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RESUMO

A varfarina é o anticoagulante oral mais utilizado para a prevencéao e
tratamento de pacientes com desordens tromboembdlicas arteriais e venosas.
Ela impede a regeneracdo da vitamina K oxidada a forma reduzida, o que afeta
a carboxilacdo e funcionalidade dos fatores de coagulagéo Il, VII, IX e X e
proteinas C, S e Z. Existe uma grande dificuldade de encontrar a dose
terapéutica para cada paciente ja que a farmacocinética e a farmacodinamica
do medicamento sdo influenciadas por fatores ambientais e genéticos. Isso
pode resultar em sangramentos ou tromboembolismo até que a anticoagulacao
esteja controlada. Com o propésito de tornar o tratamento mais seguro, tém
sido propostos algoritmos para predicdo da dose, que incluem fatores genéticos
e ndo genéticos. Polimorfismos em diversos genes envolvidos no metabolismo
e modo de acdo da varfarina estdo associados a dose terapéutica do
anticoagulante. Os mais importantes sdo o CYP2C9 (codifica a enzima
citocromo P450 2C9) e o VKORC1 (codifica a subunidade 1 do complexo
vitamina K epéxido redutase). Os genes de proteinas dependentes de vitamina
K também podem ter influéncia na dose, tais como o gene da proteina C
(PROC) e do fator VII da coagulacado (F7). Os objetivos deste estudo foram
investigar a influéncia dos SNP’s PROC -1654C>T e F7 1238G>A na dose de
varfarina e verificar a interagcdo entre eles e outros fatores genéticos e nao-
genéticos para possivel inclusdo em um algoritmo previamente elaborado.
Foram estudados 279 pacientes eurodescendentes do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, usuarios de varfarina, com INR (relacdo normalizada
internacional) dentro alvo. As genotipagens foram feitas por PCR/RFLP. Os
testes estatisticos empregados foram ANOVA, exato de Fisher e regressao
linear multipla. Houve grande variabilidade entre as doses (7,5 a
85mg/semana), sendo 33,5mg/semana a dose média. Nao houve diferenca
significativa entre as médias das doses de cada gendétipo do PROC (P=0,4) e
F7 (P=0,7). Também ndo houve diferenca significativa de frequéncias
genotipicas entre individuos com doses extremas (P=0,3 para PROC, e P=0,8
para F7). Em interagdo com outros fatores, os polimorfismos estudados nao se



mostraram associados a dose (P>0,05). Este estudo sugere que os SNP’s
PROC -1654C>T e F71238G>A nao estao associados com a dose terapéutica

de varfarina na populacao do sul do Brasil.



1. INTRODUCAO

Os anticoagulantes orais sdo muito utilizados na pratica clinica para a
prevencao e tratamento de pacientes com desordens tromboembdlicas arteriais
e venosas (Hirsh et al., 2001). A classe mais prescrita € a dos cumarinicos, da
qual faz parte a varfarina. Suas indicagdes mais comuns sao: fibrilagao atrial,
trombose venosa profunda, embolia pulmonar, isquemia, protese valvular,

cardiomiopatia, e infarto do miocardio (Gage et al., 2004).

1.1. Farmacocinética e farmacodinamica da varfarina

Depois da administracdo oral, a varfarina é completamente absorvida na
auséncia de patologias, e 99% liga-se a albumina plasmatica. A varfarina livre é
biologicamente ativa no figado, onde também é metabolizada por enzimas da
familia citocromo P450 (Gage et al., 2006). Ela € uma mistura racémica dos
seus enantibmeros R e S, os quais diferem nas concentragdes plasmaticas, na
poténcia antitrombdtica, e na especificidade das isoenzimas responsaveis pelo
seu metabolismo. O enantiémero S é de duas a cinco vezes mais potente do
que o enantibmero R e é responsavel por cerca de 70% de toda atividade
anticoagulante do farmaco (Ufer, 2005). A enzima hepatica citocromo P450 2C9
€ a principal metabolizadora desse enantibmero. Ela faz a conversdo do
enantibmero S-varfarina a 6- e 7-hidroxivarfarina sendo assim excretado na bile
(Redman, 2001).

Esse medicamento atua na reciclagem da vitamina K, e seu mecanismo
de acdo esta representado na figura 1. Assim como os outros cumarinicos, a
varfarina impede que a vitamina K oxidada (vitamina K 2,3-ep6xi) seja
convertida a forma reduzida (hidroquinona), através da inibicdo da enzima
vitamina K epdxido redutase. A redugdo ocorre em dois passos: primeiro, a
vitamina K 2,3-ep6xi € reduzida a K (ou filoquinona, forma encontrada nos
alimentos vegetais), e em seguida a vitamina K; é reduzida a hidroquinona. O
segundo passo nao é afetado diretamente pelo anticoagulante (Fasco et al.,
1982).



A vitamina K hidroquinona atua como cofator da enzima y-glutamil
carboxilase na reagdo de carboxilacdo de proteinas da coagulacao, tornando-
se, entao, oxidada (inativa). Como a regeneracao da vitamina é impedida pela
varfarina, ocorre inibicdo da vy-carboxilacdo dos fatores de coagulacao
dependentes de vitamina K - fatores Il, VII, IX e X - e de inibidores fisiol6gicos
da coagulacao - proteinas C, S e Z. A y-carboxilacdo é a adicao de um grupo
carboxil ao carbono y de um residuo especifico de acido glutamico. Tal
modificacdo pds-traducional converte um residuo de &cido glutdmico a y-
carboxiglutamico, negativamente carregado (Suttie, 1985). Na presenca de
ions calcio os fatores de coagulacédo ligam-se a eles (por meio do residuo
negativo) e sofrem uma mudanca conformacional que promove a adesado as
membranas fosfolipidicas das plaquetas (Nelsestuen, 1976). Como a ligagdo do
célcio é essencial para que as proteinas pré-coagulantes desempenhem sua
funcéo fisiolégica, o bloqueio da carboxilagdo acarreta anticoagulacao. Embora
0s cumarinicos também inibam a carboxilacéo das proteinas C, S e Z, a inibicao
da atividade dos fatores de coagulacao é o principal efeito farmacolégico (Gage
et al., 2006).

A anticoagulagdo somente é observada 2 dias apdés o inicio da
administracao da varfarina, em decorréncia do tempo levado para a degradacao
dos fatores carboxilados presentes no plasma. O fator VII, com a menor meia-
vida (6 horas), € o primeiro a ser afetado, seguido pelos fatores IX, X e Il, que
possuem meias-vidas de 24, 40 e 96 horas respectivamente. O efeito
anticoagulante pode ser revertido pela administracao terapéutica ou ingestao de
alimentos ricos em vitamina K;, uma vez que o segundo passo de reducao é

relativamente insensivel aos antagonistas da vitamina K (Hirsh et al., 2001).
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Figura 1. Nos hepatocitos, os enantibmeros R e S sdo metabolizados por
diferentes enzimas do citocromo P450 (codificadas por CYP1A1, CYP1A2,
CYP3A4 e CYP2C9). A varfarina atua como antagonista da vitamina K, inibindo
a vitamina K ep6xido redutase (subunidade codificada pelo gene VKORC1). Ao
impedir a regeneragdo de vitamina K reduzida, a varfarina prejudica
carboxilacdo de fatores de coagulacéo e inibidores fisiolégicos da coagulacéo
pela y-glutamil carboxilase (codificada pelo GGCX) (adaptado de Gage, 2006).

1.2. Sensibilidade ao farmaco

Existe uma grande variacdo interindividual na sensibilidade aos
cumarinicos, uma vez que a farmacocinética e a farmacodindmica sao
influenciadas por fatores ambientais e genéticos. Na populacdo, a dose
terapéutica varia em uma média de 4mg a 80mg semanais (Gage & Lesko,
2008a).

A baixa dose de varfarina, ou seja, maior sensibilidade, pode estar
associada a diversos fatores como idade avancada, peso corporal baixo, sexo
feminino, eurodescendéncia (comparado a afrodescendéncia), concentracao de



albumina plasmatica baixa, uso de tabaco, baixos INRs (relacdo normalizada
internacional) alvos, doencas hepéticas, insuficiéncia cardiaca, alguns
medicamentos, falta de exercicios fisicos e uma dieta com baixo aporte de
vitamina K. Por outro lado, a dose aumenta com a area de superficie corporal,
INR alvo e depuracao de creatinina (Gage et al., 2004).

A menor dose de anticoagulante requerida por pacientes mais idosos
pode ser explicada pela diminuicdo do clearance do medicamento (Shepherd et
al., 1977; Gurwitz et al., 1992; Loebstein et al., 2001). A area de superficie
corporal correlaciona-se com a dose de varfarina provavelmente porque ela
esta correlacionada com o tamanho do figado e, consequentemente, com a
depuracao hepética dos cumarinicos (Wynne et al., 1995).

Diversos medicamentos podem fazer interacbes medicamentosas com a
varfarina, aumentando ou diminuindo o efeito anticoagulante. A interacao pode
ser por inibicdo ou indugcdo de enzimas metabolizadoras. O clearance da S-
varfarina é inibido por fenilbutazona, sulfimpirazona, metronidazol, e
trimetoprim-sulfametoxazol, os quais potencializam o efeito da varfarina. A
amiodarona inibe o clearance dos dois isdbmeros, também resultando em
potenciacao do efeito (Hirsch et al., 2001). O mesmo mecanismo de interagao é
sugerido para a sinvastatina (Westergren et al, 2007). Outra hipo6tese
argumenta que a diminuicdo dos niveis lipidicos causada pela sinvastatina
diminui a concentracao de vitamina K no plasma (Hickmott et al., 2003), ja que
ela tem seu transporte feito através da apolipoproteina E. O efeito
anticoagulante é inibido por carbamazepina, barbituricos e rifampicina, os quais
induzem as enzimas hepaticas. Outros medicamentos podem influenciar a
farmacodindmica da varfarina por inibirem a sintese (terceira geracado de
cefalosporinas) ou aumentarem o clearance (tiroxina) dos fatores de
coagulacdo dependentes de vitamina K. Farmacos como aspirina,
antiinflamatérios nao esterbides, altas doses de penicilina, e moxolactam,
aumentam o risco de sangramento por inibirem a fung¢ao plaquetaria (Hirsch et
al., 2001).
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Doencas hepaticas prejudicam a sintese dos fatores de coagulacao,
enquanto que estados hipermetabdlicos (febre, hipertireoidismo) aumentam o
catabolismo deles. Essas situagdes potencializam a resposta aos
anticoagulantes (Richards, 1943; Owens et al. 1962). A variacao da ingestédo de
vitamina K também altera a resposta dos pacientes em tratamento com
varfarina. O aumento do aporte acontece em dietas para perda de peso, ou com
0 consumo de suplementos com vitamina K; e uma diminuicdo do aporte da
vitamina ocorre em pacientes tratados com antibiéticos e fluidos intravenosos
sem vitamina K, e em estados de ma absorcao (Hirsh et al., 2001).

Além disso, a dose de varfarina varia entre grupos étnicos, sendo a dose
semanal média para asiaticos 24mg, hispanicos 31mg, eurodescendentes
36mg, e africanos 43mg (P< 0,001), sugerindo que a variacao genética contribui
para a variabilidade interindividual na resposta ao medicamento (Dang et al.,
2005). Vérios estudos apontam polimorfismos em genes importantes na
din&mica e cinética da varfarina que influenciam a resposta ao tratamento e sao

capazes de explicar grande parte da variagcao da dose.

1.3. Monitoramento da dose

A dificuldade de encontrar a dose terapéutica para cada paciente
acarreta em risco de episoddios hemorragicos ou fendmenos tromboembadlicos,
até que a anticoagulacao esteja controlada. A hipoprotrombinemia, com ou sem
sangramento, € um efeito adverso que acomete 6-39% dos pacientes
anticoagulados anualmente (Krynetskiy & McDonnell, 2007). Dentre pacientes
chineses, eventos hemorragicos graves ocorreram em uma taxa aceitavel
(1,8%), enquanto que sangramentos menores foram consideraveis (18,5%)
(Chan & Mil, 2004).

A dose inicial de varfarina (2-10mg) é receitada com base na indicacao
ou em fatores intrinsecos e extrinsecos. Conforme a resposta do paciente, a
dose € aumentada ou diminuida por tentativa e erro. Devido a grande diferenga
na sensibilidade ao anticoagulante entre os pacientes, o estado de coagulagao
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deve ser avaliado periodicamente para o ajuste da dose e sucesso do
tratamento. O monitoramento da anticoagulagdo é realizado pelo tempo de
protrombina (TP), e o resultado é expresso pelo INR (relagdo normalizada
internacional).

O TP é um teste que mede o tempo de formacao do coagulo a partir da
ativacdo da coagulacdo por fator tissular. A amostra de plasma a 37°C, é
adicionado calcio (para reverter o efeito do citrato de so6dio usado na coleta do
sangue) e tromboplastina (fator tissular e fosfolipideos, que desencadeiam a
via extrinseca da coagulacédo). O tempo que a amostra leva para coagular é
mensurado. Os tempos obtidos nas amostras do paciente e do controle sao
comparados, sendo que o tempo obtido num plasma normal € de 11 a 14,6
segundos. Por serem empregados diferentes tipos de tromboplastina na
obtencdo do TP, a Organizacdo Mundial de Saude preconizou o uso do INR
para padronizar mundialmente o resultado do teste. O INR é a razdo do TP do
paciente pelo TP do controle, elevada ao International Sensitivity Index (I1S1) do
reagente. Cada fabricante de tromboplastina fornece o ISI, que varia entre 1,0 e
1,4. A anticoagulagdo é avaliada somente pelo INR, como visto, uma forma de
TP corrigido a padrdes mundiais. Isso significa que o INR de um paciente é
praticamente o mesmo se ele for testado em diferentes laboratérios no mundo
inteiro. Um individuo que nao faz uso de anticoagulante costuma ter o INR
préximo de 1. Apds o inicio da anticoagulagéo, o valor tende a aumentar, de
forma que, quanto maior o INR mais anticoagulado esté o paciente.

A padronizacdo de resultados permite que sejam recomendados
determinados valores de INR dependendo da indicagdo clinica da
anticoagulacao, chamados de alvos. Para a maioria das indicagbes —
profilaxia/tratamento de trombose venosa, tratamento de embolia pulmonar,
prevencao de embolia sistémica, doenca cardiaca valvar, valvula cardiaca de
tecido, fibrilagdo atrial — recomenda-se INR entre 2 e 3. Porém, para alguns
tipos de préteses mecéanicas de valvula cardiaca, pés-infarto do miocardio e
certos casos de trombose e sindrome antifosfolipidio, o alvo recomendado é de
2,5 a 3,5 (Hirsh et al., 2001).
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Logo, com base no INR alvo e no INR que o paciente esta apresentando,
a dose do anticoagulante é ajustada por tentativa e erro ou mantida, caso o alvo
ja tenha sido atingido. A dose necessaria para manter um individuo no alvo é a

dose terapéutica dele.

1.4. Fatores genéticos tém influéncia sobre a dose terapéutica

O metabolismo e o0 modo de acao da varfarina envolvem pelo menos 30
genes (Wadelius et al., 2007). A figura 2 mostra 0os genes que estao envolvidos
na biotransformacao da vitamina K, da varfarina e dos fatores de coagulacao
dependentes de vitamina K. As pesquisas tém mostrado que variantes de
alguns desses genes estao associadas com a dose terapéutica e, portanto, sao
responsaveis por parte das diferencas interpopulacionais e interindividuais
observadas na sensibilidade aos cumarinicos.

Estudos em diversas populacdes, incluindo os estudos brasileiros de
Perini et al. (2008) e Botton (2010), demonstraram que os genes CYP2C9 e
VKORC1 sao os mais importantes em relacéo a dose. O gene CYP2C9 codifica
a principal enzima da farmacocinética da varfarina, citocromo P450 2C9, e o
VKORC1 codifica a subunidade 1 do complexo vitamina K ep6xido redutase, a
enzima alvo do farmaco e mais importante da farmacodindmica. Enquanto que
fatores ambientais explicam 17-21% da variabilidade da dose (Gage et al.,
2008b), as variantes genéticas CYP2C9*2, CYP2C9*3 e VKORC1 -1639G>A,
juntamente com fatores ambientais, explicam 53-63% da variacao interindividual
da dose terapéutica de varfarina (Sconce et al., 2005; Miao et al., 2007; Gage et
al., 2008b). Isso sugere que polimorfismos de outros genes também contribuem
para tal variacdo. Os genes dos fatores de coagulacao Il, VII, IX e X e proteinas
C e S tém sido investigados, ja que seus produtos sdo dependentes da vitamina
K. Neste estudo, foram investigados polimorfismos nos genes da proteina C e
do fator VII.
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Figura 2. Os genes envolvidos na biotransformacdo da vitamina K estao
marcados com retangulos em verde, da varfarina em azul, e das proteinas da

coagulacao em vermelho (adaptado de Wadelius, 2007).

1.5. Proteina C

A proteina C, inicialmente caracterizada por Kisiel (1979), existe no
plasma como um zimogénio, e é ativada quando clivada pelo complexo
trombina-trombomodulina. A forma ativa contém um dominio serina protease
com atividade anticoagulante. Ela exerce tal funcao por inativar os fatores Va
(ativado) e Vllla em presenca de fosfolipidios, Ca*™ e proteina S (Dahlbéack,
1991).
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O gene que codifica a proteina C, PROC, esté localizado no cromossomo
2013-q14 e compreende 9 éxons e 8 introns (Plutzky et al, 1986).
Pesquisadores ja encontraram mais de 160 mutacdes diferentes do gene da
proteina C que levam a auséncia ou a uma forma defeituosa da proteina
(Reitsma et al., 1995). Dentre os polimorfismos ja identificados na regiao 5’ nao
traduzida, esta o SNP (do inglés single nucleotide polymorphism) PROC -
1654C>T (rs1799808), na regido promotora. A importancia da substituicao de C
por T ndo é conhecida, porém é possivel que esse polimorfismo tenha um efeito
na regulacao da expressao do gene PROC (Hoshi et al., 2007).

O polimorfismo PROC -1654C>T esta em desequilibrio de ligacdo com
outros dois, o PROC -1641A>G e o0 PROC -1476A>T. Os genétipos CC/GG/TT
estdo associados (P< 0,0001) com menores niveis plasmaticos de proteina C
(Spek et al., 1995).

No trabalho de Wadelius et al. (2007), com pacientes eurodescendentes
(n=201), foi encontrada associag¢ao entre quatro polimorfismos no PROC (dois
na regiao regulatéria 5, um no intron 2 e outro no intron 3) e a dose de
varfarina, dentre eles o PROC -1641A>G (P=0,0005). Nesse trabalho, pacientes
homozigotos para o alelo G necessitavam de menor dose do anticoagulante.
Individuos com genétipo GG tém menor atividade de proteina C, o que esta
intrigantemente associado com maior INR afinal, esses individuos deveriam ter
sua fungdo anticoagulante reduzida (Watala et al., 2003). Em vista do INR mais
elevado, o0 uso de uma dose menor do farmaco pelos pacientes GG do estudo
de Wadelius et al. (2007) pode ser explicado. Ja o estudo de Wang et al.
(2008), mostrou nao haver associacdo do polimorfismo PROC -1641A>G
(P=0,437) com a dose de varfarina em chineses anticoagulados (n=318).

Até o momento, ndo ha estudos que relacionem o polimorfismo PROC -
1654C>T com a dose de varfarina, mas como esta em desequilibrio de ligacao
com o PROC -1641A>G, que mostrou associacao no trabalho de Wadelius et
al. (2007), ele pode estar associado. A frequéncia do alelo T € de 30% em
europeus, 10% em africanos, 46% em chineses hans e 61% em japoneses
(NCBI SNPdb, 1).
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1.6. Fator VII

O fator VII da coagulacao é uma glicoproteina serina protease essencial
na via extrinseca da coagulacao sanguinea. Ele circula na forma de zimogénio,
mas ao se associar com o fator tecidual, uma proteina de membrana exposta
quando o lumen vascular esta lesionado, o fator Vlla desencadeia a ativacao de
outros fatores (Rapaport & Rao, 1995). Como o fator Vlla é a primeira protease
ativa na via extrinseca e contribui para a iniciacdo da cascata, seus niveis
podem ser importantes para o resultado de um evento trombético, por exemplo,
na determinacao do tamanho de um trombo oclusivo apéds a ruptura das placas
ateroscleroticas.

O gene que codifica o fator VI, denominado F7, localiza-se no
cromossomo 13934. Wadelius et al. (2007) estudou onze polimorfismos do F7,
€ nao encontrou associagdo entre nenhum deles independentemente e a dose
de varfarina. Os polimorfismos F7 -402G>A e um numero variavel de
repeticoes (de 37pb) no intron 7 do F7 nao apresentaram influéncia significativa
na dose no trabalho de Herman et al. (2006). Todavia, o haplétipo desses dois
poliforfismos e o F7 -746T>C apresentou associacao no estudo de Shikata et al.
(2004).

Estudos mostram que polimorfismos no gene F7 sdo os principais
determinantes dos niveis plasmaticos de FVIIc (atividade coagulante) e FVIIAg
(antigeno), mas ha menos evidéncias de que eles sejam responsaveis pelos
niveis de FVlla (fator VII ativado) (Bernardi et al., 1997).

O polimorfismo F7 1238G>A (rs6046) no éxon 8 acarreta uma troca de
arginina (alelo G ou M1) por glutamina (alelo A ou M2) no cédon 353 (R353Q).
Sugere-se que a troca de aminoacido resulta em alteracdo na conformacéo da
proteina, o que causa reducao na secrecao (Heywood et al., 1996). Varios
estudos observaram baixos niveis de FVllc em individuos com o alelo M2
comparado com homozigotos M1. O estudo multicéntrico europeu de Bernardi
et al. (1997) revelou uma grande contribuicdo dos polimorfismos F7 1238G>A e
insercao/delecao 5'F7 (alelo A2 e A1, respectivamente) nos niveis de FVlla -
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maior do que para FVllc e FVIIAg. Os alelos M2 e A2 mostraram-se associados
a niveis reduzidos de FVlla, principalmente. Apesar do desequilibrio de ligacao
entre 1238G>A e insercao/delecao 5'F7, foi possivel analisar genétipos em que
os alelos M2 e A2 nao estavam acoplados, e concluir que o alelo M2 é o
principal contribuinte na reducdo dos niveis de FVlla, FVlic e FVIIAg —
diferentemente de uma investigacao anterior, que apontou o A2 como maior
responsavel (Humphries et al., 1996). Um estudo chinés mais recente (Huang et
al., 2009) corrobora com o estudo europeu citado.

Ja foi visto que o nivel elevado de FVlic é fator de risco para doenca
coronariana, especialmente na presenca de fatores de risco adicionais (Junker
et al., 1997). O FVII esta relacionado ao estado de coagulagdo, sendo um dos
fatores que apresenta maior associacdo com o INR (Watala et al., 2003).
Pacientes que tiveram trombose e aqueles com purpura trombocitopénica
idiopatica apresentam-se com niveis significantemente maiores que o0s
controles. Ja& os niveis plasmaticos de FVila em pacientes que tiveram
trombose mas fazem tratamento com varfarina mostram-se similares aos dos
controles (Yamada et al., 1996).

Sendo o polimorfismo F7 1238G>A um dos grandes responséaveis pelo
nivel de FVlla, e este um determinante do estado de coagulacédo, pode-se
esperar que tal polimorfismo tenha influéncia sobre a dose terapéutica de
varfarina. Nos estudos de Shikata et al. (2004) e Ohno et al. (2009), foi
observado que o polimorfismo F7 1238G>A nao afeta a dose de varfarina em
pacientes japoneses. Entretanto, ndo ha estudos a respeito com pacientes
eurodescendentes. As frequéncias do alelo A (M.) sdao semelhantes entre
individuos japoneses, descendentes de europeus e descendentes de africanos,
sendo elas 7, 10 e 14%, respectivamente (NCBI SNPdb, 2).

1.7. Predicao da dose auxilia o tratamento

Apesar da eficacia dos tratamentos com varfarina, existem dificuldades
quanto a seguranca. A faixa terapéutica é estreita (risco aumentado de
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hemorragia), a manutencao da anticoagulacédo no INR alvo é complicada, e a
dose de manutencao é muito variavel.

O conhecimento da farmacogenética dos cumarinicos pode auxiliar os
médicos a calcularem a dose terapéutica de cada paciente, diminuindo assim, o
risco de hemorragia durante o inicio do tratamento (Gage et al., 2004). Em 16
de agosto de 2007, o FDA (Food and Drug Administration) aprovou a nova bula
da varfarina. Nela, deve vir a recomendacao, mas nao obrigacao, da realizacao
de testes moleculares para a deteccao das variantes genéticas do CYP2C9 e
do VKORC1 para que sejam evitadas as graves reacdes adversas ocasionadas
por esse medicamento em alguns pacientes (Gage et al., 2008a). Porém, para a
aplicacao dos resultados dos testes, cada populacédo devera desenvolver o seu
algoritmo especifico (Thompson, 2007), devido a grande diferengca nas
frequéncias dessas variantes genéticas entre as etnias. Dois grupos
propuseram algoritmos para a populacao brasileira, Perini et al. (2008) e Botton
(2010).

Alguns algoritmos propostos ja foram validados. A validagcdo consiste
em usar o algoritmo para predizer a dose em outra amostra (ndo aquela a partir
da qual ele foi elaborado), e verificar se os pacientes atingem o INR alvo com
esta dose predita (estudo prospectivo); ou, comparar a dose predita pelo
algoritmo com a dose terapéutica dos pacientes, também em uma amostra
independente (estudo retrospectivo). Os resultados apontam para a
necessidade de se desenvolver algoritmos populagcdo-especificos, pois quando
0s modelos sédo testados em populacdes diferentes da populacdo em que o
algoritmo se baseou, eles apresentam menores coeficientes de determinacao
(Lubitz et al., 2010; Shaw et al., 2010).
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RESUMO

A varfarina € o anticoagulante oral mais utilizado no tratamento e
prevencao de desordens tromboembdlicas. Ela bloqueia a regeneragdo da
vitamina K reduzida, cofator da carboxilacdo dos fatores de coagulacéao I, VII,
IX e X e das proteinas C e S. Existe grande variacao interindividual na resposta
ao anticoagulante, ja que é influenciada por fatores ambientais e genéticos.
Polimorfismos nos genes da enzima alvo (VKORC1) e da enzima
metabolizadora (CYP2C9) da varfarina explicam parte da variacdo da dose
terapéutica. Outras variantes genéticas também foram relacionadas com a
dose. Neste estudo, investigou-se a influéncia dos polimorfismos PROC -
1654C>T (gene da proteina C) e F7 1238G>A (gene do fator VIl) na dose de
varfarina e verificou-se a interagdo com outros fatores previamente estudados
na amostra. A dose semanal média de varfarina foi 33,5mg (amplitude 7,5mg-
85mg). Para ambos os polimorfismos, ndo houve diferenga significativa entre as
médias das doses de cada genétipo e entre as freqliéncias genotipicas de
pacientes com doses baixas e altas (P>0,05). Quando analisados em conjunto
com dados clinicos e genétipos dos genes CYP2C9, VKORC1, CYP4F2 e F2,
os polimorfismos de PROC e F7 também nao influenciaram a dose (P>0,05).
Os resultados indicam que os polimorfismos PROC -1654C>T e F7 1238G>A

nao estao associados com a dose de varfarina na populagéao estudada.
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INTRODUCAO

A varfarina € um anticoagulante oral comumente indicado a pacientes
com fibrilacdo atrial, protese valvular, cardiomiopatia, e no tratamento ou
prevencao de trombose venosa profunda, embolia pulmonar, isquemia e infarto
do miocéardio (Gage et al, 2004). Ela atua nos hepatocitos impedindo que a
vitamina K oxidada seja reduzida ao inibir a enzima vitamina K epo6xido
redutase (Gage et al., 2006).

Existe uma grande variagao interindividual na sensibilidade ao farmaco.
Na populagcdo, a dose terapéutica varia em uma média de 4mg a 80mg
semanais (Gage & Lesko, 2008a). A variacdo da dose se deve a influéncia de
fatores ambientais e genéticos. Estudos em diversas populacdes, incluindo os
estudos brasileiros de Perini et al. (2008) e Botton (2010), demonstraram que 0s
genes CYP2C9 (codifica a enzima citocromo P450 2C9, principal
metabolizadora da varfarina) e VKORC1 (codifica a subunidade 1 do complexo
vitamina K epdxido redutase, a enzima alvo do farmaco) sdo o0s mais
importantes em relagdo a dose.

Enquanto que fatores ambientais explicam 17-21% da variabilidade da
dose terapéutica de varfarina (Gage et al., 2008b), as variantes genéticas
CYP2C9*2, CYP2C9*3 e VKORC1 -1639G>A, juntamente com fatores
ambientais, explicam 53-63% (Sconce et al., 2005; Miao et al., 2007; Gage et
al., 2008b). Isso sugere que polimorfismos de outros genes também contribuem
para tal variagdo. Os genes dos fatores de coagulacdo dependentes da

vitamina K e proteinas C e S, entre outros, tém sido investigados.
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A proteina C possui funcado anticoagulante por inativar os fatores Va
(ativado) e Vllla em presenca de fosfolipidios, Ca*™ e proteina S (Dahlbé&ck,
1991). Dentre os polimorfismos ja identificados na regidao 5 nao traduzida do
gene da proteina C (PROC), esta o SNP PROC -1654 C>T (rs1799808) na
regiao promotora. A importancia dessa substituicao nao é conhecida, porém é
possivel que tenha um efeito na regulacao da expressao do gene PROC (Hoshi
et al., 2007). O genétipo CC mostra-se associado com menores niveis
plasmaticos de proteina C (P<0,0001) (Spek et al., 1995). A frequéncia do alelo
T é de 30% em europeus, 10% em africanos, 46% em chineses hans e 61% em
japoneses (NCBI SNPdb, 1).

O fator VIl da coagulagao é ativado ao se associar com o fator tecidual
(exposto quando o lumen vascular esta lesionado) e desencadeia a ativagao de
outros fatores devido a sua atividade serina protease (Rapaport & Rao, 1995).
O polimorfismo 1238G>A (rs6046) no éxon 8 do gene do fator VII (F7) provoca
uma troca de arginina (alelo G ou M1) por glutamina (alelo A ou M2) no cdédon
353 (R353Q). Sugere-se que a troca de aminoacido resulta em alteracdo na
conformacédo da proteina, o que causa reducdo na secrecao (Heywood et al.,
1996). O alelo A (M2) esta associado a niveis reduzidos de FVlla, FVlic e
FVIIAg (Bernardi et al. 1997). As frequéncias do alelo A sdo semelhantes entre
individuos japoneses, euro e afrodescendentes, sendo elas 7, 10 e 14%,
respectivamente (NCBI SNPdb, 2).

Perini et al. (2008) e Botton (2010) propuseram algoritmos de predi¢cao
da dose para a populagao brasileira. Com o intuito de aprimorar o algoritmo

elaborado para a populacdo do sul do Brasil (Botton, 2010) e, dessa forma,
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contribuir para a adocdo de um tratamento mais eficaz e seguro desses
pacientes, os objetivos do presente estudo foram: investigar a influéncia dos
polimorfismos PROC -1654C>T e F7 1238G>A na dose de varfarina e verificar
a interacao entre eles e outros fatores genéticos e ndo-genéticos descritos para

possivel inclusdo no algoritmo.

MATERIAIS E METODOS

Foram estudados 279 pacientes eurodescendentes do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre usuarios de varfarina, com mais de 18 anos e que
concordaram em patrticipar do estudo assinando o termo de consentimento livre
e esclarecido. Incluiu-se no estudo somente pacientes que mantiveram o INR
no seu alvo por pelo menos duas consultas consecutivas (em média uma
consulta por més). A dose de varfarina utilizada por cada paciente no periodo
em que estava com o INR no alvo — dose terapéutica - foi obtida a partir dos
prontuarios. A maioria dos pacientes tinha o INR alvo entre 2 e 3, exceto
aqueles com prétese de valvula mitral, os quais tinham INR alvo de 2,5 a 3,5.
Os pacientes foram incluidos independentemente do alvo porque os INRs
médios de individuos com cada genétipo nao apresentam diferenca
estatisticamente significante.

O DNA gendmico foi extraido de sangue periférico com o kit de
purificacdo de DNA gendmico PureLink™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As
genotipagens dos polimorfismos -1654C>T do gene PROC e 1238G>A do gene

F7 foram realizadas pelo método de PCR/RFLP. O polimorfismo do gene PROC
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foi identificado conforme condicdes de amplificacdo e clivagem descritas por
Spek et al. (1994), sendo utilizada a enzima BstX/ para a clivagem. O
polimorfismo do gene F7 foi identificado conforme condi¢cées de amplificacao e
clivagem descritas por Heywood et al. (1996), utilizando a enzima Mspl para a
clivagem. Para ambos os polimorfismos a verificacdo dos genoétipos foi
realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida 6%.

O teste qui-quadrado foi usado para verificar se as fregliéncias
genotipicas estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Para analisar a influéncia
dos genoétipos na dose terapéutica da varfarina, foram realizados os testes
ANOVA e exato de Fisher. O teste ANOVA foi feito com o logaritmo na base
dez da dose semanal média de varfarina de cada genétipo. O teste exato de
Fisher foi usado para comparar as frequéncias genotipicas entre pacientes com
doses extremas. Consideraram-se como baixas as doses menores do que
20mg/semana (aproximadamente a dose semanal média menos o desvio
padrdo) e como altas as doses maiores do que 45mg/semana
(aproximadamente a dose semanal média mais o desvio padrdo). Testes de
regressao linear multipla foram executados para verificar a interacdo dos
polimorfismos PROC -1654C>T e F7 1238G>A com outras variaveis (genéticas
e nao genéticas), que foram obtidas de um estudo prévio com a mesma
amostra. As analises estatisticas foram realizadas com o programa SPSS 18, e

os graficos com o BioEstat 5.0.

24



RESULTADOS

A idade média dos pacientes estudados foi 62,6 anos (DPx14,1),
variando de 18 a 88 anos. A maioria era do sexo masculino (55,6%). Houve
grande variabilidade entre as doses terapéuticas, a menor dose semanal foi
7,5mg e a maior foi 856mg. A dose terapéutica média foi 33,5mg/semana
(DPx14,1). Dos 279 pacientes estudados, 83 apresentaram doses extremas
(considerando um desvio padrao acima e abaixo da média), sendo 42 com
doses baixas (<20 mg) e 41 com doses altas (> 45 mg).

A amostra estd em Equilibrio de Hardy-Weinberg para os dois
polimorfismos testados. Para o polimorfismo -1654C>T do gene PROC, a
frequéncia do alelo T foi igual a 35%. A dose semanal média de varfarina por
genotipo foi: 32,9mg para CC; 34,5mg para CT e 31mg para TT. Nao houve
diferenca significativa (P=0,474) entre as doses médias de varfarina (Tabela 1,
figura 1A). As frequéncias dos gendétipos entre individuos com dose baixa e
individuos com dose alta ndao foram significativamente diferentes (Pgisher=0,306)
(Tabela 2).

Em relagdo ao polimorfismo 1238G>A do gene F7, a frequéncia do alelo
A (M) foi de 15%. As doses médias semanais de varfarina foram: 33,7mg para
homozigotos GG (M{My), 32,5mg para heterozigotos GA (M{My), e 35,8mg para
homozigotos AA (MxM;). Para esse polimorfismo, também ndo houve diferenca
significativa (P=0,739) entre as doses do farmaco (Tabela 1, figura 1B). Entre
individuos com dose baixa e alta, ndo houve diferenca significativa de

freqUéncias genotipicas (Prisher=0,851) (Tabela 2).
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Os dados obtidos neste estudo foram analisados por regressao linear
multipla, juntamente com os seguintes dados previamente apurados por Botton
(2010): idade, peso, uso de amiodarona, carbamazepina, B-bloqueador,
anlodipino, diuréticos, genétipos do CYP2C9, VKORC1, CYP4F2 e F2. Esses
outros dados fazem parte de um algoritmo que explica 63,3% da variacao da
dose de varfarina (Rza,-ust=0,633). Na regressao, os polimorfismos PROC -
1654C>T e F7 1238G>A continuaram sem influéncia sobre a dose do farmaco
(P>0,05). A incluséo deles no algoritmo diminuiu o coeficiente de determinacao
(Rzajust=0,596). Quando analisados novamente com os fatores idade, peso, e
medicamentos, mas nao com os genétipos do CYP2C9, VKORC1, CYP4F2 e

F2, os polimorfismos estudados continuaram sem significancia (P>0,05).

DISCUSSAO

A varfarina é um anticoagulante oral amplamente prescrito apesar dos
efeitos adversos graves. Estudos em diferentes populagcdes vém encontrando
associacao entre polimorfismos de genes do metabolismo e mecanismo de
acao da varfarina e a dose terapéutica. Um Unico estudo realizado na
populacao Sueca (Wadelius et al., 2007) identificou polimorfismos relacionados
a dose em 10 genes (VKORC1, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19, PROC, APOE,
EPHX1, CALU, GGCX e ORM1-ORM2).

Neste estudo foi investigada a influéncia dos SNP’s -1654C>T no
promotor do gene PROC e 1238G>A no éxon 8 do gene F7 sobre a variacao da

dose terapéutica da varfarina. As freqiéncias alélicas encontradas, 35% para o
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alelo T e 15% para o A, foram semelhantes aquelas descritas em outras
amostras de descendentes de europeus, sendo 30 e 10%, respectivamente
(NCBI SNPdb, 1 e 2). A variacdo interindividual na sensibilidade ao
anticoagulante foi evidente (7,5 a 85 mg/semana), porém os resultados deste
estudo indicam que os polimorfismos PROC -1654C>T e F7 1238G>A néo
estdo associados com a dose terapéutica de varfarina na populacao do sul do
Brasil.

Até o momento, ndo ha outros estudos que relacionem o polimorfismo
PROC -1654C>T com a dose de varfarina, entretanto foi encontrada associagao
entre a dose e o polimorfismo PROC -1641A>G (P=0,0005) (Wadelius et al.,
2007) que esta em forte desequilibrio de ligacdo. Porém, os resultados sao
controversos. Enquanto que Wadelius et al. (2007) observou que o alelo G
confere maior sensibilidade ao farmaco em uma amostra da populagao sueca,
Wang et al. (2008) ndo encontrou associacdo de tal polimorfismo com a dose
em pacientes chineses. E possivel que na populagdo da Suécia os
polimorfismos PROC -1654C>T e -1641A>G estejam segregando junto com
outra variante que desempenha um papel na funcionalidade do gene, enquanto
que isso nao deve ocorrer na populagédo chinesa e brasileira.

Quanto ao polimorfismo F7 1238G>A, ndo haviam estudos até entado
com eurodescendentes. Entretanto, nossos resultados corroboraram com os
achados de Shikata et al. (2004) e Ohno et al. (2009), que observaram que o
polimorfismo F7 1238G>A n&o afeta a dose de varfarina em pacientes

japoneses.
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Os polimorfismos PROC -1654 C>T e F7 1238G>A nao aumentaram o
coeficiente de determinacao do algoritmo proposto por Botton (2010), e também
nao apresentaram associacdo com a dose de varfarina quando analisados
como unicos fatores genéticos da regressao. Nossos resultados sugerem que
os SNP’s estudados ndo sao bons candidatos para aplicacdo clinica na

populacéo estudada.
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Tabela 1. Frequéncias alélicas e dose de varfarina para cada genétipo dos

genes PROC e F7.

Dose média de

Gene SNP Alelo  Frequéncia Genétipo n (%) varfarina P
alélica (%) (mg/semana)
PROC -1654C>T C 65 CC 111 (39,7) 32,9
(rs1799808) T 35 CT 139 (49,8) 34,5 0,474
TT 29 (10,4) 31
F7 1238G>A G (My) 75 GG 200 (71,6) 33,7
(rs6046) A (M) 15 GA 70 (25) 32,5 0,739
AA 9(3,2) 35,8
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Figura 1. Diagrama pontual das
doses de varfarina para cada
gendétipo do  polimorfismo
PROC -1654C>T em A, e para
0s genotipos do F7 1238G>A
em B. Todos os gendétipos
apresentam doses bastante
variadas, néao havendo
diferenca significativa entre as
médias das doses de cada
gendtipo para ambos o0s

polimorfismos.
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Tabela 2. Frequéncias dos genoétipos entre individuos com doses extremas.

PROC -1654C>T (rs1799808)

F7 1238G>A (rs6046)

Dose semanal CC CT TT GG GA AA
: 17 18 7 28 12 2
<20 mg Frequéncia 44 5o, 42,9% 16,7%  66,7% 28,6% 4,8%
n 15 23 3 30 9 2
>45 mg Frequéncia 3550,  s561%  73%  732% 22,0% 4,9%
P=0,306 P=0,851
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3. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A varfarina é um anticoagulante oral amplamente prescrito apesar dos
efeitos adversos graves. Nos primeiros meses de tratamento, o paciente fica a
maior parte do tempo fora do seu INR alvo, sob risco de sangramentos ou
tromboembolismo, devido a dose supra ou subterapéutica. Em vista disso,
estratégias que auxiliem na prescricdo de uma dose mais adequada para cada
paciente sao importantes. A farmacogenética é uma ferramenta muito
promissora para tal propésito, visto que estudos em diferentes populacdes vém
encontrando associagdo entre polimorfismos de genes do metabolismo e
mecanismo de agéo da varfarina e a dose.

Neste estudo, foi investigada a influéncia dos SNP’s -1654 C>T no
promotor do gene PROC e 1238G>A no éxon 8 do gene F7 sobre a variacao da
dose terapéutica da varfarina. Nossos resultados sugerem que esses
polimorfismos ndo estdo associados com a dose, ndo sendo importante sua
inclusdo em uma equacado de predicdo de dose para a populacdo do Rio
Grande do Sul. Isso ndo descarta que outros polimorfismos nos mesmos genes
desempenhem um papel importante na variacao de dose da varfarina, ja que as
proteinas codificadas por eles estdo indiretamente ligadas ao mecanismo de
acdo do anticoagulante. Assim sendo, estudos com outros polimorfismos
desses genes podem conseguir explicar mais sobre a variacdo de dose da
varfarina.

O uso de algoritmos com dados clinicos e genéticos ndo eliminara o
monitoramento por INR, mas podera prevenir hemorragias no inicio do
tratamento (Gage et al., 2004). Estudos farmacogenéticos sdo importantes para
que se encontre o maior nimero de genes com influéncia na farmacodinamica e
farmacocinética do medicamento, e assim elaborar algoritmos mais precisos.

Considerando que a sensibilidade a varfarina é uma caracteristica
multifatorial, provavelmente ha diversos fatores ainda nao identificados que tém
um efeito pequeno, de modo que a deteccdo deles torna-se mais dificil,
principalmente quando analisados independentemente.
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