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Resumo

O CYP2B6 pertence a familia de enzimas do citocromo P450 que catalisam a
metabolizacdo de uma enorme variedade de farmacos. Os farmacos, que séo
metabolizados por este enzima, pertencem a diversas classes e incluem, entre outros, o
antirretroviral efavirenz (EFV). O gene CYP2B6 é altamente polimorfico e alguns dos
seus single nucleotide polymorphisms (SNPs), como € o caso do 516G>T e 785A>G,
estdo relacionados com a diminuicdo da expressdo e atividade da proteina do gene.
Estas variantes em especifico estdo relacionadas com fendtipos caracterizados como
metabolizadores lentos do farmaco EFV e estdo, possivelmente, associados a episodios

de toxicidade ao nivel do sistema nervoso central.

O presente trabalho, integrado num projeto financiado pela Fundacdo para a
Ciéncia e Tecnologia PTDC/DTP-FTO/1747/2012, teve como objetivo a pesquisa,
identificacdo e caracterizacdo da mutacdo 516G>T e 785A>G do gene CYP2B6 em

doentes sujeitos a terapia com EFV.

Na amostra estudada, para 0 SNP 516G>T, obteve-se a seguinte distribuicao
genotipica: 43,75% para o genotipo 516GG e 56,25% para o genotipo 516GT. As
frequéncias alélicas para os alelos G e T foram 71,88% e 28,12%, respetivamente. Nao
foram encontradas diferencas significativas nas frequéncias alélicas e genotipicas entre
géneros e racas (p > 0,05). Todo os individuos apresentaram ser heterozigéticos para a
mutacdo 785A>GC.

Tendo em conta os resultados obtidos e, como mera suposicao, classificaram-se
27 individuos como possuindo o haplétipo CYP2B6 *1/*4 (metabolizadores
intermédios) e 21 como possuindo o haplétipo CYP2B6 *1/*6 ou *6*6

(metabolizadores intermédios ou lentos).

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que os principais polimorfismos
do gene CYP2B6, que se sabem envolvidos na alteracdo da metabolizagdo do farmaco

efavirenz, encontravam-se presentes na amostra estudada.

Palavras-chave: CYP2B6, Efavirenz, Polimorfismos, Geno6tipo






Abstract

The CYP2B6 belongs to the family of cytochrome P450 enzymes that catalyze
the metabolism of a wide variety of drugs. Drugs which are metabolized by this
enzyme, and belong to several classes include, among others, antineoplastic
cyclophosphamide, phenobarbital antiretroviral antiepileptic and efavirenz (EFV). It is
known that the CYP2B6 gene is highly polymorphic, both in their coding and promoter
region. It is known that some of its single nucleotide polymorphisms (SNPs), as is the
case of 516G> T and 785A> G, are associated with decreased expression and protein
activity of CYP2B6 gene. These particular variants are related to phenotypes
charaterized as poor metabolizers of efavirenz drug and are possibly associated with

episodes of toxicity to the central nervous system.

This study, part of a project funded by the Fundacéo para a Ciéncia e Tecnologia
PTD / DTP-FTO / 1747/2012, aimed to the research, identification and characterization
of 516G > T and 785A> G mutations of the CYP2B6 gene in patients subject to therapy
with EFV.

In the studied sample, the 516G>T SNP, obtained the following genotype
distribution: 43.75% for 516GG genotype and 56.25% and for 516GT genotype. Allele
frequencies for the G and T alleles were 71,88% and 28,13%, respectively. No
significant differences were found in allele and genotype frequencies between genders
and races (p> 0.05). All the subjects were heterozygous for the 785A> G mutation.

Taking into account the results obtained and, as a mere guess, classified 27
subjects as having CYP2B6 *1/*4 haplotype (intermediate metabolisers) and 21 as
having CYP2B6 *1/*6 or *6/*6 haplotype (metabolisers intermediate or slow).

The results of this study showed that the main polymorphisms of the CYP2B6
gene, which are known for being involved in the alteration of efavirenz’s metabolism,

were present in the sample.

Key-words: CYP2B6, Efavirenz, Polymorphism, Genotype
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| - Introducao

Em Portugal, até ao ano de 2013, existiam cerca de 48,657 pessoas infetadas
com o virus da imunodeficiéncia humana (VIH). Em 2012, ocorreram 107,621 o6bitos
entre individuos infetados, sendo que 501 6bitos deveram-se a doenca causada pelo VIH
(Dinis et al., 2014). No sentido de diminuir as taxas de mortalidade associadas a infecdo
pelo VIH, desenvolveu-se a highly active antiretroviral therapy (HAART). Desde 1996,
esta terapéutica tem vindo a demonstrar-se extremamente eficaz e bem tolerada.
(Aquaro et al., 2006; Bhaskaran, Johnson, Lambert, & Porter, 2008; Braitstein et al.,
2006).

O EFV é um dos principais agentes antirretrovirais utilizados na HAART.
Pertence ao grupo dos inibidores da transcriptase reversa nao nucleésidos (ITRNN) e,
apesar de ter uma elevada eficacia e tolerabilidade, frequentemente, alguns doentes
desenvolvem toxicidade ou ocorre falha na obtencdo de niveis de supressdo viral
duraveis. Concentracdes plasmaticas de EFV acima dos 4ug/ml tém sido relacionadas
com o aumento do risco de efeitos adversos ao nivel do sistema nervoso central (Kwara,
Lartey, Sagoe, Rzek, & Court, 2009).

Tal como a maioria dos farmacos, o EFV sofre metabolizacdo hepatica que €
mediada pelos enzimas do citocromo P450 (CYPs). Os enzimas do citocromo P450 sdo
uma familia de enzimas que intervém no metabolismo de uma grande variedade de
substratos enddgenos e exdgenos. Nos humanos, a subfamilia CYP2B consiste apenas
numa proteina funcional: o CYP2B6. O CYP2B6 participa no metabolismo de um
elevado numero de substratos, onde esta incluido o antirretroviral EFV (Ward, Gorski,
Jones, Hall, & Flockhart, 2003).

Inicialmente, 0 CYP2B6, a nivel hepatico, foi considerado como sendo expresso
com niveis baixos e apenas presente numa pequena fracdo da populacédo. Porém, estudos
mais recentes, que utilizaram anticorpos mais seletivos e especificos, verificaram a
existéncia da proteina CYP2B6 em quantidades significativas no figado humano. A
variacdo interindividual e interétnica foi presenciada na expressdo e atividade do

CYP2B6. Uma vez que as variagfes da expressdo e atividade do CYP2B6 podem
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Identificagdo e caracterizacdo dos principais polimorfismos do gene CYP2B6 em doentes VIH sujeitos a terapéutica
antirretroviral com efavirenz

resultar na alteracdo da resposta terapéutica ou em toxicidade, torna-se essencial
identificar as fontes de variabilidade do CYP2B6 (Lamba et al., 2003).

O CYP2B6 ¢ altamente polimorfico e, até a data, estdo identificados 29 alelos,
alguns dos quais dao origem a um aumento, diminui¢do ou perda de atividade. Muitos
dos alelos sdo raros, no entanto, alguns sdo bastante comuns na populacdo. Por
exemplo, o CYP2B6*6 (516G>T e 785A>G) surge com uma frequéncia alélica que
varia entre 14 a 62% entre as diferentes populacdes existentes no mundo (Hofmann et
al., 2008). O CYP2B6*6 tem sido associado a menores niveis de expressao da proteina
CYP2B6, sendo, pois, responsavel por alguma da variabilidade interindividual na

expressdo das proteinas CYP2B6 hepaticas (Xu, Ogburn, Guo, & Desta, 2012).

As mutagbes 516G>T e 785A>G no gene do CYP2B6, que provocam as
substituicdes de aminoacidos Q172H e K262R, respetivamente, sdo as mais frequentes e
ddo origem a uma diminuicdo da metabolizacdo do EFV e, consequentemente, ao
aparecimento de efeitos adversos (Ingelman-Sundberg, Sim, Gomez, & Rodriguez-
Antona, 2007).

Este trabalho de investigacdo teve como objetivo a identificacdo e caraterizacéo
das mutacbes CYP2B6 516G>T e 785A>G, numa amostra de 50 individuos infetados
pelo virus da imunodeficiéncia humana 1 (VIH-1) e sujeitos a terapéutica antirretroviral
com EFV.

Para tal foi necesséario efetuar uma extensa pesquisa, de forma a obter uma
revisdo da literatura relativamente a influéncia da genética, nomeadamente dos
polimorfismos, nos efeitos terapéuticos do farmaco antirretroviral EFV; identificar,
recorrendo a técnicas de biologia molecular, os SNPs 516G>T e 785A>G em 50
individuos infetados pelo VIH-1; e, finalmente, analisar estatisticamente as frequéncias

genotipicas, alélicas e a sua variagdo entre sexos e racas.

A analise das frequéncias genotipicas e alélicas foi elaborada com base em
técnicas de polimerase chain reaction- restriction fragment lenght polymorphism (PCR-
RFLP), real-time polimerase chain reaction (RT-PCR), nested polimerase chain

reaction (Nested PCR) e sequenciacao.
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INTRODUCAO
1 - Citocromo P450

O citocromo P450 é constituido por um grupo de enzimas que S0 responsaveis
pela metabolizacdo de diversas substancias enddgenas e exdgenas, transformando-as em
compostos mais hidrofilicos (Du, Hoffman, & Keeney, 2004; Ingelman-Sundberg,
2002; Rogers, Nafziger, & Bertino, 2002).

Os enzimas CYPs, enzimas do citocromo P450, sdo uma familia de
monoxigenases que sdo considerados enzimas de metabolizacdo de xenobidticos. Estes
enzimas estdo envolvidos no metabolismo oxidativo de farmacos e tém um papel central
na ativacdo e eliminacdo das moléculas com atividade farmacoldgica (Hodgson & Rose,
2007; Singh, Kashyap, Pandey, & Saini, 2011). A oxidacdo catalitica dos enzimas CYPs
permite a conversdo de um substrato num produto oxidado, de acordo com a reacdo

representada na Figura 1: (Creveling, 2001; Guan et al., 2006).

Enzimas CYP .
Farmaco \ Metabolitos

m ativos

NADPH NADP*

NADPH + H*+ 0,+ R ————3 NADP*+ H,0 + RO

Figura 1 — Reagdo de redox dos enzimas CYPs.

A oxidacdo e reducgéo catalisadas pelos CYPs ddo origem a metabolitos mais
polares que sdo diretamente excretados na urina e bilis, podendo ainda ser convertidos
em conjugados pelos enzimas de fase Il (Guan et al., 2006). Entre as substancias
enddgenas temos, como exemplos, acidos gordos saturados e insaturados, eicosanoides,
esterdis e esterdides, &cidos biliares, vitamina D e retindides (Nebert & Russell, 2002;
Singh et al., 2011).
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Identificacdo e caracterizagdo dos principais polimorfismos do gene CYP2B6 em doentes VIH sujeitos a terapéutica
antirretroviral com efavirenz

O numero de CYPs é bastante variavel entre diferentes espécies. (Waterston et
al., 2002). Os CYPs sdo uma das familias de genes com uma maior diversidade nos
eucariotas. Os anaerobios, como é o caso dos parasitas Plasmodium e Giardia,
apresentam um reduzido ndmero de genes CYP. Pelo contrério, nos organismos
aerdbios é possivel observar um intervalo no nimero de CYPs que varia entre 2 genes
(Schizosaccharomyces pombe) até 400 genes CYP, como é o caso da planta da soja
(Nelson, Goldstone, Stegeman, & B, 2013).

Num estudo de 2002, a comparacao entre as familias do citocromo P450 no rato,
humano e peixe-baldo (Takifugu rubripes) permitiu a identificacdo de expansdes em
quatro subfamilias (CYP2B, CYP2C, CYP2D e CYP4A) no rato em comparagdo com o
humano, como se pode observar na Figura 2. Estas expansdes parecem estar
relacionadas com diferencas entre sexos no metabolismo de androgénios e xenobidticos
(Waterston et al., 2002).

~ Y === CYP1A
"4":0""3‘\ | L s CYP1B
—[ S — CYP1
D e CYPSA b 8 et CYP2J
4 !:;CYPM ey CYP17
E | - CYP17
~ . e CYP4B -an CYP21A
s e CY P4 X j
b i e CYP2E
817 = » . 7 :
- CYP4F —m CYP7A 15 - i
[ - : oyprg | ==& CYP2D
2 et CYPAV -t CYPSA ( CYP2K
- 1 ' CYP8B . 3
) e CYP26A | 5 = CYP51 b == CYP2
| 6 e CYP26B = it 3 - CYP2U
——CYP26 , | s CYP2R
2 e CYP11A L o U0
E'_.—cvr)ne e I
, e st CYP20
CYP24 — CVDD ~= M. musculus
—— CYP27 | : CYP2F = H Saplens
e CYP27A o e CYP2S -
= CYP27B L. ——m= CYP2A 2B ~a T, rubripes
s CYP27 —~ = CYP2T « Complete
] . = CYPaw orthologues
= CYP2P L ——

Figura 2 — Filogenia dos CYPs no rato, humano e peixe-baldo (adaptado de Waterston et al., 2002).

Legenda: Cada triangulo representa uma familia do citocromo P450. Os asteriscos proximos dos
triangulos representam pseudogenes no rato. Quando a familia apresenta um membro de cada um dos
organismos indicados, o tridngulo possui a cor laranja. A altura dos triangulos é proporcional ao nimeros
de proteinas (indicadas pelas subdivis6es brancas). A localizacdo dos CYPs no cromossoma do rato estdo
indicadas nos ramos de cada subfamilia.
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INTRODUCAO

Na espécie humana existem cerca de 57 genes CYP funcionais e 58 pseudogenes
que estdo agrupados em 18 familias e 42 subfamilias. As familias CYP classificadas
como CYP1, CYP2 e CYP3 sdo responsaveis por 70-80% do metabolismo dependente
de fase | de xenobidticos (incluindo farmacos), enquanto as familias CYP4, CYP11,
CYP17, CYP 19 e CYP21 estdo envolvidas no metabolismo de compostos endégenos
(Hodgson & Rose, 2007; Ingelman-Sundberg, 2005; Nebert & Russell, 2002; Singh et
al., 2011). Dentro destas familias, existem subfamilias e isoformas que tém uma
influéncia substancial no metabolismo de xenobi6ticos. Nas mais importantes incluem-
se a CYP3A4, CYP1AL, CYP1A2, CYP2B6, CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19 e CYP2E1
(Hodgson & Rose, 2007; Ingelman-Sundberg, 2005; Singh et al., 2011).

Existem mais de 350 alelos CYP funcionais, isto €, genes mutados funcionais
que alteram a funcdo e/ou atividade dos produtos resultantes da expressdo genética.
Atualmente, o maior nimero de alelos mutados estdo descritos para o CYP2D6 (63
alelos), o CYP2B6 (29 alelos), o CYP1B1 (26 alelos) e o CYP2A6 (22 alelos)
(Ingelman-Sundberg et al., 2007).

Os principais isoenzimas (enzimas com uma sequéncia de aminoacidos
diferentes mas que catalisam as mesmas reacgdes) pertencentes ao citocromo P450 que
metabolizam um vasto leque de agentes com atividade farmacoldgica nos humanos

podem ser observados na Tabela 1 (Rogers et al., 2002; Singh et al., 2011).

Tabela 1 - Percentagem de metabolizacdo de farmacos pelos enzimas do citocromo P450 (adaptado de
(Rogers et al., 2002; Singh et al., 2011)

Enzima Metabolizacdo de Farmacos (%)
CYP3A4 47

CYP2D6 27,5

CYP2C9 10

CYP2C19 5

CYP2E1 4

CYP2B6 4

CYP1A2 2

19



Identificagdo e caracterizacdo dos principais polimorfismos do gene CYP2B6 em doentes VIH sujeitos a terapéutica
antirretroviral com efavirenz

Através da observagdo dos dados apresentados na Tabela 1 é possivel verificar
que o isoenzima com maior peso no metabolismo de farmacos é o CYP3A4. O
isoenzima CYP2B6, ainda que detenha uma percentagem aparentemente muito reduzida
(4%), possui uma enorme influéncia no metabolismo de determinados farmacos,

nomeadamente o EFV, como serd demonstrado mais adiante.

2 - Citocromo P450 CYP2B6 — CYP2B6

2.1 - Localizacéo e estrutura do gene

A familia de genes CYP2 possui multiplas familias que estdo fisicamente
agrupadas no genoma. O CYP2B estd localizado num grupo com 6 subfamilias:
CYP2A, CYP2B, CYP2F, CYP2G, CYP2S e CYP2T, no cromossoma 19 (Jacob,
Johnstone, Neville, & Walton, 2004). O gene CYP2B6 e o pseudogene CYP2B7
humanos localizam-se num bloco de 112kb, no meio da CYP2A18P, entre as posicoes
19912 e 19g13.2, como ilustrado na Figura 3 (Du et al., 2004; Guan et al., 2006; Jacob
et al., 2004). O gene CYP2B6 tem uma extensdo de aproximadamente 28 kb e €
composto por 9 exdes que codificam uma proteina com 491 aminoacidos (Du et al.,
2004; Jacob et al., 2004; Rodriguez-N6voa, Barreiro, Jiménez-Nacher, & Soriano,
2006). O pseudogene CYP2B7 € expresso no tecido pulmonar, no entanto apresenta um
codao STOP precoce (CGA>TGA) devido a mutacdo 1132C>T no exdo 7, motivo pelo
qual, se presume que o0s seus produtos ndo tenham qualquer atividade catalitica
(Caroline F. ThoARN, Jatinder K. Lambac, Vishal Lambad, Teri E. Kleina & Altmana,
2011; Du et al., 2004).
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Figura 3 — Localizacdo do gene CYP2B6 no cromossoma 19 (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=CYP2B6)

Ate aos dias de hoje, foram identificados 29 alelos do gene CYP2B6 (Tabela 2).
Nos portadores dos alelos CYP2B6*6,*9, *16, *26, *27 e *28 é possivel observar uma
menor taxa de clearance do farmaco EFV. O alelo CYP2B6*6 (516G>T e 785A>G)
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estd associado a maiores concentracdes plasmaticas de EFV e, por consequéncia, a um
maior risco de toxicidade (Sukasem et al., 2012).

Tabela 2 — Estrutura dos 29 alelos do CYP2B6 (adaptado de (Honda et al., 2011; M Rotger et al., 2007;
Margalida Rotger et al., 2007)

Alelo Ex&o Mutacao

CYP2B6*2 64C>T (R22C)

CYP2B6*4

785A>G (K262R)

CYP2B6*6 516G>T (Q172H)

785A>G (K262R)

CYP2B6*8 415A>G (K139E)

CYP2B6*10

62A>T (Q211)
216G>C (R22C)

CYP2B6*12 296G>A (G99E)

CYP2B6*14 419G>A (R140Q)

CYP2B6*16 785A>G (K262N)

983T>C (B28T)

CYP2B6*18 983T>C (1328T)

CYP2B6*20 503C>T (T168l)
516G>T (Q172H)
785A>G (K262R)

CYP2B6*22

CYP2B6*24 1427G>A (GA476D)

CYP2B6*26 499C>G (P167A)
516G>T (Q172H)
785A>G (K262R)

CYP2B6*28 917C>G (T306S)

1132C>T (R378X)
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2.2 - Regulacdo do gene CYP2B6

Devido ao facto de possuir diversas isoformas, o CYP2B6 é expresso em
diferentes tecidos, nomeadamente, no figado, rins, pulmdes, pele, intestinos,
endométrio, macrdéfagos broncoalveolares, linfocitos do sangue periférico e cérebro
(Croom, Stevens, Hines, Wallace, & Hodgson, 2009; Guan et al., 2006; Hodgson &
Rose, 2007). Alguns estudos relativos & expressdo de &cido ribonucleico mensageiro
(mARN) verificaram a presenca do CYP2B6 em todos os figados adultos analisados,
porém, ndo foi possivel identificar a sua presenca em 16 amostras de figado fetal e 10

placentas, embora no epitélio uterino o gene fosse expresso (Hodgson & Rose, 2007).

Um estudo que utilizou um anticorpo monoclonal para detetar a presenca do
CYP2B6 em 40 individuos confirmou a presenca deste CYP em todos os individuos
analisados com uma concentracdo media de proteina de 10.9 pmol/mg. Porém, a analise
de mais 19 individuos com caracteristicas diferentes dos anteriores (homeadamente ao
nivel da raga e sexo) com este anticorpo demonstrou uma variacao interindividual muito
significativa (Croom et al., 2009; Hodgson & Rose, 2007). Assim, demonstrou-se que
0s niveis da proteina CYP2B6 variam ndo sO entre grupos étnicos, mas também entre
sexos, sendo que as mulheres apresentaram niveis 1,6 vezes superiores aos dos homens
(Hodgson & Rose, 2007).

A ativacdo da transcricdo dos genes CYP pelos xenobidticos é mediada pelas
interacOes entre os complexos ligando-recetor nuclear e sequéncias potenciadoras que se

encontram a montante dos promotores dos genes (Wang et al., 2003).

O modelo de regulacdo dos genes do citocromo P450 baseia-se na ligacdo de um
recetor com um ligando, de forma a alterar a sua conformagdo, movendo-se
posteriormente para o nucleo. Ja no ndcleo, este liga-se a uma regido especifica a
montante do local de iniciacdo, modificando o acido desoxirribonucleico (ADN) para
que este se torne mais acessivel as proteinas envolvidas na transcricdo, como se pode

observar pelo esquema da Figura 4 (Creveling, 2001).
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4 | Deslocagao
! para o ntcleo
N P450 gene
P450 gene
DNA 1 DNA

RNA pol

Aumento do acesso ao promotor

l

Aumento da transcricao
Figura 4 — Modelo simplificado da regulacdo dos genes do citocromo P450 por inducdo (adaptado de

Creveling, 2001)

Legenda: L= ligando; R= recetor; R’= proteina par para o heterodimero do R; Coactiv = coativador; RNA
pol = ARN polimerase.

Diversos estudos evidenciaram que a inducdo do CYP2B6 estava associada a
ativacdo de varios fatores hepaticos como o pregnane X receptor (PXR), constitutive
androstane receptor (CAR), recetor glucocorticoide e o recetor da vitamina D, de uma
forma direta ou indireta (Wang & Tompkins, 2009). O PXR e o CAR sdo dois membros
da familia de recetores nucleares que intervém na expressao de genes envolvidos no
metabolismo e eliminacdo de xenobidticos. (Drocourt, Ourlin, Pascussi, Maurel, &
Vilarem, 2002; Faucette et al., 2006; Goodwin, Moore, Stoltz, McKee, & Kliewer,
2001; Wang et al., 2003). Inicialmente, os recetores PXR e CAR foram considerados 0s
responsaveis pela regulacdo da expressdo hepatica do CYP3A e CYP2B,
respetivamente. Estudos mais recentes sugeriram que existe uma interag@o entre os dois
recetores provocando uma ativacdo reciproca dos dois genes (Faucette et al., 2004,
2006). Deste modo, compostos indutores podem ativar diferencialmente um Gnico ou
multiplos recetores nucleares de forma a induzir diferentes genes do citocromo P450
(Faucette et al., 2004).
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O PXR ¢ ativado por um grande numero de Xxenobidticos e esterdides,
provocando a inducdo do CYP3A4 e do CYP3AY através de dois elementos especificos
de resposta presentes na regido regulatoria destes genes. O primeiro elemento de
resposta € o PXR proximal que, sendo necessario ndo é suficiente para a completa
transativacdo do promotor do CYP3A4. Assim, a indugdo mediada pelo PXR requer a
presenca do segundo elemento de resposta distal, o distal xenobiotic-responsive element
(dPXRE) (Drocourt et al., 2002). O recetor PXR também contribui para a inducdo do
CYP2B6 via distal xenobiotics-responsive enhancer module (XREM). O recetor CAR ¢
0 capaz de regular o CYP2B6 através de farmacos e outros xenobiédticos via
phenobarbital-responsive enhancer module (PBREM) na posic¢édo 1,7kb do promotor do
gene. Varios estudos identificaram o elemento de resposta complexo que consiste em
dois locais de ligagdo nucleares (NR1 e NR2). O NR1 e o NR2 sdo essenciais para a
inducdo dos genes CYP2B pelo fenobarbital. (Drocourt et al., 2002; Zanger & Schwab,
2013).

Algumas substancias demonstraram ter a capacidade de induzir a expressdo do
CYP2B6 em hepatocitos humanos in vitro, como é o caso, da carbamazepina,
fenobarbital, fenitoina (antiepiléticos), clotrimazol (antifingico), rifampicina

(antiturberculoso) e ritonavir (antirretroviral) (Faucette et al., 2004).

2.3 - Substratos

O CYP2B6 é responsavel pela metabolizacdo de diversos substratos, incluindo
farmacos de variadas classes terapéuticas, nomeadamente: ciclofosfamida
(antineoplésico citotoxico), promazina (antipsicético), EFV (antirretroviral), imipramina
(antidepressor triciclico), midazolam (ansiolitico benzodiazepina) e tamoxifeno
(antineoplésico antiestrogénio). Foram descritos alguns inibidores potentes e especificos
da expressdio do CYP2B6 incluindo-se neste grupo o farmaco etinilestradiol
(anticoncepcional) e clopidogrel (antiagregante plaquetario) (Bumpus, Kent, &
Hollenberg, 2006; Guan et al., 2006).
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2.4 - Farmacogenética do CYP2B6

As diferentes apresentacfes de alguns genes dao origem a uma variabilidade da
expressao genética que, quando verificadas em mais de 1% da populacdo sao
denominadas por polimorfismos farmacogenéticos (Cressey & Lallemant, 2007; Rogers
et al., 2002).

Atualmente sdo conhecidos varios polimorfismos que alteram a expressdo de
proteinas transportadoras ou enzimas que metabolizam os farmacos antirretroviricos.
Assim, estes polimorfismos ocorrem designadamente em: genes de transportadores de
farmacos, como é o caso da glicoproteina-P (P-gp), produto do multi-drug resistance
gene 1 (MDR1), que assegura O transporte de varios compostos; enzimas
metabolizadores de fase | do citocromo P450; e enzimas metabolizadores de fase Il
(Cressey & Lallemant, 2007).

Inicialmente, 0 CYP2B6 ndo era considerado como um enzima com relevancia
ao nivel do metabolismo de farmacos. No entanto, novos estudos demonstraram a
importancia deste CYP no metabolismo de farmacos utilizados no tratamento do cancro,
como a ciclofosfamida, e antirretrovirais como o EFV e a nevirapina (Ingelman-
Sundberg et al., 2007; Jacob et al., 2004).

O gene CYP2B6 € um dos mais polimorficos do citocromo P450 e, atualmente,
os polimorfismos deste gene incluem mutacbes missense, insercdes, delecdes e

mutacOes que afetam a atividade e expressdo do gene (llic et al., 2013).

Alguns estudos que analisaram tecidos hepaticos, demonstraram que 0 Sexo
feminino tende a expressar niveis mais elevados do CYP2B6 no figado do que o sexo
masculino. Este evento deve-se a expressdo do CYP2B6 ser regulada pela secrecdo da
hormona de crescimento, que possui concentracGes plasmaticas mais elevadas nas

mulheres do que nos homens. (Daraki et al., 2014).

Diferencgas ao nivel da raga e étnica foram detetadas entre mulheres mas nédo
entre homens. A atividade do CYP2B6 € maior em mulheres hispanicas do que em

caucasianas e afro-americanas (llic et al., 2013).

Existe uma elevada variagdo interindividual na expresséo do mARN do

CYP2B6, variando entre 20 e 288 vezes, podendo este facto dever-se tanto a diferencas
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na regulacédo da transcricdo como a variagGes genéticas herdadas (Caroline F. ThoARN,
Jatinder K. Lambac, Vishal Lambad, Teri E. Kleina & Altmana, 2011; Guan et al.,
2006)

Apesar de altamente polimérfico, ndo foram encontradas mutacdes que criassem
uma perda de funcdo significativa no gene CYP2B6 (Ingelman-Sundberg et al., 2007).
Existem, porém, um conjunto de alelos que parecem estar associados a uma diminuicao
da atividade/expressdo, sendo eles o CYP2B6*6, CYP2B6*16 e CYP2B6*18. O
CYP2B6*6 é relativamente comum em algumas popula¢es com uma frequéncia de 20-
30%. O CYP2B6*16 e 0 CYP2B6*18 sdo mais frequentes em individuos de raca negra
(7-9%). Estudos demonstraram que individuos homozigdticos com os alelos
CYP2B6*6, CYP2B6*4, CYP2B6*16 e CYP2B6*18 exibiam uma menor capacidade
para metabolizar substratos da CYP2B6, como é o caso do farmaco antirretroviral EFV
(Hodgson & Rose, 2007; Ingelman-Sundberg et al., 2007).

Alelos que possuem os polimorfismos 415A>G, 516G>T, 136A>G, 296G>A,
785A>G, 419G>A e 1172T>A tém sido associados a variagdes na expressdo das

proteinas codificadas por este gene (Rodriguez-Ndévoa et al., 2006).

O fendtipo de um individuo é determinado pela atividade enzimética que existe
no seu organismo, sendo denominados como ‘“metabolizador lento”, “metabolizador
intermédio”, “metabolizador rapido” e “metabolizador ultrarrdpido”(Rogers et al.,
2002). Um metabolizador lento, apresenta uma alteracdo na expressao dos seus enzimas,
dando assim origem a enzimas disfuncionais ou inativos. No caso de pré-farmacos, ou
seja, farmacos que necessitam de ser metabolizados, passando por uma fase onde séo
biotransformados nos seus metabolitos ativos para poderem exercer as suas acgoes
terapéuticas, ndo sdo eficazes em individuos classificados como metabolizadores lentos.
Um metabolizador intermédio, € aquele que apresenta uma diminui¢do do metabolismo
do farmaco devido a uma diminuicdo da atividade enziméatica. Normalmente, o
metabolizador intermédio possui um alelo funcional e um alelo nao funcional, podendo
em alguns casos possuir dois alelos parcialmente ndo funcionais (Ingelman-Sundberg et
al., 2007; Ingelman-Sundberg, 2005). Os metabolizadores rapidos apresentam uma
atividade enzimatica normal, possuem dois genes funcionais, pelo que o efeito
terapéutico nestes individuos é obtido com a administragdo de doses standart. Os

metabolizadores ultrarrapidos, apresentam uma intensa atividade enzimatica, uma vez
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que apresentam mais que dois genes ativos (Ingelman-Sundberg et al., 2007). Nestes
casos, a administracdo da dose standart podera proporcionar um efeito terapéutico
muito reduzido ou mesmo nulo e, por outro lado, podera causar uma situacdo de

toxicidade devido a rpida metabolizacdo do farmaco (Rogers et al., 2002).

Deste modo, a genotipagem ou fenotipagem para alguns dos enzimas do
citocromo P450 sdo relevantes para farmacos com uma estreita margem terapéutica ou
quando os efeitos adversos incluem situagdes de risco para o doente e que podem ser
evitadas com um simples ajuste de dose (Cressey & Lallemant, 2007; Rogers et al.,
2002).

Atualmente, as doses standart sdo obtidas atraves de estudos de farmacocinética
onde o0s participantes sdo voluntarios saudaveis e, muito provavelmente,
metabolizadores rapidos. A investigacdo na area da genética clinica abre caminho para a
inclusdo da farmacogenética na fase de desenvolvimento de novos farmacos. Num
futuro proximo, serd possivel ao clinico antever a resposta que um individuo terd a um

determinado farmaco consoante o seu gendtipo (Rogers et al., 2002).

3 - Virus da imunodeficiéncia Humana 1

O VIH-1 é um Retrovirus do género Lentivirus pertencente a familia Retroviridae,
que tem a capacidade de infetar as células do sistema imunitario do hospedeiro (Smith,
de Boer, Brul, Budovskaya, & van Spek, 2012).

Cada particula viral contém material genético em duas cadeias de acido ribonucleico
(ARN), bem como enzimas que sdo necessarios ao ciclo replicativo do virus. O ARN
viral sofre uma retrotranscricdo, passando a ADN viral de forma a permitir a reproducéo
viral. Cada particula viral contém um enzima denominado por transcriptase reversa que

medeia este processo (Petroll, Hare, & Pinkerton, 2008).

Apesar de exibir poucos genes e um genoma com menos de 10 kb, o VIH-1 é capaz
de neutralizar os diferentes componentes do sistema imunitario. Tem a capacidade de
infetar os linfocitos T CD4" e os macrofagos, existindo a possibilidade de provocar a

destruicdo completa das células CD4™ dando origem ao sindrome da imunodeficiéncia
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humana (SIDA) (Arendt & Littman, 2001; Simon, Ho, & Karim, 2010; Stevenson,
Stanwick, Dempsey, & Lamonica, 1990).

O VIH-1 é caracterizado por uma ampla diversidade genética. As estirpes do virus
estdo divididas em 4 grupos (M,N,O e P). Os grupos O, N e P estdo restritos a Africa
Central, enquanto o grupo M é o responsavel pela atual pandemia. No grupo M estdo
inseridos cerca de 95% dos isolados de HIV-1 descritos até ao momento e esta dividido
em 9 subtipos (clades) distintos (Figura 5). Para além dos subtipos, existem também 15
circulating recombinante forms (CRFs). (de Oliveira Santos, Villela Romanos, & Dutra
Wigg, 2008; Guerra, de Lara, Malizia, & Diaz, 2009).

VIH-1

Figura 5 — Grupos e subtipos do VIH-1 (adaptado de (Guerra et al., 2009).

A continua evolucdo e diversidade deste virus representam um desafio para a
comunidade cientifica para a criagdo de novas medidas preventivas e terapéuticas. O
subtipo C continua a ser 0 mais comum, com uma percentagem de 55-60% de todas as
infecdes a nivel global. Embora os “subtipos ndo B” apresentem -caracteristicas
viroldgicas diferentes do subtipo B, ndo sdo claras as diferencas existentes ao nivel
clinico. (Simon et al., 2010).
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3.1- Ciclo replicativo do VIH-1

O ciclo replicativo deste virus é bastante complexo e a sua duragdo esta
dependente do tipo de célula alvo e da ativacdo celular. O ciclo tem inicio com a
penetracdo do genoma ARN viral no citoplasma. A glicoproteina exterior (gp120) e a
proteina transmembranar (gp41) do envelope do VIH-1 tém afinidade para o recetor
CD4 que direciona o virus para as células CD4" . A interacdo da subunidade gp120 com
0 recetor CD4 é seguida de uma ligacdo adicional a um coreceptor que pode ser o C-C
chemokine receptor type 5 (CCR5) ou C-X chemokine receptor type 4 (CXCR4). O
arranjo destes coreceptores na superficie dos linfocitos e macréfagos e o
reconhecimento do coreceptor pelo envelope viral, sdo os principais determinantes do
tropismo para diferentes tipos de células. Esta ligacdo entre envelope e coreceptor
provoca alteracdes conformacionais no virus, expondo o dominio hidrofébico na gp41
que promove a fusdo com a membrana celular. A entrada e fusdo do virus com a
membrana da célula permitem a descapsulacao do core viral. Ja no interior da célula, o
enzima transcriptase reversa inicia a transcrigdo do ARN viral em ADN viral. O
processo da retrotranscricdo € necessario para formar o complexo de preintegragéo viral.
Este complexo é transportado até ao nucleo da célula e inicia-se 0 processo de
integragdo do ADN viral com ADN da célula hospedeira com o auxilio do enzima
integrase. Uma vez terminado o processo de integracdo, a reproducdo viral inicia-se, € 0
ADN viral é transcrito em ARN. A elongacdo da transcricdo requer a ligacdo da
proteina Tat do virus ao elemento de ARN. O ARN, por sua vez, € traduzido em
proteinas necessarias a formacdo de novas particulas virais. As cadeias de ADN sdo
separadas pelo enzima protease que permite a obtencdo do seu invélucro. Todos os trés
enzimas referidos ao longo do ciclo de vida viral sdo alvos das terapéuticas
antirretrovirais (Arendt & Littman, 2001; Arts, Hazuda, Bushman, Nabel, &
Swanstrom, 2012; Gomez & Hope, 2005; Petroll et al., 2008; Simon et al., 2010; Smith
etal., 2012).

3.2 - Infecédo VIH-1 e progressao para SIDA

O virus infeta, inicialmente, as células T ou 0s macrofagos. As células infetadas

migram para a regido dos tecidos linfaticos, tornando possivel o acesso das novas
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particulas virais a outras célula (Petroll et al., 2008; Schnell, Joseph, Spudich, Price, &
Swanstrom, 2011). Num intervalo de 4 a 10 dias, as particulas virais sdo libertadas para
a corrente sanguinea. Segue-se um periodo de intensa replicacdo viral, provocando um
aumento extenso dos niveis de virus no plasma e diminuindo o nimero de células T
CD4" . Este estado inicial da infecdo é, normalmente, acompanhado de alguns sintomas
como febre, faringite, artralgia, anorexia, exantema maculopapular, linfoadenopatia e
fadiga. Este quadro clinico €, igualmente, conhecido como sindrome retroviral agudo e
ocorre, aproximadamente, 2 a 4 semanas apds a exposi¢do ao virus. A maioria dos
sintomas resolvem-se no periodo de 1 a 2 semanas. Nesta fase, os niveis de anticorpos
anti-VIH tornam-se detetaveis (seroconversdo) uma vez que O sistema imunitario
comega a “responder”, e ocorre 0 aumento dos niveis das células CD4 enquanto a carga
viral diminui. O intervalo de tempo que decorre entre a infegéo inicial e a seroconversao

é designado por infecdo aguda ou primaria. (Petroll et al., 2008).

ApOs a seroconversdo, a carga viral e o nimero de céelulas CD4 mantém-se
estavel durante um periodo de 5 a 10 anos. Durante este tempo, os individuos
apresentam poucos ou nenhuns sintomas associados ao VIH, ainda que a replicacdo se
mantenha dindmica. Com o passar do tempo, a carga viral aumenta e 0s niveis de
células CD4 comecam a diminuir. Assim que os niveis das células CD4 diminuem para
niveis inferiores a 200 células/ml, os individuos infetados ficam mais suscetiveis a

desenvolverem infecGes oportunistas (Petroll et al., 2008; Simon et al., 2010).

Para além das infecGes oportunistas, os doentes com VIH tém um maior risco de
adquirirem algumas doengas, como é o caso do sarcoma de Kaposi, linfoma néo-

Hodgkin, cancro cervical e cancro anal (Petroll et al., 2008).

O VIH ¢ transmitido através de 4 fluidos corporais: sangue, semen, fluidos
vaginais e leite materno. Existem 3 vias pelas quais esta transmissdo pode ocorrer,
sendo elas: exposicdo a sangue contendo VIH, ocorrendo muitas vezes entre utilizadores
de drogas injetaveis devido a partilha de agulhas ou entre profissionais de saude devido
a uma exposicdo ocupacional; contacto sexual sem utilizacdo de um método
contracetivo de barreira (preservativo), possibilitando a passagem direta do virus para a
corrente sanguinea através das mucosas ou por infe¢do dos macrdéfagos que revestem as

mucosas vaginais e rectais; transmisséo vertical, em que ocorre da mae para o filho
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devido a exposicdo a sangue ou secrecGes vaginais durante o parto ou durante a

amamentacao (Petroll et al., 2008).

A possibilidade de transmissdo do virus de um individuo infetado para um néo
infetado estad diretamente dependente da quantidade de virus existente nos fluidos
associados a transmissdo (Petroll et al., 2008; Simon et al., 2010). Esta probabilidade é
amplamente diminuida quando h& uma supressdo viral através do tratamento
antirretroviral adequado. De igual forma, a terapéutica antirretroviral aplicada a
mulheres infetadas e gravidas permite diminuir a taxa de transmissdo vertical (Petroll et
al., 2008). Existem ainda outras medidas que devem ser tomadas para impedir a
transmisséo vertical, designadamente, a administracdo da TAR intravenosa durante o
parto, administracdo de TAR aos recem-nascidos e desencorajar a amamentacao nestes
casos (Petroll et al., 2008; Simon et al., 2010).

A transmissdo do VIH é aumentada num fator de 5 a 10 quando estdo presentes
outras infegdes como a gonorreia, a clamidia ou a sifilis (Petroll et al., 2008; Simon et
al., 2010).

Considerando que as principais vias de transmissdo do VIH sdo através do
contacto sexual e partilha de agulhas, as modificacbes comportamentais sdo essenciais
na reducdo da taxa de infecdo. A utilizacdo consistente de preservativo durante as
relacbes sexuais e a reducdo no numero de parceiros sexuais, diminuem
significativamente o risco de transmissdo sexual. Utilizadores de drogas injetaveis
podem reduzir o risco de infecdo ao utilizarem agulhas e seringas estéreis. Alguns
estudos efetuados indicam que programas de troca de seringas/agulhas, nos quais 0s
utilizadores de drogas sdo estimulados a trocarem as suas seringas usadas por seringas
estéreis, podem reduzir substancialmente o risco de transmisséo entre estes utilizadores
(Petroll et al., 2008; Simon et al., 2010).

4 - Tratamento Antirretroviral

Os avancos cientificos efetuados ao nivel dos farmacos antirretrovirais
possibilitaram criar esquemas terapéuticos com menos efeitos adversos e com um

menor numero de tomas diarias, promovendo melhores resultados clinicos (Petroll et
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al., 2008; Rodriguez-Ndvoa et al., 2006). A grande maioria dos doentes naive tem a
oportunidade de aderir a uma terapéutica em que existe apenas uma toma diaria de um

comprimido que contém mdaltiplos farmacos na sua formulacao (Petroll et al., 2008).

Contudo, dado o caso da infecdo por VIH ser incuravel até ao momento, e,
consequentemente, inevitavel o tratamento por tempo indefinido, os aspetos
relacionados com a variabilidade genética interindividual associada a eficacia e
toxicidade dos farmacos é cada vez mais um alvo de estudo para a comunidade

cientifica (Rodriguez-Névoa et al., 2006).

As resisténcias do VIH aos farmacos antirretrovirais é frequentemente testada ainda
antes do inicio da terapéutica antirretroviral. Os testes de genotipagem identificam
mutagdes genéticas no genoma viral que conferem a resisténcia aos farmacos. Cerca de
10 a 18% dos doentes naive apresentam virus com mutagdes de resisténcia indicando,
pois, que estes individuos entraram em contacto com uma estirpe de virus ja resistente a
terapéutica (Petroll et al., 2008).

Hoje em dia, a terapéutica antirretroviral € considerada bastante eficaz, conveniente
e, em geral, bem tolerada, sendo capaz de reduzir a carga viral até niveis indetetaveis ao

fim de poucas semanas ap06s o inicio do tratamento.

4.1 - Terapéutica HAART

As guidelines recomendam a associacdo de trés ou mais farmacos
antirretrovirais no tratamento de individuos VIH-1 positivos imunocomprometidos. Esta
combinacdo tripla é conhecida como HAART (Cressey & Lallemant, 2007). Quando
comparada com o0s regimes utilizados anteriormente, a HAART possibilita uma maior
supressdo viral ao mesmo tempo que diminui as taxas de abandono pois apresenta maior

tolerancia e conveniéncia (Maggiolo, 2009).

Embora o ciclo de vida do VIH apresente uma série de excelentes alvos para
intervencdo terapéutica, apenas alguns destes foram até hoje explorados. O primeiro
passo do ciclo viral, a entrada do virus na célula, € um dos principais alvos para uma

série de classes de farmacos antirretrovirais, designadamente: inibidores de entrada,
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antagonistas dos recetores CCR5 e inibidores da fusdo (Arts et al., 2012; Simon et al.,
2010).

Apos o diagndstico de infe¢do por VIH, o primeiro passo é conhecer os valores
relativos ao numero de células CD4. Os valores normais, usualmente, estdo entre as 500
e as 200 células/ml. A terapéutica antirretroviral € iniciada se o individuo apresenta
valores abaixo das 350 células/ml. No entanto, a terapéutica pode ser iniciada mesmo se
os valores estiverem acima deste nimero se o doente apresentar sintomas relacionados
com a infecdo (Maggiolo, 2009; Petroll et al., 2008; Simon et al., 2010; Williams et al.,
2014). Existem evidéncias de que o inicio precoce da HAART pode melhorar a
recuperacdo da resposta imunoldgica, a resposta virolégica ao tratamento e o
progndstico geral da doenca. Porém, o inicio precoce exige algumas consideracdes,
particularmente, a exposi¢cdo do organismo ao farmaco, a durabilidade da eficicia e

possiveis efeitos adversos (Maggiolo, 2009).

Desde 1987, ano em que foi aprovado o primeiro farmaco antirretroviral
(azidotimidina), muitos outros farmacos utilizados no tratamento da infe¢éo pelo VIH
tém sido inseridos no mercado. Embora a combinacdo de farmacos em regimes triplos
tenha a capacidade de suprimir a replicacdo viral, nem todos os doentes sdo capazes de
aderir de igual forma ao tratamento (Rodriguez-Ndvoa et al., 2006). E bastante comum
surgir a falha terapéutica devido a toxicidade e adesdo parcial ou nula ao tratamento.

Embora a HAART ndo seja capaz de erradicar o virus possibilita a supressao da
replicacdo viral durante décadas, prevenindo a progressdao da SIDA, e aumentando,
significativamente, a esperanga média de vida dos individuos infetados com VIH (Arts
et al., 2012; Cressey & Lallemant, 2007). Todavia, a terapéutica HAART, por si s6, ndo
é capaz de eliminar a infecdo pelo VIH. O efeito terapéutico pode ser grandemente
prejudicado pela ndo adesdo, baixa tolerabilidade aos farmacos e interacdes entre
farmacos antirretrovirais e outros farmacos que possam ser utilizados em simultaneo.
Qualquer um destes fatores pode levar ao aparecimento de resisténcias e faléncia
viroldgica (Arts et al., 2012).

Existem seis classes de agentes antirretrovirais que estdo disponiveis para a
terapéutica de combinacdo HAART: inibidores da transcriptase reversa nucledsidos
(ITRN), ITRNN, inibidores da protease (IP), inibidores da fusdo, antagonistas CC5 e
inibidores da integrase (Figura 6) (Natella Y. Rakhmaninaa, b, 2011). A terapéutica
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HAART, consiste, frequentemente, na utilizagdo simultanea de 3 f&rmacos de 2 classes
diferentes: dois ITRN juntamente com um ITRNN ou dois ITRN e um IP (Arts et al.,
2012; Cressey & Lallemant, 2007; Maggiolo, 2009; Petroll et al., 2008).

A HAART possibilita a supressdo da replicacdo viral e reduz de forma eficaz a
carga viral abaixo dos limites de detecdo (<50 ARN copias/ ml) e aumenta 0 numero de

linfocitos T CD4" em circulagdo, restaurando o sistema imunitario (Arts et al., 2012).

Existem vérios critérios para o inicio da HAART que se baseiam,
essencialmente, nos beneficios relativos do tratamento tendo em conta o estado da
doenga, no impacto do tratamento na qualidade de vida do doente, na necessidade de
uma adesdo de longa duracdo e no risco de desenvolvimento de resisténcias. Outras
casos a ter em conta e que dao preferéncia ao inicio deste regime sdo: doentes de idade
avancada em que a progressao da doenca é mais rapida, doentes com um elevado risco

cardiovascular e presenca de comorbilidades (Maggiolo, 2009; Simon et al., 2010).

Relativamente a HAART, o seu inicio tem por base uma decisdo do clinico que
deve ser sustentada tendo em conta diferentes elementos, nomeadamente: manifestacdes
clinicas, contagem de linfocitos T CD4", carga virica plasmatica, presenca de
comorbilidades e grau de colaboracdo do doente. Em termos gerais, a HAART esta
recomendada para todos os individuos que apresentem uma infegdo crénica com um
numero de linfécitos T CD4" < 500 células/ pl. (Coordenacdo Nacional para a Infecgéo
VIH/SIDA, 2015).

A prescricdo da HAART assenta nos seguintes principios: os regimes baseiam-
se na associacdo de um ARV da coluna A com uma das coformagdes da coluna B
(Tabela 3); sempre que possivel o regime inicial deve incluir um analogo nao
nucleésido inibidor da transcriptase reversa; os inibidores da protease potenciados (IP/r)
séo recomendados em casos de doentes com contraindicag0es para a prescricao de EFV,
RPV e NVP ou naqueles que a opcdo terapéutica mais adequada nédo esteja

comtemplada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Regimes preferenciais da HAART em doentes adultos e adolescentes com infegéo crénica por
VIH-1 (adaptado de Coordenacdo Nacional para a Infeccdo VIH/SIDA, 2015)

A B Observagdes

ITRNN ITRN

Tenofovir/Entricitabina
coformulado em comprimido Unico

Abacavir/Lamivudina
Tenofovir/Entricitabina

Efavirenz coformulado em comprimido Unico.
Ou . . S

Rilpivirina efavirenz /Tenofovir/ Entricitabina

Abacavir/Lamivudina coformulado em comprimido Unico.

Rilpivirina/ Tenofovir/ Entricitabina
coformulado em comprimido Unico

. Tenofovir / Entricitabina Tenofovir / Entricitabina
Nevirapina . o S
Abacavir/Lamivudina coformulado em ccomprimido Gnico
IP potenciado com
potenciad ITRN
Ritonavir
Atazanavir/ Ritonavir: 300/100 mg
Atazanavir/ Ritonavir Tenofovir / Entricitabina qd.
Darunavir/ Ritonavir Abacavir/Lamivudina Darunavir/ Ritonavir: 800/100 mg

qd.

O objetivo da HAART é melhorar o prognostico da infecdo pelo VIH-1, no
entanto, a replicacdo viral que ocorre sob tratamento antirretroviral pode dar origem ao
aparecimento de resisténcias. Na grande maioria dos casos 0 aparecimento destas
resisténcias resulta na faléncia viroldgica. Quando na presenca de faléncia virologica é
necessario mudar o regime HAART e, ainda que existam mais de 20 farmacos
disponiveis, as resisténcias virais podem ser resisténcias cruzadas que afetam varios
farmacos de uma mesma classe, o que limita em muito as opc¢des de tratamento
(Cressey & Lallemant, 2007; Simon et al., 2010).

Uma das estratégias utilizadas para evitar o aparecimento de resisténcias virais é
a utilizacdo de 3 farmacos que atuem diretamente em dois alvos moleculares distintos.
Dado o turnover do virus e o tamanho da populacdo, modelos matematicos previram

que as combinacBes em que sejam necessarias pelo menos 3 mutacdes virais para o
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aparecimento de resisténcias, asseguram uma inibicdo da replicacdo duradoura (Arts et
al., 2012).

A falha do tratamento é resultado, na grande maioria dos casos, da fraca adesdo
por parte dos individuos infetados. Mesmo em alguns casos de adesdo estrita, a falha
terapéutica pode ser justificada pela variabilidade interindividual da farmacocinética
que ocasiona niveis plasmaticos subterapéuticos do farmaco (Cressey & Lallemant,
2007).

A variabilidade ao nivel da farmacocinética pode afetar a absorc¢éo, distribuicéo,
metabolismo, ligacdo as proteinas e interagBes entre farmacos. Muitos estudos foram
feitos na tentativa de investigar a relacdo existente entre as concentracdes plasmaticas
dos farmacos e a resposta terapéutica e toxicidade. Para os ITRN, a relagdo entre a
resposta terapéutica e as concentra¢fes plasmaticas é pouco compreendida, uma vez que
se tratam de pré-farmacos e necessitam de uma biotransformacéo intracelular para se
tornarem ativos (Cressey & Lallemant, 2007). Existem evidéncias que as concentragcdes
plasmaticas dos ITRNN e IP estdo diretamente relacionados com o resultado terapéutico
e sintomas de toxicidade. Assim, ja foi discutida a proposta de administrar doses
personalizadas conforme as caracteristicas de cada individuo, de forma a otimizar os
resultados terapéuticos e diminuir os efeitos adversos. De forma a conseguir aplicar esta
estratégia seria necessario fazer a monitorizacdo dos niveis plasmaticos dos farmacos
escolhidos para o tratamento, no entanto, este passo ainda ndo faz parte das guidelines

atualmente seguidas (Cressey & Lallemant, 2007) .

Existem diversos fatores que podem estar na origem da variabilidade existente
entre diferentes individuos no que toca a sua resposta terapéutica, nomeadamente:
interacbes entre farmacos, é frequente farmacos metabolizados pelos enzimas do
citocromo P450 apresentarem interacdes entre eles; interacGes entre farmacos e
alimentos, em que a biodisponibilidade de farmacos antirretrovirais é reduzida pelos
alimentos; comorbilidades, em que a insuficiéncia hepatica pode dar origem a alteragdes
da farmacocinética dos agentes antirretrovirais; gravidez, no segundo e terceiro més da
gravidez a exposicdo a concentraces plasmaticas com acao terapéutica dos farmacos
antirretrovirais é inferior quando comparada com uma mulher ndo gravida (Cressey &
Lallemant, 2007).
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De salientar, a importancia das diferengas a nivel genético que desempenham
um papel fulcral na variabilidade de respostas terapéuticas entre individuos. Constatou-
se que individuos de diferentes grupos étnicos apresentam uma farmacocinética e

respostas clinicas significativamente diferentes (Cressey & Lallemant, 2007).

4.2 - Agentes Antiretrovirais

O desenvolvimento de farmacos antirretrovirais passa pela pesquisa de
moléculas capazes de inibir eventos especificos do ciclo de vida do virus sem interferir
com o metabolismo normal da célula hospedeira. Entre os agentes antirretrovirais anti-
VIH-1 encontram-se os ITRN, que sdo fosforilados por enzimas celulares, sofrem
incorporagdo no ADN proviral e provocam a terminagdo da cadeia: os ITRNN, que
possuem um mecanismo de inibicdo, ligando-se a perto do site ativo da enzima; os IP,
que bloqueiam a clivagem proteolitica das poliproteinas pecursoras Gag e Gag-pol, o
que faz com que o virus seja libertado na sua forma imatura e ndo infeciosa; o inibidor

da fuséo e o antagonista do recetor CCR5 que impedem a entrada do virus na célula.

a) Inibidores da protease

A protease € o enzima responsavel pela clivagem dos precursores das
poliproteinas virais gag e gag-pol durante o processo de maturacdo. Dentro desta classe
existem 10 farmacos aprovados: amprenavir, atazanavir, darunavir, fosamprenavir,

indinavir, lopinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir e tipranavir (Arts et al., 2012).

Nas ultimas etapas do ciclo viral, os produtos genéticos Gag e Gag-Pol sdo
traduzidos em poliproteinas que se transformam em particulas virais imaturas. A
protease é responsavel pela clivagem desses componentes precursores, produzindo as
proteinas estruturais finais do cerne do virdo maduro (Katzung, Masters, & Trevor,
2009). Esta classe de antirretrovirais tem como mecanismo o bloqueio da prote6lise da
poliproteina viral, um passo essencial para a producédo de particulas virais infeciosas. Os
IP estdo entre os agentes mais potentes utilizados no combate a infegdo, porém, os seus
componentes péptidos requerem a coadminstracdo de um agente de boosting. Este
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agente tem a funcdo de impedir o seu metabolismo, permitindo manutencdo
concentracfes plasmaticas mais elevadas. Deste modo, regimes terapéuticos que
contenham um IP, contém também um quarto farmaco associado, que ndo tem acgéo
antirretroviral direta, mas que potencia os efeitos do IP. Atualmente, o farmaco ritonavir

€ 0 Unico agente de boosting disponivel (Arts et al., 2012).

Inicialmente ndo eram esperadas resisténcias aos IP devido ao seu papel
essencial no ciclo de vida viral e pequeno tamanho (11 kDa). Porém, o gene da protease
esta relacionado com uma série de polimorfismos e substituigdes que se sabe estarem

relacionadas com o aparecimento de resisténcias (Arts et al., 2012).

Algumas das principais mutagGes que conferem resisténcia aos agentes IP sdo a
L101/R/V, M46I/L, 1154/M/L, VB2A/FIT/S e 184V (Katzung et al., 2009).

A resisténcia aos IP é criada através de trés passos principais: 0 gene protease
adquire mutacbes de resisténcia priméria; a selecdo de mutacdes secundarias/
compensatdrias da protease para corrigir a funcdo enzimatica e reiniciar a replicacédo
viral; selecdo de mutagcdes nos principais locais de clivagem dos precursores das
proteinas Gag e Gag-pol, que aumentam a producdo da protease do VIH-1(Arts et al.,
2012; Natella Y. Rakhmaninaa, b, 2011).

b) Inibidores nucleosidios da transcriptase reversa

Os IRTN possuem acdo antirretroviral por meio da inibicdo competitiva da
transcriptase reversa viral ou, ainda, através da sua incorporacdo na cadeira de ADN
viral durante a sua formacdo de forma a ocorrer a interrupcao deste processo (Katzung
et al., 2009). Os IRTN sdo pro-farmacos, pelo que necessitam de sofrer uma
fosforilacdo pelas quinases celulares para serem farmacologicamente ativos. A caréncia
de um grupo 3’-hidroxil no acucar dos IRTN impede a formacdo da ligacdo 3’-5-
fofosdiéster entre os IRTN e as 5’-fosfatases, provocando a paragem da formacdo da
cadeia de ADN viral (Arts et al., 2012).

Esta classe é muitas vezes associada a toxicidade mitocondrial, devido a inibicao

do ADN gamapolimerase mitocondrial. Por outro lado, estes farmacos também podem
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aumentar o risco de acidose lactica com esteatose hepética, podendo em alguns casos
ser fatal (Katzung et al., 2009).

Atualmente, existem 8 farmacos ITRN aprovados pela FDA: abacavir,
didanosina, entricitabina, lamivudina, estavudina, zalcitabina, zidovudina, e tenofovir
(Arts et al., 2012).

C) Inibidores ndo nucleosidios da transcriptase reversa

Esta classe de antirretrovirais, tem a capacidade de inibir a transcriptase reversa
do HIV-1 resultando num bloqueio da ADN polimerase dependente de ARN e ADN.
Esta inibicdo ocorre através da ligagdo e indugdo da formagdo de um “pocket”
hidrofobico préoximo do local ativo. A ligacdo dos ITRNN cria uma alteracdo na
conformacdo espacial do local de ligagéo do substrato e reduz a atividade da polimerase.
O “pocket “de ligacdo dos ITRNN é composto por residuos hidrofébicos (Y181, Y188,
F227, W229 e Y232) e residuos hidrofilicos (K101, K103, S105, D192, E224 e E138)
(Arts et al., 2012).

Ao contrario dos ITRN, os ITRNN ndo competem com trisfosfatos de
nucleosidios, nem necessitam de sofrer fosforilacdo para se tornarem ativos. A
resisténcia a esta classe de farmacos sucede rapidamente em esquemas de monoterapia e
pode ser causada por uma mutacdo viral isolada (K103N). As mutagdes K103N e
Y181C conferem resisténcia a toda a classe, enquanto as mutagdes L100I, Y188C e

G190A conferem resisténcia ao EFV e a nevirapina (Katzung et al., 2009).

Atualmente, estéo aprovados 5 ITRNN : etravirina, delavirdina, EFV, nevirapina
e rilpivirina (Arts et al., 2012).

d)  Inibidores da integrase

Todos os inibidores da integrase tém como alvo a reacdo de transferéncia da
cadeia, pelo que sdo denominados também por inibidores de transferéncia da cadeia da
integrase. A seletividade destes farmacos deve-se ao completo conhecimento do seu

mecanismo de acdo: o inibidor liga-se apenas ao complexo, formado pela integrase e o
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ADN viral, e interage com dois cofatores de iGes metalicos essenciais de magnésio no
centro ativo da integrase e do ADN. Assim, todos os farmacos desta classe, possuem
dois componentes principais: um farmacoforo de ligacdo ao metal e um grupo
hidrofdbico que interage com o ADN viral e o enzima, tornando esta classe a Unica a

interagir com dois elementos fundamentais do virus (Arts et al., 2012).

MutacBes ao nivel do centro ativo da integrase, perto dos residuos de
aminoacidos que coordenam os cofatores de magnésio, parecem ser o principal

mecanismo de resisténcia existente em relagéo a estes farmacos (Arts et al., 2012).

e) Inibidores da entrada (inibidores da fusdo e antagonistas do
CCR5)

O enfuvirtida, um inibidor da fusdo que impede a entrada do virus na célula, é o
representante desta classe de farmacos antirretroviricos. Trata-se de um péptido
sintético com 36 aminoacidos que forma uma ligacdo com a subunidade gp4l da
glicoproteina do envelope viral, impedindo que sucedam as alteracfes de conformacao
necessarias para a fusdo com a membrana celular. O metabolismo desta molécula parece
ndo beneficiar da participagdo do citocromo P450 e tem por base uma hidrolise
proteolitica (Katzung et al., 2009).

O CCR5, que pertence ao recetor acoplado a proteina G, é um recetor f-
quimiocina expresso pelas células T CD4+ ativadas e macrofagos derivados de
monacitos envolvidos na quimiotaxia. O CCR5 é o principal coreceptor aquando da
entrada do VIH-1 na célula (Aquaro et al., 2006).

O antirretroviral maraviroc € capaz de inibir a adsorcdo do HIV-1 e é um
antagonista da interacdo entre o co-recetor CCR-5 e a glicoproteina gp120 do envelope
do virus, impedindo a entrada do virus em células ndo-infetadas. Este farmaco é
recomendado em doentes que estejam infetados com o virus com tropismo para esse
recetor (correspondendo a cerca de 50-60% dos doentes que ja receberam tratamento
antirretroviral). O seu uso ndo é aconselhado em doentes que apresentem infecdo mista

ou virus com tropismo para o recetor CXCR4 (de Oliveira Santos et al., 2008).
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Relativamente aos seus efeitos adversos, 0s mais comuns sdo tosse, febre,
problemas respiratorios e dor abdominal. Dentro dos mais graves, temos a
hepatoxicidade e o risco de problemas cardiovasculares. A dose recomendada nos
adultos é de 150, 300 ou 600mg, duas vezes ao dia (de Oliveira Santos et al., 2008).

4.3 - Efavirenz

O EFV é um ITRNN que é utilizado na terapéutica de combinacdo para tratar a
infecdo por VIH-1 mas néo é eficaz na infecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana 2
(VIH-2). EFV liga-se diretamente a transcriptase reversa e inibe as atividades da
polimerase ADN e ARN dependente viral (Natella Y. Rakhmaninaa, b, 2011).

Existem algumas recomendacdes especiais relacionadas com a prescricdo de
EFV. O EFV sb deve ser prescrito em casos em que haja a auséncia de mutacdes que
conferem resisténcia a ITRNN e em mulheres que ndo pretendam engravidar (ndo é
recomendado a mulheres gravidas, exceto no 3° trimestre de gravidez). Doentes que
possuam distdrbios neuropsiquiatricos e/ou que possuam infecdao pelo VIH-2 ou VIH-1
do grupo O ndo devem ser considerados como candidatos a terapéutica com EFV
(Coordenacao Nacional para a Infeccdo VIH/SIDA, 2015).

Diversos estudos demonstraram que o EFV é um farmaco com uma potente acéo
antirretroviral, uma vez que possui um tempo de semivida de 40 a 55 horas apds
multiplas doses e, quando administrado segundo num esquema HAART, cerca de 80%
dos doentes atingem uma carga viral abaixo do limite de detecdo (50 copias/ml). O facto
de possuir um elevado tempo de semivida, torna possivel um regime de toma Unica
diaria, sendo a dose diadria recomendada de 600 mg. Atualmente, ndo existe nenhuma
recomendacdo para ajuste de dose de acordo com o sexo e a raca (Anwar Mulugeta,
2012; Bumpus et al., 2006; Burger et al., 2006; Maggiolo, 2009; Natella Y.
Rakhmaninaa, b, 2011; Sukasem et al., 2013).

O méaximo da concentracdo plasmatica do EFV € atingido apds 3-5horas da
administracdo oral e o estado estacionario é atingido em 6-10 dias. A farmacocinética
do EFV envolve uma extensa ligacdo as proteinas (> 99%), especialmente a albumina
(Bumpus et al., 2006; Maggiolo, 2009; Natella Y. Rakhmaninaa, b, 2011).
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O EFV possui um perfil de absorcdo atipico, tendo um modelo que mistura
absorcdo de ordem zero e primeira ordem sequencial, facto que podera resultar da taxa
de absorcéo limitada pela sua dissolucdo. O modelo de farmacogenética/farmacocinética
demonstrou a influéncia do sexo e das variagbes genéticas nos parametros
farmacocinéticos do farmaco. Em relacdo ao sexo, quando comparados, individuos do
sexo feminino apresentam um maior volume de distribui¢do periférico, possivelmente
devido a maior percentagem de massa gorda ou as diferencas existentes entre sexos na

ligagdo as proteinas plasméticas (Mukonzo et al., 2009).

O EFV ¢ sujeito a clearance hepatica maioritariamente pelo CYP2B6 e, em
menor extensdo, pelos CYP1A2, CYP2A6 e CYP2A4 e CYP3A5 (Anwar Mulugeta,
2012; Bienvenu, Swart, Dandara, & Ashton, 2014; Bumpus et al., 2006; Natella Y.
Rakhmaninaa, b, 2011).
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Figura 6 — Esquema do metabolismo mono-oxidativo e dioxidativo do EFV (adaptado de (Avery,
VanAusdal, Hendrix, & Bumpus, 2013)

O CYP2B6 ¢ responsavel pela hidroxilacdo do EFV a 8-hidroxiefavirenz e 7-
hidroxiefavirenz, metabolitos formados em maior e menor quantidade, respetivamente
O CYP2B6 catalisa a segunda hidroxilagdo do 8-hidroximetabolito a 8,14-
hidroxiefavirenz. Os metabolitos sdo excretados pela urina e bilis ap6s sofrerem
conjugacéo (glucoronidacdo). Aproximadamente 14-34% da dose administrada de EFV
é recuperada na urina (menos de 1% da dose é EFV gue ndo sofreu biotransformacéo) e

cerca de 16-61% é recuperada nas fezes (Anwar Mulugeta, 2012; Bumpus et al., 2006;
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Maggiolo, 2009; Natella Y. Rakhmaninaa, b, 2011; Sukasem et al., 2012; Xexemeku et
al., 2009).

Até a data, ainda ndo foi totalmente explicado o contributo dos metabolitos do
EFV na sua acdo antirretroviral. Avery e seus colaboradores, 2013, analisaram o
impacto do 8-hidroxiefavirenz, 7-hidroxiefavirenz e 8,14-hidroxiefavirenz na infecéo
por VIH-1. Com base nas concentracdes observadas foi possivel concluir que os
metabolitos monoxidados e dioxidados ndo sdo farmacologicamente ativos contra o
VIH-1, uma vez que existe uma extensa ligagdo as proteinas pelo que ndo existe
metabolito livre suficiente para contribuir com a acdo farmacologica (Avery et al.,
2013).

Os efeitos secundarios mais notorios associados a toma de EFV estdo
relacionados com sintomas ao nivel do sistema nervoso central e urticaria. A urticaria é
considerada um efeito adverso bastante frequente provocando a descontinuacdo da
terapéutica em cerca de 2% dos doentes. Disturbios ao nivel do sistema nervoso central
e do foro neuropsiquiatrico tém sido reportados em cerca de 25-70% dos doentes. Os
sintomas incluem tonturas, cefaleias, confusdo, amnésia, anomalias do sono (sonhos e
insonias). Os sintomas mencionados anteriormente surgem nos primeiros dias do
tratamento e, apesar de diminuirem com a continuagdo da terapia, ddo origem a uma
descontinuacdo precoce da terapéutica por parte de 4-10% dos individuos. Outras
manifestacdes mais graves incluem depressdo, ansiedade, nervosismo, e alguns casos de
morte por suicidio (Maggiolo, 2009; Natella Y. Rakhmaninaa, b, 2011).

O complexo enzimatico do citocromo P450 é o principal metabolizador,
responsavel pela clearance ao nivel do figado, dos inibidores da transcriptase reversa
ndo nucledsidos e inibidores da protease. Varios polimorfismos existentes ao nivel dos
enzimas do citocromo P450 s&o conhecidos por influenciarem o metabolismo de
farmacos, provocando por vezes o aumento ou diminuicdo do seu metabolismo.
Adicionalmente, existem ainda as glicoproteinas-P cuja atividade no efluxo da
membrana celular altera a distribuicdo intracelular de alguns antirretrovirais,
nomeadamente, os inibidores da protease. Polimorfismos presentes nos genes que
codificam estes transportadores de proteinas modificam a uma expressdo e atividade,
tendo influéncia direta sobre a eficicia de certos farmacos (Rodriguez-Névoa et al.,
2006).
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Uma terapéutica efetiva para o tratamento da infe¢do pelo VIH traduz-se num
esquema que inclui, frequentemente, o EFV, um inibidor da transcriptase reversa ndo
nucleosido, juntamente com mais dois inibidores da transcriptase reversa. (Ingelman-
Sundberg et al., 2007; Sukasem et al., 2013).

O EFV é um farmaco utilizado no tratamento da infecdo pelo VIH devido as
suas propriedades farmacol6gicas em termos de poténcia e conveniéncia. Este possui
um intervalo terapéutico que se situa entre os 1 e 4 pug/ml, sendo, pois, um farmaco com
uma estreita margem terapéutica. Estudos demonstraram que niveis plasmaticos acima
dos 4 pg/ml estdo relacionados a um maior numero de efeitos adversos ao nivel do
sistema nervoso central e, por outro lado, concentragcdes abaixo dos 1 pg/ml estdo
associados a faléncia viroldgica. As variacdes que ocorrem no metabolismo hepatico
deste farmaco estdo diretamente relacionadas com as variacbes que ocorrem ao nivel
plasmatico (Bienvenu et al., 2014; Burger et al., 2006; Powers, Ward, & Gompels,
2009; Rodriguez-Novoa et al., 2006).

O EFV detém uma fraca defesa genética em relacdo as resisténcias. Uma Unica
mutacdo, como € o caso da K103N no gene da transcriptase reversa, é suficiente para
criar resisténcia ao EFV. O desenvolvimento de resisténcias ao EFV pode dever-se a
uma exposicdo repetitiva a concentracBes de farmaco subterapéuticas (Sukasem &
Sungkanuparph, 2013).

4.4 - Influéncia dos SNPs CYP2B6 516G>T e 785A>G no

metabolismo do EFV

As formas polimorficas do citocromo P450 sdo frequentemente responsaveis
pelo desenvolvimento de efeitos adversos. Foi demonstrado que 56% dos farmacos
citados nos estudos de efeitos adversos sdo metabolizados por enzimas polimérficos de
fase I, enquanto apenas 20% dos farmacos que sdo metabolizados por enzimas néo

polimorficos séo referenciados (Ingelman-Sundberg, 2005).

Estes polimorfismos devem ser tidos em consideracdo, uma vez que a
administracdo de doses standart de um determinado farmaco na presenca de um

polimorfismo farmacogenético pode dar origem a toxicidade, aumento ou diminui¢ao
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do efeito terapéutico, visto que a metabolizacdo normal do farmaco vai estar alterada
(Rogers et al.,, 2002). Estima-se que cerca de 20-25% de todas as terapias
farmacologicas sdo influenciadas pela existéncia de determinados polimorfismos e, em
Gltima analise, a presenca destas altera¢cGes podera afetar o resultado pretendido com a
terapéutica aplicada (Ingelman-Sundberg et al., 2007).

Como ja foi referido anteriormente, existem 29 alelos diferentes do gene
CYP2B6. Os portadores das variantes CYP2B6*6, *9, *16, *26, *27 e *28 s&o
caracterizados, por varios estudos, como metabolizadores lentos do efavirenz. O
CYP2B6*6 (516G>T e 785A>G) , o alelo mais estudado, estd associado a

concentracOes de efavirenz mais elevadas (Sukasem et al., 2012).

Varios estudos corroboraram a hipétese das concentragdes plasmaticas de EFV
serem afetadas por polimorfismos no CYP2B6. O SNP 516G>T esta localizado no exdo
4 do gene CYP2B6 e da origem a uma mudanca do aminoacido glutamina para histidina
na posicdo 172 da sequéncia de aminodcidos. Este SNP é responsavel por um splicing
anormal tendo como resultado a diminuicdo da expressdo e funcdo da CYP2B6
(Ariyoshi, Miyazaki, Toide, Sawamura Yi, & Kamataki, 2001; Powers et al., 2009;
Weber et al., 2015). Também o alelo CYP2B6*6 com duas variantes ndo sinénimas
(516G>T e 785A>G) tem sido associado a uma menor expressao proteica (Weber et al.,
2015).

O CYP2B6 516G>T é o polimorfismo com maior influéncia sobre a
farmacocinética do EFV. Existe uma variacdo da expressdo deste polimorfismo entre
diferentes étnicas. Esta variante ocorre mais frequentemente em individuos negros e
afroamericanos do que em caucasianos. As concentra¢des plasmaticas de EFV s&o mais
elevadas em individuos possuidores do genétipo 516TT do que individuos 516GG
(Anwar Mulugeta, 2012; Thorn et al., 2011).

Diferentes estudos demonstraram que o polimorfismo CYP2B6 516G>T da
origem a uma diminuicdo da clearance do EFV devido a reducédo da atividade do enzima
CYP2B6 . Como resultado, as concentragcbes do EFV mantem-se em niveis plasmaticos
elevados podendo provocar uma situacdo de toxicidade ao nivel do sistema nervoso

central, como pode ser observado na (Ribaudo et al., 2010; Sukasem et al., 2013).
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Figura 7 — Influéncia do polimorfismo CYP2B6 516G>T no metabolismo do EFV (adaptado de
Rodriguez-N6voa et al., 2006).

Foi demonstrado que a media da area sob a curva (AUC), concentracdo
plasmatica de farmaco ao longo do tempo, em individuos infetados pelo VIH era
claramente diferente na presenca do genotipo CYP2B6 516G>T. Assim, 0S niveis
plasmaticos de EFV excederam 47 ng/ml durante 121 dias em 5% dos individuos com
genotipo GG, 5% dos individuos com genétipo GT e 29% dos individuos com genoétipo
TT (Ingelman-Sundberg et al., 2007). Estes dados indicam que o genotipo CYP2B6
516T esta associado a um aumento das concentracdes plasmaticas do EFV durante o
tratamento com este farmaco, sendo de esperar o0 aparecimento de efeitos adversos ao
nivel do sistema nervoso central e aumento do risco de desenvolvimento de resisténcias
em individuos que abandonem a terapéutica (Caroline F. Thoarn, Jatinder K. Lambac,
Vishal Lambad, Teri E. Kleina & Altmana, 2011; Ingelman-Sundberg et al., 2007,
Maggiolo, 2009; Natella Y. Rakhmaninaa, b, 2011; Rodriguez-Novoa et al., 2006).

Um estudo japonés, individuos homozigo6ticos para o alelo CYP2B6*6 que
contém os polimorfismos 516G>T e 785A>G, verificou que existia um aumento
significativo das concentracGes plasmaticas de EFV (25 uM) quando comparados com

individuos que eram heterozigoticos (10 M) ou que ndo tinham o alelo *6 (8 uM). Em
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sintese, os polimorfismos estdo associados a alteragcdes nas concentracfes plasmaéticas
de EFV e, naturalmente, com efeitos toxicos ao nivel do sistema nervoso central, razdo
pela qual, a prescricdo de doses de EFV mais baixas em individuos com o genotipo TT
de forma a minimizar os efeitos adversos, sem nunca comprometer a eficicia da

terapéutica. (Rodriguez-N6voa et al., 2006).

Por outro lado, o alelo CYP2B6*16 é bastante comum na populacdo africana
(16%), e a sua expressdao produz um enzima que é menos eficiente que o enzima
CYP2B6*1. Apesar, dos individuos que possuem este alelo, em especial aqueles com
possuem em combinacdo o alelo CYP2B6*6, atingem concentracGes plasmaticas de
EFV mais elevadas do que o que seria de esperar com uma dose dita standart, mas ndo
toxicas. Nestes casos, é possivel utilizar este tipo de alteragdo como uma estratégia para

melhorar a eficacia do tratamento antirretroviral (Ingelman-Sundberg et al., 2007).

A variante CYP2B6 785A>G é observada sozinha no alelo CYP2B6*4 e
também em combinacio como parte de outros hapl6tipos como o CYP2B6*6. E
encontrada em cerca de 15% dos Asiaticos e até 50% dos negros e afro-americanos
(Thorn et al., 2011).

Sukasem e seus colaboradores, observaram que os SNPs mais frequentes numa
populacédo de 100 tailandeses infetados pelo VIH-1 eram o0 CYP2B6 785A>G (63%) e 0
516G>T (56%). (Sukasem et al., 2013). Num outro estudo, 0s mesmos investigadores
observaram que individuos com a substituicdo de nucledtido 785A>G apresentavam
concentracBes plasmaticas de EFV mais elevadas do que as concentracOes otimizadas e
consideradas terapéuticas, enquanto os individuos com a variante homozigotica 785GG
tinham as concentragfes plasméaticas mais elevadas do que as encontradas nos outros
gendtipos (785AA e 785AG) (Sukasem et al., 2012).

A reducdo da dose de EFV deve ser considerada em individuos homozigoéticos
CYP2B6*6 516TT e 785GG, de forma a diminuir os efeitos adversos e o risco de
desenvolvimento de resisténcias. Assim, deve ser recomendada a identificacdo do
genotipo CYP2B6 em doentes que fazem EFV de forma a prever qual o seu tipo de
metabolismo. No sentido de obter as concentragdes de estado-estacionario dentro do
intervalo terapéutico (1-4 mg/L), é aconselhada a implementacdo gradual de uma
reducdo da dose para 400 ou 200 mg/dia para individuos que sdo metabolizadores

intermédios ou lentos, respetivamente (Sukasem & Sungkanuparph, 2013) .
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Gatanaga e seus colaboradores, 2007, comprovaram que a redugdo da dose de
EFV para 400 ou 200 mg, em individuos com o SNP CYP2B6 516G>T que
apresentavam concentracfes plasmaticas superiores a 6000 ng/ml com a dose standart,
teve como resultado a descida das concentracbes de EFV para valores dentro do
intervalo considerado terapéutico. Para além disso, também ocorreu uma significativa
melhoria dos efeitos adversos ao nivel do sistema nervoso central. A carga viral foi
eficazmente diminuida para niveis abaixo dos limites de detecdo (50 copias/ml) mesmo
com a diminuicéo da dose de 600 para 400 ou 200 mg (Gatanaga et al., 2007a; Sukasem
& Sungkanuparph, 2013).

Desta forma, o teste de genotipagem para variantes funcionais como CYP2B6*6,
que contém os polimorfismos 516G>T e 785A>G, antes do inicio da terapéutica com
EFV, é recomendado para identificar doentes que possam estar em risco de sofrer
neurotoxicidade. Apesar do custo econdmico ser um problema para a identificacdo do
gendtipo CYP2BS6, ja foi desenvolvido um teste no Laboratory for Pharmacogenomics
na Tailandia que tem por base um sistema de detecdo com base num ensaio de PCR e
que custa apenas $67 (aproximadamente 60 euros) por teste (Sukasem &
Sungkanuparph, 2013).

Num futuro préximo, a genotipagem do CYP2B6 podera fazer parte da préatica
clinica comum. Pela primeira vez, sera possivel prescrever a dose correta de EFV para
cada doente. A utilizacdo de medicacdo antirretroviral tornar-se-a mais segura e mais

efetiva (Sukasem & Sungkanuparph, 2013).
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1- Selecéo e caracterizacdo da amostra

Os consentimentos informados para as colheitas de sangue e determinagdo de
testes genéticos dos 50 individuos do estudo foram previamente aprovados pela
comissdo de etica do Centro Hospitalar Lisboa Norte/ Faculdade de Medicina de

Lisboa.

Ap0s obtencdo de consentimento informado escrito, foram incluidos na amostra
analisada 50 individuos infetados pelo VIH seguidos na consulta de doencas infeciosas

no Hospital Santa Maria.

Os participantes que fizeram parte deste estudo tiveram de se adequar aos
critérios de inclusdo, sendo estes: infecdo pelo VIH e submetido a tratamento com EFV.
Os critérios de exclusdo foram: o abandono da terapéutica, morte e auséncia de

comparéncia as consultas de acompanhamento.

2 - Procedimento

Extracdo do ADN

A extracdo de ADN foi efetuada a partir de amostras de 1 ml de sangue,
recolhidas em tubos que foram congeladas a -80°C até a extragcdo. A extracdo do ADN
(Perfectpure ADN Blood kit — 5prime) inclui diferentes processos: lise dos eritrocitos
para isolar os glébulos brancos, seguida da lise dos glébulos brancos para ocorrer a
libertacdo do ADN para a solucéo, ligacdo a uma fase sélida que permite a eliminacédo
de contaminantes, lavagem da coluna e, por fim, eluicdo do ADN purificado. A etapa da
lise dos glébulos vermelhos remove a hemoglobina e uma grande quantidade da fracdo
proteica da amostra. A lise dos globulos brancos rompe as membranas celulares e
desnatura as proteinas celulares, libertando o ADN para a solugdo. O ADN liga-se a um

suporte solido de fibra de vidro e os contaminantes sdo removidos através da lavagem
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da coluna, sendo o ADN purificado eluido num tampé&o de baixa forca iénica e com pH
neutro (10mM Tris-Cl,1mM acido etilenodiaminotetracético (EDTA)).

2.1- SNP 516G>T

Amplificacido por PCR-RFLP

PCR-RFLP é uma técnica de amplificacdo in vitro de uma sequéncia especifica
de ADN. Um PCR tipico contém um molde de ADN que contém a sequéncia alvo a ser
amplificada, 2 primers que sdo complementares a sequéncia alvo, nucledtidos, e um
ADN polimerase termoestavel. A mistura de reacdo passa repetidamente por varias
etapas, como periodos de desnaturacdo pela temperatura, annealing, e extenséo,

resultando na amplificacdo exponencial da sequéncia de ADN alvo.

A amplificacdo por PCR foi realizada utilizando o kit lllustra™ puReTag
Ready-To-Go PCR Beads. As sequéncias foram amplificadas em tubos do kit, contendo
a seguinte mistura reacional, sob a forma de esferas termoestaveis: estabilizadores,
bovine serum albumin (BSA), desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs) (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), puReTaqg ADN polimerase e tampédo de reacdo. A este kit apenas é
necessario adicionar agua, ADN e primers para um volume final de 25ul. Cada bead foi
adicionada de 20ul de ADE, 1ul de primer reverse, 1ul de primer foward e 3ul de
amostra. Foi igualmente necessario preparar um controlo negativo, no qual a mistura
reacional era a mesma, mas com a devida substituicdo por agua destilada estéril do

volume equivalente de ADN utilizado nas amplificacdes.

As sequéncias de oligonucleédtidos iniciadores, utilizados na amplificagdo dos

fragmentos de ADN estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 — Sequéncia de oligonucleotidos dos primers foward e reverse

Primers Sequéncia de oligonucledtidos
Foward 5’-TGTTGTAGTGAGAGTTCAATG-3’
Reverse 5’- CTATCCCTGTCTCACCGTC-3’
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As condigOes de reacdo utilizadas, num termociclador Mastercycler personal
(Eppendorf) foram: 95°C, 15 minutos- 1ciclo; 94°C, 30 segundos, 55°C, 1 minuto, 72°C

50 segundos- 35 ciclos; 72°C, 10 minutos- 1 ciclo.

Para preparar as amostras a aplicar nos pocos do gel foram preparados tubos

com 1ul de produto de PCR e 4l de loading buffer. O loading buffer tem como funcéo

dar densidade ao ADN para este correr ao longo do gel.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%

em tampdo de tris-acetato-EDTA (TAE) 1%, e a migracdo ocorreu a 90 Volts durante

aproximadamente 40 minutos. O marcador de pesos moleculares (M) utilizado foi o

BioLabs™ [100bp ADNLadder, com o perfil electroforético apresentado na Figura 8.
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Figura 8 — Perfil eletroforético do marcador de pesos moleculares BioLabs™ 100bp ADN Ladder

Restricdo enzimética

Para a restricdo enzimatica das amostras utilizou-se o enzima Bsrl, sendo 0s

produtos da restricdo enzimética analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% em

TAE 1x, a 90 Volts durante aproximadamente 45 minutos. O marcador de pesos
moleculares utilizado foi 0 BioLabs™ 100bp ADN Ladder.

O local de hidrolise enzimética pelo enzima Bsrl esta descrito na Tabela 5.
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Tabela 5 — Local de hidrélise enzimética pelo enzima Brsl

Enzima de Restricdo

Local de hidrdlise enzimatica

Bsrl

5. .. ACTGGN"...3"
3... TGACCN...5

Na reacéo de restricdo para cada reagéo utilizou-se 5ul de produto de PCR, 1pul

de enzima de restricdo Bsrl, 1,5ul de buffer 3.1 e 7,5ul de ADE, sendo o volume final

de cada reacdo de 15pl.

A observacdo do gel de agarose permite verificar a existéncia de trés resultados

possiveis: presenca de 2 bandas (310 pb e 207 pb) em que o individuo seria wild-type

G/G, uma banda (517 pb) em que o individuo seria homozig6tico para a mutacéo e trés

bandas (517 pb, 310 pb, 207 pb) em que o individuo seria heterozigético para a

mutacdo, como pode ser observado pelo esquema da Figura 9.

517pb B

310 pb
207pb »

(G516T)
Bsr
EXAO 4
—>  526pb +|
GG GT TT
— —

Figura 9 — Esquema do gel de eletroforese e bandas esperadas para cada genétipo
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Purificacdo dos produtos da PCR para sequenciacdo

No sentido de obter dados de sequenciacdo com elevada qualidade é necessario
que a reacdo do PCR seja especifica. Deste modo, procede-se a remocao dos primers de
PCR e de nucle6tidos ndo incorporados antes do produto ser sequenciado.

Assim, antes da sequenciacdo propriamente dita, foi necessario fazer a
purificacdo dos produtos de PCR. Para a purificacdo dos produtos de PCR, utilizou-se o
kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up. Este kit permite uma rapida purificacdo de
produtos de PCR, bem como, a extracdo de fragmentos de ADN a partir de géis de

agarose. O kit tem por base trés etapas principais:

Ajuste das condi¢cOes de ligacdo do ADN: adicionou-se 50ul de mistura de
produto de PCR (26l de agua e 24pl de produto de PCR) com 100ul de buffer NTI;

Ligacdo do ADN: colocou-se a coluna de lavagem do kit num tubo coletor de 2
ml e adicionou-se 150ul da mistura de amostra mais buffer, centrifugou-se durante 1

minuto a 14000 rpm;

Lavagem atraves da membrana de silica: adicionou-se 700ul de buffer NT3 a
coluna, seguida de centrifugacdo durante 1 minuto a 14000 rpm.

Sequenciacao

Os produtos de PCR purificados foram encaminhados para os laboratérios da
STAB-VIDA com intuito de serem submetidos a sequenciacdo pelo método de Sanger,

em que apenas se utilizou o primer foward (sequenciacdo de 5’ para 3”).

As sequéncias obtidas apds a sequenciacdo foram analisadas com o programa
BioEdit. O BioEdit é uma ferramenta que permite analisar as amostras através do seu

electrophoretogram com possibilidade de identificagéo de gendtipos.
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2.2 - SNP 785A>G

Para a identificacdo da mutagdo 785A>G utilizou-se um procedimento com duas

etapas baseado no procedimento descrito no artigo de Jacob e seus colaborados., 2004).

A amplificacdo e a genotipagem dos fragmentos pretendidos nas regides
codificantes do gene CYP2B6 foram realizadas por Nested PCR, que possui duas fases:
0 PCR multiplex e Allele-Specific PCR utilizando diferentes primers. A reacdo de PCR
multiplex teve como objetivo amplificar os fragmentos de genes nas regides regulatorias
e com exdes, de forma a garantir que apenas se amplificou o gene CYP2B6, € ndo o
pseudogene CYP2B7.

Posteriormente e, no sentido de confirmar os gendétipos obtidos para cada amostra,

realizou-se a técnica TagMan® RT-PCR.

Amplificacdo por PCR multiplex

O PCR multiplex possui a vantagem de ter a capacidade de amplificar

simultaneamente diferentes sequéncias numa unica reacao.

A reacdo de PCR multiplex efetuou-se com o auxilio do kit //lustra™ puReTaq
Ready-To-Go PCR Beads. A cada bead foi adicionado 1pl de primer mpr-5F, 1ul de
primer mpr-6R, 5ul de amostra e 18l de agua destilada esterilizada (ADE).

As sequéncias de oligonucle6tidos utilizados nesta reacdo apresentam-se na Tabela 6.

Tabela 6- Primers multiplex para amplificagdo dos fragmentos do gene CYP2B6

: Exéo Tamanho do
Primer Sequéncia 5°-3° -
amplificado produto (bp)
mpr-5F GTAGTCCTAACATGTCAGCAG
5+6 1524
mpr-6R AGAGCCTACAGTGCTCCCA
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Figura 10 - Esquema do gel de eletroforese e tamanho da banda esperada.

Na reacdo multiplex utilizaram-se as seguintes condigdes: 94°C durante 4
minutos — 1 ciclo; 94°C durante 30 segundos, 65°C durante 30 segundos, 68°C durante 2

minutos — 20 ciclos; 68°C durante 10 min — 1 ciclo.

Os produtos do PCR multiplex foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1% em TAE 1x. Adicionaram-se 4ul de loading buffer a 1ul de produto de
PCR, sendo esta mistura aplicada nos pogos do gel. A migracdo ocorreu a 90 volts
durante cerca de 40 minutos. O marcador de pesos molecular utilizado foi o Lambda

ADN- Hind I1l, cujo perfil eletroforético se encontra ilustrado na Figura 11.
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Lambda DNA/Hindlll Marker

564

0.7% Agarose Gel,1X TAE

Figura 11 — Perfil eletroforético do marcador de pesos moleculares Lambda ADN- Hind I1I.

Genotipagem por Allele-Specific PCR

As amostras foram genotipadas através da reacdo de PCR que era composta por:
1pl de uma diluigdo de 1:100 do produto de PCR multiplex; 1pl primer 785con; primer
785A e 22ul de dgua milli-Q.

As 50 amostras foram também sujeitas a oura reacdo que continha a mesma
mistura descrita anteriormente mas com a substituicdo do primer 785A pelo primer
785G.

Estas duas reagdes foram sujeitas as seguintes condi¢des: 96°C, 1 minuto — 1
ciclo; 96°C, 20 segundos, 70°C, 45 segundos, 72°C, 25 segundos — 5 ciclos; 96°C, 25
segundos, 65°C, 50 segundos, 72°C, 30 segundos — 21 ciclos, 96°C, 30 segundos, 55°C,
60 segundos, 72°C, 30 segundos — 4 ciclos.
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De seguida os produtos de PCR e respetivos controlos negativos foram sujeitos a
uma eletroforese em gel de agarose a 1% em TAE 1X, e a migracdo ocorreu a 90 volts

durante aproximadamente 40 minutos.

Tabela 7 — Primers especificos dos alelos da CYP2B6

SNP Primer Sequéncia 5> — 3’
785A-WT GTAGGTGTCGATGAGGTCCT
785A>G 785G-MUT TAGGTGTCGATGAGGTCCC
785con GAGATATAGAGTCAGTGAGTGA

Confirmacio dos resultados por TagMan® RT-PCR

As amostras foram sujeitas a uma analise por RT-PCR no sentido de obter uma
confirmacdo dos resultados obtidos através do procedimento aplicado anteriormente.
Esta técnica utilizou a sonda TagMan® que possibilita 0 aumento da especificidade do
RT-PCR. A técnica de RT-PCR possui uma maior sensibilidade e reprodutibilidade
quando comparada com a técnica de PCR, dai a sua escolha para a confirmagdo dos
resultados.

No TagMan® RT-PCR é utilizada uma sonda fluorogénica denominada enzima
termoestavel ADN polimerase Thermus aquaticus (Taq). A sonda possui um emissor de
fluorescéncia ligado a sua extremidade 5° e um quencher na extremidade 3’. Se a
sequéncia lavo esta presente, entdo a sonda liga-se e é clivada pela atividade da
nucleasse 5’ da Taq polimerase durante a fase de extensdo do PCR. Enquanto ndo
ocorre a clivagem da sonda, a emissdo de fluorescéncia é absorvida pelo quencher. A
clivagem da sonda separa o emissor de fluorescéncia do quencher, pelo que ocorre a
emissdo de florescéncia que é medida e é proporcional a quantidade do fragmento

amplificado (Arya, Shergill, Williamson, Gommersall, & Arya, 2005).
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1l - Resultados e discussao

Com o presente trabalho, pretendeu-se identificar a mutacdo 516G>T e a 785A>G
numa amostra de 50 individuos sujeitos a TAR com EFV. Para isso, foi necessario
aplicar diferentes técnicas de forma a ser possivel amplificar as sequéncias codificantes
do CYP2B6.

As informac0es relativas a cada um dos participantes incluidos neste estudo foram
organizadas numa base de dados codificada elaborada no programa “Microsoft Excel”.
A andlise das amostras foi realizada tendo em conta os dados obtidos durante a
investigacdo, comparando as frequéncias alélicas e genotipicas entre géneros e racas. A
analise estatistica foi elaborada utilizando o teste qui-quadrado a um nivel de
significancia de 95%. O nimero observado em cada uma das mutacdes foi comparado
com o resultado que seria esperado para uma populacdo em equilibrio de Hardy-

Weinberg, tendo sido considerados significativos os valores de p < 0,05.

1- SNP516G>T

Amplificacdo por PCR

A amplificagcdo com recurso a técnica de PCR foi realizada com o intuito de
amplificar o ADN de forma a ser possivel submeté-lo as técnicas de RFLP e de
sequenciacdo numa fase posterior. Uma vez terminado o procedimento de amplificacdo
do ADN realizou-se uma eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v). Assim, foi possivel
analisar qualitativamente a concentracdo do ADN, verificar se as sequéncias
codificantes solicitadas foram amplificadas e se a amostra ndo apresentava indicios de

contaminacéo por outro ADN.
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517 pb

Figura 12 — Perfil eletroforético dos produtos de amplificacdo do gene CYP2B6, utilizando o marcador
BioLabs™]00bp ADN Ladder.

A maior parte das amostras apresentaram uma banda com o fragmento do
tamanho esperado (517pb). Algumas amostras ndo apresentaram nenhuma banda e esta
continua auséncia de bandas podera significar que as amostras iniciais encontravam-se
degradadas devido, por exemplo, a um tempo de armazenagem demasiado longo, ou

ainda, a uma baixa concentracdo de ADN extraido.

Restricdo enzimaética

Procedeu-se a restricdo dos produtos de PCR com auxilio da enzima Bsrl, sendo
posteriormente analisado o seu perfil eletroforético por eletroforese em gel de agarose a
1% (p/v). A mutacdo 516G>T é detetada pela visualizacdo de uma banda de 517 pb.
Assim, se o individuo for normal (GG) apresentar apenas duas bandas uma de 310 pb e
outra de 207 pb, se o individuo for heterozigdtico (GT) apresenta trés bandas, uma com
517 pb, outra com 310 pb e uma ultima com 207 pb, no caso de o individuo ser

homozigo6tico (TT) para a mutagdo apresenta apenas uma banda de 517 pb.
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517 pb

310pb
207 pb

Figura 13 — Perfil eletroforético de alguns produtos da restricdo enzimatica do gene CYP2B6 com 0
enzima Bsrl, utilizando o marcador BioLabs™]00bp ADN Ladder.

Da observacdo dos perfis eletroforéticos foi possivel inferir que grande
percentagem das amostras apresentavam trés bandas com 517, 310 e 207pb, indicando
que estas possuiam o genotipo 516GT. Porém, para algumas amostras ndo foi possivel
identificar o seu genotipo com total certeza. Tomemos como exemplo a amostra A12:
pela observagédo da Figura 13 verificou-se que apresentava uma banda com 517pb com
uma elevada intensidade o que indicaria um gendtipo homozigético para a mutagao
(516TT), no entanto, existem algumas bandas mais ténues na zona dos 310 e 207pb, o
que suscitou duavidas relativamente ao gendétipo desta mesma amostra. Efetivamente,
apos a confirmacgdo dos resultados por sequenciacdo, ficou demonstrado que nenhuma
das amostras analisadas apresentava o genotipo homozigotico 516TT.

Sequenciacéo

Os produtos de PCR ja purificados que foram enviados para o laboratério da

STABVIDA e, posteriormente, analisados com recurso ao programa BioEdit.

Na Figura 14 pode-se observar o electrophoretogram de uma amostra com 0

gendtipo heterozigotico 516GT.
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Figura 14 — Electrophoretogram de uma amostra com o gendtipo homozigético 516 GG e heterozigético
516GT.

Em seguida, serd apresentada na Tabela 8 com as frequéncias de cada genotipo
encontradas na amostra analisada. Duas amostras ndo foram passiveis de analise devido

a escassa qualidade do ADN.

Tabela 8 — Frequéncia genotipicas e alélicas na amostra de 48 individuos.

n Freq.(%)
GG 21 43.75
Gendtipo
GT 27 56.25
G 69 71.88
Alelos
T 27 28.12
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Das 48 amostras, 21 amostras (43,75%) apresentaram o genétipo GG e 27
(56,25%) o gendtipo GT. O gendtipo TT néo foi observado em nenhuma das amostras
analisadas. As frequéncias alélicas para os genoétipos G e T foram 71,88% e 28,12%,

respetivamente.

Em seguida, sera apresentada a Tabela 9 com dados relativos as frequéncias dos

trés gendtipos, provenientes de diferentes estudos.

Tabela 9 — Frequéncias dos polimorfismos CYP2B6 516G>T em diferentes estudos (adaptado de Anwar
Mulugeta, 2012).

Frequéncia dos polimorfismos CYP2B6 516G>T

. Tamanho
Artigos da amostra
GG (%) GT (%) TT (%)
Uttayagl‘ak“' et 101 67 (66.3) 28 (27.7) 6 (6)
Haas et al. 157 83 (52.9) 60 (38.2) 14 (8.9)
Powers et al. 206 105 (51.0) 82 (39.8) 19 (9.2)
Saitoh et al. 367 187 (51.0) 148 (40.3) 32 (8.7)

Como é possivel verificar pelos dados recolhidos de diferentes estudos, a
frequéncia dos diferentes polimorfismos ndo é constante de ensaio para ensaio. De
salientar, que a frequéncia do genotipo GG €, na grande maioria dos estudos aqui
apresentados, predominante relativamente aos outros genotipos. O gen6tipo TT é o que

conquista, consistentemente, a menor frequéncia em todos os estudos.

A analise dos genotipos da amostra deste trabalho, ndo revelou a presenca do
gendtipo TT, podendo este evento dever-se ao reduzido tamanho de amostragem. Como
se pode constatar pela Tabela 9, as amostras nos outros estudos encontram-se na ordem

das centenas, enquanto a descrita neste trabalho possuia apenas 48 individuos.

Relativamente ao estudo da distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas no
sexo masculino e feminino, obtiveram-se os resultados apresentados na Tabela 10 e

Tabela 11, respetivamente.
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Tabela 10 — Distribuicao das frequéncias genotipicas no sexo masculino e feminino.

Genotipo  Homens (%) Mulheres (%) P-value
GG 17 (35.4) 4 (8.3) 1
GT 22 (45.8) 5 (10.4)

Tabela 11 — Distribuicao das frequéncias alélicas no sexo masculino e feminino.

Alelo Homens (%)  Mulheres (%) P-value
G 56 (58.3) 13 (13.5) 1
T 22 (22.9) 5(5.2)

A analise estatistica demonstrou a distribui¢do das frequéncias genotipicas e

alélicas € a mesma para homens e mulheres (p > 0,05).

Apesar de existirem alguns estudos que descrevem a existéncia de maior
atividade da CYP2B6, bem como, maiores concentracfes de proteina e mRNA nos
figados de individuos do sexo feminino, ndo foram encontradas diferencas, ao nivel da
frequéncia dos diferentes gendtipos, estaticamente significativas entre os dois sexos (llic
etal., 2013).

De igual forma, a distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas foram

estudadas entre caucasianos e negros, como resumido na Tabela 12 e Tabela 13.

Tabela 12 — Distribuicéo das frequéncias genotipicas em caucasianos e negros.

Genotipo  Caucasianos (%) Negros (%) P-value
GG 12 (29.3) 4 (9.8) 1
GT 19 (46.3) 5 (14.6)

Tabela 13 — Distribuicao das frequéncias alélicas em caucasianos e negros.

Alelo  Caucasianos (%) Negros (%) P-value
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G 43 (52.44) 14  (17.07) 1
19 (23.17) 6 (7.32)

Em semelhanca, ao descrito para o sexo, também a distribuicdo das frequéncias
genotipicas e alélicas demonstraram ser as mesmas entre as duas ragas (p > 0,05).

Tendo em consideracao as informacdes fornecidas pela base de dados dbSNP
Short Genetic Variations do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=
rs3745274) foi possivel realizar a comparagdo das frequéncias alélicas entre racas deste
estudo com outros estudos. Num estudo com 54 individuos, a frequéncia alélica do alelo
G para os caucasianos foi de 69,9% e para o alelo T foi de 30,1%. Como se pode
constatar as frequéncias anteriormente descritas parecem ser muito semelhantes as
obtidas neste trabalho para a mesma raca. Num outro estudo com 120 participantes, a
frequéncia alélica do alelo G para os individuos de raca negra foi de 60,1% e para o
alelo T foi de, aproximadamente 38,9%. Contrariamente aos dados da raca caucasiana,
as frequéncias deste estudo afastam-se bastante dos resultados obtidos neste trabalho
podendo, mais uma vez, esta discrepancia dever-se ao tamanho da amostras ou, ainda, a

critérios de inclusdo e exclusdo diferentes dos utilizados nesta analise.

De seguida, serd apresentada uma tabela com os dados de diferentes estudos
relativos & frequéncia dos polimorfismos CYP2B6 516G>T em caucasianos e negros.

Tabela 14 — Frequéncia dos polimorfismos CYP2B6 516G>T em caucasianos e negros (adaptado de
(Anwar Mulugeta, 2012)

_ Caucasianos Negros
Artigos
GG (%) GT TT GG GT TT
Haas et al. 53 (59.6) 33(37.1) 3(3.4) 22 (44) 18 (36) 10 (20)
Wyenetal.  58(51.3) 44 (38.9) 11(9.7) 27 (47.4) 23 (40.4) 7(12.3)
Powersetal. 80 (55.9) 54 (37.8) 9(6.3) 25 (39.7) 28 (44.4) 10 (15.9)
Haasetal.  185(75.6) 60 (24.4) - 107 (68.7) 48 (31.3)

Como se pode constatar pelo exposto na Tabela 14, e resumindo os resultados de

alguns dos principais estudos realizados nesta &rea, a raga caucasiana apresenta uma
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maior frequéncia do genotipo 516GG quando comparada com a frequéncia dos outros
dois gendtipos. Por outro lado, na raca negra, as frequéncias dos genotipos 516GG e
516GT estdo muito mais equilibradas. O gendtipo GG continua a existir com uma maior
frequéncia porém, a diferenca para a frequéncia do 516GT ja ndo é tdo evidente como

na raga caucasiana. O gendtipo 516TT possui, para as duas racas, a menor frequéncia.

As frequéncias genotipicas obtidas neste estudo ndo estdo totalmente de acordo
com as descritas em outros estudos. Para as duas ragas analisadas a frequéncia mais
elevada foi para o genétipo 516GT. O fato da amostra ter uma pequena dimensdo,
juntamente com o diminuto nimero de individuos de raca negra, ndo nos possibilita
afirmar com certezas que ndo existem diferencas nas frequéncias genotipicas e alélicas

entre as diferentes racas.

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Tabela 15 — Valores de p obtidos no equilibrio de Hardy-Weinberg baseados no teste y2

N  Genotipo n Freq.(%) 95% ClI P-value
48 GG 21 43.75  (29.8,58.7) 0.007
GT 27 56.25  (41.3,70.2)
G 69 71.88  (61.6,80.4)
T 27 28.12  (19.7,38.4)

Foi possivel constatar que os resultados obtidos com as nossas amostras nao
seguem o equilibrio de Hardy-Weinberg (p <0,05). Este desequilibrio pode ser
justificado pelo fato de este gene, provavelmente, estar em evolugédo. Esta situacdo
poderd dever-se tanto a uma situacdo de selecdo natural, em que ha a sele¢do dos genes
mais favoraveis, ou de deriva genética, processo atraves do qual as frequéncias alélicas
sdo modificadas, sem ter em conta as vantagens de cada gendtipo, dando origem a

desvios ao equilibrio.
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2- SNP 785A>G

Amplificacdo por PCR Multiplex

Figura 15 — Perfil eletroforético dos produtos de amplificagdo do gene CYP2B6, utilizando o marcador
Lambda ADN- Hind III.

Pela analise eletroforética dos produtos de amplificacdo foi possivel concluir que
a técnica foi executada com sucesso uma vez que todas as amostras apresentaram
bandas de amplificagdo com 1524pb, como era esperado. A fraca intensidade
apresentada por algumas bandas pode dever-se a uma baixa concentragdo de ADN

extraido nessas amostras.

Genotipagem por Allele-Specific PCR
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M A12 Al13 A14 Al5 Al6 A17 Al18 Al19 A21 A22 A24 A26 A27 A28 A30 A31 A32 A33 A34 A35 A36 CN

Figura 16 — Perfil eletroforético dos produtos da genotipagem por Allele-Specific PCR onde se observou a
presenca do alelo A

M A12 Al13 Al4 Al5 Al6 A17 Al8 A19 A21 A2 A4 A26 A7 A28 A30 A31 A32 A33 A4 A3 A6 CN

'-.'.—-- - —

Figura 17 — Perfil eletroforético dos produtos da genotipagem por Allele-Specific PCR onde se observou
a presenca do alelo G

Os resultados da genotipagem por Allele-Specific PCR permitiu verificar que
todas as amostras apresentaram bandas tanto para o alelo A como para o alelo G, como
se pode observar pela Figura 17 e Figura 18 (representativas da amostra total). De notar
que algumas das bandas apresentam uma intensidade bastante fraca quando comparadas
com outras, veja-se 0 exemplo da amostra A22 e A26 na Figura 18. Para despistar
possiveis erros na identificacdo dos genotipos das amostras, recorreu-se a técnica de
RT-PCR.

Confirmacio dos resultados por TagMan® RT-PCR

Como ja referido anteriormente, os resultados obtidos por genotipagem por
Allele-Specific PCR descritos anteriormente foram confirmados utilizando a técnica
TagMan® RT-PCR. Nesta técnica utilizaram-se sondas especificas para os alelos A e G,

obtendo-se os seguintes resultados:

Tabela 16 — Frequéncia dos diferentes genotipos na amostra de 50 individuos.

Gendtipo 785AA 785AG (%) 785GG Total

Frequéncia 0 50 (100%) 0 50
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Equilibrio de Hardy-Weinberg

N&do foi possivel calcular o equilibrio de Hardy-Weinberg uma vez que todas as

amostras apresentaram o0 mesmo genotipo (heterozigoético 516AG).

Tabela 17 — NUmero de individuos associados a cada um dos diferentes genétipos estudados

Gendtipo 785AG Gendtipo 785AA  Genotipo 785GG

Genotipo 516GT 21 - -
Gendtipo 516GG 27 - -
Genotipo 516TT - - -

O genotipo dos dois SNPs do CYP2B6 estudados foram determinados para 48
dos 50 individuos da amostra inicial e as frequéncias de cada um estdo sumarizadas na
Tabela 17.

Dos 48 individuos da amostra estudada nesta monografia, existiam 21 individuos
heterozigoticos quer para a mutacdo 516G>T quer para a mutagdo 785A>G (43,75%) e
27 individuos homozigoticos wild-type para a mutacdo 516G>T e heterozig6ticos para
a mutacdo 785A>G (56,25%) .

Tabela 18 — CYP2B6 haplotipos (adaptado de (Gatanaga et al., 2007)

CYP2B6 (Haplétipo) SNP 516G>T SNP 785A>G
*1/*4 GG AG
*1/*6 GT AG
*6/*6 GT AG
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No estudo de Gatanaga e seus colaboradores, 2007, existia o0 objetivo de
determinar se a dose de EFV poderia ser reduzida em doentes que apresentavam
concentracfes plasmaticas elevadas do farmaco ap6s a administracdo de uma dose
standart. O seu estudo mostrou que os portadores dos haplétipos CYP2B6 *6/*6
apresentavam concentracdes plasmaticas de EFV extremamente altas, e que a reducgdo
da dose era possivel nestes pacientes com manutencdo da acdo anti-VIH-1 eficaz
(Gatanaga et al., 2007).

Tabela 19 — Relagdo entre o haplétipo CYP2B6 e as concentrages plasmaticas de EFV (adaptado de
(Sukasem et al., 2013)

Concentracdes plasmaéticas de

CYP2B6 Haplotipos Metabolizador
EFV (mg/L)
*1/*1 1.570 Rapido
*1/*4 2.550 Intermédio
*1/*6 2.655 Intermédio
*6/*6 7.210 Lento

Sukasem e seus colaboradores, 2013, estudaram a relagdo existente entre 0s
haplétipos CYP2B6 e as concentracdes plasmaticas do EFV. Parte dos seus resultados
estd resumida na Tabela 19. A concentracdo plasmatica média entre os varios
participantes do estudo foi de 2.260 mg/L. A partir da andlise realizada, foi encontrada
uma elevacdo significativa dos niveis de EFV para os haplétipos *1/*6 e *6/*6. Néo

existindo uma diferenca significativa nos restantes haplotipos (Sukasem et al., 2013).

Na amostra deste trabalho de investigacdo, existiam 27 individuos com o
gendtipo 516GG e 785AG. Cruzando os dados com o primeiro estudo referido, significa
que estas amostras podem ter o hapl6tipo CYP2B6*1/*4. Relativamente aos outros 21
individuos, que apresentavam o gendtipo 516GT e 785AG, poderiam pertencer aos
haplétipos CYP2B6 *1/*6 ou *6/*6. Como se pode observar, pelos dados fornecidos
pela Tabela 19, todos os outros hapldtipos apresentam concentragfes plasmaticas de
EFV mais elevadas do que o haplétipo *1/*1. De salientar, que o haplétipo *6/*6
apresenta concentragdes plasmaticas de EFV associadas ao aparecimento de efeitos

adversos ao nivel do sistema nervoso central (>4 mg/L).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O nosso estudo ndo contém dados relativos as concentracGes plasmaticas de
EFV dos doentes participantes, porém, com base nos dados apresentados, todos os
participantes do estudo podem ser classificados como metabolizadores intermedios.
Assim, sugere-se a hipotese de, muito provavelmente, os individuos com o haplotipo
*1/*4 e *1/*6 apresentarem concentracfes superiores ao expectavel, apds a
administracdo de uma dose de efavirenz standart, mas que se encontram dentro do
intervalo de seguranca e eficacia terapéutica (entre 1 e 4 mg/L). Em oposicdo, 0s
individuos com hapl6tipo*6/*6, apresentam concentragdes cima dos 4 mg/L pelo que
seria importante realizar um seguimento destes doentes na tentativa de verificar a
existéncia de efeitos adversos ao nivel do sistema nervoso central. Se esta suposicao se
verificar verdadeira, seria necessario propor uma alteracdo da terapéutica, ou com a
diminuicdo da dose de efavirenz para 400 mg ou 200 mg diarios ou com a alteracéo

completa do esquema terapéutico.
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IV - Conclusdes

A isoenzima CYP2B6 é codificada por um gene polimérfico pertencente ao
complexo enzimatico do citocromo P450. Esta isoenzima esta envolvida no
metabolismo de uma vasta variedade de farmacos, incluindo os antirretrovirais.
Presentemente, sabe-se que as varia¢fes genéticas em genes humanos que codificam
enzimas envolvidas no metabolismo de farmacos podem contribuir para diferencas
interindividuais na resposta terapéutica. E, pois, fundamental a anélise dos perfis
genéticos para identificar subgrupos que poderdo estar sujeitos ao aparecimento de

efeitos adversos e, até mesmo, falha terapéutica.

O estudo da diversidade do gene CYP2B6 ¢ fulcral no fornecimento de
informacOes capazes de dar continuidade a avaliagdo do impacto destes polimorfismos
na eficicia da terapéutica antirretroviral. Nesse sentido, este trabalho pretendeu
identificar os principais polimorfismos do gene CYP2B6 em individuos sujeitos a

terapéutica antirretroviral com efavirenz.

A frequéncia genotipica para o gendtipo GT foi de 56,25%, enquanto para o
gendtipo homozigotico GG foi de 43,75%. As frequéncias alélicas para os alelos Ge T
foram de 71,88% e 28,13%, respetivamente. Ndo foram observadas diferencas na

distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas entre sexos e ragas.

Dos 48 individuos estudados, colocou-se a hipGtese de 27 apresentarem o
haplétipo CYP2B6 *1/*4, que codifica fendtipo de metabolizadores intermédios,
indicando que apesar de as suas concentraces plasmaticas poderdo estar mais elevadas
do que o que seria de esperar com uma dose standard, mas ainda se encontram dentro
do intervalo de concentracdes terapéuticas. Ainda assim, a hipotese mais relevante deste
estudo, traduz-se na possibilidade de 21 dos participantes pertencerem ao haplotipo
CYP2B6 *6/*6 e, poderem vir a experienciar ou ja terem experienciado efeitos adversos

ao nivel do sistema nervoso central.

Tendo em vista 0s aspetos observados, entende-se a necessidade de realizar um

novo estudo que inclua dados relativos as concentragbes plasmaticas de EFV que
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possam ser cruzados com os resultados deste estudo, para uma melhor compreensao da

relevancia dos polimorfismos no tratamento antirretroviral.
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