Abreviaturas

A — Adenina
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VKOR - Epoxido Redutase da Vitamina K

VKORCL1 - Subunidade 1 do Complexo da Epéxido Redutase da Vitamina K



Resumo

Introducdo: Os principais genes implicados na resposta farmacodinamica e farmacocinética
aos dicumarinicos sédo o gene do citocromo Psso 2C9 (CYP2C9) e o da subunidade 1 do
complexo da epdxido redutase da vitamina K (VKORC1). Os efeitos dependentes destes
polimorfismos na cascata da coagulacdo podem contribuir para determinar a suscetibilidade
individual para as diferentes doencas vasculares. Contudo, existe pouca literatura publicada
sobre a eventual associacdo destes polimorfismos com as patologias vasculares.

Objetivos: Avaliar o impacto dos diferentes polimorfismos dos genes CYP2C9 e VKORCL1 na
ocorréncia a meédio prazo de hemorragia major e de eventos cardiovasculares e
cerebrovasculares.

Populacdo e Métodos: Andlise retrospetiva de uma base de dados unicéntrica constituida por
92 doentes cronicamente anticoagulados com dicumarinicos por patologia cardiaca e,
previamente submetidos a um estudo genético para os polimorfismos de suscetibilidade aos
dicumarinicos (CYP2C9 e VKORCL1). No grupo de doentes anticoagulados por fibrilhacdo
auricular (FA) (n=47), foi realizado um seguimento clinico mediano de 5,8 anos para avaliar a
ocorréncia de hemorragia major e de eventos cardio e cerebrovasculares. Construiu-se um
endpoint composto que incluiu AVC isquémico, SCA e morte e um endpoint AVC isquémico
global correspondente a prevaléncia global de AVC isquémico antes do inicio da
anticoagulagdo oral e durante o seguimento clinico. Para a analise dos eventos definiram-se,
para o gene CYP2C9, 2 sub-grupos: CYP2C9 1/1 e CYP2C9 ndo 1/1, incluindo este Gltimo os
doentes heterozigdticos e os homozigaticos para os alelos 2 e 3.

Resultados: Dos 92 doentes estudados, 51 (55,4%) eram do sexo masculino, sendo a idade
média da populagéo de 66 anos. A maioria dos doentes estava anticoagulada por FA (57,3%).

Os gendtipos mais frequentes foram o CYP2C9 1/1 e o0 VKORC1 G/A. Quanto ao gene



CYP2C9, a incidéncia de hemorragia major, de AVC isquémico, do endpoint composto e da
morte foi numericamente superior no grupo de doentes com CYP2C9 ndo 1/1
comparativamente com o grupo de doentes com CYP2C9 1/1, apesar de a diferenca ndo ter
atingido significancia estatistica. A SCA ocorreu com maior frequéncia no grupo de doentes
CYP2C9 1/1 em relacdo ao grupo de doentes ndo 1/1, sem diferenca estatisticamente
significativa. Relativamente aos polimorfismos do gene VKORCL e a ocorréncia de eventos,
também néo se detetaram diferencas com significado estatistico. Contudo, verificou-se que a
hemorragia major e o endpoint composto ocorreram com maior frequéncia no genotipo GG do
gue no GA e no AA, enquanto que a morte foi mais frequente nos heterozigoticos para o alelo
A. A incidéncia de SCA foi numericamente superior no gen6tipo AA do que no GG e GA. A
ocorréncia de AVC hemorragico nao se verificou em nenhum dos grupos de doentes com FA.
Na populacéo total estudada e no sub-grupo de doentes com FA, os genédtipos CYP2C9 nédo
homozigdticos para o alelo *1 estiveram associados, respetivamente, a um risco 10 e 6 vezes
superior de AVC isquémico, comparativamente ao gendtipo homozigotico 1/1.

Conclusao: Na populacédo de doentes com FA estudada, ndo foi observada interacdo entre o
tipo de gendtipo CYP2C9 e VKORCL e a incidéncia de hemorragia major ou dos eventos
cardiovasculares e cerebrovasculares estudados. No entanto, a prevaléncia global de AVC

isquémico foi significativamente superior nos doentes com genétipo CYP2C9 néo 1/1.

Palavras-chave: Varfarina; anticoagulacdo oral; farmacogenética; citocromo P450 2C9;
CYP2C9; vitamina K epdxido redutase; VKORC1; hemorragia major; AVC isquémico; AVC

hemorragico; SCA.



Abstract

Introduction: The key genes involved in the pharmacokinetics and pharmacodynamics
response to dicumarinics are the gene of cytochrome P450 2C9 (CYP2C9) and the subunit 1 of
K vitamin’s epoxide reductase complex (VKORCI). The dependent effects of these
polymorphisms in the coagulation cascade can help to determine the individual susceptibility
to different vascular diseases. However, there is little published literature on the possible
association of these polymorphisms with vascular pathologies.

Objectives: To evaluate the impact of different polymorphisms of the CYP2C9 and VKORC1
genes in the medium term occurrence of major bleeding, cardiovascular and cerebrovascular
events.

Methods: Retrospective analysis of a database with 92 patients chronically anticoagulated with
dicumarinics for cardiac disease and previously submitted to genetic testing for polymorphisms
with susceptibility to dicumarinics (CYP2C9 and VKORCL1). In the group of patients
anticoagulated for atrial fibrillation (AF) (n = 47), a mean clinical follow-up of 5.8 years was
conducted to assess the occurrence of major bleeding and cardiovascular and cerebrovascular
events. A composite endpoint that included ischemic stroke, ACS and death and another global
ischemic stroke endpoint before oral anticoagulation and during follow-up were constructed.
Two sub-groups: CYP2C9 1/1 and CYP2C9 non 1/1 were defined for the CYP2C9 gene
allowing the analysis of the events, the latter sub-group included heterozygote and homozygote
patients for the alleles 2 and 3.

Results: Of the 92 studied patients, 51 (55.4 %) were male, with a mean age of 66 years. Most
of the patients were anticoagulated due to AF (57.3%). The most common genotypes were
CYP2C9 1/1 and VKORCL1 G/A. As for the CYP2C9 gene, the incidence of major bleeding,

ischemic stroke, the composite endpoint and death was numerically higher in the group of



patients with CYP2C9 non 1/1 when compared with the group of patients with CYP2C9 1/1,
but the differences were not statistically significant. ACS was more frequent in the group of
patient with CYP2C9 1/1 without statistically significant difference. Regarding the VKORC1
polymorphisms and the occurrence of events, the differences had also no statistical significance.
However, major bleeding and the composite endpoint occurred more frequently in the GG
genotype than in the GA or AA, whereas death was more frequent in heterozygotes for the allele
A. The incidence of ACS was numerically higher in AA genotype than in GG and GA. Among
the entire population and in the subgroup of patients with AF, CYP2C9 non homozygous
genotypes for the allele * 1 were associated with a 10 and 6 times higher risk of ischemic stroke
when compared to homozygous genotype 1/1, respectively.

Conclusion: In the studied population of patients with AF, no interaction was observed
between the type CYP2C9 and VKORCL1 genotypes and the incidence of major bleeding or
cardiovascular and cerebrovascular events. However, the overall prevalence of ischemic stroke

was significantly higher in patients with CYP2C9 non 1/1 genotype.

Keywords: warfarin, oral anticoagulation; pharmacogenomics; cytochrome P450 2C9,
CYP2C9, vitamin K epoxide reductase, VKORC1, major bleeding, ischemic stroke,

hemorrhagic stroke, ACS.
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Introducéo

As doencas cardiovasculares e cerebrovasculares sdo as principais causas de
morbilidade e mortalidade em Portugal® e, apesar de grandes avangos diagnosticos e
terapéuticos, o prognostico destas patologias continua insatisfatorio.>® Por isso, melhorar a
compreensdo da patogénese destas doencas e identificar com maior precisdo os individuos em
maior risco de sofrerem eventos cardio e cerebrovasculares sdo objetivos da medicina
personalizada.?®

Estudos recentes na area da farmacogenética tém revelado importantes resultados quer
ao nivel da suscetibilidade genética para o desenvolvimento de doencas, quer na avaliacdo da
resposta individual & terapéutica.>3"°1° E, apesar dos avancos na terapéutica antitrombotica, a
varfarina permanece como uma das principais estratégias terapéuticas anticoagulantes,
nomeadamente em grupos de alto risco, como doentes valvulares.112

A evolucao da compreensédo da farmacodinamica e farmacocinética e o reconhecimento
da regulacdo genética da resposta a varfarina tém estimulado a investigacdo na quantificacdo
dessa influéncia, tanto na seguranca como na eficacia do tratamento®!!, estimando-se que os
fatores genéticos sejam responsaveis por 35 a 40% da variabilidade individual na resposta
terapéutica a varfarina.® E, embora as investigacdes tenham identificado a influéncia de varios
genes, 0 gene que codifica o citocromo Psso 2C9 (CYP2C9) e 0 gene que codifica a subunidade
1 do complexo da epdxido redutase da vitamina K (VKORC1) sdo os principais genes
determinantes da farmacocinética e farmacodinamica da varfarina, respetivamente.11-14

A enzima hepatica CYP2C9 é a principal responsavel pelo metabolismo do enantiomero
S da varfarina (S-varfarina).*? Os polimorfismos genéticos que afetam a atividade do CYP2C9
resultam numa diminuicdo da depuracdo da S-varfarina. Os individuos com formas que

condicionam depuragdo mais lenta da S-varfarina sdo mais sensiveis ao farmaco e doses



normais tendem a causar elevac6es de International Normalized Ratio (INR) supra-terapéuticas,
aumentando o risco hemorréagico.”®?% O alelo mais comum para 0 CYP2C9 é o *1, que se
encontra associado a uma atividade enzimatica normal ou aumentada e cuja frequéncia na
populacéo caucasiana é de 80 a 82%. &

Individuos homozigoticos para o alelo CYP2C9*1 apresentam um fendtipo considerado
“metabolizador normal”.* Os alelos CYP2C9 que conduzem a uma atividade enzimatica
reduzida ou que a inativam incluem o *2, *3, *4, *5, 6* e *11. Destes polimorfismos, 0 *2 e 0
*3 580 0s mais frequentes na populacdo caucasiana, com prevaléncias de 8 a 13% e de 6 a 10%,
respetivamente.® Estes alelos sdo responsaveis pela reducéo de 40 a 75% da depuragdo da S-
varfarina e de aproximadamente 20 a 40% da dose de varfarina necessaria para obter um INR
terapéutico.?®

Farmacodinamicamente, a varfarina atua por inibicdo da epdxido redutase da vitamina
K (VKOR), que interfere com o metabolismo da vitamina K. A VKOR ¢ codificada pelo gene
VKORC1, que apresenta varios polimorfismos que afetam a sua expressdo, sendo que o do
promotor de VKORC1 (-1639 G>A) diminui a expressio do gene.®'? A heterozigotia ou
homozigotia para o alelo adenina (A) na posicdo 1639 diminui significativamente a expressao
do VKOR, comparativamente com a homozigotia para o alelo guanina (G) nesta posic&o.®
Como esperado, o0 alelo A associa-se a uma maior sensibilidade a varfarina, logo os doentes
portadores deste alelo requerem uma dose mais baixa comparativamente com os portadores do
alelo G. *8 A frequéncia dos homozigdticos para o alelo A é de 14 a 17% nos caucasianos
enquanto que aproximadamente 50% possuem o gendtipo heterozigdtico GA.3

A influéncia dos polimorfismos CYP2C9 e VKORCL1 na resposta ao tratamento com
varfarina tem sido consistentemente demonstrada em diversos estudos e ensaios clinicos
aleatorizados, tendo sido desenvolvidos algoritmos de dosagem que incorporaram informacdes

clinicas, demograficas e genéticas para ajudar a selecionar a dose inicial de varfarina,®116-18
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Na verdade, os beneficios antitromboticos da varfarina séo prejudicados por um estreito
indice terapéutico.®1%1%2% A incidéncia de eventos hemorragicos major e minor em doentes
medicados com varfarina é 1 a 2% e 8 a 15 % superior a populacéo geral, respectivamente.'®

Comparativamente aos individuos homozigoticos para CYP2C9*1, individuos que
possuem uma ou duas copias dos alelos *2 ou *3 tém um maior risco de hemorragia®1+1-2!
(aproximadamente de 2,6)*, ao contrario do gen6tipo VKORC1, que ndo confere um aumento
significativo do risco hemorragico.>>1%420 Note-se que o risco associado ao polimorfismo
CYP2C9 ¢ independente do INR encontrado no evento e persiste mesmo depois da estabilizacdo
da terapéutica anticoagulante®!!, enquanto que os genotipos VKORC1 GA e AA se associam a
um aumento do risco de anticoagulacdo excessiva nos primeiros 30 dias de terapéutica, mas
n&o a um aumento significativo de complicacdes hemorragicas.>+2

Por outro lado, o importante papel na ativacdo da cascata da coagulacdo e na
manutencdo do fluxo sanguineo e da integridade vascular, desempenhado pelas proteinas
dependentes da vitamina K, faz equacionar a hipotese de que os efeitos dependentes dos genes
CYP2C9 e VKORC1 na cascata da coagulacdo podem contribuir para determinar a
suscetibilidade individual para as diferentes doencas vasculares. Contudo, existe pouca
literatura publicada sobre a eventual associacdo destes polimorfismos com as patologias
vasculares.

Pretende-se portanto, com este estudo, determinar se os polimorfismos dos genes de
suscetibilidade aos dicumarinicos (CYP2C9 e VKORC1), que estdo implicados na resposta
terapéutica, também serdo responsaveis por diferentes suscetibilidades para a ocorréncia de
hemorragia major e de eventos cardio e cerebrovasculares em doentes anticoagulados com

varfarina.
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Populacdo e Métodos

Conduziu-se uma analise retrospetiva de uma base de dados unicéntrica constituida por
92 doentes cronicamente anticoagulados com dicumarinicos por patologia cardiaca,
previamente submetidos a um estudo genético para os polimorfismos de suscetibilidade aos
dicumarinicos (polimorfismos dos genes CYP2C9 e VKORC1) durante o ano de 2009.8 Foi
realizado um seguimento clinico destes doentes recorrendo a consulta do processo clinico e,
sempre gque necessario, por contacto telefonico, para avaliar a ocorréncia de hemorragia major
e de eventos cardiovasculares e cerebrovasculares. O tempo mediano de seguimento clinico foi

de 5,8 anos (2100 dias).

Eventos

Foram analisados o0s seguintes eventos: acidente vascular cerebral (AVC) isquémico,
AVC hemorrégico, sindrome coronario agudo (SCA), hemorragia major e morte. Definiu-se
hemorragia major como uma evidéncia clinica, laboratorial (queda de >3g/dL de hemoglobina)
e/ou imagioldgica de hemorragia que requer uma resposta especifica dos cuidados de saide ou
hemorragia fatal.?® Construiu-se igualmente um endpoint composto que incluiu AVC
isquémico, SCA e morte e um endpoint AVC isquémico global correspondente a prevaléncia
global de AVC isquémico antes do inicio da anticoagulacédo oral e durante o seguimento clinico.
Para a analise dos eventos definiram-se, para o gene CYP2C9, 2 sub-grupos: CYP2C9 1/1 e
CYP2C9 ndo 1/1, incluindo este ultimo os doentes heterozigdticos e 0s homozigoticos para 0s
alelos 2 e 3.

Relativamente a associacdo entre os diferentes genotipos e o prognostico optou-se por
analisar apenas a populacdo de doentes com fibrilhag&o auricular (FA) para garantir uma maior

homogeneidade da amostra e menor variabilidade de fatores confundidores.
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Anélise Estatistica

Os resultados sdo apresentados em valor de média + desvio-padrdo ou mediana
(intervalo interquartil) consoante a distribuicdo da variavel (normal ou ndo-normal,
respetivamente). Utilizou-se o teste T de Student para comparagéo de variaveis continuas com
distribuicdo normal e o teste Qui-quadrado para variaveis categodricas. Utilizou-se analise de
regressao linear para correlacionar variaveis continuas. A analise de sobrevivéncia foi realizada
com o metodo de Kaplan-Meier e comparada com o teste Log-Rank. Considerou-se
estatisticamente significativo o valor de p <0,05. Recorreu-se ao software estatistico SPSS 13.0

(Chicago, Illinois).
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Resultados

Dos 92 doentes estudados, 51 (55,4%) eram do sexo masculino, com idades
compreendidas entre 24 e 90 anos (média de 66,1 + 13,8 anos) e peso medio de 74,5 + 13,9 kg.
Os doentes estavam anticoagulados em média ha cerca de 5,1 £ 6,5 anos. A dose média de
anticoagulante administrada foi de 4,5 £ 2,6 mg e obteve-se um INR terapéutico mediano de

2,2 = 1,1. A maioria dos doentes estava anticoagulada por FA (tabela 1).

Tabela 1. Motivos para anticoagulacdo com dicumarinicos.

Motivos de anticoagulacao n %
Fibrilhag&o auricular 47 57,3
Protese valvular 10 12,2
Tromboembolia pulmonar 9 11,0
Hipertensdo arterial pulmonar 6 7,3
Miocardiopatia dilatada 5 6,1
Doenca mitral 4 4,9

Hipertensédo pulmonar
tromboembdlica cronica

Total 82 100,0

1 1,1

Dos doentes com FA (n=47), 33 (70,2%) eram do sexo masculino, sendo a idade média
de 70 £ 10,2 anos e o peso médio de 78,4 + 14,4 kg. A duracdo média da anticoagulacéo foi de
3,4 £3,1 anos. A dose média de anticoagulante foi de 4,0 + 2,8 e o INR terapéutico médio de
24+13.

A tabela 2 mostra os antecedentes patoldgicos presentes quer na populacéo total, quer

nos doentes com FA.
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Tabela 2. Antecedentes patologicos da populacdo total e dos doentes com FA.

Populacéo total Doentes com FA
Antecedentes Patoldgicos
n=292 % n=47 %
IC 55 77,5 30 76,9
HTA 39 54,9 25 65,8
Diabetes mellitus tipo 2 14 19,2 5 12,8
Doenca coronéria 12 17,4 6 16,7
Insuficiéncia renal cronica 9 13,8 3 8,8
AVC/AIT 7 9,9 5 13,2
Alcoolismo 5 7,8 4 12,1
Doenca hepaética 4 6,2 1 2,9
Tabagismo 3 51 3 10,7

Em ambas as popula¢des estudadas, os gendtipos mais frequentes foram o CYP2C9
1/1 e 0 VKORC1 G/A. Na tabela 3 encontram-se discriminadas as prevaléncias dos diferentes

gendtipos relacionados com a sensibilidade aos anticoagulantes orais.

Tabela 3. Prevaléncia dos gen6tipos CYP2C9 e VKORCL1.

Eventos Populagéo total Doentes com FA
Genotipos n=92 % n=47 %
CYP2C9 1/1 44 64,7 25 62,5
1/2 14 20,6 9 22,5
1/3 6 8,8 2 5,0
2/2 2 2,9 2 5,0
2/3 1 11 1 2,5
313 1 1,1 1 2,5
VKORC1 GA 33 48,5 19 47,5
GG 24 351 12 30,0
AA 11 16,2 9 22,5
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Para os doentes com FA, obteve-se a incidéncia de eventos cardiovasculares e

cerebrovasculares, apresentados na tabela 4.

Tabela 4. Eventos detetados no seguimento clinico de doentes com FA.

Eventos | Hemorragia ~ AVC SCA Endpoint Morte
Major Isquémico Composto
Gendtipo n % n % n % n % n %

CYP2C9 1/1 1 4,0 2 8,0 2 8,0 12 48,0 8 32,0
nao 1/1 2 13,3 3 20,0 0 0 9 60,0 7 46,7
TOTAL 3 7,5 5 12,5 2 50 21 525 15 375

P-valor 0,278 0,267 0,261 0,462 0,354
VKORC1 GG 2 16,7 2 16,7 1 8,3 7 58,3 4 33,3
GA 1 53 2 10,5 0 0 9 47,4 8 42,1
AA 0 0 1 11,1 1 11,1 5 55,6 3 33,3
TOTAL 3 7,5 5 12,5 2 5,0 21 525 15 375

P-valor 0,313 0,872 0,370 0,820 0,849

Quanto ao gene CYP2C9, a incidéncia de hemorragia major, de AVC isquémico, do
endpoint composto e da morte foi numericamente superior no grupo de doentes com CYP2C9
ndo 1/1 comparativamente com o grupo de doentes com CYP2C9 1/1 (13,3% vs. 4,0%,
p=0,278, 20,0% vs. 8,0%, p=0,267, 60,0% vs. 48,0%, p=0,462 e 46,7% vs. 32,0%, p=0,354
respetivamente), apesar de a diferenca ndo ter atingido a significancia estatistica.
Contrariamente, a SCA ocorreu com maior frequéncia no grupo de doentes CYP2C9 1/1 em
relacdo ao grupo de doentes ndo 1/1 (8,0% vs. 0%, p=0,261), ndo sendo, também, a diferenca
estatisticamente significativa.

Relativamente aos polimorfismos do gene VKORCL1 e a ocorréncia de eventos, também
ndo se detetaram diferencas com significado estatistico. Contudo, verificou-se que a hemorragia
major e o endpoint composto ocorreram com maior frequéncia no genotipo GG do que no GA
e no AA (16,7% vs. 5,3% vs. 0%, p=0,313 e 58,3% vs. 47,4% vs. 55,6%, p=0,820,
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respetivamente), enquanto que a morte foi mais frequente nos heterozigéticos para o alelo A
(42,1% vs. 33,3% vs. 33,3%, p=0,849). Por outro lado, a incidéncia da SCA foi numericamente
superior no gendtipo AA do que no GG e GA (11,1% vs. 8,3% vs. 0%, p=0,370, respetivamente).

A ocorréncia de AVC hemorragico nao se verificou em nenhum dos grupos de doentes
com FA.

A figura 1 mostra que a sobrevida mediana aos 5,8 anos dos doentes com FA é menor
naqueles que ndo sdo homozigaticos 1/1 para o CYP2C9 (p=0,092), embora esta diferenca ndo
tenha significado estatistico. A figura 2 revela que a probabilidade estimada de evoluir sem
AVC isquémico, SCA ou mesmo morrer ao fim de 70 meses é 60% para 0s doentes com
CYP2C9 1/1 e 46,7% para os doentes com CYP2C9 ndo 1/1 (p=0,145). Por sua vez, a figura 3
evidencia gque a sobrevida aos 5,8 anos € inferior para os doentes homozigoticos para o alelo G
do VKORC1, mostrando que a probabilidade de evoluir sem AVC isquémico, SCA ou mesmo
morrer ao fim dos 5,8 anos para os polimorfismos AA, AG e GG &, respetivamente, 66,7%,

52,6% e 50% (p=0,719).
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Figura 1. Representacdo gréafica das curvas de sobrevivéncia para os doentes com FA,
estratificadas de acordo com o gen6tipo CYP2C9 1/1 (a azul) ou CYP2C9 ndo 1/1 (a verde).
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Figura 2. Representacdo gréfica das curvas de sobrevivéncia para os doentes com FA para o
endpoint composto, estratificadas de acordo com o genétipo CYP2C9 1/1 (a azul) ou CYP2C9

ndo 1/1 (a verde).
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Figura 3. Representagdo gréfica das curvas de sobrevivéncia para os doentes com FA para 0
endpoint composto, estratificados de acordo com o genétipo VKORC1 AA (a azul), GA (a

verde) ou GG (a laranja).
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Prevaléncia global de AVC isquémico

Obteve-se a prevaléncia global de AVC isquémico somando a prevaléncia antes do

inicio da anticoagulacdo oral com a incidéncia durante o seguimento clinico; os resultados estéo

representados na tabela 5.

Tabela 5. Prevaléncia total de AVC nos doentes com FA e na populacéo total, de acordo com

0 gendtipo CYP2C9 1/1 ou CYP2C9 néo 1/1.

Evento Populagdo com FA
Com AVC Sem AVC
Genotipo N % " %
CYP2C9 1/1 2 111 16 88,9
ndo 1/1 6 46,2 7 53,8
TOTAL 8 25,8 23 74,2
P-valor 0,028

Populacéo total

Com AVC Sem AVC

n

2
7

9

% n %
5,6 34 94,4
389 11 611
16,7 45 833

0,002

A prevaléncia de AVC antes e durante o seguimento clinico foi significativamente

superior nos doentes com genotipo CYP2C9 ndo 1/1 relativamente ao gen6tipo homozigético

para o alelo 1, tanto na populacdo de doentes com FA (46,6% vs. 11,1%, p=0,028) como na

populacdo total (38,9% vs. 5,6%, p=0,002). As figuras 4 e 5 representam graficamente a

prevaléncia de AVC nos doentes com FA e na populacdo em geral, respetivamente.
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Figura 4. Representacéo grafica da prevaléncia de AVC nos doentes com FA, de acordo com

0 gendtipo CYP2C9 1/1 ou CYP2C9 ndo 1/1 (p < 0,05).
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Figura 5. Representacgdo grafica da prevaléncia de AVC na populacdo total, de acordo com o

gendtipo CYP2C9 1/1 ou CYP2C9 ndo 1/1 (p < 0,05).

Por altimo, verificou-se que na populacdo de doentes com FA, os genétipos CYP2C9
ndo homozigdticos 1/1 encontram-se associados a um risco 6 vezes superior de AVC isquémico,
comparativamente ao gen6tipo homozigético 1/1 (odds ratio 6,857, p=0,028). Por sua vez,
numa populacdo ndo selecionada, os genétipos CYP2C9 ndo homozigoticos 1/1 estdo
associados a um risco 10 vezes superior de AVC isquémico, comparativamente ao genétipo

homozigotico 1/1 (odds ratio 10,818, p=0,002).
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Discussao

O presente estudo refere-se a uma populacdo de doentes cronicamente anticoagulados
por patologia cardiaca, maioritariamente por FA. Uma vez que a populacdo global estudada
incluia doentes anticoagulados por patologias do foro cardiaco com progndsticos intrinsecos
muito distintos, para garantir uma maior homogeneidade da amostra e menor variabilidade de
fatores confundidores, optou-se por limitar a andlise da interacdo entre os diferentes
polimorfismos genéticos e os eventos cardio e cerebrovasculares ao grupo de doentes
anticoagulados por FA, que correspondia a 57,3% da populacdo. Nesta populacdo, ndo foi
observada interacdo entre o tipo de gendtipo CYP2C9 e VKORCL1 e a incidéncia de hemorragia
major ou de eventos cerebrovasculares e cardiovasculares (AVC isquémico, AVC hemorréagico,
SCA e morte).

No entanto, ao relacionar a prevaléncia global de AVC isquémico (antes do inicio da
anticoagulacdo oral e durante o seguimento clinico) com o genotipo CYP2C9 verificou-se que
os doentes com geno6tipo CYP2C9 ndo 1/1 tinham uma prevaléncia superior deste evento, tanto
na populacdo total de doentes anticoagulados estudados, como no sub-grupo de doentes com
FA.

De acordo com a evidéncia atual, os polimorfismos genéticos que afetam a atividade do
CYP2C9 resultam numa diminuicao da depuracdo da varfarina, aumentando a sensibilidade ao
farmaco.® E, comparativamente aos individuos homozigotos para CYP2C9*1, individuos que
possuem uma ou duas copias dos alelos *2 ou *3 tém um maior risco de hemorragia*1®?*, Neste
trabalho confirmou-se uma incidéncia superior de hemorragia major nestes doentes (13,3% vs.
4,0%, p=0,278), mas sem significado estatistico, possivelmente devido a reduzida dimenséo da

amostra.
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Por sua vez, como seria de esperar, individuos homozigéticos para o alelo CYP2C9*1
cujo fendtipo se considera “wild-type™ apresentam uma incidéncia menor (embora sem
significado estatistico) de hemorragia major, de AVC isquémico, do endpoint composto e de
morte (4,0% vs. 13,3%, p=0,313; 8,0% vs. 20,0%, p=0,267; 48,0% vs. 60,0%, p=0,462; 32,0%
vs. 46,7%, p=0,354; respetivamente). Assim, verificou-se numericamente que a probabilidade
de evoluir livre de eventos cardio e cerebrovasculares foi superior nos doentes com CYP2C9
1/1 (60,0% vs. 46,7%, p=0,145). Note-se, contudo, que a incidéncia de SCA foi superior nestes
doentes em relacdo aos doentes ndo 1/1 (8,0% vs. 0%, p=0,261) e que, apesar de a diferenca
ndo alcancar significancia estatistica (o que podera ser devido a reduzida dimensdo da amostra),
traduz a necessidade de estudos de maior dimens&o nesta area.

Entre a pouca literatura publicada que relaciona o gene CYP2C9 com o risco de AVC
isquémico destaca-se um trabalho austriaco que analisou e comparou as frequéncias dos
diferentes genotipos do CYP2C9 em 389 doentes do “Vienna Stroke Registry” e 369 controlos
saudaveis, tendo concluido que os alelos CYP2C9*2 e CYP2C9*3 ndo representam fatores de
risco para AVC isquémico.’l O mesmo grupo publicou um estudo no qual reportou uma
associacdo entre o genotipo CYP2C9 e a ocorréncia de enfarte do miocardio.?® No entanto, o
presente estudo reporta um risco 6 vezes superior de AVC isquémico nos doentes nao
homozigdticos para o alelo *1, comparativamente aos portadores do genétipo homozigético 1/1
(odds ratio 6,857, p=0,028), resultado que necessitard de confirmagdo em estudos prospetivos
realizados em amostras de maiores dimensoes.

Relativamente ao gene VKORC1, verificou-se que a frequéncia do genétipo AA foi de
16,2%, enquadrando-se nos valores reportados para a populagio caucasiana (14 a 17%).2 Dado
que o alelo A determina maior sensibilidade a varfarina® seria de esperar uma maior incidéncia
de eventos hemorragicos na heterozigotia ou homozigotia para este alelo. Contudo, a analise

dos dados traduz que apesar de haver uma maior incidéncia de morte nos heterozigoticos para
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o0 alelo A relativamente aos gendtipos GG e GA (42,1% vs. 33,3% vs. 33,3%, p=0,849), a
hemorragia major e o endpoint composto foram mais frequentes nos homozigoticos GG do que
nos heterozigéticos GA e nos homozigéticos AA (16,7% vs. 5,3% vs. 0%, p=0,313 e 58,3% vs.
47,4% vs. 55,6%, p=0,820, respetivamente). Todavia, apesar dos individuos homozigoticos AA
apresentarem uma maior probabilidade de evoluir sem as principais complicagdes: AVC
isquemico, SCA ou mesmo a morte, a incidéncia de SCA foi numericamente superior nestes
doentes comparativamente aos doentes com gendtipo GG e GA (11,1% vs. 8,3% vs. 0%,
p=0,370, respetivamente).

Na escassa literatura disponivel realca-se um trabalho publicado em 2006, no qual foi
estudada a associacdo entre os diferentes polimorfismos deste gene e a ocorréncia de AVC,
doenca coronaria e disseccdo da aorta. Este estudo reportou que a prevaléncia do haplétipo G-
C-G-C-A do VKORCL1 foi significativamente mais frequente nos doentes com doenca
cardiovascular do que nos controlos. Verificou-se que a presenca do alelo C no locus +2255
duplica o risco de doenca vascular. E, apesar de permanecer desconhecida a patofisiologia desta
suscetibilidade, o haplotipo podera vir a ser um marcador genético para o risco destas doengas.
No entanto, o polimorfismo estudado no presente estudo ndo se mostrou associado a um
aumento do numero de eventos cardio e cerebrovasculares, pois apesar da prevaléncia de SCA
ser superior nos homozigoticos AA, esta ndo foi estatisticamente significativa e podera estar
relacionada com a reduzida dimenséo da amostra.

Estes dados refletem o impacto destes polimorfismos na suscetibilidade a eventos cardio
e cerebrovasculares. O gendtipo variante de CYP2C9 tanto aumenta o risco de hemorragia
como de o tromboembolismo, o que podera implicar maior dificuldade no ajuste da dose para
obter o INR pretendido, tornando necessario estudos complementares nesta area.

Por sua vez, a presenca do alelo A no polimorfismo VKORC1 esta relacionado com

uma maior sensibilidade a varfarina mas com um menor risco hemorragico e menor ocorréncia
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de complicacdes isquémicas, o que implica um aprofundamento no conhecimento deste
polimorfismo, nomeadamente outras mutacdes que possam interferir nesta resposta a
terapéutica.

Como limitacGes deste estudo, salienta-se o facto de se tratar de uma amostra pequena,
pertencente a uma base de dados unicéntrica. Além disso, refere-se a uma populacdo de
anticoagulados ha varios anos, maioritariamente idosos, com elevada prevaléncia de
antecedentes patologicos que poderdo, independentemente, interferir com o prognostico. Note-
se ainda que a literatura sobre esta area se encontra muito limitada sendo a maior parte das
evidéncias resultantes de estudos observacionais, ndo se encontrando claramente explicita a
patofisiologia de alguns achados.

S&0 necessarios estudos de maior dimensdo para confirmar os resultados reportados

neste trabalho.

24



Concluséao

Numa populacdo de doentes com fibrilhacdo auricular anticoagulada com varfarina, ndo
foi observada interacdo entre o tipo de genétipo CYP2C9 e VKORCL1 e a incidéncia de
hemorragia major ou de eventos cerebrovasculares e cardiovasculares (AVC isquémico, AVC
hemorragico, SCA e morte).

No entanto, ao relacionar a prevaléncia global de AVC isquémico (antes do inicio da
anticoagulacgéo oral e durante o seguimento clinico) com o tipo de genétipo CYP2C9 verificou-
se que os doentes com gendtipo CYP2C9 ndo 1/1 tinham uma prevaléncia superior deste evento,
tanto na populacdo total de doentes anticoagulados estudados, como no sub-grupo de doentes
com FA.

S&o necessarios estudos de maior dimensdo para confirmar os resultados reportados

neste trabalho.
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