio, Lopes et al. (2013), em um estudo de ancestralidade
da populacéo piauiense utilizando os MIAs, identificaram que em um grupo de 204
individuos, 18,5% apresentavam predominancia ancestral amerindia, 21,5% africana
e 60% europeia.

Partindo do pressuposto que no estado do Piaui, a populacdo € miscigenada,
vé-se a necessidade de fazer um estudo sobre a prevaléncia desses polimorfismos,
com o intuito de influenciar na pratica clinica de medicamentos associados, como o

clopidogrel.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a prevaléncia de polimorfismos associados a resposta terapéutica ao
clopidogrel em uma populacao do Estado do Piaui.

3.2 ESPECIFICOS

- Verificar as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dos polimorfismos
do CYP2C19*2 e *17;

- Relacionar a predominancia ancestral total e por mesorregido com a
distribuicdo dos SNPs CYP2C19*2 e *17,

- Comparar frequéncias alélicas obtidas com as observados em outros estudos
populacionais;

- Classificar os individuos estudados a respeito dos fenotipos, classificando-os
em metabolizadores normais, intermediarios, lentos, rapidos ou ultrarrapidos;

- Correlacionar a variabilidade no CYP2C19 com as estimativas de

ancestralidade genética individual.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Lopes et al. (2013) ao realizar um estudo sobre andlise do perfil genético da
populacdo piauiense, utilizando marcadores de ancestralidade do tipo INDELS,
coletou amostras de DNA de 204 individuos, sendo 102 do sexo feminino e 102 do
sexo masculino, saudaveis, todos maiores de 18 anos. Os participantes declararam
que nasceram a partir de duas gerac¢des passadas dentro do territério piauiense, e as
coletas dos materiais biologicos foram feitas nesses individuos que residiam em
cidades escolhidas a partir de divisbes por mesorregido e microrregido. Foram
escolhidas 11 microrregifes inseridas dentro das mesorregifes existentes no Piaui e

45 cidades ao longo destas (Tabela 2).

Tabela 2. Cidades onde foram obtidos os materiais bioldgicos.

Mesorregido Microrregido Cidades Nﬂmeros. de
Voluntérios

Floriano 14

Floriano Itaueira 01

Jerumenha 01

Anisio de Abreu 02

Bonfim do Piaui 01

Canto do Buriti 02

Caracol 05

Sudoeste Coronel José Dias 02

Dirceu Arcoverde 03

S&o Raimundo Nonato

Dom Inocéncio 04

Fartura do Piaui 01

Sao Lourengo do Piaui 01

S&do Raimundo Nonato 11

Tamboril do Piaui 01

Varzea Grande 02
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Barras 07
Batalha 01
Baixo Parnaiba Piauiense Brasileira 01
Luzilandia 01
Piripiri 02
Norte
Cocal 01
Cocal do Alves 02
Litoral Piauiense Luis Correia 01
Parnaiba 23
Piracuruca 11
Teresina Teresina 15
Campo Maior 10
Campo Maior Domingos Mouréo 01
Pedro Il 05
Centro-Norte Amarante 08
Médio Parnaiba Piauiense
Regeneracéo 01
Inhuma 01
Valenca do Piaui Novo Oriente do Piaui 01
Valenca do Piaui 11
Bocaina 01
Dom Expedito Lopes 01
Picos Oeiras 16
Picos 18
Santa Cruz do Piaui 02
Alagoinha do Piaui 01
Pio IX
Pio IX 03
Sudeste Itaindpolis 02
Jaicos 03
Alto Médio Canindé S&o Jodo do Piaui 02
Simplicio Mendes 01

Fonte: LOPES et al., 2013.
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Todos os participantes assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, liberando suas amostras de DNA para a realizacdo da pesquisa.
Previamente a coleta das amostras, o projeto foi submetido ao Comité de Etica e
Pesquisa da Universidade Federal do Piaui, de acordo com a Resolucao n° 196/96 do
Conselho Nacional de Saude, que preconiza normas sobre pesquisas envolvendo
seres humanos, sendo aprovadas no dia 20 de margo de 2012, sob o Registro CONEP
namero 045, e CAAE (0443.0.045.000-11) (em anexo).

4.2 EXTRACAO DO DNA, QUANTIFICACAO E GENOTIPAGEM

O DNA foi extraido de acordo com o descrito por Lopes et al. (2013), em que
foi utilizado o conjunto de reagentes da Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega, Madison, WI, USA), para extracdo de DNA a partir de sangue periférico.
Em seguida, as amostras passaram por corrida eletroforética em gel de agarose a
0,8%, com o objetivo de verificar a qualidade do DNA, passando também pela
quantificacdo. Para o presente estudo, a quantificacdo do DNA das 204 amostras foi
realizada novamente, a partir do espectrofotbmetro BioSpec-nano (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan) e todas as amostras de DNA foram diluidas para uma
concentracéo final de 4,5 ng/uL.

Para realizar a genotipagem dos polimorfismos, foram utilizados ensaios
validados TagMan genotyping assay para 0os SNPs CYP2C19*2 (rs4244285) e
CYP2C19*17 (rs12248560). O preparo da reacao consistiu de 2,5 yL de Master Mix
(2x TagMan Universal PCR Master Mix, No UNG), 0,25 yL de Sonda/Primers (20x
Drug Metabolism Genotyping Assay Mix) e 2,25 uL de DNA, totalizando 5 pL/pogo.
Utilizou-se 2 controles negativos por conjunto de reacdo. As reacdes seguiram o ciclo
de amplificacdo de 95°C por 10 minutos, 92°C por 15 segundos e 60°C por 90
segundos, passando-se por 50 ciclos, realizados pelo 7500 fast PCR real time

(Applied Byosystems®).

4.3 ANALISE DOS DADOS

As frequéncias genotipicas e alélicas foram realizadas por simples contagem e
as distribuicbes genotipicas observadas e esperadas foram comparadas pelo método

do x?> (Qui-quadrado) para testar o equilibrio de Hardy-Weinberg. A frequéncia
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haplotipica foi calculada a partir do software Haploview®© (Broad Institute of MIT and
Harvard, 2003-2006). Para comparar frequéncias alélicas entre mesorregidées do
estado do Piaui, frequéncias alélicas do presente estudo com as de outras populacdes
mundiais e frequéncias haplotipicas foi utilizado o teste exato de Fisher.

Para estimar a correlacdo entre a ancestralidade individual e o nidmero de
copias de alelo especifico em cada individuo foi utilizada a correlagdo de Spearman.
Para todas as analises do estudo foi considerado o nivel de significancia de p < 0,05.

A andlise foi conduzida utilizando o BioStat versao 5.3.
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5 RESULTADOS

Os plots de discriminacéao alélica sdo resultados da amplificacdo ocorrida apés

a analise de PCR em tempo real (Figura 5).

Figura 5: Plots de discriminacéo alélica.
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(A) Plot de discriminacao alélica do CYP2C19*2. (B) Plot de discriminagéo alélica do CYP2C19*17.
Fonte: 7500 fast PCR real time (Applied Byosystems®), 2017.

Dentre os 204 individuos do estudo, 181 possuem predominancia ancestral
europeia, 16 africana e 7 amerindia (Tabela 3). Foi observado que as frequéncias

genotipicas se encontraram dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05).
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Tabela 3. Frequéncias genotipicas, alélicas, fenotipicas e haplotipicas de acordo com

grupo ancestral

Europeia Africana Amerindia Total
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
Genotipos 181 (100%) 16 (100%) 7 (100%) 204 (100%)
CYP2C19*1/*1 85 (46,9) 7(43,7) 2 (28,6) 94 (46,1)
CYP2C19*1/*2 24 (13,3) 1(6,3) 1(14,3) 26 (12,7)
CYP2C19*1/*17 53 (29,2) 8 (50) 4 (57,1) 65 (31,9)
CYP2C19*2/*2 3(1,7) 0 0 3(1,5)
CYP2C19*2/*17 7(3,9) 0 0 7(3,4)
CYP2C19*17/*17 9 (5) 0 0 9 (4,4)
Alelos 362 (100%) 32 (100%) 14 (100%) 408 (100%)
CYP2C19*1 247 (68,2) 23 (71,9) 9 (64,3) 279 (68,4)
CYP2C19*2 37 (10,2) 13,1 1(7,1) 39 (9,6)
CYP2C19*17 78 (21,6) 8 (25) 4 (28,6) 90 (22)
FENOTIPOS 181 (100%) 16 (100%) 7 (100%) 204 (100%)
Normal 85 (46,9) 7(43,7) 2 (28,6) 94 (46,1)
Intermediério 31(17,1) 1(6,3) 1(14,3) 33 (16,1)
Lento 3(@1,7) 0 0 3(1,5)
Rapido 53 (29,3) 8 (50) 4 (57,1) 65 (31,9)
Ultrarrgpido 9(5) 0 0 9(4,4)
HAPLOTIPOS 181 (100%) 16 (100%) 7 (100%) 204 (100%)
*1*1 123 (68,2) 11 (71,9) 4 (64,3) 139 (68,3)
*1*17 39 (21,5) 4 (25) 2 (28,6) 45 (22,1)
*1*2 19 (10,3) 13,1 1(7,1) 20 (9,6)

Fonte: Autoria prépria.

O gendtipo *1/*1 apresenta frequéncia de 46,1%, e observou-se uma elevada
frequéncia para o gen6tipo *1/*17 com 31,9%. Nos grupos ancestrais, também notou-
se uma frequéncia mais elevada para o genoétipo *1/*17; a populacdo com
predominancia europeia apresenta frequéncia de 29,2%, a africana 50% e a amerindia
57,1%.

Para o *2, observou-se uma prevaléncia de 9,6%, e para o *17 de 22%. Com
relacdo aos grupos ancestrais, a maior frequéncia do *2 foi na populacdo de
predominancia ancestral europeia (10,2%), e a maior frequéncia do *17 na populagéo
de ascendéncia amerindia (28,6%).

Com relacdo aos fenétipos, a maior prevaléncia foi para o fenétipo normal, com

46,1%. Para a populacdo com predominancia ancestral europeia e africana, o fenotipo
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normal também prevaleceu, com 46,9% e 43,7%, respectivamente. A populagdo com
predominancia ancestral amerindia apresentou maior frequéncia para o fendtipo
rapido, com 57,1%.

O haplétipo mais frequente na populacgao total e nos grupos ancestrais € 0 *1*1,
apresentando 68,3% na populagéo total, 68,2% no grupo ancestral europeu, 71,9%
no africano e 64,3% no amerindio, 0 que mostra que os alelos funcionais sao mais
prevalentes em relacédo as variantes do gene CYP2C19 na populagéo piauiense.

De acordo com as mesorregides piauienses abordadas no presente estudo,
podemos observar que apesar da média de predominancia ancestral ser europeia em
todas elas, os valores das ascendéncias africana e amerindia variam entre si. Isso é
explicado pelo fato da populacdo brasileira ser miscigenada, apresentando

combinac@es diversas, em sua maioria portuguesa, africana e amerindia (Tabela 4).

Tabela 4. Média da ancestralidade gendmica de acordo com as mesorregides.

N Ascendéncia Ascendéncia Ascendéncia
africana europeia amerindia

Norte Piauiense 50 0.205 0.582 0.207

Centro-Norte 50 0.240 0.567 0.193
Piauiense

Sudeste 51 0.213 0.630 0.157
Piauiense

Sudoeste 53 0.233 0.568 0.199
Piauiense

Fonte: Autoria prépria.

Observou-se uma alta prevaléncia no genétipo *1/*17 em todas as
mesorregides, sendo 36% no centro norte piauiense, 22% no norte piauiense, 41,2%

no sudeste piauiense e 29,3% no sudoeste piauiense (Tabela 5).
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Tabela 5. Frequéncias genotipicas e alélicas por mesorregiao.

Centro Norte Sudeste Sudoeste  TOTAL (n,

Norte Piauiense Piauiense  Piauiense %)
Piauiense (n, %) (n, %) (n, %)

(n, %)

GENOTIPOS 50 (100%) 50 (100%) 51 (100%) 53 (100%) 204 (100%)
CYP2C19*1/*1 22 (44) 25 (50) 21 (41,2) 26 (49) 94 (46,1)
CYP2C19*1/*2 6 (12) 8 (16) 6 (11,7) 6 (11,3) 26 (12,7)
CYP2C19*1/*17 18 (36) 11 (22) 21 (41,2) 15 (28,3) 65 (31,9)
CYP2C19*2/*2 1(2) 1(2) 0 1(1,9) 3(1,5)
CYP2C19*2/*17 0 2(4) 2(3,9) 3(5,7) 7(3,4)

CYP2C19*17/*17 3 (6) 3 (6) 1(2) 2(3,8) 9(4,4)
ALELOS 100 (100%) 100 (100%) 102 (100%) 106 (100%) 408 (100%)
CYP2C19*1 68 (68) 69 (69) 69 (67,7) 73 (68,9) 279 (68,4)

CYP2C19*2 8 (8) 12 (12) 8(7,8) 11 (10,4) 39 (9,6)

CYP2C19*17 24 (24) 19 (19) 25 (24,5) 22 (20,7) 90 (22)

Fonte: Autoria prépria.

Foi observado que na mesorregido centro norte piauiense a frequéncia do *2 é
de 8%, no norte piauiense 12%, no sudeste piauiense 7,8% e no sudoeste piauiense
10,4%. Ja para o *17, 24% ¢é a frequéncia na mesorregido centro norte piauiense, 19%
no norte piauiense, 24,5% no sudeste piauiense e 20,7% no sudoeste piauiense.

A anadlise da estimativa de correlacdo entre a ancestralidade individual e o
namero de copias de alelo especifico demonstrou que a ancestralidade europeia,
africana e amerindia néo influencia no nimero de copias dos *2 e *17 (p > 0,05) na

populacao piauiense.
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6 DISCUSSAO

As enzimas do CYP450 sao responsaveis por metabolizar mais da metade de
todas as drogas existentes no mercado e o gene CYP2C19 atua no metabolismo do
clopidogrel. O clopidogrel é um farmaco antiplaquetario amplamente distribuido no
Brasil pelo SUS para o tratamento de doengas cardiovasculares. Individuos que
apresentam gen6tipo CYP2C19*1/*2 ou CYP2C19*2/*2 exibem niveis mais baixos do
metabolito ativo do clopidogrel, diminuindo consequentemente a antiagregacao
plaquetaria e elevando a taxa de eventos cardiovasculares, em compara¢cdo com 0s
individuos CYP2C19*1/*1. J4 os individuos que apresentam pelo menos um *17 estao
associados com o aumento da resposta ao clopidogrel e a um alto risco de
sangramento (DEHBOZORGI et al., 2018).

A composicao genética da populacédo brasileira é bastante heterogénea, devido
ao seu processo de formacdo por meio de diversos cruzamentos interétnicos. Isso
porque no periodo colonial e com o desenvolvimento do pais, diversos povos
contribuiram com sua influéncia, sendo prioritariamente: o indigena, nativo da regiao,
que vivia como ndbmade, se mantendo através de caca e pesca; o portugués, colono,
de procedéncia europeia; e o africano, trazido como escravo, advindo da Africa. Em
menor propor¢do, outros povos também se fixaram no pais e contribuiram com a
formacdo da populacdo, como os holandeses, franceses, ingleses, italianos, alemaes
e japoneses (TRENNEPOHL, 2014).

A formacdo da populacdo piauiense ocorreu, assim como no Brasil, pela
influéncia prioritaria dos mesmos trés grupos étnicos: indigenas, portugueses e
africanos. Com o passar dos anos, também recebeu outros povos, como espanhdis,
holandeses e franceses (RODRIGUES, 2004; NUNES, 2007; LOPES et al., 2013).
Essa mistura de povos pode trazer diferencas nas frequéncias das variantes genéticas
e 0 presente estudo € o primeiro a abordar frequéncias genotipicas e alélicas dos
polimorfismos associados a eficacia do clopidogrel (CYP2C19*2 e CYP2C19*17) na
populacdo piauiense. Por isso, € importante comparar as frequéncias alélicas
encontradas no nosso estudo com as encontradas em diversas popula¢cdes mundiais,
para observar se diante da heterogeneidade da populagéo, as diferencas entre as

frequéncias serdo expressivas (Tabela 6).
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Tabela 6. Comparacdes das frequéncias alélicas do CYP2C19*2 e CYP2C19*17

nesse estudo e em outros estudos populacionais.

Populacéo n *2 p *17 p Referéncia
Brasileira (Piaui) 204 9,6% - 22% - Este estudo
Brasileira Suarez-Kurtz et al
(diferentes 1034 13% 0,329 17% 0,237 ’
regides) (2012)
Brasileira
(diferentes 1029 16% 0,146 20,3% 0,431 Santos et al. (2011)
regides)
Brasileira (Goias) 137  11,7% 0,410 16,8% 0,237 Semedo (2017)
Bras;l:lljrli)(Sao 198 14,6% 0,196 19,9% 0,431 Prado et al. (2012)
Bras;'::; r(S)IO de 155 18206 0,0764 14% 0,098 Jesus (2016)
Brasileira 90  11,1% 0,5 1,1%  0,0000  Vargens et al. (2011)
(Guarani)
Grega (todas as o iidi |
regives) 283 13,1% 0,329 - - Arvanitidis et al. (2007)
Francfesg"’}éteo;;as 8 205 154% 0196  202% 0,431 Simon et al. (2009)
Alemé& (Munique) 986 13,5% 0,257 21,3% 0,5 Sibbing et al. (201028)
Estosaimo) 314 - : 18% 0,298 Sim et al. (2006)
Etiopes 190 - - 17,9% 0,298 Sim et al. (2006)
Chinesa 68 - - 4,4% 0,0001 Sim et al. (2006)
(gg't?gr%f;) 178 15% 0,196 24% 0433  Schenk etal. (2010)
Norueguesa (Oslo) 166 18,1% 0,076 22% 0,567 Rudberg et al. (2008)
Polonesa (Warsaw) 261 11,9% 0,410 - - Matek et al. (2010)
(BalAt’i‘r"ne;‘;arl‘E"’l‘J A 261 173% 0106 193% 0363 Gurbel et al. (2011)
(?enpm(sa{ll\?éa:iz ) 429 17% 0,106 25% 0,369  Shuldiner et al. (2009)
Iraniana o o Dehbozorgi et al.
(diferentes etnias) 1229 214% 0,024 27,1% 0,255 (2018)
Peruana 81 8% 0,402 - - Marsh et al. (2015)
Chilena 145 - - 30,3% 0,056 Espinoza et al. (2019)
Equador 297 7,8% 0,402 24,9% 0,369 Vicente et al. (2014)
- Bravo-Villalta et al.
0, - -
Bolivianos 778 7,8% 0,402 (2005)
Colombianos 133 8,6% 0,5 27,8% 0,207 Galvis et al. (2019)
Mexicanos 238 8.6% 05 14.3% 0,098 Favela-Mendoza et al.

(Jalisco)

(2015)
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Mexicanos
americanos (Los 692 9,7% 0,592 - - Luo et al. (2006)
Angeles, EUA)
AS;?;E"E&;’W 500 27,6% 0001  62% 00009  Marts et al. (2013)
f\l\flg\’lvagflr('cgﬂf)' 500 19,4% 0053  182% 0,298 Martis et al. (2013)
Lu'\:'nagi'f‘ |(\t|<;|gls6:a) 54  23% 0,010 - ] Yang et al. (2004)
Lﬁmgﬁfal\fl*;;‘éi'iz) 68  31%  0,0002 - ; Yang et al. (2004)
Indiana (Kuala o |
Lumpur, Malasia) 20 38%  0,0000 - - Yang et al. (2004)
Russia (diferentes o 0 . |
regives) 512 11,3% 0,5 22% 0,567 Mirzaev et al. (2017)
Italianos (Ferrara) 300 14,3% 0,257 19,8% 0,431 Campo et al. (2011)
Egipcia (Cairo) 190 12,6% 0,329 17% 0,237 Khalil et al. (2016)
Costa-riguenha o o Céspedes-Garro et al.
(diferentes etnias) 282 7.2% 0,306 6.8% 0,002 (2016)
Ara(t;% i’gﬁf'ta 201 112% 05 257% 0309  Saeed; Mayet (2013)
Portuguesa 95 14,2% 0,257 34,2% 0,041 Teixeira et al. (2012)
Africa do Sul 200 20% 0,036 15,5% 0,183 Dodgen et al. (2015)
Australia 5408 16,4% 0,146  202% 0,431 Mostafa et al. (2019)

(Melbourne)
Fonte: Autoria prépria.

Observa-se que nenhum dos estudos de regides brasileiras apresentaram
diferenca estatisticamente significativa para o *2 quando comparados ao presente
estudo (p > 0,05). Dos estudos listados na tabela 6, seis populacfes apresentaram
diferenca estatisticamente significativa, sendo maioria asiaticos e africanos, a saber:
populacado iraniana, em que encontrou-se uma prevaléncia de 21,4% (p = 0,024)
(DEHBOZORG I et al., 2018); asiaticos residentes em Nova lorque, com frequéncia de
27,6% (p < 0,05) (MARTIS et al., 2013); malaios, com frequéncia de 23% (p = 0,01);
chineses e indianos residentes na Malasia, apresentando respectivamente, 31% (p <
0,05) e 38% (p < 0,05) (YANG et al., 2004); e a populacéo da Africa do Sul com
frequéncia de 20% (p = 0,03) (DODGEN et al., 2015). De forma interessante, na
populacdo do presente estudo, a frequéncia do *2 em individuos de predominancia

africana foi mais baixa.
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Para a frequéncia do *17, foi encontrada uma diferenca estatisticamente
significativa ao comparar nosso estudo com o de Vargens et al. (2011) (p < 0,05), ao
encontrarem uma prevaléncia de 1,1% na populacdo guarani brasileira, e sem
diferenca com as frequéncias de outras regides brasileiras (SANTOS et al., 2011;
PRADO et al., 2012; SUAREZ-KURTZ et al., 2012; JESUS, 2016; SEMEDO, 2017).
Outras populacdes que diferiram as frequéncias foram a chinesa, com 4,4% (p < 0,05)
(SIM et al., 2006), a costa-riquenha, com 6,8% (p < 0,05) (CESPEDES-GARRO et al.,
2016), e asiética residente em Nova lorque, com 6,2% (p < 0,05) (MARTIS et al., 2013)
e a portuguesa com 34,2% (p = 0,04) (TEIXEIRA et al., 2012).

Céspedes-Garro et al. (2016), encontraram em seu estudo uma correlacéo
entre a ancestralidade americana e africana com os alelos variantes do CYP2C19 (p
< 0,05). Neste mesmo estudo, os autores encontraram para o CYP2C19*17 uma
correlagédo positiva com a ascendéncia africana e negativa com a ascendéncia nativa
americana (p < 0,01). Nosso resultado apresentou-se diferente, pois nao foi
encontrada relacdo entre ancestralidade e o nimero de copias dos *2 e *17.

No nosso estudo, observou-se uma prevaléncia para o metabolizador rapido de
57,1% no grupo ancestral amerindio (Tabela 3). Saber disso é importante, pois a
saude publica pode focar na atencdo a saude desses individuos, com o intuito de
evitar eventos adversos associados ao uso do clopidogrel. No estudo de Santos et al.
(2011), ao estudar uma populacdo com ancestralidade amerindia (183 individuos),
observou-se para o metabolizador ultrarrapido um percentual de 20,8%, sendo este
unido pelos genétipos CYP2C19*1/*17 e CYP2C19*17/*17, nado diferenciando o
metabolizador rdpido. Vargens et al. (2011) encontraram em seu estudo com uma
populacdo guarani brasileira (90 individuos) uma prevaléncia de 2,2% para o
metabolizador rapido (CYP2C19*1/*17). Sugere-se que a elevada prevaléncia de
metabolizadores rapidos neste grupo pode ter sido devido ao baixo nimero amostral
(7 individuos).

Como citado anteriormente, a classificagdo para fenotipos do nosso estudo &
dividida em 5 categorias de acordo com o CPIC (SCOTT et al., 2013), e estudos como
o de Santos et al. (2011) e Vargens et al. (2011), apresentam uma classificacao
diferente, apenas com 4 fenétipos, considerando o CYP2C19*1/*17 como fendtipo
ultrarrapido. Naranjo et al. (2018), considerando apenas 3 fenétipos (normal, pobre e
ultrarrapido) e estudando sobre os nativos latino-americanos, encontraram 2,74%

para o fendtipo ultrarrapido. O estudo de Santos et al. (2011) corrobora com o presente
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estudo, porém o de Naranjo et al. (2018) e de Vargens et al. (2011) diferenciam do
nosso e apresentam semelhanca entre si. Essas diferencas nas frequéncias do
fendtipo rapido, mostram que ainda precisam ser realizados estudos com populacdes
ancestrais amerindias para uma melhor definicdo. Porém, as frequéncias devem ser
baixas, como mostrado por Naranjo et al. (2018), ao estudar mais de 6000 individuos,
em que as frequéncias de todas as popula¢gdes nativo americanas encontraram-se
menores do que nos demais grupos estudados (latino americanos mesticos: 12,33%;
latino americanos afrodescendentes: 21,34%; latino americanos brancos: 16,10%;
iberianos: 19,89%; e argentinos: 20,55%).

No grupo ancestral africano, a frequéncia para o metabolizador rapido foi de
50% (Tabela 3). No estudo de Martis et al. (2013), por apresentar uma classificacéo
diferente em relacdo ao presente estudo, foi encontrada uma frequéncia para o
metabolizador ultrarrapido de 2,8%, e o gendtipo CYP2C19*1/*17 que classificaria o
metabolizador r4pido apresentou frequéncia de 20,4%, mostrando a importancia de
realizar a genotipagem em pacientes com eventos cardiovasculares e que necessitem
utilizar medicacéo antiplaquetaria, com o intuito de analisar o metabolizador, antes de
prescrever um medicamento como o clopidogrel.

Em contraste, observou-se para a populagéo total estudada, uma prevaléncia
de 1,5% para o fendétipo lento. O mesmo foi observado por Santos et al. (2011) em
uma populacdo de diferentes regibes brasileiras, em que a frequéncia para
metabolizadores pobres em seu estudo foi de 4,6%. O estudo de Kohlrausch,
Carrecedo e Hutz (2014) apresenta uma prevaléncia para o fenétipo lento de 2,2%
para uma populacao do sul do Brasil, corroborando com o presente estudo.

Quanto aos haplétipos, observou-se uma alta prevaléncia para o haplétipo *1*1
(CG) com 68,3%, mostrando que a maioria da populacdo piauiense avaliada
apresenta alelos funcionais. Os hapl6tipos *1*17 (TG) e *1*2 (CA) apresentaram
frequéncia de 22,1% e 9,6%, respectivamente (Tabela 3). Justenhoven et al. (2009)
nao encontraram em seu estudo com uma populagdo caucasiana da Alemanha
diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) quando comparados ao nosso,
apresentando para o haplotipo *1*1 uma frequéncia de 60,6%, para o haplotipo *1*17
de 25,1% e para o haplétipo *1*2 de 14,3%. Segundo Botstein e Risch (2003) e
Oliveira (2008), a associagéo entre SNPs poderia formar um haplo6tipo que apresenta
uma variante funcional. Dessa forma, esse haplotipo pode servir como marcador de

uma doencga, ja que os hapldtipos séo responsaveis pelas caracteristicas individuais,
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proporcionando suscetibilidade ou resisténcia as doencgas e diferentes respostas aos
farmacos, como o clopidogrel.

N&o foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre as frequéncias
alélicas das mesorregides (p > 0,05), o que mostra que apesar do Piaui apresentar
um territorio extenso, de aproximadamente 251.529 km? (IBGE, 2010), e apesar da
formacao da populacéo piauiense ser diferente nas mesorregides (LOPES, 2012), a
distribuicdo das frequéncias alélicas néo € interferida pela predominancia ancestral.

Souza et al. (2014) ressaltam que os efeitos adversos associados aos
medicamentos sdo considerados um grave problema de salde publica, pois além de
aumentarem a morbimortalidade dos pacientes, apresentam um enorme gasto ao
sistema de saude, causando impacto negativo na area clinica, humana e econémica.
Estes mesmos autores suspeitam que a prevaléncia de morbimortalidade relacionada
a medicamentos no Brasil seja maior do que em paises como os Estados Unidos e a
Alemanha. Nos Estados Unidos, até o ano de 2010, o custo chegou a 289 bilhdes de
dolares e na Alemanha a 816 milhdes de euros. O valor gasto com internacées
hospitalares relacionadas a ocorréncia de eventos adversos € 200,5% maior do que
nas internacées sem eventos, e 0 tempo da internacdo € em média 28,3 dias a mais
(PORTO et al., 2010).

Realizando um estudo com a populacdo brasileira, Sousa et al. (2018),
considerando todas as regides, observaram uma prevaléncia de efeitos adversos a
medicamentos gerais de 6,6%, e diretamente para medicamentos associados ao
sistema cardiovascular 4,02%.

Diante disso, avaliar a prevaléncia de polimorfismos genéticos € muito
importante no Brasil, e em outros paises que tenham uma populacao diversificada.
Assim, os resultados podem trazer beneficios na aplicacdo da terapia antiplaquetaria
(MIRZAEYV et al., 2017).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou frequéncia alélica do CYP2C19*2 de 9,6% e do
CYP2C19*17 de 22%. Essas frequéncias séo consideradas significantes ao tratar de
um paciente que apresente um desses polimorfismos. A frequéncia genotipica que
apresenta uma maior prevaléncia é a do genoétipo CYP2C19*1/*1 com 46,1%, e o
haplétipo mais frequente é o *1*1 com 68,3%, mostrando que a maior parte da
populacao apresenta alelos funcionais.

Observou-se uma alta prevaléncia para o metabolizador rapido em amerindios,
com 57,1%, o que pode ser justificado pelo numero amostral pequeno, e africanos
com 50%. Foi percebida uma maior prevaléncia do metabolizador normal para a
populacao total com 46,1%, mostrando que 53,9% da populacdo estudada apresenta
metabolizadores que apresentam problema na resposta ao clopidogrel, o que mostra
a importancia de realizar uma genotipagem antes de prescrever um medicamento
antiplaguetario que pode ocasionar diversos efeitos adversos, incluindo o 6bito.

Por fim, conclui-se que na populacao piauiense € importante existir politicas de
atencdo a saude em pacientes que passaram por eventos cardiovasculares, ou que
tem riscos de os desenvolver, e irdo precisar utilizar medicamentos antiplaquetarios,
como o clopidogrel. Assim, os profissionais de salde saberdo que a genotipagem
seria uma abordagem interessante antes da prescricdo do medicamento, com o intuito
de prevenir efeitos adversos associados ao clopidogrel, e, cortando gastos publicos
desnecessarios relacionados a esses eventos, ocasionados por polimorfismos do
gene CYP2C109.
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