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Resumo

Nas parturientes, a dor, moderada ou severa, ¢ comum apo6s o trabalho de parto
por cesariana. A administra¢@o intravenosa de morfina no periodo imediato a operagao ¢
um procedimento usual para o alivio da dor. Contudo, verifica-se uma grande
variabilidade inter-individual na sua eficicia, conduzindo a perfis de tolerancia e
diversidade de aparecimento de efeitos secundarios, como o prurido, nduseas e vomitos.

A grande variabilidade inter-individual ¢ devida a variagdes genéticas que
influenciam a metabolizacdo e/ou a ac¢do dos farmacos, ou seja, esta relacionado com a
farmacogendmica.

A enzima CYP2D6 tem uma elevada importincia neste processo, por ser
responsavel pela metabolizacdo oxidativa de varios farmacos e substancias enddgenas.
O precursor da dopamina e da serotonina, dois neurotransmissores, sio um exemplo de
substancias endogenas metabolizadas pela CYP2D6.

A morfina promove a actividade dos neurénios dopaminérgicos, levando a um
aumento na libertacdo de dopamina, responséavel pelo controlo da dor.

O gene CYP2D6 responsavel pela codificacdo desta enzima ¢ altamente
polimorfico, resultando numa grande variabilidade de fenodtipos de metabolizagdo. A
combinagcdo de varios SNPs resulta em diferentes haplotipos que estdo associados
igualmente a diferentes perfis de metabolizacao.

O presente estudo ¢ pioneiro ao relacionar os trés haplotipos (CYP2D6*4A,
CYP2D6*10A e CYP2D6*2E) do gene CYP2D6 que definem diferentes perfis de
metabolizacdo (lento, intermedidrio e extensivo) com a dor e o surgimento de efeitos
secundarios, como o prurido, numa amostragem de parturientes sujeitas a analgesia com

morfina apds a cesariana.
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Os resultados mais evidentes deste estudo sugerem que estes haplotipos, quando
presentes em heterozigotia ou homozigotia para o alelo variante, levam a um aumento
da dor apds a cesariana. O aumento da incidéncia do prurido esta associado ao haplotipo
CYP2D6*10A quando presente em heterozigotia ou homozigotia para o alelo variante.

Este trabalho contribui para uma melhor compreensdo do modo como as
variantes alélicas do CYP2D6 poderdo afectar a dor e o surgimento de efeitos

secundarios na analgesia do trabalho de parto.
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Abstract

In pregnant women, pain, moderate or severe, is common, after caesarean.
Intravenous administration of morphine, immediately following the surgery is an usual
procedure for the relief of pain. However, there is a large inter-individual variability in
efficacy, leading to profiles of tolerance and side effects like pruritus, nausea and
vomiting.

The large inter-individual variability is due to genetic variations that influence
metabolism and/or the action of drugs; in other word, it is related to pharmacogenomics.

The CYP2D6 enzyme has high importance in this process, given the fact that it
is responsible for the oxidative metabolism of various drugs and endogenous
substances. The precursor of dopamine and serotonin, two neurotransmitters, are an
example of endogenous substances metabolized by CYP2D6.

Morphine promotes the activity of dopaminergic neurons, causing an increase in
the release of dopamine, responsible for pain control.

The gene CYP2D6 responsible for encoding this enzyme, is highly polymorphic,
causing a considerable variability of metabolic phenotypes. The combinations of several
SNPs that are associated to in different haplotypes are also related to with different
metabolic profiles.

This study is original, considering the correlation of the three haplotypes
(CYP2D6*4A, CYP2D6*10A e CYP2D6*2E) of the CYP2D6 gene, that define different
profiles of metabolism (poor, intermediate and extensive), with pain and the incidence
of secundary effects, such as pruritus, in a population of pregnant women submitted to
analgesia with morphine after cesarean section.

The most prominent results of this study suggest that these haplotypes, when

present in heterozygous or homozygous for the variant allele, lead to an increase
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prevalence of pain after cesarean section. The increase of pruritus is associated with the
CYP2D6*10A haplotye, when heterozygous or homozygous for the variant allele.
This work contributes to a better understanding of how the CYP2D6 allelic

variants may affect pain and treatment of secundary effects on analgesia of labor.
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Variagao genética do CYP2D6 na analgesia do parto: abordagem farmacogenomica

1.Introducao
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Variagao genética do CYP2D6 na analgesia do parto: abordagem farmacogenomica

1.1 Farmacogenomica e analgesia do parto por cesariana

As parturientes apos o trabalho de parto normal ou cesariana, geralmente,
demonstram uma dor moderada ou severa (Landau, 2010).

Actualmente a dor j4 ndo ¢ considerada apenas um sintoma, mas sim uma
condi¢do que necessita de ser considerada e tratada. Est4 associada a efeitos curtos e/ou
longos que afectam a mulher, tendo sido estimado que entre 10-15% das mulheres
sofrem dor crdnica persistente apos cesariana (Landau, 2010; Sinatra, 2005).

O impacto do desenvolvimento de dor persistente ¢ significativo, pois pode
prejudicar, ndo s6 a capacidade da made em cuidar do seu filho no periodo imediato apos
0 parto, mas também o seu proprio bem-estar por um longo periodo de tempo (Landau,
2010).

O alivio da dor aguda no periodo pds-operatério estd a cargo dos
anestesiologistas. Deste modo, ¢ recomendado o tratamento da dor, as parturientes no
periodo imediato a operagdo. Por administragdo intravenosa de opiodides, estdo entre os
farmacos mais utilizados para o tratamento da dor aguda e cronica (Aubrun et al., 2003;
Landau et al. 2008; Landau, 2010).

Durante as ultimas décadas, os métodos recorrentes para a administracdo de
opiodides, na analgesia do trabalho de parto e tratamento da dor pos-operatoria, € por via
epidural e subaracnoidea (Landau et al., 2008).

No entanto, ¢ necessdrio ter em consideracdo que a dor ¢ influenciada pelas
condi¢cdes obstétricia, por factores psicologicos, pela idade e, além disso pela genética,
que poderd envolver diferentes sensibilidades a endorfinas enddgenas e opiodides
exodgenos. Verifica-se, deste modo, uma grande variabilidade inter-individual na

eficacia do tratamento com opiodides, levando a ocorréncia de perfis de tolerancia e
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toxicidade e efeitos secundarios diversos, como o prurido, vomitos e nduseas (Landau
2005; Landau et al., 2008; Landau, 2010).

A dor apos cesariana ¢ um excelente modelo de estudo da dor pds-operatoria,
devido ao facto de ser realizado, por norma, as mulheres jovens e saudaveis (Landau et
al., 2010).

A variabilidade inter-individual na resposta a terapéutica farmacologica €, em
parte, devido a idade, sexo, peso, funcdo hepatica e renal, co-medicagdo,
heterogeneidade de doencas, nutri¢do e ser ou ndo fumador, entre outros. Contudo, ha
variantes genéticas importantes, que podem influenciar a metabolizacdo e accdo dos
farmacos, sejam os receptores, os transportadores, moléculas de transducdo de sinal,
entre outros, conduzindo a um grande impacto na resposta terapéutica (Tomalik-Scharte
et al., 2008).

Foi em meados dos anos 50 do século XX, que a Farmacogenomica foi
reconhecida como uma ciéncia, quando foi demonstrado que os factores genéticos
influenciavam a resposta a varios fairmacos. Werner Kalow, em 1956, demonstrou a
ocorréncia de um relaxamento profundo do musculo esquelético no pds operatorio apds
administracdo de succinilcolina (um anestésico usado para facilitar a intubagdo
orotraqueal). Uma variagdo genética associada a metabolizagdo de farmacos,
envolvendo a enzima butirilcolinesterase, foi a causa responsdvel da resposta ao
anestésico, causando uma apneia prolongada (Kalow, 1956; Kalow, 2006; Landau,
2009).

Surgiu, deste modo, uma nova area de investigagao, a Farmacogenomica, que se
refere a variabilidade na resposta a firmacos devido a factores genéticos (Landau, 2005;

Landau, 2009).

Raposo A, 2011 3



Variagao genética do CYP2D6 na analgesia do parto: abordagem farmacogenomica

Considerando o conceito de Farmacogenética, ambas definem a influéncia dos
factores genéticos na eficacia dos farmacos e reac¢des adversas aos mesmos. Porém, a
Farmacogenética foca-se nas consequéncias de uma unica variagdo genética, enquanto a
Farmacogenomica considera numerosas variagdes genéticas e a sua interac¢do. O maior
progresso nestas areas deve-se em grande parte ao projecto do genoma humano e ao
desenvolvimento de técnicas modernas de Genética Molecular (Palmer et al., 2005;
Tomalik-Scharte et al., 2008).

A complexidade da Farmacogendémica envolve a conceitos de farmacocinética e
da farmacodinamica, nomeadamente relacionados com a absorc¢do, distribuigdo,
metabolizagdo, transporte e ac¢do dos farmacos (Kim et al., 2008).

Todos os genes que codificam proteinas com funcdo a qualquer um destes niveis
sdo potenciais alvos de estudo farmacogendmico.

A farmacocinética descreve de que modo o farmaco se distribui no organismo e
¢ metabolizado, levando igualmente a variabilidade na resposta terapéutica, afectando a
biodisponibilidade de um farmaco, a producdo de metabolitos activos ou inactivos e a
sua eliminag¢do pelo organismo. A farmacodinamica, por sua vez, ¢ o modo como o
farmaco afecta o organismo, relacionado com os seus efeitos ao nivel fisiologico.
Consoante a especificidade dos receptores, ha uma variabilidade de respostas
conduzindo a diferencas inter-individuais. (Smith, 2009).

Sendo assim, os efeitos da maioria dos farmacos sdo determinados pela
influéncia dos polimorfismos na farmacocinética e na farmacodindmica dos farmacos.
As variagdes de sequéncia podem levar a diferencgas na fung¢do dos alvos dos farmacos,
como receptores e enzimas metabolizadora, entre outros. Esta interac¢do pode resultar
em poligenia, que envolve varias combinacdes genotipicas possiveis no metabolismo,

transporte e accdo dos farmacos, originando respostas fenotipicas diferentes e
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igualmente uma grande variedade de indices terapéuticos (racios de eficacia/toxicidade)
para um determinado medicamento (Landau, 2005; Ingleman-Sundberg et al., 2007).

O grande objectivo da Farmacogenomica ¢ promover uma pratica clinica mais
ajustada de forma a ajudar os clinicos a adequar as doses de farmacos a cada individuo
e, de acordo com o perfil genético, prever a resposta a um determinado farmaco
(Landau, 2005).

Até a data, na maior parte dos casos, a escolha de um medicamento em
detrimento de outro ndo tem em consideracdo a variabilidade genética inter-individual.
Contudo, os avancos da ciéncia na area da Genética tém sido uma grande ajuda,
permitindo aos investigadores identificar associagdes entre o perfil genético de um
individuo e a resposta a um determinado farmaco (Palmer et al., 2005; Landau, 2005).
Para que tal seja possivel € necessario conhecer qual o fAirmaco e a dosagem que pode
ser mais eficaz para cada individuo, assim como os firmacos que podem provocar
reaccdes adversas idiossincraticas (reaccdo enzimatica a determinados farmacos que
provocam uma reac¢do contraria a desejada), de modo a melhorar as abordagens
terapéuticas (Palmer et al., 2005).

Neste momento, ¢ evidente que a variabilidade nos genes que codificam enzimas
metabolizadoras de farmacos afecta, geralmente, o resultado do tratamento
farmacoldgico umas vez que so as enzimas citocromo P450 (CYP450) hepaticos, sdo
responsaveis por 80% do metabolismo de fase I. (Ingleman-Sundberg et al., 2007).

No que diz respeito a eficidcia na terapia analgésica, t€ém sido numerosos os
estudos na area da Genética, que tentam explicar esta variabilidade. Actualmente, a
investigacdo da terapia com opiodides e os efeitos analgésicos estd direccionado para
variantes genéticas associadas a transportadores dos farmacos, a estruturas envolvidas

na percepg¢do e processamento da informacao nociceptiva, variantes do receptor opidide
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1, a enzimas da metaboliza¢do dos farmacos analgésicos (citocromo P450) e, que tém
impacto na sua farmacocinética e na farmacodinamica (Kim, 2008; Landau 2009).

Os opidides sdo os analgésicos mais usados para o controlo da dor aguda e
crénica no poés-operatorio, nomeadamente, apds a cesariana. No entanto, ndo deixam de
apresentar uma grande variabilidade inter-individual na sua ac¢do terapéutica. Uma
causa importante nesta variabilidade na resposta aos analgésicos est4 relacionada com a

farmacogendmica (Landau, 2005).

1.2 Opidides

A defini¢ao de “opidide” refere-se a todos os compostos, naturais ou sintéticos,
com acgdo idéntica a morfina (Fig.1), enquanto se designam por opiaceos os compostos
derivados da planta Papaver somniferum, ou papoila do 6pio, como a morfina, codeina
e os seus analogos sintéticos como a oxicodona e a buprenorfina (Somogyi et al., 2007)

Os opidides s@o acumulados em estruturas celulares da papoila do 6pio, os
laticiferos. Nestas células ¢ produzido um latex branco leitoso que quando seco, se
transforma numa resina solida, conhecida como O6pio. Estas substidncias contém
analgésicos potentes como a morfina ¢ a codeina (Weid et al., 2004)

Tradicionalmente, os opidides foram subdivididos em trés grupos: compostos
derivados de Papaver somniferum (como a morfina, codeina, heroina ¢ naloxona),
piperidinas e fenilpiperidinas (com a meperdina, loperamida e fentanil) e difenil
heptilaminas (como a metadona e dextropropoxifeno) (Somogyi et al., 2007).

Embora sejam fdrmacos com estruturas, mecanismos, taxas de distribuicdo e
eliminagdo diferentes, a sua caracteristica comum ¢ a interaccdo com o receptor de

opidides p (LOR), como alvo principal de interac¢ao (Somogyi et al., 2007).
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Figura 1.Estrutura da morfina (Adaptado de: http://pubs.acs.org/cen/coverstory/)

O receptor opidide p possui 7 dominios transmemebranares e pertence a familia
dos receptores acoplados a proteinas G (GPCRs). O gene OPRM; é responsavel pela sua
codifica¢dao e tem sido foco de varios estudos genéticos, por ser o receptor principal
para muitos peptideos dos opidides endogenos, incluindo as endorfinas e opidides
analgésicos como a morfina, heroina, fentanil e metadona (Landau, 2005).

Os opidides sao usados no tratamento da dor aguda e cronica em casos com
cancro € no pos-operatorio, como analgésicos potentes. Porém tém um indice
terapéutico restrito e uma grande variabilidade na resposta inter-individual; podem,
inclusivamente, causar toxicidade grave, que pode levar a depressao respiratoria fatal.
Assim, para a maioria dos opiodides, tem de haver um equilibrio na dosagem
administrada e no controlo da dor, para que ndo haja depressao respiratoria nem efeitos
sedativos letais ou prejudiciais (Somogyi et al., 2007).

Até ha pouco tempo, a contribuicdo dos factores genéticos na sensibilidade a dor
em humanos era pouco conhecida. A identificagdo dos genes envolvidos no processo da
dor trouxe grandes avangos nesta area. Porém, na pratica clinica, atribuir um factor
genético para a dor continua a ser complexo e moroso, impossivel de concretizar em

tempo util (Somogyi et al., 2007).

Raposo A, 2011 7



Variagao genética do CYP2D6 na analgesia do parto: abordagem farmacogenomica

Assim, a compreensdo do metabolismo dos farmacos, nomeadamente dos
opidides analgésicos, ¢ cada vez mais importante para o estudo das diferentes
sensibilidades a terapia analgésica. A maior importancia sobre a diversidade de
respostas recai nas diferengas da capacidade metabolizadora dos CYP450, causada
pelos polimorfismos genéticos, que difere de individuo, para individuo e no
desenvolvimento de reacgdes adversas a terapia farmacoldgica (Ingelman-Sundberg,

2004; Lotsch, Geisslinger, 2006; Somogyi et al., 2007; Smith, 2009).

1.3 Morfina e os efeitos secundarios associados

Os efeitos da morfina dependem, em parte, do estado funcional central,
nomeadamente dos sistemas relacionados com os opidceos endogenos. A ac¢do da
morfina, por administragdo intravenosa ou epidural, ¢ maxima apo6s 90-120 minutos.
Este analgésico atenua a ansiedade, tanto por uma acc¢do directa como por ac¢do
indirecta, por diminuicdo da dor. A depressdo da respiragdo ¢ um efeito secundario
detectavel mesmo apds doses subanalgésicas de morfina em individuos sdos, que resulta
de um efeito directo sobre o centro respiratorio bulbar, que se torna menos sensivel a
estimulacdo fisiologica da pressdo parcial de CO, no sangue. Este analgésico também
estimula o centro do vomito, justificando a grande percentagem de individuos que
tomam morfina sentirem nauseas. (Guimaraes et al., 2006).

O prurido ¢ o efeito secundario mais frequente, decorrente da administragao de
morfina na obstetricia, com uma incidéncia de 60-100% (Horta et al., 2000; Szarvas et
al., 2003). Quanto aos processos fisiopatologicos subjacentos, tem origem a partir dos
terminais nervosos localizados na pele, sendo mais concentrado nos pulsos e tornozelos.

A sensacdo de prurido ¢ transmitida através de neurdnios nociceptivos, as fibras
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nervosas do tipo C (ndo mielinizadas e propagam o impulso nervoso a baixa velocidade)
até a medula espinhal que conduz a informagao até ao talamo (Moses, 2003).

Nao ha um mecanismo fisioldgico tinico para explicar o surgimento de prurido.
Ha estudos que sugerem que este efeito, durante a gravidez parece estar associado a
interac¢do dos estrogénios com os receptores pu dos opidides (Szarvas et al., 2003).
Outros estudos referem a serotonina como um componente chave no surgimento deste
efeito secundario pela administragdio de morfina, nomeadamente pela sua possivel
interac¢do com o receptor dos opidides no SNC (Horta et al, 2000; George et al, 2009).

Com base nestes estudos, ja sao usados antagonistas do receptor da serotonina,
no tratamento da ndusea e vomito, que também foram propostos para um possivel
tratamento do prurido induzido por opidides. Verificaram que, apesar de nao reduzirem
a incidéncia de prurido, diminuem significativamente a gravidade e necessidade de
tratamento, sugerindo que estes devem ser usados na rotina clinica para as parturientes
submetidas a analgesia com opidides (George et al, 2009).

Na administragdo de morfina por via epidural, cerca de 3,6% passa para o
liquido cefalo-raquidiano (LCR), onde atinge concentragdes maximas aos 60-90
minutos e de onde ¢ eliminada com uma semivida bifasica de 73 e 369 minutos. Estas
baixas concentracdes plasmaticas assim atingidas reduzem ao minimo a secre¢cdo de
morfina e dos seus metabolitos no leite materno, pelo que se prevé que o seu uso como
adjuvante, na analgesia epidural durante o parto, ndo tera reflexos nocivos para o recém-

nascido (Guimaries et al., 2006).
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1.4 Metabolizacéo dos opidides — Citocromo P450 hepatico

O projecto do genoma humano permitiu a identificagdo de 57 citocromos
(CYPs) humanos funcionais e 58 pseudogenes, organizados em 18 familias e 43
subfamilias (Zhou, 2009; Preissner et al., 2010).

As enzimas CYP450 representam uma super-familia de enzimas mono-
oxigenases. Tém uma elevada importancia devido ao seu papel na metaboliza¢cdo grande
nimero de substancias endogenas (por exemplo: eicosandides e esteroides) e de
xenobidticos, isto ¢, compostos quimicos estranhos ao organismo, mas com capacidade
de actuar no seu interior (por exemplo: farmacos, aditivos alimentares, componentes
ambientais ¢ do fumo do tabaco). Sdo responsdveis por cerca de 70-80% do
metabolismo de farmacos usados na pratica clinica diariamente (Ingelman-Sundberg,
2004; Zanger et al., 2004; Zhou, 2009; Preissner et al., 2010).

O metabolismo refere-se ao processo de biotransformagao pelo qual os farmacos
sao transformados para que possam ser eliminados pelo organismo (Smith, 2009).

Alguns farmacos exercem as suas fung¢des e sdo eliminados intactos mas, a
maioria requer um processo metabolico que lhe permite atingir o seu alvo terapéutico e
actuar durante um periodo de tempo adequado e somente depois ¢ eliminado, como ¢ o
caso dos opiodides (Smith, 2009).

A maioria dos opiodides sofre primeiro uma metabolizacdo no figado antes de
entrar na circulagao sistémica.

O facto de os farmacos serem compostos lipofilicos permiti-lhes uma primeira
passagem pelo figado, que reduz a sua biodisponibilidade, e de seguida, atravessar as
membranas celulares de modo a alcangar os tecidos alvo. Por fim, a ultima
metabolizacdo do fairmaco tem como objectivo torna-lo num composto hidrofilico de

modo a ser excretado pela urina. Deste modo, ¢ possivel dividir a metabolizacdo em
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duas fases: metabolismo de fase I (reac¢des de modificacdo) e metabolismo de fase II
(reacgdes de conjugacdo) (Smith, 2009).

No metabolismo de fase 1 h4 envolvimento das CYP450, que sdo consideradas
as enzimas maioritarias desta fase. Os fairmacos, passam normalmente, por reacgdes de
oxidacdo, redu¢do ou hidrdlise, como ¢ o caso das reac¢des de O-desalquilagdo, N-
desalquilacdo, cetoreducdo ou desacetilagdo, a que a maioria dos opidides estdo sujeitos
(Landau, 2005; Smith, 2009; Zhou, 2009).

No metabolismo de fase II os metabolitos sdo conjungados e transformados em
acido glucuronico, sulfato, glicina ou glutationa, substancias hidrofilicas. A reac¢do
mais importante ¢ a glucuronidagdo, catalisada pela enzima uridina difosfato
glucuronosiltransferase (UGT), que produz moléculas altamente hidrofilicas, que s@o
deste modo, facilmente excretadas. A morfina ¢ maioritariamente sujeita a
glucorinizagdo pela enzima UGT, originiando morfina-3-glicuronideo e morfina-6-
glicuronideo (Smith, 2009).

Cerca de 90% dos farmacos catalisados pelas CYP450 est4 atribuida ao: 1A2
(4%), 2A6 (2%), 2C9 (10%), 2C19 (2%), 2E1 (2%), 2D6 (30%) e 3A4 (50%). A
maioria dos CYPs podem ser sujeitos a indugdo/inibigdo por farmacos e alteragdes
genéticas influenciam a sua actividade enzimatica, em particular para os CYPs 2A6,
2C9, 2C19 e 2D6 (Zhou, 2009). As enzimas CYP3A4 e CYP2D6 do CYP450 sdo as de
maior relevancia no processo metabolico de fase I (Smith, 2009).

A enzima CYP2D6 (Fig. 2) ¢ das mais importantes, devido ao grande nimero de
farmacos que metaboliza. Esta representa menos de 2% do conteudo total do figado,
mas ¢ responsavel pela metabolizacdo de quase 25% dos farmacos comuns,

influenciando a farmacocinética de muitos medicamentos utilizados na pratica clinica
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diaria (Dorado et al., 2005; Ingelman-Sundberg et al., 2007; Kim, 2008; Correia et al.,

2009; Zhou, 2009).

Lateral

Figura 2. Estrutura 3D da proteina CYP2D6 (Adaptado de: http://genome.ucsc.edu)

A CYP2D6 ¢ responsavel pelo metabolismo oxidativo de numerosos farmacos,
na sua maioria lipofilicos, com alvos no sistema nervoso central (SNC), nomeadamente
antidepressivos triciclicos e nao-triciclicos, antipsicoticos, antieméticos, inibidores
selectivos do reuptake de serotonina (SSRIs), neurolépticos, opidides e ainda farmacos
com alvo no sistema cardiovascular, como anti-ritmicos e antagonistas dos
adrenoreceptores-f (bloqueadores P), o tamoxifeno para o tratamento do cancro,
antihistaminicos, agentes anti-HIV e halofantrina, para a malaria (Lotsch, Geisslinger,
2006; Arneth et al., 2009; Zhou, 2009).

E de referir ainda que, de entre os opidides analgésicos, a CYP2D6 ¢ ainda
responsavel pela metabolizagdo da hidrocodona, codeina, dihidrocodeina nos seus
metabolitos activos (hidromorfona, morfina, e dihidromorfina, respectivamente). E de
notar que estes opidides tém uma interac¢do potencial com inibidores selectivos da
recaptagdo de serotonina, anti-depressivos triciclicos, bloqueadores-B e anti-ritmicos

(Smith, 2009).
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No presente estudo, a morfina ¢ o opidide analgésico usado no controlo da dor

no pds-operatorio da cesariana.

1.5 Accdo da morfina

A administragdo intratecal ou epidural de morfina na obstetricia tem como
objectivo promover a analgesia em mulheres sujeitas a cesariana (George et al., 2009).

Exerce o seu efeito analgésico ligando-se aos LOR nos neuronios sensoriais pré-
sinapticos, mimetizando a ac¢do das endorfinas devido a sua semelhanca na estrutura.

Estes receptores estdo na sua maioria associados a proteinas G inibitdrias. Deste
modo, quando a morfina se liga, ha inibicdo da adenil ciclase, provocando diminui¢ao
dos niveis de adenosina monofosfato cicilico (AMPc) intracelular. Outra consequéncia ¢
a estimulacio dos canais de K' e a inibi¢do dos canais de Ca*" sensiveis a voltagem,
diminuindo o influxo deste catido. Como consequéncia, ha hiperpolarizagdo do
neurdnio e reducdo da libertagdo de neurotransmissores, nomeadamente, serotonina e

dopamina, bloqueando a percepgdo dos sinais de dor (Fig.3) (Tavares & Lima, 2007).
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Cycic ANP
MDA

Vinltage-dependent
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Figura 3. Acgdo da morfina nos neurdonios sensoriais pré-sinapticos. (Adaptado de:

http://pathman.smpdb.ca/pathways/SMP00406/pathway?]level=3)

Estd demonstrado que as drogas de abuso como o alcool, anfetaminas, cocaina,
marijuana ¢ morfina promovem a actividade dos neurénios dopaminérgicos. Os corpos
celulares destes neurdnios surgem no mesencéfalo e os axonios sdo projectados para
uma zona particular do prosencéfalo, o ntcleo accumbens, designado por sistema
mesolimbico, envolvido na recompensa emocional, em que a dopamina ¢ o mediador
principal (Fox, 2008).

A morfina activa a via mediada pelos receptores opidides no mesencéfalo, de
modo a aumentar a libertagdo de dopamina nos neurdnios pré-sinapticos, havendo
inibi¢do da recaptagdo de dopamina para os neurdnios pré-sinapticos (Fox, 2008). Deste
modo, a dopamina para além das inumeras fungdes que tem no cérebro, ¢ também

responsavel pela modulagao da dor (Fox, 2008).
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Sabendo que a administragdo de morfina promove actividade dos neurdnios
dopaminérgicos de modo a controlar a dor, torna este facto importante para o presente
estudo pois estd demonstrado que a dopamina, entre outras substancias endogenas, ¢

substrato da enzima CYP2D6 no cérebro.

1.6 CYP2D6 no cerebro

As isoformas da subfamilia CYP2D ndo estdo presentes somente nos tecidos
hepaticos, também exercem actividade enzimdatica em substdncias enddgenas e
xenobidticos noutros locais do organismo. Foram observadas predominantemente no
cerebelo, cortex, amigdala, bulbos olfactivos, bem como no hipocampo e na substancia
nigra (Dorado et al, 2007; Bromek et al., 2009).

A sua expressdo no cérebro ¢ de especial interesse porque o CYP2D6 metaboliza
muitos farmacos de accdo central e substincias endogenas. Diversos estudos
demonstraram que a expressdo desta enzima ¢ confinada a certas regides e a alguns
tipos de neurdnios, incluindo os neurénios dopaminérgicos pigmentados da substincia
nigra (mesencéfalo), (Zanger et al., 2004).

Os substratos endogenos, como precursores da serotonina, dopamina, morfina
endogena e endocanabindides esterdides neuronais t€ém uma elevada afinidade por esta
enzima (Zanger et al., 2004; Bromek, et al., 2009; Stingl & Viviani, 2011).

Os primeiros estudos foram realizados em microssomas hepaticos humanos em
que se verificou que a enzima CYP2D6 era capaz de catalisar a hidroxilagdo aromatica
da tiramina em dopamina (Hiroi et al., 1998). Estudos mais recentes (Niwa et al., 2004),
j& referem a ocorréncia deste processo no cérebro, mas também a metabolizagdo da

progesterona (Ozdemir et al., 2007, Gonzalez et al., 2008; Shyman et al., 2010).
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Yu et al. (2003; 2004) publicaram estudos in vitro e in vivo, sobre o
envolvimento da CYP2D6 na biotransformac¢do do metabolito 5-metoxitriptamina em
serotonina (Zanger et al., 2004; Penas-Lledo et al, 2009; Bromek, et al., 2009; Shyman
etal., 2010).

Além disso, tem sido sugerido que os polimorfismos do gene CYP2D6 podem
influenciar a personalidade, devido a caracteristicas anatdémicas e fisiologicas que
evidenciam a actuagdo do sistema serotonérgico e dopaminérgico de uma forma inversa
nalgumas fungdes fisioldgicas do organismo. Estudos recentes sugerem que individuos
com um perfil de metabolizacdo mais lento, em comparacdo com individuos normais,
apresentam uma baixa da serotonina, que, por sua vez, pode causar um ligeiro aumento
da dopamina (Penas-Lledo et al., 2009).

Deste modo, os polimorfismos do gene CYP2D6 terdo efeito na metabolizacao

das aminas enddgenas, como a dopamina libertada no processo de modulagao da dor.

1.7 Gene CYP2D6

O CYP2D6 esta localizado no brago longo do cromossoma 22, na regido 1,
banda 3 e sub-banda 1, 22q13.1 (Lotsch & Geisslinger, 2006).

Segundo a base de dados Genome Bioinformatics (UCSC) ja foram descritas
pelos menos trés isoformas do gene CYP2D6. Uma delas ¢ considerada a isoforma de
referéncia, com 9 exdes e codificante de uma proteina com 497 aminodcidos (aa); uma
segunda isoforma tem apenas 8§ exdes (falta do exdo 3, em comparagdo com a primeira
isoforma) e codifica uma proteina de 446 aa; uma terceira isoforma, com apenas os 4
ultimos exdes, codifica uma proteina de 180 aa. Contudo, esta terceira isoforma da

origemem a um RNAm que ¢ degradado prematuramente por um mecanismo celular
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designado por nonsense mediated decay, ndo havendo tradugdo da proteina. Ha outras
isoformas descritas, no entanto, ainda estdo em estudo.

Este locus, (22q13.1) contém dois pseudogenes vizinhos, CYP2D7 e CYP2D8. A
evolucdo dos loci CYP2D envolveu a eliminagdo de trés genes e a inactivagdo de outros
dois (CYP2D7P e CYP2D8P) e parcial inactivagdo do gene CYP2D6 (Lotsch &
Geisslinger, 2006).

A presenga de pseudogenes semelhantes, localizados perto do gene CYP2D6
leva a possibilidade de ocorréncia de variagdes de sequéncia que podem ocorrer devido
a reacgOes de crossing over desiguais, resultando dai varia¢des alélicas do gene (Lotsch
& Geisslinger, 2006).

A evolugdo dos loci CYP2D levou a que exista uma grande diferenga entre os
ratos e os seres humanos, em relagdo ao numero de genes CYP2D activos. O rato tem
nove genes diferentes activos e os humanos apenas um (que estd ausente em 7% dos
caucasianos). A enzima codificada por este gene ¢ conhecida por ter uma elevada
afinidade para toxinas de plantas e alcaldides. Deste modo, ¢ razodvel supor que o rato
tenha mantido os genes activos devido a necessidade de uma dieta de desintoxicacao,
enquanto os humanos tém uma dieta mais restrita, devido a capacidade intelectual para a
permuta de informagdo sobre a alimentacdo adequada, resultando numa perda de genes
devido a pressdo selectiva (Ingelman-Sundberg, 2004).

A caracteristica mais importante dos genes CYP humanos ¢ o facto de serem
altamente polimorficos (Fig.4). As diferentes variantes alélicas foram classficadas pelo
Comité para a Nomenclatura dos alelos do CYP humanos, descrevendo os alelos para
varias subfamilias dos genes codificantes das enzimas CYPP450 (Ingleman-Sundbert et

al., 2007).
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Figura 4. Locus CYP2D6 e os SNPs (Single Nucleotide Polimorphism) mais frequentes de cada
um dos 9 exdes (Adaptado de: Zhou, 2009).

As variagdes mais comuns no gene CYP2D6 sdo os Single Nucleotide
Polymorphism, (SNPs), polimorfismos de um tinico nucleétido, ou seja, alteracdes de
uma unica base (Landau, 2005). Os SNPs sdo variagdes naturais no gene que podem ter
uma influéncia significativa sobre o metabolismo, eficacia clinica e efeitos colaterais na
terapéutica com farmacos, dependendo se modifica a sequéncia do aminoacido da
proteina codificada e se tem consequéncias fisioldgicas. Se ocorrerem varios SNPS no
mesmo gene, os gendtipos resultantes sdo designados por haplétipos, combinagdo de
SNPs (Landau 2005). Ha outras mutacdes que sdo igualmente importantes. Mutagdes
nos intrdes podem criar diferentes locais de splicing e a variagdo do niimero de copias
do gene pode conduzir a um aumento do nimero de enzimas funcionais, que resulta
num aumento do metabolismo do fAirmaco ou auséncia de resposta a este devido a uma
sobredosagem (Ingleman-Sundbert et al., 2007). Deste modo, as variagdes genéticas,

polimorfismos e/ou mutagdo em genes responsaveis pelo metabolismo de farmacos
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podem levar a diferentes respostas a terapéutica e desenvolvimento de efeitos
secundarios (Zhou, 2009).

Relativamente ao gene CYP2D6, ja estdo identificadas, no ser Humano, mais de
82 wvariantes alélicas, ou seja, haplotipos entre CYP2D6*2 a *83. A variante
CYP2D6*1A refere-se ao wild-type ou de referéncia. Estao descritos mais de 196 SNPs
associados a estas variantes alélicas para este gene, em que pelo menos 52 sdo do tipo
missense ¢ tém impacto na actividade/estrutura da proteina. Estas podem resultar de
mutagdes pontuais, rearranjos (delegcdes/inser¢des), delegdes/multiplicagdes do gene
inteiro (Zhou, 2009).

O grande nimero de variantes alélicas influencia a expressdo e funcdo da
proteina correspondente resultando numa grande variabilidade na actividade enzimatica
e implicagdes na terapéutica. Além disso, estd descrito que esta variabilidade pode
ocorrer em diferentes frequéncias, consoante a populagdo, ou seja, ha uma variabilidade
entre individuos de acordo com as etnias (Landau, 2005; Zanger et al., 2004; Arneth et

al., 2009).

1.8.1 Fendtipos de metabolizagdo associados ao gene CYP2D6

A combinacdo de diferentes variantes alélicas forma diferentes hapldtipos e
determinam o fendtipo bioquimico. Actualmente, estdo definidos quatro fendtipos
distintos (Fig.5) com base na capacidade de metabolizacdo: individuos metabolizadores
lentos (PM), intermédios (IM), extensivos (EM) e ultra-rapidos (UM) (Arneth et al.,

2009).
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Figura 5. Correlagdo gendtipo-fendtipo e as suas consequéncias farmacocinéticas e associadas a
dose terapéutica e efeitos secundarios. Os alelos nulos estdo representados pelos rectangulos
vazios, os funcionais a preto e os alelos com fungdo reduzida a tracejado. A percentagem ¢ uma
estimativa da frequéncia de cada fen6tipo na populagdo Caucasiana. Os graficos demonstram as
concentracdes esperadas do farmaco no plasma em relagdo ao tempo e o efeito terapéutico ¢é

representado pelo rectdngulo no grafico (Adaptado de: Zanger et al., 2004).

1.8.1.1 Metabolizador lento

Individuos PM metabolizam xenobidticos e substiancias endogenas de uma
forma selectiva e num ritmo mais lento, ou seja, tém uma incapacidade de usar
normalmente as vias metabdlicas para a metabolizagdo dependente da enzima CYP2D6.
Consequentemente, os individuos sdo mais susceptiveis a efeitos secundarios devido a
niveis plasmaticos elevados substrato, particularmente se se tratar de uma substancia
activa de um farmaco. Pode também haver uma reducdo da eficacia no tratamento
quando necessario a activagdo de pro farmacos pela enzima (Dorado et al., 2005;

Zanger et al., 2004; Somogyi et al., 2007; Arneth et al., 2009).
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As variantes mais comuns deste fendtipo, responsaveis pela codificagdo de uma
enzima nao funcional, quando presentes em homozigotia, mas também em constelacdes
de heterozigoéticos sdao: CYP2D6*3, *4, *5, *6, *7, *8, *11, *12, *13, *14, *15, *16,
*18 *19, *20, *21, *38, *40, *42, *44, *56 ¢ *62 (Zanger et al., 2004; Zhou, 2009).

As alteracdes mais comuns associadas ao fendtipo PM sdo as alteragdes de uma
unica base ou pequenas insercdes/delecdes que interrompem a leitura correcta da
sequéncia codificante da sequéncia codificante gene (nonsense) ou interferem com os
locais de splicing, podendo levar a formag¢do de uma proteina truncada devido ao
surgimento do coddo stop prematuro. Tal sucede para a maioria dos alelos (*3, *4, *6,
*7, *8, *11, *15, *19, *20, *38, *40, *42, *44, *56 e¢ *62). No entanto, pode ocorrer
também a codificacdo de alelos ndo funcionais em todo o comprimento do gene (*12,
*14, *18) ou formagdo de um gene hibrido resultante da juncdo do gene com o
pseudogene CYP2D7 (CYP2D7-2D6) devido as grandes delegdes formadas pelas
variantes alélicas *13 e *16 (Zanger et al., 2004; Zhou, 2009).

Contudo, os haplétipos *3, *4, *5 e *6 sdo responsaveis por 96% do fendtipo
PM nos Caucasianos, sendo os mais importantes os CYP2D6*4A (defeito no splicing) e
*5 (deleg@o inteira do gene) (Zanger et al., 2004; Ingleman-Sundberg et al., 2007 &

Somogyi et al., 2007; Arneth et al., 2009; Zhou, 2009).

1.8.1.2 Metabolizador intermédio

O metabolizador intermédio ¢ um subgrupo entre o fen6tipo PM e EM. Devido a
sobreposi¢do entre estes dois fendtipos continua a ser de dificil definicdo. Sabe-se que ¢
caracteristico de individuos com um dos alelos funcionais ¢ um alelo com funcao
reduzida ou com dois alelos com a fungdo reduzida parcialmente (Ingelman-Sundberg et

al., 2007; Zhou, 2009).
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As variantes mais comuns do fenotipo IM sdo: CYP2D6*10, *14, *17, *18, *36
*41, * 49, *50, *51, *54, *55 ¢ *57 (Ingelman-Sundberg et al., 2007 & Zhou, 2009).
Estas variantes alélicas ddo origem a uma reducdo significativa da actividade
enzimadtica, devido, em grande parte, a instabilidade da enzima, falta de reconhecimento
entre a enzima ¢ o substrato, ou redugao desta afinidade (Zhou, 2009).

Este fenotipo foi definido por modelos matematicos e foi estimada a sua
presenga em cerca de 10-15% da populagdo Europeia. Contudo, segundo Zanger et al.
(2004), este fenodtipo ndo pode reflectir apenas os individuos heterozigoticos (alelo
funcional/alelo ndo funcional), porque, pelo equilibrio de Hardy-Weinberg sabe-se que
um heterozigético tem uma frequéncia de 35-40% com base na frequéncia observada
para PM (Zanger et al., 2004).

Ha estudos farmacocinéticos que sugerem que a capacidade de oxidacdo de
farmacos ¢ significativamente reduzida e podem ser comparaveis ao fendtipo PM,

especialmente em tratamentos a longo prazo (Zanger et al., 2004).

1.8.1.3 Metabolizador extensivo

O metabolizador extensivo € caracterizado como “normal”, tendo dois alelos
tipo wild-type funcionais, CYP2D6*1 (Arneth et al., 2009; Zhou, 2009).

Posteriormente, foram estudadas outras variantes alélicas que ndo apresentavam
alteracdo da actividade enzimatica, ou seja, tinham uma fungdo similar ao tipo wild-
type, como sdo exemplo os haplotipos CYP2D6*2, *17x2, *27, *35, *39, *41x2 ¢ *48

(Arneth et al., 2009; Zhou, 2009).
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1.8.1.4 Metabolizador ultra rapido

O fendtipo UM tem sido menos estudado e esta caracterizado com menos
pormenor comparativamente ao PM, embora possa ter consequéncias importantes,
nomeadamente na pratica clinica. Nao ha uma definicdo clara para este fendtipo,
excepto pela presenca de mais de duas copias activas do gene, havendo um aumento da
expressao funcional da enzima (Ingelman-Sundberg et al., 2007).

Durante a divisdo celular, se houver um crossing-over desigual, um individuo
podera ter um gene duplicado num cromossoma e estar ausente no outro. Deste modo,
nas geragdes seguintes, os cromossomas podem ser herdados separadamente, sendo a
presenga de multiplicagdes do gene associada a eventos de crossing-over desiguais, ja
em genes duplicados (Ledesma & Agundez, 2005; Ingleman-Sundberg et al., 2007,
Zhou, 2009).

A duplicacdo genética das variantes alélicas estd descrita para os seguintes
haplotipos: CYP2D6*1 x N, *2 X N, *4 x N, *6 x N, *10 x N, *17 x N, *29 x N, *35 x N,
*43 x N e *45 x N (Landau, 2005; Somogyi et al., 2007; Arneth et al, 2009; Zhou,
2009).

Assim, individuos UM metabolizam os farmacos mais rapidamente e os niveis
terap€uticos no plasma ndo serdo alcancados com as doses comuns. Além disso, ha
acumulacdo de metabolitos no plasma, o que leva a uma maior toxicidade e ao
surgimento de efeitos secundarios associados (Dorado et al., 2005; Ingelman-Sundberg

et al., 2007; Somogyi et al., 2007; Zhou, 2009).
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1.8.2 Variabilidade inter-étnica
De acordo com o exposto anteriormente, hd uma grande variabilidade na
frequéncia alélica do gene CYP2D6 entre etnias (Fig.6), que influencia drasticamente,

os feno6tipos (Zhou, 2009).

O Africa Subsariana
O Norte de Africa
B Médio Ornente

B Europa

B Asis Central/Sul
O Asia Oriental

B Oceania

B América

Frequéncia (%a)

um EM I PM

Grupos fenotipicos

Figura 6. Variabilidade entre as frequéncias fenotipicas por regido geografica. UM:
metabolizador ultra rapido; EM — metabolizador extensivo; IM — metabolizador intermediario;

PM — metabolizador lento. (Adaptado de: Sistonen et al., 2007).

Na populagdo asiatica, o fenotipo PM ¢ pouco frequente, estando presente
apenas em 1% da populagdo. Nos afro-americanos surge até 19%, sendo,
maioritariamente, encontrado nos Caucasianos. Em cerca de 26% da populagdo
Caucasiana, os alelos do gene CYP2D6 sdo “nao funcionais”, e, entre eles, as variantes
alélicas CYP2D6*3, *4, *5 e *6, sdo responsaveis por 96% dos casos de PM (Ingleman-
Sundberg, 2005; Correia et al., 2009 & Zhou, 2009). Na populagdo portuguesa, o alelo
ndo funcional mais comum é o CYP2D6*4, seguidos dos alelos CYP2D6*5,*6 ¢ *3,
indicando, deste modo, um maior risco para o desenvolvimento de efeitos toxicos a

farmacos metabolizados por esta enzima (Correia et al., 2009).
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O fenotipo IM ¢ caracteristico da populacao Asiatica, devido a prevaléncia da
variante CYP2D6*10A, sendo raro noutras populagdes (Ingleman-Sundberg, 2005).

O fenotipo UM ¢ raro entre as populagdes Caucasianas e Afro-americanos (cerca
de 1,3% e 5,75%, respectivamente). Encontra-se predominantemente distribuido no
Nordeste Africano e Oceania, sendo a maior frequéncia observada na Etidpia (16%) e
na Arabia Saudita (20%); as variantes mais comuns encontradas sao CYP2D6*4xN e

CYP2D6*2xN (Ingleman-Sundberg et al., 2007; Zhou, 2009).

1.8.3 Haplotipos CYP2D6*2E, *4A e *10A
Dado que, para o presente trabalho analisados trés haplétipos do CYP2D6, em
particular, apresentam-se os detalhes que mais se destacam, relativamente a cada um

deles.

1.8.3.1 CYP2D6*4A
O alelo nao funcional mais frequente nos Caucasianos ¢ o CYP2D6*4 (Fig.7) e é

responsavel por 70 a 90% dos fenotipos PM (Zanger et al., 2004).

UB4A>G
100C>T 974C>A  1846G>A (splice site) 4180G>C

*4—H_Lﬁ_3_i_4|5|6l?|8|9_|—

P34S Lo91m 182 ter
H94R

Figura 7. Haplotipo CYP2D6*4 (Adaptado de: Zanger et al., 2004). (Legenda: 974C>A =

c.271C>A; 984A>G = ¢c.281A>G; 1846G>A = IVS3-1G>A; 4180G>C = ¢.1457C>QG)

Hanioka et al. (1990) identificaram uma muta¢do num nucleétido na jungdo do

terceiro intrdo com o quarto exdo, com a substitui¢ao de guanina por adenina, no gene
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CYP2D6, responsavel por um transcrito de splicing incorrecto, que da origem a uma
proteina truncada. Deste modo, o polimorfismo chave deste haplotipo ¢ a alteracdo
IVS3-1G>A (#rs3892097) que resulta num mRNA com uma base adicional, alterando a
leitura deste pelo surgimento de um codao stop prematuro (Zanger et al., 2004).
Gaedigk et al. (2006) identificaram esta variante alélica com os SNPs ¢.100C>T

e ¢.1457G>C, estando este ultimo ausente apenas no subtipo CYP2D6*4J. Além disso,

referiram que o fenotipo PM (CYP2D6*4/*4) esta associado a alteragdo, c.100C>T, em

heterozigotia (Zhou, 2009).

Na populagao Chinesa, este hapldtipo estd presente em cerca de 1% e, na
populacdo Africana, em cerca de 6-7%, explicando a baixa incidéncia do fen6tpo PM
nestas populagdes, cerca de 1% e 0-5%, respectivamente (Zanger et al., 2004; Zhou,
2009).

Na populagdo Portuguesa, este haplotipo esta presente em 13,3% (Correia, et al.,

2009).

1.8.3.2 CYP2D6*10A

Esta variante ¢ denominada funcionalmente por CYP2D6*10A (Fig.8). E
caracterizado por um polimorfismo (c.100C>T) numa regido rica em prolina no
terminal NH, da proteina e altamente conservada entre os CYP450s (Zanger et al.,
2004; Shen et al., 2007; Zhou, 2009). Deste modo, a variante alélica de ¢.100C>T,
provoca a alteracdo do aminoacido prolina para serina na posi¢ao 34, distinguindo-a do
haplétipo selvagem, CYP2D6*1. Esta alteragdo resulta numa proteina instavel, porque a
prolina € responsavel pela ligacdo entre a zona hidrofobica da membrana e a regido do
grupo heme da enzima (Zanger et al., 2004; Zhou, 2009). Yu et al., (2001)

demonstraram que, neste haplotipo, CYP2D6*10, seja para individuos homozigoticos
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ou heterozigoticos para a alteragdo ¢.100C>T, ha reducdo dos niveis de CYP450, mas
também pode observar-se actividade residual da enzima, ou seja, sdo fenotipicamente os
individuos sdo IM. Deste modo, sujeitos com o genodtipo CYP2D6*10/*10 ou
CYP2D6*10/*nulo, apresentam uma menor actividade catalitica (Zanger et al., 2004;
Sakuyama et al., 2008). Este haplotipo € caracteristico por esta alteragdo. No entanto,
também esta associado as variagdes ¢.1457G>C e ¢.408G>C (Zhou, 2009).

Nos Caucasianos e Afro-Americanos a altera¢do ¢.100C>T tem uma frequéncia
de 2%-5% e ¢é responsavel por 10 a 20% dos individuos com fenotipo IM. Nas
populagdes orientais, a frequéncia deste alelo é superior a 50% (Dorado et al., 2005;

Sakuyama et al., 2008; Zanger et al., 2004; Zhou, 2009).

‘lDDC:T 1150{3:5
*10 112131415161 7181(9
P345 saga;

Figura 8. Hapléotipo CYP2D6*10 (Adaptado de: Zanger et al., 2004). (Legenda: 4180G>C =
c.1457C>G)

1.8.3.3 CYP2D6*2E

Foi demonstrado através de estudos funcionais, que ndo ha diferencas
significativas para as variantes alélicas CYP2D6*2, *17x2, *27, *35, *39, *41x2 e *48,
em relagdo ao hapldtipo tipo wild type, conferindo, deste modo, um fenétipo EM. O
mesmo foi observado para varios subtipos da variante CYP2D6*2 (Fig.9) como ¢é
exemplo a sub-variante CYP2D6*2E (Zhou, 2009).

A variante CYP2D6*2E ¢ representada por varios SNPs; ¢.294C>@G, 886T>C,

408C>G e 1457C>G.
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Deste modo, individuos CYP22D6*2E/*2E exibem uma actividade metabolica

semelhante ao tipo wild-type.

-;IﬁE-dC:-G

Conversion 2D6/2D7 (intron 1)

g

2850C>T 4180G>C
1121314 SQB r) B
R296C S486T

Figura 9. Haplotipo CYP2D6*2 (Adaptado de: Zanger et al., 2004). (Legenda: 2850C>T =
¢.886C>T; 4180G>C = ¢.1457C>QG)
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Objectivos

O objectivo principal do presente trabalho ¢ a analise de variagdes genéticas
associada ao gene CYP2D6 numa populagdao de mulheres sujeitas a analgesia com
morfina apos o trabalho de parto por cesariana e a sua correlagdo com o alivio da dor e
efeitos secundarios associados.

Pretende-se:

(1) Determinar a frequéncia de variantes genéticas e haplotipos que modulam a
actividade metabolica da enzima CYP2D6 e andlise farmacogendmica dos resultados,
de modo a estudar a ac¢ao do referido farmaco, de acordo com o perfil genético;

(2) Analisar a eficacia no alivio da dor nos diferentes grupos genéticos;

(3) A influéncia no surgimento de efeitos secundarios no pds-operatorio,

nomeadamente, o prurido, com correlagao genética.
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2. Amostragem e Metodologia

Raposo A, 2011 30



Variagao genética do CYP2D6 na analgesia do parto: abordagem farmacogenomica

2.1 Amostragem

Para a realizagdo do presente projecto usou-se DNA, obtido a partir de linfocitos
de 51 mulheres sujeitas a cesariana, previamente extraido no LBG (CNC/UC).

Neste estudo usaram-se sempre placas com solucdes de DNA diluidas, de modo
a preservar a solug@o stock. S6 assim € possivel garantir o controlo da disponibilidade
de DNA de cada amostra e evitar contaminagdes que possam colocar em risco o
trabalho.

A amostragem de estudo inclui 51 parturientes com idades compreendidas entre
0s 21 e 42 anos (media 32 anos). As semanas de gestacdo variam entre as 34 semanas e
as 41 semanas (média 38 semanas). Todas as mulheres sdo de etnia caucasiana. Foram
excluidas duas mulheres de etnia Africana, devido ao facto do perfil metabdlico variar
consoante a etnia, como referido anteriormente (introdugao).

Todas as mulheres foram seguidas nos Hospitais da Universidade de Coimbra e
sujeitas a tratamento com morfina (2,5) para analgesia apos o trabalho de parto por
cesariana.

No pos-operatdrio foram avaliados varios pardmetros, nomeadamente a dor e
efeitos secundarios do tratamento analgésico, incluindo o prurido, vomito e nduseas. Foi
usada uma escala crescente de 0 a 10. A primeira avaliagdo da dor foi medida
imediatamente antes da administragdo da morfina (2,6 mg) por via epidural e na
reavaliacdo foi feita apds 4, 8 e 12 horas. Os restantes parametros foram avaliados
simultaneamente. Contudo, as nduseas e vomitos ndo sao abordados neste estudo porque
foi administrado as parturientes um farmaco para o controlo desses sintomas.

O consentimento informado foi obtido para todas as mulheres que participaram
no estudo, que foi aprovado pela Comissio de Etica dos Hospitais da Universidade de

Coimbra (Projecto n® HUC-41-09).
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2.2 Metodologia

2.2.1 Analise do gene CYP2D6 por PCR

A sequéncia do gene foi obtida nas bases de dados habituais (p.e. NCBI) e os
primers foram desenhados recorrendo ao software Primer3®. Foram também usados os
primers descritos por Dorado et al. (2005).

A nomenclatura seguida para todas as varia¢des de sequéncia foi a descrita por
Dunnen & Antonarakis (2001).

A andlise experimental teve inicio com a amplificagdo do DNA por PCR. A reac¢do da
polimerase em cadeia (PCR) foi descrita por Kary Mullis em1986, o que lhe garantiu o
Prémio Nobel da Quimica em 1993.

Esta técnica baseia-se na amplificacdo exponencial selectiva de uma pequena
quantidade de DNA, conferindo a grande vantagem de a partir de uma tUnica cadeia de
DNA, se obterem multiplicas copias (Regateiro, 2007). Actualmente, ¢ uma técnica
indispensavel na area da Genética Molecular.

Para a realizacdo da PCR ¢ necessario:

» A cadeia molde, que contem a regido a amplificar;

» DNA polimerase;

» Primers, que consistem numa sequéncia de oligonucledtidos (20 a 30 bases)
complementares a cadeia molde de DNA, delimitando assim, a zona pretendida
de amplificacao;

» Desoxinucledtidos (ANTPs; N=adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina
(1))

» Tampao, de modo a proporcionar o meio adequado para o funcionamento da

enzima (pH = 8).
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» MgCl, que funciona como optimizador da condi¢do da reaccdo, influenciando a
sua especificidade ao aumentar substancialmente a estabilidade da enzima e da

cadeia de DNA.

Ap0s juntar todos estes componentes numa MixX juntamente com as amostras ¢
agua, realiza-se um programa de PCR num termociclador, uma série de 20 a 35

ciclos em que cada ciclo consiste em 3 fases com diferentes temperaturas (Fig 10):

» Desnaturacdo — desnaturacdo das cadeias duplas de DNA. Ocorre a uma
temperatura elevada (95°C), para que haja clivagem das ligagdes de
hidrogénio entre as bases das cadeias.

» Annealing — reconhecimento e ligacdo dos primers as sequéncias
complementares.

» Extensdao — ap6s a ligagdo dos primers, a DNA polimerase sintetiza uma
nova cadeia de DNA através da adicdo de dNTPs. As novas cadeias sdo

formadas no sentido 5’para 3’.
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Amplification of torget sequence
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5 3 and anneal primers
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Figura 10. Esquema da reac¢dao de PCR, representando as fases mais importantes da reac¢io,
(a) desnaturagdo da dupla cadeia de DNA, (b) liga¢do dos primers a sequéncia complementar
(c) accao da DNA polimerase, (d) extensdo da cadeia, (d, f e g) repeticdo do processo n vezes

(Adaptado de: Griffiths et al., 2006).

No presente trabalho, foi usado um programa de PCR com 35 ciclos (95°C, 55-

65°C, 72°C) para amplificar um fragmento de 6941pb

2.2.2 Electroforese de DNA em gel de agarose

A electroforese ¢ uma técnica de separagdo de moléculas com carga, sob a
influéncia de um campo eléctrico.

Para detectar a presenga de DNA do produto de PCR ¢ feita uma electroforese
em gel de agarose (Griffiths et al., 2006).

Moléculas lineares de DNA s3o colocadas nos pogo do gel de agarose
(preparado previamente) e este ¢ inserido numa tina contendo tampao, aplicando depois

um campo eléctrico. Como as moléculas de DNA contém carga negativa, devido ao
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grupo fosfato, os fragmentos migram para o anodo (pdlo positivo) de acordo com o peso
molecular. O tampao da tina tem de estar a um pH=8 para que ndo haja alteragcdo da
carga do DNA (Griffiths, et al., 2006)

As bandas sdo visualizadas corando o DNA com brometo de etideo, o que emite
fluorescéncia a luz ultravioleta. O tamanho do fragmento ¢ comparado com um

marcador de pesos moleculares (Griffiths, et al., 2006).

® o
nw

T T T

Figura 11. Representagdo esquematica da electroforese. (1) Gel de agarose com trés pogos; (2)
Pipetagem do marcador de padrao de pesos moleculares; (3) Pipetagem das amostras com DNA
¢ loading buffer nos restantes pogos; (4) Aplicagdo de uma corrente eléctrica de modo a
provocar migracdo do DNA para o podlo positivo; (5 ¢ 6) Migragdo das cadeias de DNA
consoante peso molecular, em que as maiores migram mais lentamente (Adaptado de:
http://genetica.ufcspa.edu.br/biomedic/conteudo/genetica_molecular/eletroforese.pdf)

No presente trabalho, a separacdo por electroforese foi realizada em géis de

agarose a 0,7%, em TBE 1x.

2.2.3 Registo imagiologico dos resultados
Apo6s realizada a electroforese os resultados sdo observados sob radiacdo

ultravioleta e registadas as fotografias.
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2.2.4 Purificacdo dos produtos da PCR

Quando a reaccao de PCR esta concluida e ap6s verificar se houve amplificagao
das amostras, os ANTPs e os primers livres na mistura devem ser removidos para que
nao haja interferéncia com os processos subsequentes.

Nesse sentido recorreu-se a ExoSAP-IT®, que consistem uma combinagdo de
duas enzimas hidroliticas: a Exonuclease 1 e¢ a Shrimp Alkaline Phosphatase,
Recombinant (rSAP). Ambas estdo juntas numa solug¢do especialmente formulada para
remover dANTPs e primers livres a partir de produtos de PCR. A exonuclease 1 remove
os primers residuais e cadeia unicas de DNA em excesso ¢ a segunda enzima remove 0s
restastes ANTPs (Fig. 12)

Este método ¢ vantajoso devido a sua simplicidade, pouca morosidade e por
permitir a purificacdo de varias amostras a0 mesmo tempo.

Sdo adicionados 4pl ExoSAP-IT®de a cada amostra de produto de PCR

amplificado.

2.2.5 PCR de sequenciacao
De seguida efectua-se uma PCR de sequenciagdo com os primers especificos
(Dorado et al., 2005) para detecgao das variagdes de sequéncias existentes, incluindo as

que estdo associadas a fenotipos de metaobolizagao (haplotipos) (Tab.l)
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Tabela 1. Descricdo dos SNP presente nos haplotipos CYP2D6*4A, CYP2D6*10A e
CYP2D6*2E. PM — metabolizador lento; IM — metabolizador intermédio; EM — metabolizador

extensivo.

Variacio de sequéncia  CYP2D6*4A (PM) CYP2D6*10A (IM) CYP2D6*2E (EM)

rs#1065852 (c.100C>T) v
rs#28371703 (c.271C>A)
rs#28371704 (c.281A>G)
rs#28371705 (c.294C>G)
rs#3892097 (IVS3-1G>A)
rs#1135840 (c.1457C>G)
rs#1058164 (c.408C>G)
rs#16947 (c.886T>C)

A SENENENENENAN
\

Ao longo da reaccdo vao sendo adicionados, sucessivamente, dNTPs
complementares a cadeia de DNA através de ligagdes fosfo-di-éster. No entanto,
quando um ddNTP ¢ adicionado a cadeia, aleatoriamente, a reac¢do para porque nao €
formada uma ligacao fosfodiester, ou seja, a extensdo do primer para. Deste modo,
formam-se fragmentos de diversos comprimentos (Regateiro, 2007). A particularidade
dos ddNTPs ¢ que estes estdo marcados com fluorocromos especificos para cada

nucleotido.

2.2.6 Purificacdo pelo método do etanol
De seguida, procede-se a purificacdo dos produtos de PCR de sequenciagdo, com

objectivo remover o excesso de primers, com etanol.

2.2.7 Sequenciagdo automatica
A sequenciacdao automadtica permite determinar a ordem pela qual as bases se
encontram num um fragmento de DNA. Este procedimento baseia-se num método

enzimatico desenvolvido por Sanger, em 1977.
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E um método de natureza enzimética em que a partir de um primer e da enzima
DNA polimerase ha extensdo do fragmento. Nesta reac¢do, além dos desoxi-nucleotidos
(dNTPs) sdo adicionados a reacgao di-desoxinucleotidos (ddNTPs).

No sequenciador automadtico, um feixe laser incide nos fragmentos e ocorre
emissdo de fluorescéncia, com um determinado comprimento de onda, em funcdo do
fluorocromo. Cada nucledtido €, assim, identificado pela fluorescéncia que emite
(Regateiro, 2007) e o software cria um electroferograma com o resultando, permitindo
determinar a ordem pela qual se encontram no fragmento de DNA original.

No presente estudo as amostras foram sequenciadas num sequenciador

automatico, ABI 3130 (Applied Biosystems).

2.2.8 Analise de Sequéncias e analise in silico

Para a analise das sequéncias obtidas, recorre-se Software SeqScape v.2.1
(Applied Biosystems), por comparacdo com a sequéncia de referéncia, permitindo
identificar, de um modo eficaz, qualquer alteragdo na sequéncia de DNA existente na
amostra.

Para o estudo das variacdes de sequéncia encontradas na regido codificante, que
poderdo ter impacto na estrutura e fun¢do da proteina e para o estudo da conservagdo
evolutiva, recorreu-se ao software PolyPhen-2® (Adzhubei et al., 2010).

Para as alteragdes encontradas na regido ndo codificante, que poderao influenciar

o local de splicing do gene, recorreu-se ao software SplicePort® (Dogan et al. 2007).,

2.2.9 PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP)
Para a genotipagem do polimorfismo rs#1065852 (¢.100C>T), foi realizado uma

analise de restricdo (PCR-RFLP) para confirmagdo de resultados.
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E necessario proceder a uma nova reacgio de PCR (Nested-PCR) de modo a
obter a amplificacdo de um fragmento de DNA mais pequeno, recorrendo ao uso dos
primers descritos por Dorado et al., 2005. Assim, a partir de um produto de PCR de
amplificacdo de 6941 pares de bases (pb) obteve-se um fragmento amplificado de
241pb, que foi sujeito a disgestao enzimatica com Scal a 37°C.

A enzima reconhece a variante T, sendo produzidos dois fragmentos (206 e 35

pb). Os resultados s@o visualizados por electroforese.

2.2.10 Anélise de SNPs por PCR em tempo real

Pela técnica de PCR em Tempo Real, a variacdes de sequéncia especificas
(IVS3-1G>A, c.100C>T e ¢.294C>@G), com o objectivo de ter um método adicional de
genotipagem, dadas as dificuldades na analise dos genes CYPs.

Esta técnica tira partido da actividade 5’-exonuclease da Taq polimerase e da
construcdo de sondas que emitem fluorescéncia apenas quando hidrolizadas. Este tipo
de sondas ¢ designado por TagMan® e sdo constituidas por um oligonucledtido que
possui um fluor6foro reporter ligado a extremidade 5° ¢ um fluordforo quencher ligado
a extremidade 3’ (Fig.12).

Recorreu-se a sondas especificas TagMan® disponiveis comercialmente (Applied
Biosystems), para os polimorfismos em estudo. Cada sonda, especifica para um
determinado SNP, detecta a substituicio de bases nucleotidicas por emissdo de
fluorescéncia. Assim, no caso de homozigdticos s6 havera hibridizagdo de uma das

sondas e no caso de heterozigdticos existira a hibridizacao das duas sondas.
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1. Assay Components and DNA Template
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Figura 12. Reconhecimento especifico de alelos pelas sondas TaqMan® (Fonte:
http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_marketing/documents/generaldocuments/

cms_040597.pdf).

2.2.11 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados da andlise genética e correlagdo com os
dados clinicos foi realizada recorrendo aos testes exacto de Fisher ¢ Qui’, usando
tabelas de contingéncia. Foi também realizada a andlise por ANOVA (de uma via),
seguida de um teste de Tukey. Para tal, recorreu-se ao programa GraphPAd Prism v.5.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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3. Resultados
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3.1 Analise de variag6es de sequéncia por sequenciacdo automatica

A amostragem foi genotipada, por sequencia¢do automatica, para os 9 exdes, do
gene CYP2D6, separadamente. Através deste método, foi possivel a identificagdo de 26
alteracdes de sequéncia, todas descritas previamente (rs#).

Na tabela seguinte apresenta-se as alteragdes exonicas e intronicas identificadas
na andlise da sequenciacdo com a respectiva localizacdo para as duas isoformas do gene
(Tab.I1).

A analise de previsdo da alteracdo estrutura/funcao da proteina para as alteragdes
de aminoacido foi realizada com o recurso ao software Polyphen-2® (Tab.lIl). as
analises das alteragdes intronicas, de modo a verificar se estas alteravam o local de
splicing foi realizada utilizando o software SplicePort®.

A terceira isoforma do gene ndo foi analisada em detalhe porque, o seu mRNA
sofre um processo de nonsense mediated decay (degradagdo prematura do mRNA)

prevendo-se que ndo ocorra a tradugao.
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Tabela Il. Resumo das caracteristicas de todos os SNPs encontrados no gene CYP2D6 ¢ a sua

localizagdo para as duas isoformas, isoforma 1 (9 exdes) e isoforma 2 (8 exdes).

N° de N° de Ne° de
rs# homozigéticos S homozigéticos Isoforma 1 Isoforma 2
h heterozigoticos -
wild type variantes

N° de amostras
sequenciadas

¢.100C>T ¢.100C>T
(exaol) (exdol)

1065852

37 1080996 5 15 17 IVS1+41A>C IVS1+41A>C

(1ntra0 1) (intrdol)
76312385 IVSl+47 C>T IVS1+47 C>T

intrdol intrdol
28695233 IVS1+53 C>A IVS1+53 C>A

(intrdol) (intrdol)

2871701 IVS1-138 G>C  1VS1-138 G>C
intrdol intrdol

c.271C>A c.271C>A

28371703 exdo 2 exao 2

€.294C>G ¢.294C>G

28371705 exdo 2 exao 2

¢.336C>T ¢.336C>T
(exao 2) (exdo 2)

44 1081003 43 1 0

c. 45 1C>G IVS3-143C>G

78482768 exdo0 3 intrdo 2

c.635G>A c.504G>A

5030866 (exdo 4) (exdo 3)

c.1055A>G c.902A>G

61736517 (exdo 7) (exdo 6)

IVS7+40C>A IVS6+40C>A
(intrdo 7) (intrdo 6)

1985842

c.1457C>G c.1304C>G
(exdo 9) (exdo 8)
Nota: O rectangulo laranja assinala as variagdes de sequéncia associadas aos haplotipos relacionados com

36 1135840 15 14 7

fenétipos de metabolizagéo.
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Verificam-se 10 diferencas na localizagdo das variagdes de sequéncia entre as
duas isoformas. A partir do rs#1058164 até ao rs#1135840, devido a falta do terceiro
exao na segunda isoforma.

Nenhuma das alteragdes intronicas altera o local de splicing, excepto a alteracao

IVS3-1G>A (rs3892097) que altera o terceiro local de splicing para ambas as isoformas.

Tabela Ill. Analise in silico para as variagbes de sequéncia que causam alteragdo de

aminoacidos na proteina CYP2D6 para as isoformas 1 ¢ 2.

Andlise in silico de
patogenecidade

Alteracéo de Conservagao Tipo de

rs# aa evolutiva mutacao Isoforma 1 Isoforma 2

769258 V-M n.d. Missense Benigna Benigna
1065852 P-S Sim Missense Benigna Benigna
28371703 L-M Sim Missense Benigna Benigna
28371704 H-R Nao Missense Benigna Benigna
28371706 T-1 Nao Missense Benigna Benigna
78482768 Q-E Sim Missense Benigna -
5030866 G-E Nao Missense Benigna Benigna

16947 C-R Nao Missense Benigna Benigna
61736517 H-R Nao Missense Benigna Benigna
28510588 Y-C Sim Missense Pro:/r?;‘is;f;nte n.d
1135840 T-S Nao Missense Benigna Benigna

Legenda: V — valina; M — metionina; P — prolina, S — serina; L — leucina; H — histidina, R — arginina; T —
treonina; I — isoleucina; G — glicina; Q — glutamina; E — glutamato; C — cisteina; Y — Tirosina; n.d. — ndo
definido.

Nota: A alteracdo rs#28510588 esteve anteriormente descrita como variacdo de sequéncia, mas neste

momento nao consta das bases de dados como um SNP.
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A analise de conservagdo evolutiva, que inclui 11 espécies (Homo sapiens, Pan
troglodytes, Pan paniscus, Gorilla gorilla, Pongo pigmaeus, Mus musculus, Sus scrofa,
Rattus norvegicus, Danio rerio, Caenorhabditi elegans ¢ Drosophila melanogaster)
mostrou que para as alteragdes rs#1065852, rs#28371703, rs#78482768 e rs#28510588
a aminodcido nestas posi¢des ¢ conservado, ou seja, uma variagdo de sequéncia podera
ter um maior impacto na proteina.

Dado que os estudos disponiveis tém com a referéncia a isoforma 1 do gene
CYP2D6, todos os resultados sdo apresentados de seguida, seguem a nomenclatura

relativamente a isoforma 1.

5133 5193
' - v
G C [ G C T C b4 C [ s C G G C C [
G C C G C T C C C C G G C C [
' '
2499 239

Figura 13. Exemplo de um electroferograma, que repesenta uma parte da sequéncia do exao 1
do gene CYP2D6, onde esté indicado, uma alteragao de sequéncia, rs#1065852 (¢.100C>T), em

heterozigotia.

3.2 Analise do rs#1065852 por PCR-RFLP
Todos os gendtipos das amostras sequenciadas para a alteracdo c.100C>T
(rs#1065852) foram confirmados por este método. A figura 14 representa um exemplo

dos resultados obtidos.
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pb pb
31 — s
249 —>» é 1
200 2 206

M1 234 5 6

Figura 14. Resultado do PCR-RFLP com os trés genétipos possiveis para o rs#1065852
(c.100C>T). M: Marcador de pesos moleculares; 1: Homozigético TT; 2,3,4, 6: Homozigotico
CC; 5: heterozigotico CT.

3.3 Analise das variagdes de sequéncias dos haplétipos por PCR em tempo real

O estudo das amostras por PCR em tempo real das variacdes de sequéncia
(rs#3892097, rs#1065852, rs#28371705 e rs#1135840) permitiu confirmar os resultados
da sequéncia automatica e analisar as amostras em que nao foi possivel realizar a
sequencia¢do automatica. Na figura 15 encontra-se um grafico representativo de um

resultado.
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Figura 15. Grafico de PCR em tempo real que representa o resultado de analise de uma amostra
para um individuo heterozigotico para o rs#1065852 (c.100C>T). A curva azul representa o

alelo Timina (T) e a curva vermelha o alelo Citosina (C).

3.4 Estudos dos hapldtipos CYP2D6*4A, CYP2D6*10A e CYP2D6*2E
Como foi possivel verificar que os 3 métodos eram concordantes (Sequenciagao
automatica, PCR-RFLP e PCR em tempo real), nas amostras em que ndo se obteve
resultado por sequenciacdo automatica, foram considerados os resultados dos outros
dois métodos para as variacdes de sequéncia ((rs#3892097, rs#1065852, rs#28371705 e
rs#1135840).
Um dos objectivos principais do presente estudo, era analisar ao pormenor os
haplotipos CYP2D6*4A, CYP2D6*10A e CYP2D6*2E para a amostragem em estudo.
Cada haplotipo esta associado a um conjunto de SNPs e a um determinado perfil
metabolico (PM, IM e EM), como descrito anteriormente no capitulo do métodos
(Tab.).
As alteragdes ¢.1459C>G (rs#1135840) e c.408C>G (rs#1058164) sdo comuns
aos trés haplotipos, ou seja, sdo consideradas menos especificas. Enquanto outros sao

mais especificos para cada haplotipo tendo, assim, uma maior relevancia funcional.

Raposo A, 2011 47



Variagao genética do CYP2D6 na analgesia do parto: abordagem farmacogenomica

De acordo com a literatura, ao haplétipo CYP2D6*4A esta associada a alterag@o
IVS4-1G>A, ao CYP2D6*10A a alteracdo c.100C>T e ao CYP2D6*2E a alteragdo
¢.294C>G, tendo estas alteragdes uma maior importancia no presente estudo.

Para cada variag¢do de sequéncia em estudo foi analisada a frequéncia genotipica

e alélica (Tab.l1V) e verificou-se que todos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela IV. Frequéncia genotipica e alélica para as variagdes de sequéncia em estudo.

Frequéncia A N° de
. Frequéncia alélica o
genotipica individuos
rs#1065852 cC CT TT C T .
(c.100C>T) 0,59 031 0,10 75 25
rs#28371703 CC CA AA C A 47
(c.271>A) 0,60 036 004 0,78 0,22
rs#28371704  AA AG GG A G 47
(c.281A>G) 0,60 036 004 0,78 0,22
rs#28371705 CcC CG GG C G 51
(c.294C>G) 059 033 0,08 075 0,25
rs#3892097 GG GA AA G A 51
(IVS3-1G>A) 0,57 035 0,08 0,75 0725
rs#1135840 CC CG GG C G st
(c.1457C>G) 038 044 0,18 0,60 0,40
rs#1058164 CC CG GG C G Al
(c.408C>G) 025 041 034 049 0,51
rs#16947 TT CT CcC T C 39
(c.886T>C) 0,11 0,61 028 038 062

3.5 Estudos de associacao por gendtipo e por alelo

3.5.1 Dor
Tendo em conta os 3 SNPs mais relevantes para cada hapldtipo, foi analisado
para cada uma deles a distribui¢do de gendtipos e alelos de acordo com os scores da

dor.
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A amostragem, com o numero total de individuos 51, foi dividida de acordo com
dor inferior ou igual a 3 e dor superior a 3 (numa escala de 0 e 10 por ordem crescente
de dor) para qualquer um dos tempos de medi¢ao apos a administragdo da morfina.

Para a variacdo de sequéncia IVS3-1G>A, (rs#3892097), verificamos que ha
diferencas estatisticamente significativas (p = 0,0163) entre a frequéncia genotipica e a
dor inferior ou igual a 3 ou superior a 3 (Fig. 16a), mas ndo para a frequéncia alélica

(Figl6b), (p = 0,2589).

a Dor<3 Do=rz>63
n=25 n
12% 4%
" GG uGG
=GA uGA
AA AA
b Dor<3 Dor >3

n=50 n=52
uG
A

Figura 16. Representacdo grafica da analise de associagdo da alteragdo IVS3-1G>A,
(rs#3892097) e o parametro da dor. Relacdo entre a frequéncia genotipica (a) e alélica (b) ¢ a

dor inferior ou igual a 3 ou superior a 3.
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Para a variagdo de sequéncia ¢.100C>T, (rs#1065852), verificamos diferencas
estatisticamente significativas (p = 0,0099) entre a frequéncia genotipica e a dor inferior
ou igual a 3 ou superior a 3 (Fig.17a), mas ndo se verificou para a frequéncia alélica

(Fig.17b), (p = 0,4989).

a
Dor<3 Dor >3
n=25 n=26
4%
mCC HCC
uCT uCT
TT TT
Dor<3 Dor >3
b n=50 n=52
mC
T

Figura 17. Representacdo grafica da analise de associacdo da alteragdo c¢.100C>T,
(rs#1065852) e o parametro da dor. Relacdo entre a frequéncia genotipica (a) e alélica (b) ¢ a

dor inferior ou igual a 3 ou superior a 3.
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Para a variag@o de sequéncia ¢.294C>G, (rs#28371705), verificamos diferencas
estatisticamente significativas(p = 0,0310) entre a frequéncia genotipica e a dor inferior
ou igual a 3 ou superior a 3 (Fig. 18a), mas ndo se verificou para a frequéncia alélica

(Fig. 18b), (p = 0,3604).

a Dor<3 Dor>3
n=25 n=26
12% 4%
ECC ECC
mCG mCG
GG GG
b Dor<3 Dor >3
n=52 n=50

Figura 18. Representagdo grafica da analise de associagdo da alteragdo ¢.294C>G,
(rs#28371705) e o parametro da dor. Relagdo entre a frequéncia genotipica (a) e alélica (b) e a

dor inferior ou igual a 3 ou superior a 3.
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3.5.2 Prurido

Tendo em conta, novamente os 3 SNPs especificos para cada haplotipo, foi
analisado para cada um a distribui¢do genotipica e alélica de acordo com presenca e
auséncia de prurido.

A amostragem, com o numero total de individuos 51, foi dividida de acordo com
prurido e sem prurido.

Para o polimorfismo IVS3-1G>A, (rs#3892097), ndo verificamos diferencas
estatisticamente significativas entre a frequéncia genotipica (Fig. 19a) e alélica (Fig.

19b) com a presenga/auséncia de prurido, (p = 0,1065 ¢ p = 0,0531, respectivamente).

a Com prurido Sem prurido
n=17 n=34
3%

B GG B GG
=GA HGA

AA AA

Com prurido Sem prurido
n=34 n=68

19%
nG G
A A

Figura 19. Representacdo grafica da analise de associagdo da alteragdo IVS3-1G>A,

(rs#3892097) e o parametro do prurido. Relagdo entre a frequéncia genotipica (a) e alélica (b) e

a presenga Versus auséncia de prurido.
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Para o polimorfismo ¢.100C>T, (rs#1065852), verificamos diferencas
estatisticamente significativas entre a frequéncia genotipica (Fig. 20a) e alélica (Fig.

20Db) e a presenga/auséncia de prurido, (p = 0,0413 ¢ p = 0,0154, respectivamente).

a
Com prurido Sem prurido
n=17 n=34
3%
ECC ECC
uCT BCT
TT TT
b Com prurido Sem prurido
n=24 n=68

Figura 20. Representagdo grafica da analise de associagdo da alteracao c¢.100C>T,
(rs#1065852) e o parametro do prurido. Relagdo entre a frequéncia genotipica (a) e alélica (b) e

a presenga Versus auséncia de prurido.
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Para o polimorfismo ¢.294C>G, (rs#28371705), ndo verificamos diferencas
estatisticamente significativas (p = 0,0843) entre a frequéncia genotipica e a
presenca/auséncia de prurido (Fig. 21a), mas verificamos para a frequéncia alélica (Fig.

21b), (p = 0,0292).

a Com prurido Sem prurido
n=17 n=34
3%
ECC ECC
" CG uCG
GG GG
b Com prurido Sem prurido
n=34 n=68
mC
G

Figura 21. Representagdo grafica da analise de associagdo da alteracdo ¢.294C>G,
(rs#28371705) e o parametro do prurido. Relagdo entre a frequéncia genotipica (a) e alélica (b) e

a presenga Versus auséncia de prurido.
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Tabela V. Resumo da analise estatistica dos valores de p dos estudos de associa¢do para as trés
variacdes de sequéncia em estudo, IVS3-1G>A, c.100C>T e ¢.294C>G, (rs#3892097,
rs#1065852 e rs#28371705, respectivamente).

rs#3892097 (IVS3-1G>A)  rs#1065852 (c.100C>T)  rs#28371705 (c.294C>G)

Genotipo Alelo Genotipo Alelo Genotipo Alelo
Dor 0,0163 0,2589 0,0099 0,4989 0,031 0,3604
Prurido 0,1065 0,0531 0,0413 0,0154 0,0843 0,0292

3.5.3 Peso do Recém-nascido

Foi realizado um estudo de associagdo, para a avaliar se havia diferencas
significativas entre as trés varia¢des de sequéncia (IVS3-1G>A, c.100C>T e ¢.294C>G)
identificadas na parturiente ¢ o peso do recém-nascido.

A amostragem foi dividida tendo em conta os valores de referéncia para o peso
dos recém-nascidos. Estes valores consistem no percentil 50 (P50) de 3,400Kg, isto é, o
peso de 50% dos individuos estara acima e os restantes 50% abaixo. Outros valores de
referéncia, sdo o percentil 5 (P5), em que 5% dos individuos estardo abaixo dos
2,600Kg e o percentil 95 (P95), em que 5% dos individuos pesardo mais de 4,200Kg ou
95% pesardo menos de 4,200Kg (Tab.VI).

A média do peso dos recém-nascidos para esta amostragem ¢ de 3,063Kg.

Nesta andlise o numero total de individuos aumenta para 54 porque 3 das
parturientes tiveram uma gravidez gemelar. Além disso, ndo houve disting@o entre sexos

porque os valores de referéncia sdo iguais para ambos.
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Tabela V1. Numero e percentagem de recém-nascidos por percentil.

P <50 P >50 P 95 P5
NUmero 40 14 2 10
Percentagem (%) 74 26 4 19

Legenda: P <50 — 50% com menos de 3,400Kg; P > 50 — 50% com mais de 3,400Kg; P 95 -5% menos de
4,200kg; P5 — 5% menos de 2,600Kg.

Nao se observaram diferencas estatisticamente significativas (p = 0,6681) entre o

peso do recém-nascido e o genotipo da parturiente para a variagao de sequéncia IVS3-

1G>A), (rs#3892097) (Fig.22).

5-
4 o .
CE B S S =
o ® _._
S 24 "
a o .
1-
0 T T T
&2 o W

Gendtipo

Figura 22. Relagdo do peso e o gendtipo para a variagdo de sequéncia TVS3-1G>A,
(rs#3892097). N=54 individuos (Genoétipo GG: 3,13 £ 0,54; GA: 2,99 + 0,74; AA: 2,95 £ 0,22).
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Também foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p

0,3726) entre o peso do recém-nascido e o gendtipo da parturiente para a variagdo de

sequéncia ¢.100C>T, (rs#1065852) (Fig.23).
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Figura 23. Relacdo do peso e o genotipo para a variagdo de sequéncia ¢.100C>T, (rs#1065852).

N=54 individuos (Genétipo CC: 3,12 £ 0,54; CT: 2,91 £ 0,67; TT: 3,28 + 0,76).
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Também nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas (p =
0,7372) entre o peso do recém nascido e o gendtipo da parturiente para a variagdo de

sequéncia ¢.294C>G, (rs#28371705) (Fig.24).
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Figura 24. Relagdo do peso e o gendtipo para a variagdo de sequéncia ¢.294C>G,
(rs#28371705). N=54 individuos (Genotipo CC: 3,12 £ 0,54; CG: 2,99 £ 0,76; CC: 2,95 + 0,22).

3.6 Perfil de metabolizacéo

Os fenotipos para cada individuo da amostragem foram definidos pela
genotipagem dos SNPs caracteristicos de cada haplotipo representativo de um fenotipo
de metabolizacgao.

Segundo Zanger et al. (2004) e Zhou (2009), foram definidos os individuos PM
como tendo gendtipo homozigético para o alelo menos comum na populagdo ou em
constelagdes de heterozigotia para o haplétipo CYP2D6*4A; individuos EM sdo os que
apresentam homozigotia dominante para o SNP de relevancia para o haplotipo EM; a
excep¢do de uma amostra que apenas ¢ heterozigética para o SNP IVS3-1G>A e

homozigoética para o alelo selvagem para os restantes SNPS, que foi considerada EM
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tendo como base as definigdes nos estudos desenvolvidos por Sakuyama et al.(2008) e

Correia et al. (2009) (Tab.VII).

Tabela VII. Numero de individuos para cada perfil metabolico.

PM EM Total

[o]
N° de 21 30 51

individuos

Legenda: PM — metabolizador lento; IM — metabolizador intermédio; EM — metabolizador extensivo

3.6.1 Dor

A amostragem, de 51 parturientes, foi classificada por fenétipo, de acordo com
inferior ou igual a 3 e superior a 3: fenotipo PM - 7 individuos com dor <3 e 13 com
dor> 3; fendtipo EM - 18 individuos com dor <3 e 12 com dor>3.

Nao se verificaram diferencas estatisticamente significativas (p = 0,1482) nesta

analise (Fig.25).

20 A
18 A
16 -
14 -
12
10 A
B Dor<3

] Dor >3

Numero de parturientes

S N A~ N
1

PM EM

Fenotipo de metabolizagdo

Figura 25. Namero de individuos em cada fen6tipo de metabolizagdo, de acordo com o score

de dor. PM — metabolizador lento (N=20); EM — metabolizador extensivo (N=31).
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3.6.2 Prurido

A amostragem foi classificada de acordo com o fendtipo relativamente ao
prurido: fenétipo PM - 10 individuos com prurido e 11 sem prurido; fendtipo EM - 7
individuos com prurido e 23 sem prurido.

Nao se verificaram diferengas estatisticamente significativas, p = 0,1301

(Fig.26).

25

10 - Com prurido

B Sem prurido

Numero de parturientes

PM EM
Fenotipos de metabolizacdo

Figura 26. Numero de individuos em relagéo a presenca e auséncia de prurido por fenotipo. PM

— metabolizador lento (N=20); EM — metabolizador extensivo (N=31).

3.6.3 Dor e prurido

Posteriormente, a amostragem foi dividida consoante as quatro condigdes
possiveis com dor e prurido (dor inferior ou igual a 3 com prurido, dor inferior ou igual
a 3 sem prurido, dor superior a 3 com prurido e dor superior a 3 sem prurido).

Nao se observaram diferencgas estatisticamente significativas (p = 0,0652) entre
as quatro combinagdes possiveis e os fendtipos de metabolizacdo, embora o resultado

esteja proximo da significancia (Tab.VIII).
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Tabela VIII. Nimero de individuos por fenotipo de metaboliza¢do de acordo com a dor e

prurido.

Fenotipos
PM EM

Dor <=3/ Com prurido 4 5
Dor <=3/ Sem prurido 3 13

Dor >3/ Com prurido 6 2
Dor >3/ Sem prurido 8 10

3.6.4 Peso do recem-nascido

A amostragem foi classificada consoante o fenotipo da parturiente, de acordo
com o peso do recém-nascido. E necessario ter em consideragio que, para esta analise,
tal como referido anteriormente, o nimero de amostra aumenta para 54, estando assim,
representado o fendtipo dessas mulheres duas vezes (duas com fenétipo PM e outra com
fenotipo EM).

Nao se verificaram diferengas estatisticamente significativas (p = 0,2090) entre o

fenotipo identificado na parturiente e o peso do recém-nascido (Fig.27).

54
44 . .
o...‘~.o -"

Peso (Kg)

*° L]
2 . "
1..
0 T T
& >
Fenotipo

Figura 27. Relagdo entre o peso do recém-nascido e o fendtipo da parturiente (Fenotipo PM:

3,12 £ 0,544; EM: 2,99 + 0,695).
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4. Discussao
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4.1 Amostragem de estudo

No presente estudo, foi analisado o gene CYP2D6, numa amostragem de 51
parturientes, nas quais foi administrado morfina para analgesia apds parto por cesariana.

O objectivo principal deste trabalho foca-se essencialmente em trés SNPS:
rs3892097 (IVS4-1G>A), 1rs1065852 (c.100C>T) e rs28371705 (c.294C>G) que
definem trés haplotipos, CYP2D6*4A, CYP2D6*10A e CYP2D6*2E, respectivamente.

O gendtipo para estes SNPs foi obtido a partir de dois métodos diferentes,
sequenciacdo automatica e PCR em tempo real, sendo que para o rs1065852, também
foi realizada uma terceira técnica (PCR-RFLP) de confirmacdo. Os resultados
demonstram um elevado grau de concordancia para a genotipagem com os diferentes
métodos. Deste modo, a técnica de PCR em tempo real podera ser uma mais valia para a
genotipagem de SNPs especificos, pois verificou-se ser um método bastante eficaz e
rapido, o que podera ser muito util numa futura abordagem para a pratica clinica.

A definicdo de um haplétipo especifico para o gene CYP2D6 através dos trés
SNPs em estudo, permite uma abordagem fenotipica muito aproximada, em relagdo ao
perfil de metaboliza¢do de um individuo.

Na andlise das trés variagdes de sequéncia IVS3-1G>A (rs#3892097), ¢.100C>T
(rs#1065852) e ¢.294C>G (rs#28371705) verificou-se um padrdo entre heterozigoticos
e homozigdticos. Em regra, o nimero de individuos € constante entre genotipos: quando
um SNP apresenta homozigotia para o alelo selvagem, os outros dois também o sdo, o
mesmo para homozigoéticos para o alelo variante e heterozigoticos.

Para o primeiro SNP IVS3-1G>A, foram encontrados 29 individuos GG, 16
heterozigdticos GA e 4 individuos AA. Para o SNP ¢.294C>G, 30 homozigéticos CC,
17 heterozigoticos CG e 4 homozigdticos GG e para o SNP ¢.100C>T, 30 individuos

CC, 16 heterozigoticos CT e 5 homozigdticos TT.
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As pequenas diferencas do niimero de individuos entre os genotipos para cada
SNP sdo devidas a duas amostras que se desviam do padrdo comum verificado nesta
amostragem. Para o rs#3892097, uma amostra apenas ¢ heterozigdtica para este
polimorfismo, ndo apresentando, deste modo, constelacdes de heterozigotia como as
restantes. Para o rs#1065852, ha uma amostra homozigdtica para o alelo variante, mas
os restantes SNPs dos haplotipos estdo presentes em constelagdes de heterozigotia.

O padrao de metabolizacdo das amostras em andlise foi defindo através da
analise de gendtipos para estes trés SNPS, conjuntamente com os gendtipos dos outros
SNPs de cada haplétipo.

Segundo Zhou e Arneth et al. (2009), foram definidos individuos EM como os
que apresentam homozigotia para o alelo selvagem (CYP2D6*2E/*2E). Também sio
considerados sujeitos EM, sujeitos com apenas um alelo funcional para os haokdtipos
CYP2D6*1 ¢ CYP2D6*2 (Sakuyama et al, 2998; Correia et al., 2009). Verifica-se para
algumas amostras EM homozigotia para o alelo variante dos SNP rs1135840 e
rs1058164 (resultados ndo apresentados), mas como estes polimorfismos ndo sdo
especificos para os haplotipos (estdo presentes nas trés variantes alélicas estudadas) e
ndo tém um efeito prejudicial na proteina codificada, ndo tendo influéncia na atribui¢do
do fenotipo de metabolizacao.

Haniok et al (1990) identificou a alteragdo responsavel pelo fendtipo PM que
define o haplétipo CYP2D6*4A. Esta ocorre na juncao do terceiro intrdo com o quarto
exao, provocando um local de splicing diferente e o aparecimento de um codao stop
prematuro, resultando numa proteina ndo funcional. No presente estudo, todos os
individuos que apresentam homozigotia para o alelo variante (CYP2D6*4A/4A) foram

definidos com o fendtipo PM.
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Contudo, Gaedigk et al., (2006) identificou a variagdo alélica c¢.100C>T
(especifico para o haplétipo CYP2D6*10A) presente em heterozigotia, também estava
associado a fenotipo PM. Outros dois autores, Zanger et al., (2004) ¢ Zhou (2009)
referem que constelacdes de heterozigéticos também definiam este fenotipo.

Deste modo, considerando individuos com constelagdes de heterozigoticos como
PM, o que se verificou ser constante nesta amostragem (quando um SNP ¢
heterozigdtico todos os restante SNP de qualquer haplétipo também o sdo), torna dificil
a definicdo de metabolizadores intermediérios.

A amostra que apenas apresentava heterozigotia para o SNP especifico do
haplotipo CYP2D6*4A e homozigotia para o alelo selvagem dos restantes SNP
(nomeadamente para o SNP especifico do haplotipo CYP2D6*2E) foi definida como
EM.

Apos esta abordagem, foram classificados 30 individuos EM e 21 PM, estando
as frequéncias de acordo com os estudos realizados por Correia et al (2009) na

populacdo Caucasiana, que referem estes fenotipos como os mais comuns.

4.2 Actividade metabdlica da CYP2D6

Apbds a andlise da amostragem em estudo, o objectivo foi analisar os trés SNP
caracteristicos de cada hapldtipo por gendtipo e alelo e respectivo fendtipo, tendo em
conta os scores de dor e a presenga versus auséncia de prurido, registados para cada
parturiente, apds a administracdo de morfina. Além destes factores, também foi avaliado
se havia ou ndo diferengas no peso do recém-nascido, de acordo com os perfis de
metabolizacao.

Na anélise da dor inferior ou igual a 3 e superior a 3, por genétipo, verificaram

diferencas estatisticamente significativas, para os trés SNPS.
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Nos individuos com dor inferior ou igual a 3 ha uma maior frequéncia de
homozigoticos para o alelo wild type, enquanto nos individuos com dor superior a 3, se
verificou um aumento do niimero de heterozigdticos para os trés SNPS, resultando em
percentagens idénticas para os heterozigéticos e homozigéticos para o alelo wild type.

Pela andlise feita para os genotipos dos trés haplotipos, observa-se que ha um
aumento dos scores da dor para as parturientes que apresentam constelagcdes de
heterozigotia, ou seja, quando ha uma fungao reduzida da enzima.

Contudo, quanto ao alelo variante verifica-se uma diminui¢do do niimero de
homozigoticos. Este facto poderd explicar porque ndo se observa diferencas
estatisticamente significativas por alelos, ndo havendo um alelo mais prevalente num
dos grupos. Além disso, o numero de amostras homozigoticas para o alelo variante ¢
bastante reduzido, ndo permitindo tirar conclusdes definitivas.

Na avaliagdo do fendtipo e dor ndo houve diferencas estatisticamente
significativas. No entanto, ¢ possivel verificar pelo grafico da figura 25 que ha um
maior nimero de parturientes PM com dor superior a 3 e uma diminui¢do dos scores da
dor nas parturientes EM.

Em 1998, Hiroi et al realizou os primeiros estudos em microssomas hepaticos
humanos, nos quais verificou que a enzima CYP2D6 metaboliza o precursor da
dopamina. Estudos mais recentes, Niwa et al. (2004), referem a presenca deste processo
de metaboliza¢do no cérebro (Ozdemir et al., 2007; Gonzalez et al., 2008; Shyman et
al., 2010). Bromek et al. (2010), também referem a presenga da CYP2D6 nos neurdnios
dopaminérgicos e que esta esta relacionada com a sintese de dopamina no cérebro.

Sabe-se que a ac¢do da morfina no SNC promove a actividade dos neurdnios
dopaminérgicos do sistema mesolimbico, pelo aumento da libertacio de dopamina para

a fenda sindptica de modo a controlar a dor.
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Deste modo, podemos sugerir que individuos com uma fung¢ao parcial ou nula da
enzima CYP2D6 ndo metabolizam eficazmente a tiramina, ou parte dela, ocorrendo
diminui¢do na formagdo de dopamina. Consequentemente, a activagdo da via de
transducdo de sinal neuronal que controla a dor e respectivo efeito analgésico podera
estar diminuida. Contudo, ndo ha estudos anteriores que possam comprovar esta
correlacdo entre a funcdo da enzima CYP2D6 na sintese de dopamina e a dor.

A comparacdo entre as amostras com prurido e sem prurido, na andlise por
genotipo, revela resultados estatisticamente significativos apenas para o SNP ¢.100C>T.
Verifica-se um aumento do numero de heterozigoticos e, ainda mais consideravel, um
aumento de homozigoticos para o alelo variante (3% para 24%). Na analise por alelo, ha
resultados significativos para a variante ¢.100>T e ¢.294C>G. Para a variante [VS4-
1G>A ndo ha resultados significativos, contudo o valor de p ¢ muito préximo de 0,05
(0,0531). Estes resultados demonstram que individuos com prurido tém maior
prevaléncia do alelo variante, ou seja, variagdes alélicas influenciam o aparecimento
deste efeito secundario.

Na avaliacdo do fendtipo e prurido, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas. No entanto, é possivel verificar pelo grafico da figura 26 que ha um
grande nimero de parturientes EM sem prurido, sugerindo que um metabolizador
“normal” desenvolvera menos este sintoma. Deste modo, seria de esperar que nas
parturientes PM houvesse um maior nimero de casos com prurido, mas tal ndo se
verifica.

O presente estudo ¢ relevante, uma vez que ndo ha dados na literatura que
relacionem o aparecimento de prurido com os perfis de metabolizagdo associados ao
gene CYP2D6. Contudo, ¢ necessario ter em conta que o conhecimento cientifico acerca

deste efeito secundario ainda ¢ limitado. H4 vérias referéncias que indicam a possivel
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interac¢do de estrogénios e serotonina, além dos mediadores quimicos do processo
inflamatorio, como a histamina. Yu et al. (2003 e 2004) demonstram o envolvimento da
enzima CYP2D6 na sintese de serotonina pelo seu percursor S5-metoxitriptamina.
Estudos mais recentes sobre a personalidade, Dorado et al. (2007); Gonzalez et al.
(2008) e Penas-Lledo et al. (2009) mencionam que individuos PM apresentam baixa
regeneragdo de serotonina.

Assim, ndo podemos excluir a hipdtese da sintese de serotonina pela CYP2D6
possa influenciar o aparecimento deste efeito secundario ou que outras substancias que
estejam envolvidas no processo sofram ac¢do metabolizadora desta enzima e que
também influencie.

Quando comparados os dois parametros, dor e prurido, por fendtipo, ndo se
observam resultados estatisticamente significativos, sugerindo que ndo havera
correlacdo entres estes.

Na avaliacdo desenvolvimento intra-uterino (peso) do recém-nascido consoante
os genotipos e fenotipos das mulheres ndo se obteve nenhum resultado estatisticamente
significativo.

Neste estudo, ¢ necessario ter em consideracdo determinados factores para a
determinagdo fenotipica, que poderdo explicar o facto de ndo haver resultados
conclusivos nesta analise. Ndo foi averiguada a presenga do fenotipo UM na
amostragem, porque, tal como ¢ referido na literatura, este ¢ caracterizado pelo aumento
do nimero de copias do gene CYP2D6. Além disso, para uma defini¢do clara e concreta
de qualquer um dos fenotipos seria necessdrio avaliar a concentragdo no plasma de um
determinado composto controlo metabolizado pelo CYP2D6, o que exige outros

recursos, raramente disponiveis.
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5. Conclusao
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O presente estudo reforca a importancia da correlagdo entre genotipo e fenotipo
do gene CYP2D6, devido ao seu elevado grau de polimorfismos e variabilidade
individual e inter-étnica, como uma base importante para predizer o fenotipo,
apresentando um grande potencial para alcancar uma terapia farmacoldgica mais
ajustadas ao individuo.

Cada vez mais, a genética do gene CYP2D6 apresenta mais avancos. Contudo,
para que haja uma terapia especifica e ajustada seria necessario genotipar e identificar
todos os SNPs e respectivos haplotipos mais relevantes, por etnia, € num contexto de
populacdes individuais. Porém, o ntimero de variantes alélicas descritas continua em
expansdo o que torna a este processo ainda mais complicado e moroso.

Este trabalho foi pioneiro na relacdo entre as variagdes genética do gene
CYP2D6 e o surgimento da dor e efeitos secundéarios numa amostragem de mulheres as
quais foi administrado morfina na analgesia do parto. Este estudo evidencia que os
haplotipos deste gene podem influenciar o grau de dor sentido pela parturiente,
(correlagdo com a eficacia terap€utica) e o aparecimento de prurido (efeito secundario)
no pds-operatorio da cesariana.

Embora seja prematuro esperar repercussdes imediatas da farmacogendmica na
pratica didria dos anestesistas, os avangos neste campo irdo permitir uma melhor
compreensdo das variantes alélicas que afectam a metabolizacdo de xenobidticos e
substancia enddgenas pela CYP2D6. Estas descobertas permitirdo, assim, a adequagao
das terapéuticas, e em particular das anestesias, de modo a melhorar a terapia da dor
apos o trabalho de parto por cesariana.

No futuro, seria interesse uma abordagem mais vasta desta interaccdo do
CYP2D6 e substancia endogena,s que podem influenciar o grau da dor sentida pelas

parturientes e o surgimento de efeitos secundérios. Além de ser necessdrio uma
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definicdo mais concisa dos fenotipos, através da analise de compostos controlo, seria
interessante avaliar o nivel de neurotransmissores, nomeadamente da dopamina e
serotonina que estdo envolvidas nestes processos.

Em todo o caso, acreditamos que o presente estudo representa uma contribuicao

importante na Farmacogendmica da dor.
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