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RESUMO

Reagdes adversa a drogas (ADRs; do inglés Adverse Drug Reactions) sao qualquer efeito
maléfico inesperado ao paciente originados da administragdo de drogas ou medicamentos. Um
dos fatores mais fortemente associados a essas reagdes ¢ a variabilidade de genes HLA. Os
genes HLA sdo responsaveis pela apresentacdo de antigenos, sendo considerados importantes
biomarcadores para o diagndstico, prognostico e preditivo de determinadas doencas, sdo os
mais polimoérficos do genoma humano, possuindo centenas de alelos ja descritos. Estudos
farmacogenéticos recentes, t€m implicado a associagdo entre alelos especificos de HLA e o
aumento do risco a ADR. O HLA-A*31:01 e HLA-B*15:02 sdo exemplos associados a ADRs
em pacientes tratados com a Carbamazepina (CBZ), sendo esta a droga de primeira linha usada
para o tratamento de determinadas doengas neuroldgicas como epilepsia e neuralgia trigeminal.
No presente projeto, foi implementado e validado um método de caracterizacdo molecular de
biomarcador imunogenético com elevado valor diagndstico e preditivo para ADRs, baseado em
analise de tag-SNP, que consiste em usar o polimorfismo em absoluto desequilibrio de ligacao
(DL=1) com o alelo HLA-A*31:01. O SNP rs3869066, mostrou-se em varios estudos em
absoluto desequilibrio de ligagdo com o alelo HLA-A*31:01 podendo ser usado para sua
genotipagem indireta, via PCR-RFLP. O alelo HLA-A*31:01, ¢ de ampla distribuicdo com uma
frequéncia mundial de aproximadamente 4,4%. Esta variante também ¢ comum em varias
populacdes indigenas americanas e no Brasil a frequéncia desse alelo chega em média de 5,6%,
mesmo nao se conhecendo esses nimeros em diversos estados brasileiros, nos quais o Para se
inclui, atuando assim como um bom marcador para ADR. Neste estudo, para determinar a
frequéncia em Belém, ap6s a padronizagdo e validacdo do método, foi genotipado um total de
104 individuos da populagdo de Belém. A andlise demonstrou que dos 104 individuos, 7 (3,3%)
foram positivos para HLA-A*31:01 (todos heterozigotos). Assim, na populacao de Belém, o
SNP 153869066 tem a frequéncia de 3,3%. Como o SNP rs3869066 esta em total desequilibrio
de ligacdo com o alelo HLA-A*31:01, pode inferir-se que o alelo tem uma frequéncia proxima
a do SNP. Dessa forma, ¢ possivel observar que o SNP e o alelo estdo presentes na populacao
de forma semelhante, possibilitando uma tipagem indireta em outras populagdes. Porém,
maiores investigagdes sao necessarios para determinar se a suscetibilidade a ADRs em
pacientes epiléticos que fazem tratamento com a CBZ esta associada a presenga do alelo HLA-
A*31:01. Assim o rastreio do paciente através de sua tipagem HLA, antes do inicio do
tratamento ou logo no inicio, € interessante para novos resultados, além de poder prevenir o
risco de ADRs. Como estes marcadores ainda sao pouco usados no Brasil e o sistema de satde
publica (SUS) nao financia a realizagdo destes testes, espera-se que a metodologia aqui
aplicada, por ser um sistema simples de genotipagem do SNP rs3869066 via PCR-RFLP que
geralmente consome menos tempo, ¢ mais barato (custo médio de R$ 10,00 a RS 15,00 por
amostra), e ndo requer laboratorios especializados, possa ser uma alternativa para a tipagem do
alelo HLA-A*31:01 para prevenir as ADRs causadas pela CBZ. No entanto, devemos ter em
mente que nem a presenca desses SNPs nem a presenca do alelo HLA-A*31:01 pode prever
todos os pacientes com ADRs relacionados a CBZ.

Palavra-chave: Imunogenética, Carbamazepina, HLA-A*31:01, Rea¢des Adversas a Drogas.
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ABSTRACT

Adverse Drug Reactions (ADRs) are any unexpected malevolent effects to the patient from the
administration of drugs or medications. One of the factors most strongly associated with these
reactions is the variability of HLA genes. HLA genes are responsible for the presentation of
antigens, being considered important biomarkers for the diagnosis, prognosis and predictive of
certain diseases, are the most polymorphic of the human genome, possessing hundreds of
described alleles. Recent pharmacogenetic studies have implicated the association between
specific HLA alleles and increased risk for ADR. HLA-A*31:01 and HLA-B*15:02 are
examples associated with ADRs related to Carbamazepine (CBZ), being the first line drug used
for the treatment of certain neurological diseases such as epilepsy and trigeminal neuralgia. In
the present project, a method of molecular characterization of immunogenic biomarker with a
high diagnostic and predictive value for ADRs, based on tag-SNP analysis, was implemented
and validated, which consists in using polymorphism in absolute linkage disequilibrium (DL=1)
with the HLA-A*31:01 allele. The SNP rs3869066, has been shown in several studies in
absolute linkage disequilibrium with the HLA-A*31:01 allele and could be used for its indirect
genotyping, via PCR-RFLP. The HLA-A*31:01 allele is widely distributed with a world
frequency of approximately 4.4%. This variant is also common in several American Indian
populations and in Brazil the frequency of this allele reaches an average of 5.6%, even though
these numbers are not known in several Brazilian states, in which Para is included, thus acting
as a good marker for ADR. In this study, to determine the frequency in Belém, after
standardization and validation of the method, a total of 104 individuals from the Belém
population were genotyped. The analysis showed that of the 104 individuals only 7 (3.3%) were
HLA-A*31:01 positive (all heterozygous). Thus, in the population of Belém, the SNP
rs3869066 has a frequency of 3.3%. As the rs3869066 SNP is in total linkage imbalance with
the HLA-A*31:01 allele, it can be inferred that the allele has a frequency close to that of the
SNP. Thus, it is possible to observe that the SNP and allele are present in the population in a
similar way, allowing an indirect typing in other populations. However, further investigations
are needed to determine whether susceptibility to ADRs in epileptic patients receiving CBZ
treatment is associated with the presence of the HLA-A*31:01 allele. Thus, screening the
patient through their HLA typing prior to initiation of treatment or early on is interesting for
new results, in addition to being able to prevent the risk of ADRs. As these markers are still
little used in Brazil and the public health system (SUS) does not finance the accomplishment
of these tests, it 1s expected that the methodology applied here, being a simple genotyping
system of the SNP rs3869066 via PCR-RFLP that generally consumes less time, is cheaper
(average cost of R $ 10.00 to R $ 15.00 per sample), and does not require specialized
laboratories, may be an alternative for typing the HLA-A*31:01 allele to prevent the ADRs
caused by CBZ. However, it should be borne in mind that neither the presence of these SNPs
nor the presence of the HLA-A*31:01 allele can predict all patients with CBZ-related ADRs.

Keywords: Immunogenetics, Carbamazepine, HLA-A*31:01, Adverse Drug Reactions.
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1. INTRODUCAO

11 GENES HLA E IMUNOGENETICA

O Complexo Principal de Histocompatibilidade Humano, MHC (Major
Histocompatibility Complex), ¢ composto por um conjunto de genes altamente polimorficos e
intimamente relacionados, presentes em todos os vertebrados. No homem, por terem sido
detectados inicialmente nos leucocitos, o MHC foi designado como antigeno leucocitario
humano (HLA; do inglés Human Leukocyte Antigens) (Gruen, Weissman, 1997; Magalhaes et
al., 2004; Trowsdale, 1995).

Os genes HLA, podem ser considerados importantes biomarcadores para o diagnostico
de determinadas doencas e valiosos fatores prognostico e preditivo. Ocupam um papel de
destaque e sdo um dos maiores grupos de genes estudados em imunogenética, que por sua vez,
baseia-se no estudo de genes considerados imunorrelevantes, ou seja, genes que influenciam no
equilibrio satde e doenga de individuos e populacdes (Site: Nature, acesso: 2016; Chaplin,
2010; Dausset, 1958; Prugnolle ef al., 2005).

Estudos farmacogenéticos recentes, embora ndo completamente elucidados, t€m
implicado a associagdo entre alelos especificos de HLA e o aumento do risco a rea¢des adversas
a drogas (ADRs), podendo resultar no insucesso de tratamentos e muitas vezes levando a uma
significativa morbidade e ocasionalmente mortalidade. O HLA-A*31:01 e HLA-B*15:02 sao
exemplos associados a ADRs, em pacientes epiléticos que fazem tratamento com a
Carbamazepina ¢ o HLA-B*58:01 diretamente ligado a reacdes graves em pacientes que
utilizam Alopurinol no tratamento de Artrite Gotosa (Amstutz et al., 2014).

As variagdes nas sequéncias das moléculas do MHC, muitas vezes estdo ligadas a
suscetibilidade a determinadas doengas como: doengas inflamatorias, por exemplo a espondilite
anquilosante, associada ao HLA-B27; erros inatos do metabolismo, como a deficiéncia de 21-
hidroxilase e doencas de origem auto-imune como a Diabetes Mellitus, esclerose multipla,
lupus eritematoso sistémico, miastenia gravis e artrite reumatoide (Magalhaes ef al., 2004).

Essa suscetibilidade a doencas baseadas no MHC tem influenciado cada vez mais as
analises imunogenéticas e na pratica clinica, pois este ainda possui diversos genes que
contribuem para muitas outras doencas, tanto de carater hereditario, como na suscetibilidade a
doencas que sdo resultados de ADRs em que o mecanismo ainda ¢ incerto (Amstutz et al.,

2014).
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1.2 O COMPLEXO DE HISTOCOMPATIBILIDADE PRINCIPAL

O sistema MHC foi identificado pelos cientistas, através de pesquisas sobre rejeicao
de tecidos transplantados entre camundongos, com a introdugdo de técnicas de prevencao a
rejei¢do de tecidos e 6rgaos, mostrando assim que a principal responsavel pela rapida rejeigao
de tecidos transplantados, ¢ uma TUnica regido genética chamada de locus de
histocompatibilidade principal (histo, de tecido) (Abbas & Lichtman, 2005; Snell, 1948;
Trowsdale et al., 2013).

A primeira descricdo de uma molécula HLA, foi feita na década de 50 por Jean
Dausset, um médico hematologista francés, que identificou o aloantigeno HLA-A2, que foi o
primeiro antigeno de transplantagdo descrito. Nos anos de 1960 a 1970, foi descoberto a
importancia fundamental dos genes do MHC para todas respostas imunes, sendo responsaveis
pela apresentagdo de antigenos, também foi descoberto posteriormente, que alelos particulares
de MHC herdados estavam associados a muitas doencas autoimunes (Fernandes et al., 2003;
Oliveira, 2014). Em 1974, Lamm et al., a partir de estudos familiares e analises com células
somaticas hibridas, localizaram o sistema HLA no cromossomo 6 (Lamm et al., 1974; Mayr,
1973). No mesmo ano, Rolf Zinkernagel e Peter Doherty, demonstraram que as moléculas HLA
estavam envolvidas diretamente no reconhecimento de antigenos pelos linfocitos T
(Zinkernagen et al., 1974). Os HLA-A e B foram os primeiros HLA descobertos, e logo em
seguida o locus HLA-C (Kissmeyer-Nielsen et al., 1968). Nas décadas de 70 e 80, foram entdo
introduzidos os termos de Classe I para descrever os antigenos HLA-A, -B e -C e Classe II para
descrever os antigenos HLA -DR, DQ e DP (Klein, 1977; Thorsby, 2009).

Na regiao do MHC, em humanos, estao localizados os genes HLA, no brago curto do
cromossomo 6 (6p21.3). Contendo mais de 200 genes (loci), dos quais 40% estdo envolvidos
com o sistema imune, o que corresponde a 0,13% do genoma humano (Magalhaes et al., 2004;
Shiina et al., 2009). Esses genes estdo dispostos em trés regides ou classes gendmicas, sendo
dividido de acordo com sua estrutura e funcao dos produtos génicos, como: classe I, II e III
(Goldberg, Rizzo, 2015; Shiina et al., 2009). Apenas os genes de classe I e II estdo envolvidos
na apresentacdo de antigenos para os Linfocitos T (LT), ambas sdo expressas como
heterotrimeros, ou seja, em que duas cadeias sao as moléculas do MHC e a terceira € o peptideo

associado (Shiina et al., 2004, Shiina et al., 2009; Williams, 2001) (Figura 1).
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Figura 1: Regido HLA, banda 6p21.3. Os genes ¢ pseudogenes representados de acordo com a cor do seu grupo
alélico. Fonte: Expert Reviews in Molecular Medicine© Cambridge University Press (Modificado), 2017.

1.21 Funcdes Biologicas

Suas funcdes biologicas foram inicialmente envolvidas unicamente com a
compatibilidade tecidual relacionada a transplantes de orgdos e rejeicdo de tecidos
transplantados, sendo chamado de “antigeno de transplantacao”. Mais tarde, foi descoberto e
demonstrado sua co-relagdo com mais de 40 doengas humanas (Gorodezky et al., 2006).

As moléculas HLA tem como fungao basica promover o reconhecimento de peptideos
pelos linfocitos T CD8+ e T CD4+. Esse reconhecimento ocorre através do processamento dos
antigenos que consiste basicamente na degradacao de proteinas em peptideos, que se ligam as
moléculas do MHC, formando complexos peptideo-MHC na superficie das células para o
reconhecimento potencial pelas células T. Isso acontece tanto nas moléculas de classe I como
na de classe II, através de 2 vias pelas quais o antigeno pode ser processado e assim se ligar a
molécula do MHC: MHC de classe I para antigenos endogenos (via citosélica) e MHC de classe
IT para proteinas exogenas (via endolitica) (Magalhaes et al., 2004; Marsh et al., 2000).

Sao moléculas de importancia fundamental para inimeras funcgdes imunoldgicas,
incluindo a sele¢do clonal das células T, inducdo de tolerancia, imunidade mediada por células
T, producdo de anticorpos, respostas inflamatorias, produtos celulares como as citocinas e
anticorpos, além de diversos outros fatores ligados ao sistema imune e seu funcionamento.
Consequentemente, em funcdo da sua enorme complexidade, sua influéncia na suscetibilidade

ou resisténcia a diversas doencas autoimunes, o importante papel das moléculas do MHC
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desperta grande interesse médico, pois além de estar diretamente envolvido com a rejeigao de
orgdos e tecidos, também influencia na suscetibilidade a patdégenos, assim como na
variabilidade individual e na suscetibilidade a doengas infecciosas ¢ autoimunes (Trowsdale et

al., 2013).

1.2.2  Organizacao Genética e Estrutura Molecular

O MHC ¢ dividido de acordo com a estrutura e a fungao dos produtos génicos em trés
regides, como: classe I, classe II e classe III (Shiina et al., 2004). As regides de classe I e 11
codificam dois grupos de proteinas bem distintas estruturalmente.

A regido mais distante corresponde ao MHC de classe I, situa-se na direcdo mais
telomérica em 6p, ocupa aproximadamente 1,8 Mb e contém 128 loci, dos quais 19 sdo loci
HLA. Abriga, entre outros, os genes que codificam a sintese das cadeias pesadas o das
moléculas de classe I considerados HLA classicos HLA-A, B e C (Shiina ef al., 2009; Shiina et
al., 2004; Williams, 2001). Esses genes sdo caracterizados pelo grau de polimorfismos
extraordinario, com 2.735 alelos nos 16cus em HLA-A, 3.455 alelos em HLA-B e 2.259 alelos
em HLA-C. Existem também outros loci que s3o classificados como HLA de classe I nao
classicos, que sdo menos variaveis, e codificam os genes HLA-E, -F, -G, HFE, e MICA e MICB
(Goldberg, Rizzo, 2015). Todas as células nucleadas expressam moléculas de classe I em sua
superficie celular, e cada individuo pode apresentar de trés a seis diferentes tipos dessas
moléculas na superficie de suas células (Germain, 1994).

Cadeias polipeptidicas formam as moléculas HLA de classe I: uma cadeia o pesada
ancorada a membrana da célula, codificada pelo MHC, e uma cadeia f2-microglobulina (f2m),
codificada no cromossomo 15. A molécula HLA de classe I ¢ dividida em um total de quatro
dominios: dois extracelulares, sendo um dominio aminoterminal de ligacdo com peptideos, e
outro semelhante a imunoglobulina, mais um dominio transmembranico, ¢ um dominio
citoplasmatico. A cadeia a ¢ dividida em al, 02 e a3. O sitio de ligacdo com peptideos encontra-

se entre as cadeias al e a2 (Marsh et al., 2000; Shiina et al., 2009) (figura 2).
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Figura 2: Desenho esquematico de uma molécula HLA de classe I ¢ II. Fonte: http://periobasics.com/major-
histocompatibility-complex.html. (Modificado), 2017.

Os genes do MHC de classe II, situa-se mais centromericamente. Sao
predominantemente expressos em células apresentadoras de antigenos (APCs). Cada individuo
pode apresentar cerca de 10 a 20 diferentes moléculas de classe II na superficie de suas APCs
(Germain, 1994). As cadeias o e B sdo semelhantes entre si, e formam os heterodimeros
funcionais das moléculas de classe II classicas HLA-DR, HLA-DQ, e HLA-DP, ¢ nao classicas
HLA-DM e HLA-DO (Marsh et al., 2000; Trowsdale et al., 2001). A cadeia o é um pouco maior
do que a B, as partes extracelulares das cadeias a e B s@o subdivididas em dois segmentos
denominados al e a2 ou B1 e B2. A regido de ligacdo dos peptideos na molécula HLA classe 11
¢ formada pela interagdo das duas cadeias, mais especificamente entre os segmentos al e 1
(Horton et al., 2004) (figura 2).

Localizada entre os as regides de classe I e II, uma terceira regido genomica carrega
numerosos genes nao relacionados ao MHC, porém alguns com importantes fungdes
imunologicas, cujos os produtos estdo envolvidos nas respostas inflamatorias tais como: as
proteinas do sistema complemento (C2, C4A e CBF), os genes de fatores de necrose tumoral
(TNF-a e TNF-B, LTA e LTB), e genes que codificam chaperonas, proteinas do choque térmico
(Carroll et al., 1987; Sargent et al., 1989).



19

1.2.3 Polimorfismo Genético

Além da alta densidade e o agrupamento de genes com fungdes relacionadas ao sistema
imune, uma das principais caracteristicas do sistema HLA que surgiu a partir dos estudos dos
genes do MHC humano ¢ a extrema variag¢@o entre os individuos, chamada de polimorfismo.
Os genes HLA sao os mais polimoérficos do genoma humano, possuindo centenas de alelos ja
descritos (Horton et al., 2004; Robinson ef al.,, 2013). E o conjunto de genes, dentre todos os
loci do genoma humano, com maior variabilidade genética (Horton et al., 2004; Shiina et al.,
2004).

As sequencias de alelos dos genes polimorficos de classe I e I quando comparadas,
mostra que as substituicdes de nucleotideos ocorrem na regido dos éxons que codificam a fenda
de ligacdo ao peptideo e o sitio de interagdo com o receptor de célula T. Essas substituigcdes
estdo concentradas de forma seletiva, ou seja, nos locais em que alteragdes de nucleotideos
promovem mudangas dos aminoacidos que estdo em contato direto com o peptideo ou com o
receptor de célula T (Parham, 1999). Essas diferencas de aminoacidos nas sequencias de
produtos de diferentes alelos de um gene ndo alteram a estrutura basica da molécula de classe |
ou classe II. O polimorfismo concentra-se na parte superior da molécula, tanto nas moléculas
da classe I quanto da classe II, nos residuos de aminoacido do assoalho e/ou nas proximidades
das a-hélices no sitio de ligacdo ao peptideo, o que determina sua afinidade e especificidade de
ligacdo. Aminoacidos conservados no sitio de ligagao ao peptideo permitem a formagao de uma
rede de pontes de hidrogénio com a cadeia principal do peptideo, o que proporciona a maior
parte da afinidade de ligagdo, permitindo assim, que as moléculas HLA apresentem um amplo
espectro de peptideo, para uma vigilancia mais eficaz dos patdgenos, porém essa diversidade ¢
limitada (Magalhaes et al., 2004; Parham, 1999).

Essas caracteristicas podem indicar, embora nunca definitivamente comprovado, que
o polimorfismo ¢ resultado de um processo de selecdo natural, como uma consequéncia da
resposta evoluciondria dos vertebrados a invasdo de microrganismos, assegurando assim a
continuidade da espécie mesmo na presenca de infecgdes emergentes. E provavel que as
pressoes exercidas por grandes epidemias de doengas infecciosas tenham selecionado novos
alelos HLA, assim, somente alguns individuos de uma espécie sobrevivem pelo efeito protetor
do polimorfismo genético do MHC garantindo a perpetuagdo da espécie (Magalhaes et al.,
2004; Parham, 1999). Nos loci HLA o tipo mais comum de variacdo ¢ o polimorfismo de base
unica (SNP) (Horton et al., 2004). Sdo mecanismos de diversidade genética nos loci HLA,

numero variavel de copias e polimorfismos do tipo insercdo ou delecao, e conversdao génica
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(Chen et al., 2009; Mccarroll et al., 2006; Perry et al., 2008; Simon-sanchez et al., 2006;
Stewart et al., 2004; Street et al., 2011; Trowsdale et al., 2013).

Foram publicados em um banco de dados especifico para sequéncias HLA,
Immunogenetics HLA Sequence Database (IMGT/HLA) versao 3.28.0 desde 1987 até margo
de 2017 (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/) um total 16,933 sequéncias de alelos HLA. Essa
variabilidade, devido a descoberta de novos alelos, tem aumentado continuamente, podendo
resultar na codifica¢do de proteinas que diferem umas das outras em um ou mais aminoacidos
(Pereira et al., 2009). Entre os loci HLA Classe I, o HLA-B ¢ o mais polimoérfico com mais de
4.179 alelos descritos (Horton et al., 2004; Pereira et al.,, 2009). Na figura 3 encontramos o
numero de alelos nomeado por ano a partir de 1987 a marco de 2017, representando o nimero

crescente de alelos descritos durante os anos.
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Figura 3: Grafico mostrando o niimero de alelos nomeado por ano a partir de 1987 a margo de 2017. Colunas em
vermelho:  alelos HLA classe I, «coluna em  preto: alelos HLA classe II. Fonte:
http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/intro.html (IMGT/HLA, 2017) (Modificado) 2017.

1.3 NOMENCLATURA DOS ALELOS HLA

A normatizacdo da nomenclatura dos alelos HLA ¢ determinada pelo Comité
Internacional que se retine periodicamente para denominar genes descobertos recentemente, €

até mesmo mudar a estrutura de uma determinada nomenclatura (Donadi, 2000).
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Em 1968, devido a elevada diversidade genética dos genes, e para normatizacao da
denominacdo dos alelos de histocompatibilidade, o Comité Internacional decidiu organizar a
nomenclatura do sistema HLA, aumentando o nimero de digitos e definindo a cadeia onde o
polimorfismo ¢ mais acentuado (WHO Nomenclature-Committee, 1968). As cadeias que
formam os heterodimeros das moléculas de histocompatibilidade sao designadas pelas letras
gregas o ou 3, ao passo que os genes que codificam essas cadeias sdo designados pelas letras A
ou B. Uma vez que os loci de classe I apresentam polimorfismo apenas na cadeia o (gene A), o
Comité decidiu manter as designagdes HLA-A, HLA-B e HLA-Cw. No entanto, com a
finalidade de abranger todo polimorfismo identificado, e ainda, aquele a ser definido no futuro,
aumentou o numero de digitos para 4, sendo que o nome de cada alelo HLA tem um nimero
unico correspondente até quatro conjuntos de digitos separados por dois pontos. Os 2 digitos
iniciais, colocados logo apods a designacdo do locus, referem-se as tipificagdes definidas
previamente por sorologia, e os 2 digitos seguintes referem-se as denominagdes dos alelos
especificos. Assim, o grupo de alelos que codifica o antigeno HLA-A1 passou a ser denominado
genericamente de HLA-A*01, contendo os alelos HLA-A*01:01, *01:02 e *01:03. O grupo de
alelos que codifica o antigeno HLA-B27 passou a ser chamado HLA-B*27, englobando os
alelos HLA-B*27:01 até B*27:23, identificando pelo menos 23 variantes da molécula B27, e
assim por diante (Bodmer ef al., 1991; Marsh et al., 2010).

Os alelos de classe II apresentam polimorfismo tanto nas cadeias o e 3, dessa forma
foram acrescentadas as letras A e B na denominagdo do alelo. Da mesma forma que, para os
alelos de classe I, os 2 digitos iniciais indicam as especificidades prévias definidas pela
sorologia, ao passo que as 2 ultimas identificam o alelo. Assim, o gene que codifica a molécula
HLA-DRI passou a ser denominado genericamente de HLA-DRB1*01, abrangendo os alelos
DRB1* 01:01 *01:02 e *01:03, sendo a letra B representativa da cadeia B, altamente
polimérfica nos genes HLADR (Bodmer ef al., 1991; Marsh et al, 2010). Em 1990, foi
adicionado um quinto digito para distinguir as sequéncias que diferem apenas por substitui¢des
nucleotidicas sindbnimas (mutagdes silenciosas) (Bodmer ef al., 1991).

Um comité internacional se retne periodicamente para uniformizar a nomenclatura
HLA onde o banco de dados IMGT/HLA (http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla) é frequentemente
atualizada. Contém uma compila¢do das sequéncias HLA humanas e ferramentas para a
exploracdo desses dados, como o Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Foi submetida
a atualizacdo nos ultimos anos para acomodar o grande nimero de novos alelos. Resumindo,
cada locus tem a sua propria nomeagao seguida por um asterisco (como HLA-A* e HLA-C¥*),

estes sdo sucedidos por nomeacdo dos alelos, que sdo nimeros Unicos que formam a
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composi¢ao de um conjunto de até quatro digitos separados por dois pontos (figura 4). A
nomenclatura atual, também inclui um sufixo que pode ser adicionado ao nome do alelo para
indicar estado de expressdao, como sufixo (N) para proteinas nulas, (L) para os expressos em
niveis baixos, (S) para aquelas que sao secretadas, (C) para um produto expresso apenas no
citoplasma, (A) de aberrante quando ha alguma divida se qualquer proteina ¢ expressa, ou (Q)
de questionavel para as mutagdes no alelo conhecidas que afetam os niveis normais de

expressao (IMGT).

'Hifen usado para separar o Sufixo usado para denotar
‘nome do gene do prefixo HLA mudangas na expressio
; S ~_ Separadores de
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'sindnimas no DNA dentro da regiao codificadora

Figura 4: Nomenclatura oficial, designada aos genes do complexo MHC. Fonte:
http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html (Modificado), 2016.

14 MARCADORES HLA COMO FATORES DE RISCO E PROGNOSTICO

1.41  Reacdes Adversas a Drogas

Os medicamentos sao uma ferramenta terapéutica importante, ajudam na melhoria da
qualidade e expectativa de vida do ser humano. Porém, para que a farmacoterapia seja eficaz e
produza os resultados esperados, ¢ indispensavel que os medicamentos tenham qualidade,
seguranga, eficdcia, e que sejam prescritos e utilizados de forma adequada (Marin et al., 2003).
Nas ultimas décadas, alguns estudos t€ém mostrado que a morbidade e a mortalidade relacionado
ao uso de medicamentos constituem um importante problema de satde (OMS, 2004). E

importante considerar que a ocorréncia de reacdes adversas constitui-se em fator intrinseco ao
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proprio uso do medicamento (Marin et al., 2003).

Assim, qualquer efeito nao relacionado com o objetivo do tratamento de um produto
farmacéutico, sendo estas rea¢Oes indesejaveis, porém previstas, mesmo que a droga seja usada
em doses farmacologicamente corretas ¢ denominado efeito colateral. Um exemplo de efeito
colateral, sdo os anti-histaminicos que sdo capazes de causar sonoléncia, epigastralgia com
aspirina, taquicardia com drogas adrenérgicas, etc (Motta, Giavina-Bianchi, 2005; OMS, 2004).

Por outro lado, as reacdes adversas a drogas (ADR; do inglés Adverse Drug Reactions)
sdo efeitos maléficos ao paciente originados da administragdo de drogas ou medicamentos. E
qualquer resultado menos provavel e prejudicial que pode ocorrer apds a administragdo do
medicamento em doses recomendadas, para fins terapéuticos. Porém, mesmo quando usado de
acordo com os métodos tradicionais e dentro das recomendacdes de administragdo, qualquer
medicamento pode resultar em ADR (Ghirlinzoni et al., 2012; Motta, Giavina-Bianchi, 2005;
Pirmohamed et al., 1998). No Brasil, essas reagdes sao denominadas como RAMs (reagao
adversa a0 medicamento). Para prevenir ou reduzir esses efeitos nocivos manifestados pelo
paciente ¢ melhorar as agdes de saude publica, ¢ fundamental dispor de um sistema de
farmacovigilancia conforme define a OMS (Organizacdo Mundial de Satde) (ANVISA, 2001;
OMS, 2004).

As ADRs ou RAMs, foram separadas em: reagdes do tipo A, que fazem parte do efeito
da droga e sao consideradas dose-dependentes, podem entdo ser prevenidos em sua maioria; €
reacdes do tipo B, sdo raras sendo observadas na minoria dos pacientes (Ghirlinzoni et al., 2012;
Pirmohamed et al., 1998). A origem das ADR tipo B ndo é completamente compreendida e
incluem reagdes de base imune, podem ser sérias e levar a morte (McCormack et al., 2011;
Zhang et al., 2012).

Com a inclusdo de novos tipos de ADRs, atualmente sdo considerados os tipo A, B, C,
D, E, F. Ainda assim, nem sempre € possivel classificar uma ADR nessas categorias, uma vez
que o mecanismo que leva a sua ocorréncia pode nao ser conhecido (Edward, Aronson, 2000).

O quadro seguinte apresenta essa classificagao:
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Quadro 1: Classificagdo de reagdes adversas a medicamentos.

Tpo de reacao Mrenndiniaco Caracierisiiras Exenploz
+ Comumu + Efeitoz toxdros: mdoxicacin
+ Relaciomada a v digitalica; simdTo N
A-BRelaconado a efetho serotoninérgica com ISR 5
dosze Avumendo farmacoligico da  * Efeilos  colaterais: efeitos
droga anticolnérgicos de
+ Esperada antidepressurosz tricicheos
Baixa
mwrtalidade
+ Inconmum + Reacoes e b gicas
B- Nao relacionado + Nio relacionada a hipersencihilidade a
a dose i efetin pendcibina
Bizarro farmacologico da  * Eeacoes i esine ratic axs:
droga porfiria apuwda, hipertermia
+ Inesperada maligna, psewdoalergia {ex:
+ Ahs nworitalidade ragh emi ueo de anpirilina)
C- Relacionado 4 * Tnw omiuma = Suprecsio do pinan
doze & ao tenmpo de Crinico = Relarionada a0 hipotalimicro-hipofizario-
WE efeito  cummulatino adrenal por corbcosterdides
do farmaco
* Inwr o + Teratogpénese (e
I Relacionada ao * Morna nwente adenocarcinona  associado
tenapo de uso Airaze (do relacionada a doze ao distiletibh esirol)

inkés, delayed)  » Apavere algum = Carcinngénese
m“ @63 O S0 L D.ﬂ:il'ﬁ.ﬂ. mlﬂ.'.ﬂ.
do nedicanendo

+ Tnw omiuma * Smddvore de ahsbméncia @
E- Abstménria Fimdo uwso {de  + Ocorre bgo apis a opELCeDs

inglés, end of FUspenEi0 do  * Isguemia miaocardica
wse ) med i aneTdo (swpenzac de - hloguwsador)
F- Falha inesperada + Conommn * Dozagemn nadeguada de
da terapia * Relacionado 4 dose  anticoncepcional oral
Falha + Frequentements partcularmende guando
ca]mﬂ_u porT 'I.Iﬁ]iladﬂﬂ i]ﬂl[tﬂm

inderacao doz enFmaticos

mediranentos

Fonte: Edward, Aronson, 2000. (Modificado), 2017.

Quanto a frequéncia das reagdes, sdo consideradas as categorias seguintes:

Quadro 2: Classificag@o de reagdes adversas quanto a frequéncia.

Muito comum®* >1/10 >10%
[ o,

i () >1/100 e <1/10 >1% e <10%

. >1/1.000 e <1/100 >0.1%e<1%
Incomum (infrequente)
R >1/10.000 e <1/1000 >0.01% e < 0.1%

ara

Muito rara <1/1000 <0.01%

Fonte: Uppsala Monitoring Centre, 1991; Meyboom, Egberts; 1999.

Sao exemplos de ADRs consideradas como raras, porém importantes, a Necrose
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Epidérmica Toxica (TEN) e Sindrome de Stevens-Johnson (SSJ), que sdo de alta mortalidade
de 1-5% em SSJ e de 20-30% para TEN. Estas sdo caracterizadas por destrui¢ao da epiderme e
epitélio da mucosa e muitas vezes podem atingir os 6rgaos, (Aihara, 2011; Schneck et al., 2008).
Muitas drogas podem estar envolvidas na indugdo de SSJ e TEN como o Alopurinol,
Anticonvulsivantes, anti-inflamatorios ndo esteroides e sulfonamida aromatica entre outras
(Bastuji-Garins et al.,1993; Roujeau JC, 1997; Rzany et al., 1996; Schneck et al., 2008). Outras
ADRs sd0 a Sindrome de Hipersensibilidade Induzida por Drogas (DIHS) e a erupcdo cutanea
medicamentosa com eosinofilia e sintomas sistémicos (DRESS). Em geral estas ocorrem 2
semanas ou mais ap6s a administragdo da droga, e causam sintomas como febre, envolvimento
de 6rgdos internos, alteragdes hematologicas, linfadenopatias, assim como reativagao do herpes
virus humano (HHV) e menos frequente citomegalovirus (Kano et al., 2006; Shiohara et al.,
2006; Tohyama et al., 2007). Sao exemplos de drogas associadas com DIHS e DRESS as
aminas aromaticas como a carbamazepina, fenitoina e fenobarbital, sendo estas as mais comuns

(Aihara, 2011).

Quadro 3: Exemplo de ADRs, seus sintomas e principais drogas relacionadas.

Exemplo de
ADRs TEN e SS] DIHS e DRESS

= destruicdoc da epider- = febre

me = ennv. de drgdos intermnos
. = epitélio da mucosa; = alter. hematologicas
Sintomas P . .
* podem atingir drgios = linfadenopatias
= reativagio do herpes
virus humane (HHWV)
* menos citomegalovirus
= Alopurinol = aminas aroméaticas
= Anticonvulsivantes como: carbamazepina,
D = anti-inflamatorios nao fenitoina e fenobarbital,
rogas esteroides sendo estas as mais

« sulfonamida aromatica COIMuUns
entre outras

Fonte: Bastuji-Garins et al.,1993; Roujeau JC, 1997; Rzany et al., 1996; Schneck et al., 2008; Aihara, 2011;
Shiohara et al., 2006; Tohyama et al., 2007; Kano et al., 2006.

Nos ultimos anos as ADRs tem sido associadas ndo sé a fatores imunoldgicos, mas
também genéticos, e um dos fatores mais fortemente associado a elas ¢ a variabilidade de
genes HLA (Chung et al., 2008). No Allele Frequencies Net Database (AFND) foram
identificados 49 alelos HLA associados com ADR relacionados a 22 drogas, destes 20 alelos
foram encontrados associados a apenas 3 drogas anticonvulsivantes usadas no tratamento da

epilepsia (Carbamazepina, Lamotrigina e Phenitoina) (Gonzéalez-Galarza et al., 2014).
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142 Carbamazepina e risco genético de hipersensibilidade

Carbamazepina (CBZ) pertence & classe de antiepilépticos aromaticos. E a droga de
primeira linha usada para o tratamento de determinadas doengas neuroldgicas como epilepsia e
neuralgia trigeminal, em alguns paises também para o tratamento de perturbagdes bipolares.
Atua bloqueando os canais de sodio voltagem-dependentes em neurdnios, liga-se a
conformagdo inativa destes canais, abrandando a sua reativa¢do. Dessa forma, com esse
mecanismo, a CBZ reduz a frequéncia de disparo repetitivo dos potenciais de a¢ao, impedindo
a atividade anormal dos neurdnios no cérebro (Amstutz et al., 2014).

As reagoes de hipersensibilidade induzida por CBZ sao reagdes adversas que ocorrem
independente da dose administrada e envolvem habitualmente a pele, atingindo de 5-10% dos
pacientes tratados com a CBZ ¢ a maioria consistem em reagdes moderadas, como exantema
maculopapular (MPE) e eritema multiforme (EM) que requerem a interrup¢ao do tratamento
com a droga (Mccormack et al., 2011; Pirmohamed ef al., 2004). No entanto, podem ocorrer,
mesmo que raramente, as formas graves de ADR e com risco de vida, como SSJ, TEN, DIHS e
pustulose generalizada aguda exantematica (PEGA) (Amstutz et al., 2014; Pirmohamed et al.,
2004). Apesar de raro, aproximadamente de 1-10 para cada 10 mil doentes tratados com a CBZ,
desenvolvem esses tipos de reacdes que podem ser fatais com uma mortalidade variando de
10% para SSJ e DIHS e de até 50% para as TEN (Amstutz et al., 2014; Knowles, Shear, 2009;
Mockenhaupt, 2011). Todas reacdes de hipersensibilidade induzidas por CBZ sdo geralmente
retardado, ocorrendo vérios dias apos a primeira dose da droga administrada, por exemplo, a
SSJ e TEN os sintomas se manifestam em geral apds 1-3 semanas e HSS de 4-8 semanas. Essas
reacoes também podem ter inicio em tempo mais curto em casos quando ja ocorreu uma

exposicao anterior a droga, onde ha uma sensibilizacao (Amstutz et al., 2014).

143 HLA-A*31:01 x Carbamazepina

Como visto anteriormente, cada individuo tem na superficie de suas células uma
combinagdo unica de moléculas diferentes do MHC, como uma “impressao digital”
possibilitando que o sistema imune reconheca as células que sao do corpo como “proprio” e as
diferencie do ndo-préprio (Aihara, 2011; Chung et al, 2010; Locharernkul ef al, 2008;
Mccormack et al., 2011). O gene HLA-A, tem 3492 alelos descritos atualmente, dos quais 2480
formam proteinas distintas (http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html). Destes alelos,

estudos sugerem que dois, 0 HLA-A*31:01, relatado pela primeira vez em 2006 e o HLA-
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B*15:02 em 2004, sdo de grande importancia para o progndstico e preditivos em ADR a anti-
epiléticos como a CBZ. Apesar de ainda terem o mecanismo pouco esclarecido, se supde que
haja uma interagdo entre estes alelos HLA com uma molécula de CBZ de uma forma que eles
sao reconhecidos pelas células T como "ndo-préprio"”, o que desencadeia uma reagao imune
(Amstutz et al., 2014).

O alelo HLA-B*15:02 esta ausente no Brasil ou observado esporadicamente, sendo
prevalentes em individuos do sudeste asiatico e restrito a populagdes asiaticas e da Oceania. O
alelo HLA-A*31:01, por sua vez, ¢ de ampla distribuicdo com uma frequéncia de >3% em
diversas populagdes, indicando uma significancia a nivel mundial desta variante de risco. Em
particular, esta variante ¢ comum em varias populagdes indigenas americanas atuando como

um bom marcador prognostico/preditivo para ADR (Amstutz et al., 2014) (figura 5).
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Figura 5: Distribuigdo da  frequéncia  do  hapldtipo  A*31:01 no  Brasil.  Fonte:
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=A*31:01. (Modificado), 2017.

As frequéncias tracadas no mapa correspondem a incidéncia do haplétipo A*31:01 em
populagdes onde os dados demograficos estao disponiveis. No Brasil a Frequéncia desse alelo
¢ em média de =6% na populagdo, porém, ndo se conhece esses numeros em diversos estados
brasileiros, nos quais o Par4 se inclui (AFND, 2017).

Embora a associacdo do HLA-A*31:01 com ADR induzida por CBZ seja limitada e

tenham uma menor magnitude, devido ao menor numero de estudos disponiveis quando
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comparado com HLA-B*15:02, estudos tém demonstrado resultados consistentes em diversas
etnias (Amstutz et al., 2014).

Ja a associagdo do HLA-A*31:01 com SSJ e TEN induzida por CBZ apesar de incerta,
dois estudos relataram uma alta frequéncia desse alelo em pacientes com SSJ/TEN, 5 de 6
pacientes japoneses ¢ 5 entre 12 pacientes europeus (Ozeki et al., 2011; McCormack et al.,
2011). Isso torna a associagao entre HLA-A*31:01 com SSJ/TEN induzida por CBZ mais forte.
Uma tendéncia significativa semelhante foi observado em um estudo coreano, em que 3 dos 7
pacientes com SSJ/TEN-CBZ eram portadores do HLA-A*31:01 (Kim et al., 2011). No
entanto, outro estudo em japoneses mostrou apenas 1 portador de HLA-A*31:01 entre 5
pacientes com SSJ/TEN-CBZ (Ikeda et al., 2010). Devido a raridade destas reagdes e escassez
de estudos, existem dados limitados sobre a frequéncia de CBZ-SSJ/TEN e HSS e também para
CBZ-MPE, onde existe alguma incerteza sobre a sensibilidade do teste genético para a HLA-
A*31:01, com estimativas que variam de 26% a 61% (Mallal ez al., 2008).

Como praticamente todos os pacientes epiléticos iniciam tratamento com a
Carbamazepina, estamos falando, de uma frequéncia de aproximadamente 50 000 000 pessoas
no mundo, em que 40 000 000 dos casos ocorreriam em paises em desenvolvimento. Na
maioria dos estudos a incidéncia anual ficam entre 40-70 para cada 100 mil habitantes. No
Brasil os estudos mostram que as estimativas nacionais estdo proximas as internacionais, entre
0,5% a 2%. Dessa forma espera-se que por ano ocorra de 12,2 mil a 19 mil novos casos de
epilepsia no Para, dos quais uma boa parte sera tratada com a carbamazepina, o que constitui
uma consideravel demanda para um biomarcador de ADR (Neto, Marchetti 2005). Assim o
rastreio do paciente através de sua tipagem HLA, antes do inicio do tratamento ou logo no
inicio, pode reduzir bastante o risco de ADRs. No Reino Unido estatisticas mostram que 7-12%
das entradas em hospital sao decorrentes de ADR e 5% dos 6bitos hospitalares. No Brasil o uso
desses marcadores ainda esta iniciando e esta estatistica ¢ desconhecida (Pirmohamed et al.,
2004; Sarker et al., 2015).

Essa monitorizagdo ¢ feita pela farmacovigilancia, que por sua vez ¢ responsavel por
identificar, avaliar e monitorar a ocorréncia desses eventos adversos relacionados ao uso dos
medicamentos comercializados no mercado brasileiro, com o objetivo de garantir que os
beneficios relacionados ao uso desses produtos, sejam maiores que os riscos por eles causados
(OMS, 2000). Assim, apesar de evidéncias para uma associacdo de HLA-A*31:01 com
SSJ/TEN-CBZ ainda ser classificado como baixo, devido a resultados em que ha um pequeno
nimero de casos em estudos individuais, isso torna provavel que as conclusdes extraidas de

evidéncias atuais, baseadas em pesquisas futuras podem mudar (Amstutz et al., 2014).
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144  Farmacovigilancia

A Organizacdo Mundial da Satde define farmacovigilancia como o conjunto de
atividades relativas a deteccdo, avaliacdo, compreensdo e prevengdo de efeitos adversos ou
outros problemas relacionados a medicamentos (OMS, 2005). Desde entdo, as agdes de
farmacovigilancia vem crescendo e resultando em grande impacto a nivel nacional e
internacional, gerando dados sobre eventos adversos e uso racional de medicamentos, visando
o bem-estar e seguranca dos usuarios (Santos et al., 2012). Recentemente a OMS ampliou seu
campo de atuacdo para incluir: produtos fitoterapicos; medicamentos tradicionais e
complementares; hemoterapicos; produtos biologicos; produtos para a saude e vacinas (Abbing,
1993; Craven et al., 1997; Fracchia et al., 2000; Meyboom et al., 1999; OMS, 2002). Assim,
seu objetivo principal ¢ promover a diminui¢do das taxas de morbidade e mortalidade
relacionada ao uso de medicamentos, através da deteccao precoce de reagdes adversas e
interacdes medicamentosas que ainda sdo desconhecidas, deteccao do aumento de frequéncias
de reacdes conhecidas; identificagdo de possiveis fatores de risco € mecanismos subjacentes as
reacdes; estimativa de aspectos quantitativos da analise beneficio/risco e disseminagdo de
informagdes necessarias para melhorar a prescri¢cdo e regulacdo de medicamentos; promover o
uso racional e seguro de medicamentos; efetuar a avaligdo e comunicagdo dos riscos e
beneficios dos medicamentos no mercado; educar e informar os pacientes para que haja uma
selecdo e o uso coerente dos medicamentos pelos profissionais de saude (ANVISA, 2001; OMS,
2000).

A utilizagdo do termo farmacovigilancia surgiu especialmente ap6s ter sido marcado
por um episddio de reagdo adversa grave, ocorrida em uma jovem de quinze anos, em 1848,
que faleceu ap0s cirurgia de rotina na unha de pododactilo. Ao que indica, sua morte ocorreu
pelo desenvolvimento de fibrilagdo ventricular devido ao uso de cloroférmio como anestésico
(Routledge, 1998). Em 1961, comegaram-se as preocupacgdes com as questdes de seguranga dos
medicamentos, apos a tragédia causada pela talidomida. Naquela época, devido ao uso de um
medicamento inseguro indicado para mulheres gravidas para combater enjoos, milhares de
criangas nasceram com ma-formacdo congénita como resultado da exposi¢ao (Dias, 2008;
OMS, 2004).

Em 1968 foi criado o Projeto de Pesquisa Piloto, o Programa Internacional de
Monitorizagdo de Medicamentos da OMS, devido a necessidade de a¢des imediatas para a
promoc¢do de uma rapida disseminacdo de informagdes sobre ADRs. Com a extensdao desse

projeto, ele passou a fazer parte do Programa Internacional de Monitorizacdo de Medicamentos
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da Organiza¢ao Mundial da Satde, coordenado pelo The Uppsala Monitoring Centre (UMC)
em Uppsala, Suécia (Dias, 2008; OMS, 2005; UMC, 2005). Seu proposito era desenvolver um
sistema aplicdvel em esfera internacional, para identificar previamente esses efeitos
desconhecidos ou pouco estudados (WHO, 1972; WHO, 1973). O nimero de centros nacionais
que participam do Programa Internacional de Monitorizagdo de Medicamentos da OMS
comecou envolvendo 10 paises, em 1968, nos quais estavam presentes: Australia, Canada,
Dinamarca, Alemanha, Irlanda, Holanda, Nova Zelandia, Suécia, Reino Unido ¢ EUA (OMS,
2004; UMC, 2005). Sua atividade principal ¢ a coleta de notificacdes espontaneas de suspeitas
de ADRs. Atualmente sdo 86 paises participantes do programa da OMS. O Brasil foi inserido
neste programa no ano de 2001 (OPAS, 2002; Petramale, 2002). Outra funcio deste centro
colaborador ¢ receber notificagdes de todos os paises que mantém uma base de dados mundial
sobre RAMs que atualmente, contém mais de trés milhdes de notificagcdes (OMS, 2004; UMC,
2005).

Em 2001, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e o Ministério da Saude, criaram
o Projeto Hospitais Sentinela, objetivando a construcdo de uma rede de notificacdes da
vigilancia sanitaria (NOTIVISA) através de um sistema informatizado na plataforma web para
receber as notificacdes de eventos adversos e queixas técnicas relacionadas com os produtos
sob vigilancia sanitaria, garantindo melhores produtos no mercado e maior seguranca ¢
qualidade para pacientes e profissionais de satide (Bezerra ef al., 2009). A realidade ¢ que em
muitos hospitais s6 sdo identificadas as ADRs que causam grande dano ao paciente. As ADRs
consideradas de menor propor¢do acabam nao sendo notificados devido a inexisténcia de
processos de identificagcdo, notificacdo e registro das mesmas, ou até mesmo por medo da
exposicao e punic¢ao (Silva et al., 2011).

Centros universitarios de farmacologia e farmdcia tem desempenhado papel
importante por meio de ensino, capacitacdo, pesquisa, desenvolvimento de politicas,
investigacdes clinicas, comités de ética e dos servicos clinicos que proporcionam (Moore,
2001). Em muitas instituigdes médicas, particularmente nos paises desenvolvidos, a
monitoriza¢do de ADRs ¢ reconhecida como uma atividade essencial de garantia da qualidade,
porém ¢ preciso que haja ainda maior integracdo da farmacovigilancia com a prética clinica,
pois, ainda hoje o acesso a informacdes atualizadas e clinicamente relevantes sobre
medicamentos ainda ¢ inadequado. A pesquisa e a capacitacdo em cursos de pds-graduacao
nessa area permanecem negligenciadas por muitas escolas de Ciéncias da Saude. (Hall ef al.,
1995). Além disso, apesar de ser recomendado aos pacientes que em caso de suspeita de terem

sido afetados por uma ADR, comuniquem a seus médicos para que os mesmos possam notificar



31

ao centro de farmacovigilancia, estima-se que apenas 5% dos médicos participam desse sistema
(Egberts et al., 1996).

A auséncia dessas informagdes dificulta os gestores em avaliar os custos adicionais
proporcionados pela ADR, como: aumento do tempo de internamento, solicitagdo de exames
adicionais e medicamentos e/ ou procedimentos necessarios para retratar os pacientes lesados.
Assim, bancos de dados dos hospitais servem como subsidios para os gestores, permitindo
dimensionar os custos e propor medidas praticas na melhoria dos servigos prestados (Nunes,
2000). Além disso, € necessario mais atencao na capacitacao dos profissionais da saude no que
se refere a diagnoéstico, gerenciamento e prevengdao de ADRs, para se alcancar algo mais

proximo da pratica ideal. (Meyboom et al., 1997).
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2. JUSTIFICATIVA

A familia de genes HLA sdo considerados genes imunorrelevantes que desempenham
funcdes importantes no equilibrio satide-doenga de individuos ou populacdes.

Estudos farmacogenéticos recentes, t€ém implicado a associagdo entre alelos
especificos de HLA e o aumento do risco a reagdes adversas a drogas (ADRs), podendo resultar
no insucesso de tratamentos e muitas vezes levando a uma significativa morbidade e
ocasionalmente mortalidade. O alelo HLA-A*31:01, ¢ de ampla distribuicdo em diversas
populagdes, inclusive brasileira, indicando uma significancia a nivel mundial desta variante de
risco. Em particular, esta variante ¢ comum em varias populagdes indigenas americanas atuando
como um bom marcador progndstico/preditivo para ADR.

Porém, estes marcadores ainda sdo pouco usados no Brasil e o sistema de satde publica
(SUS) nao financia a realizagdo destes testes, os quais sdo apenas disponiveis em laboratorios
particulares de diagndstico a custos bastante inacessiveis a maioria dos usuarios do SUS. Assim,
motivados por este cenario, € proposto no presente projeto o desenvolvimento, padronizagao e
validagdo de um teste acurado e de baixo custo, sendo este um método simples de caracterizacao
molecular com elevado valor prognostico para ADRs (para detec¢do do HLA-A*31:01) para
ser oferecido para pacientes epiléticos da rede publica, guiando o regime inicial da droga

(Carbamazepina), aumentando sua eficacia e evitando simultaneamente ADRs.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar e validar um método de caracterizagdo molecular de biomarcador
imunogenético com elevado valor diagnostico e preditivo para reagdo adversa a drogas,

disponibilizando-o a custo acessivel a usuarios do sistema publico de satde.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar um Protocolo utilizando a Técnica de PCR-RFLP para Detec¢ao do Alelo
HLA*A-31:01.

e Validar a Tipagem do Alelo HLA*A-31:01;

e Determinar a frequéncia do alelo HLA-A*31:01/SNP 153869066 na populacdo de

Belém;
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4, MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO AMOSTRAL

Esse trabalho foi realizado no Laboratorio de Genética Humana e Médica (LGHM) na
Universidade Federal do Para (UFPA), Brasil. As amostras foram divididas em 2 grupos: Sendo
um grupo de 5 amostras de portadores do alelo HLA-A*31:01, obtidas da fundagdo HEMOPA,
usadas como controle positivo para a padronizagdo do método e um segundo grupo,
correspondente a um total de 178 amostras de individuos da populagdo de Belém, todas

oriundas do banco de amostras do LGHM, para validagdo e determinagao da frequéncia alélica.

4.2 AS AMOSTRAS DE DNA GENOMICO HUMANO

As amostras foram coletadas em tubos com anticoagulante EDTA (Acido
Etilenodiaminotetracético) e 0 DNA gendmico isolado de todo o sangue usando o Pure LinkTM

Genomic DNA mini Kit da Invitrogen, de acordo com o protocolo do fabricante.

4.3 GENOTIPAGEM DO SNP RS3869066 USANDO PCR-RFLP

Objetivando padronizar e validar um método que melhor se adequava nos preé-
requisitos de baixo custo e menor complexidade laboratorial, com elevado valor diagndstico e
preditivo para ADRs, disponibilizando-o a custo acessivel a usudrios do sistema publico de
saude, além de utilizar o mesmo para determinar a frequéncia do alelo HLA-A*31:01 na
populagdo de Belém. O método desenvolvido para tipagem de HLA-A*31:01 foi baseado no
trabalho de Maekawa et al., 2015, que descreveu uma metodologia baseada em analise de tag-
SNP, que consiste em usar polimorfismos em absoluto desequilibrio de ligagdo (DL=1) com o
alelo HLA-A*31:01.

Os polimorfismos de base unica (SNPs, do ingl€s Single Nucleotide Polymorphism)
sdo uma das mais comuns fontes de variacdes genéticas. Tag-SNPs estdo ligadas a alelos
especificos de HLA, porém localizados fora da regido do gene HLA (de Bakker et al., 2006).
Um exemplo ¢ o SNP 152395029 em HCPS, que esta em absoluto DL com o HLA-B*57:01, um
alelo de risco para a sindrome de hipersensibilidade induzida (HSS) por abacavir em diversas
populagdes, que deverdo ser utilizados como ferramentas de rastreio para prevenir HSS
induzida por abacavir nos casos em que tipagem HLA ndo estd disponivel (Colombo et al.,

2008; Galvan et al., 2011).
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No estudo de Maekawa et al., 2015, foi demonstrado que trés SNPs (rs1150738,
r$3869066 e 1s259945) fora da regido HLA-A estavam em DL com o HLA-A*31:01. Destes
trés, o SNP 153869066 localizado na regido ZNRD1-AS1, ligado ao gene HLA-A, mostrou-se
em absoluto desequilibrio de ligagao (DL=1) com o alelo HLA-A*31:01 podendo ser usado
para sua genotipagem indireta, via um PCR-RFLP (Reacdo em Cadeia da Polimerase por
polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restri¢ao), onde este SNP ¢ reconhecido pela
enzima de restri¢ao (He et al., 2015; Aouacheria et al., 2006; Goto et al., 2001; Maekawa et al.,
2015). Sendo este usado como um marcador substituto, que permitiria a triagem barata de
pacientes em risco de ADRs relacionada a CBZ. O primeiro segmento gendmico amplificado

foi da regido de ZNRD1-ASI1 contendo o locus rs3869066 SNP, de 662 pb (figura 6).
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Figura 6: Mapas da regido de desequilibrio de ligagdo rs3869066 (ZNRD1-AS1) com HLA-A*31: 01. Fonte:
Maekawa et al., 2015.

Essa regido alvo foi amplificada utilizando o conjunto de primers:

Quadro 4: Iniciadores utilizados nas reagdes de PCR.
Primer Sequéncia 5°-3"

A3101F (Forward) 5’- CATCTGGTGGTGGATATGAC -3’
A3101R (Reverse) 5’- AGTTGCAGGAAATCCTTGAC -3’
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Cadareagao conteve (50ng) 3ul de DNA gendémico; 11,875ul de H>O ultra pura; 2,5ul
de Tampao (10x PCR Rxn Buffer-Invitrogen Brazil); 1,5ul de MgCl2; (1,25uM) 1,0ul de
DNTPs; (0,2uM) 2,5ul de cada primer (A3101F e A3101R) e; (0,625 units) 0,125ul de Taq
polymerase (Platinum Taq DNA polymerase- Invitrogen) em volume final de 25ul para cada
amostra.

O programa de amplificacdo consistiu em 1 ciclo de 94°C durante 5 min (desnaturagao
fora do ciclo); seguido por 30 repeti¢des dos ciclos: 94°C durante 1 min (desnaturag@o dentro
do ciclo), 61°C durante 1 min (anelamento) e 72°C durante 1 min (distensdo dentro do ciclo),
por fim mais 1 ciclo de 72°C por 5 min (distensdo fora do ciclo).

A visualizagdo dos fragmentos amplificados foi realizada em gel de acrilamida 7%
(16,2 mL de H20, 2,2 mL de TEB 10X, 3,96 mL de acrilamida 40%, 20 uL de TEMED e 200
nL de Perssulfato de amonio a 30%). As amostras foram aplicadas no gel numa propor¢ao de
3ul de azul de bromofenol (Bromophenol Blue solution) para 6ul de template, submetido a
tensdo de 80V, uma corrente de 200 mA por 1h. Apds a migragao eletroforética, o gel foi corado
com fixador &cido acético (100 mL de alcool absoluto + 5 mL de acido acético glacial + q.s.p.
1L de H20) por 20 min; nitrato de prata (1,7 g para 1L de H20) por 20 min e; hidréxido de
sodio (30 g de NaOH para 1L de H20), respectivamente.
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Figura 7: Esquema exemplificando os padrdes de bandas correspondente a regido ZNRD1-AS1, de 662 pb.

Em seguida, as amostras que foram amplificadas e visualizadas no gel de acrilamida
(7%) foram submetidas a digestdo enzimatica por enzimas de restri¢cdo, usando a técnica de
PCR-RFLP. Onde foram usados, 6pL de aliquotas dos produtos de PCRs, digeridos com (5
unidades) 0,25ul da enzima BtsCI (New England Biolabs, MA, EUA) e 3,75ul de tampao
diluido 1x (CutSmartTMBuffer) em volume final de 10 pl, a 50°C durante 1 h e 80°C durante
20 min.

A enzima BstCI tem a vantagem adicional de atuar rapidamente (5-15 min) e nenhuma
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atividade de degradacdo de DNA em comparagao com a enzima Fokl (Maekawa et al., 2015).
A enzima de restri¢ao reconhece sitios especificos na sequéncia do DNA que ¢ clivada somente
quando o sitio esta presente, gerando fragmentos de varios tamanhos que sdo separados e
analisados por eletroforese, sendo possivel identificar se o genotipo ¢ hetero ou homozigoto

(figura 8).
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Figura 8: Mapa da regido ZNRD1-AS1 contendo o locus rs3869066, na qual a enzima BtsCI reconhece o SNP
e cliva gerando fragmentos de varios tamanhos.

A visualizagdo dos fragmentos também foi realizada por eletroforese em gel de
acrilamida 7%, submetido a tensdo de 80V, uma corrente de 200 mA por 1h, ap6s a migracao
eletroforética, o gel foi corado com fixador acido acético (100 mL de 4lcool absoluto + 5 mL
de acido acético glacial + g.s.p. 1L de H20) por 20 min; nitrato de prata (1,7 g para 1L de H20)
por 20 min e; hidroxido de sodio (30 g de NaOH para 1L de H20), respectivamente.
Posteriormente visualizado colocando o gel num transiluminador.

A presenca dos rendimentos de alelos, foram dois fragmentos digeridos de 499pb e
163pb em homozigotos, em heterozigotos de trés fragmentos de DNA, um maior contendo
662pb e dois menores de 499pb e 163pb, em individuos negativos para a tipagem, o rendimento
obtido apods a digestdo ¢ de apenas um fragmento de 662pb, correspondente a regido alvo

ZNRD1-AS1, como exemplificado no esquema da figura 9 (Maekawa et al., 2015).
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Figura 9: Esquema exemplificando os padrdes de bandas dos resultados da PCR-RFLP. Se o padrdo observado
for (+/4) o individuo é homozigoto para o alelo HLA-A*31:01; (+/-) é heterozigoto para os alelos HLA-A*31:01;
(-/-) indica que o paciente ndo tem o HLA-A*31:01. Fonte: Maekawa et al., 2015. (Modificado), 2017.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Comparagdes de frequéncias alélicas e genotipicas foram realizadas por teste exato de
Fisher. Os genes que apresentaram valor de p estatisticamente significativo (p<0,05) foram
submetidos a correcdo para multiplos testes quando necessario, para obten¢do do valor
corrigido de p (pc). Equilibrio de Hardy-Weinberg, frequéncias alélicas, haplotipicas e
desequilibrio de ligacdo entre os loci foram estimados pelo programa BIOSTAT versdo 5.0
(Ayres et al., 2010), podendo ser estimados on line na homepage do programa genopop
(http://genepop.curtin.edu.au/).

Para criar uma estimativa das frequéncias alélicas para a populagdo de Belém, como

variancia alélica e limite de confianga foram utilizadas formulas ja estabelecidas, descritas no

quadro baixo (Sebbenn, Seoane, 2005).
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Quadro 5: Célculos e formulas utilizados na analise estatistica e para determinagao da frequéncia alélica.

Fonte: Sebbenn, Seoane, 2005.

*P: Frequéncia Alélica
*AP: Alelos Positivos
*AT: Total de Alelos

*©?p: Variancia
*P: Frequéncia do Alelo
*n: Numero de Amostras

*DP: Desvio Padrio
*./02p: Raiz quadrada da
variancia

l.Li =P—-2.DP

*1.1: Limite Inferior
*P:Frequéncia

*DP: Desvio Padrao

.LS=P+2.DP

*1.S: Limite Inferior
*P:Frequéncia

*DP: Desvio Padrao
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S. RESULTADOS

51  PADRONIZACAO DO METODO

Para padronizar e validar a metodologia que melhor se adequava nos pré-requisitos ja
descritos, foi utilizado como base o trabalho de Maekawa et al., 2015, que descreveu uma
metodologia de baixo custo e complexidade laboratorial, baseado em andlise de tag-SNP, que
consiste em usar polimorfismos em absoluto desequilibrio de ligagdo (DL=1) com o alelo HLA-
A*31:01.

O SNP 153869066, mostrou-se em absoluto desequilibrio de ligagdo com o alelo HLA-
A*31:01 podendo ser usado para sua genotipagem indireta, viaum PCR-RFLP (He et al., 2015;
Aouacheria et al., 2006; Goto et al., 2001), por isso foi utilizado como marcador alternativo,
por estar em plena associacdo com o alelo em questdo.

O fragmento de PCR de 662pb contendo o SNP rs3869066 foi amplificado utilizando
0 DNA gendmico de 5 individuos portadores do HLA-A*31:01, obtidos de colaboradores da
fundagdo HEMOPA, identificadas previamente através de sequenciamento, para
implementagdo e validagdo do método. Em seguida os produtos de PCR foram tratados com
enzima de restricdo BtsCI produzindo trés bandas contendo, 662pb, 499pb e 163pb (figura 10).
Obtendo resultados positivos (todos heterozigotos) como o esperado, garantido a

funcionalidade da técnica e a padronizagdao da metodologia.

662 pb
499 pb

163 pb

Figura 10: Padrdes de resultados obtidos apds a PCR-RFLP nas 5 amostras de individuos portadores do HLA-
A*31:01 obtidas da Fundagdo HEMOPA.
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52  VALIDACAO E DETERMINACAO DA FREQUENCIA ALELICA

Apos a padronizagao, foi genotipado um total de 178 amostras da populacao de Belém,
oriundas do banco de amostras do Laboratorio de Genética Humana e Médica da Universidade
Federal do Par4, 74 amostras provenientes de individuos portadores de artrite reumatoide e 104
de individuos aparentemente saudaveis.

Primeiramente foram genotipados os 74 individuos, no qual 10 (6,75%) foram HLA-
A*31:01 positivos (todos heterozigotos), enquanto que dos 104 restantes apenas 7 (3,3%) foram
HLA-A*31:01 positivos (todos heterozigotos). Isso demonstrou uma frequéncia elevada da
presenca do SNP rs3869066 maior nos individuos portadores de artrite reumatoide do que nas
104 amostras de individuos “saudaveis” podendo existir uma possivel relacdo de dependéncia.
Para confirmar se essa relacao era verdadeira, foi utilizado o Teste Exato de Fisher. Contudo os
genes apresentaram o valor de “p” estatisticamente nao significativo (p>0,05), confirmando que
nao existe relacao entre o alelo e a artrite reumatoide.

Para se conhecer as frequéncias alélicas, em individuos ao acaso aparentemente
saudaveis, foram incluidas apenas as 104 amostras tipadas, do total de 178.

Dos 104 individuos envolvidos nesse estudo, apenas 7 (p=0,033) apresentaram-se
positivos (heterozigotos) para o alelo, como ja relatado anteriormente. Houve significancia
estatistica apds implementacdo da corre¢do para multiplos testes. Foram estimadas por
contagem direta e posteriormente as frequéncias genotipicas foram comparadas de acordo com
as expectativas de Hardy-Weinberg, que deram em equilibrio. Dessa forma, foi possivel
confirmar que nao houve erro na tipagem das amostras.

Observou-se que a significancia da associacao foi perdida quando analisada no Teste
Exato de Fisher, (p=0,2061). Porém, todas as frequéncias genotipicas estdo de acordo com o
esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (nota: se p > 0,05 é consistente com o Equilibrio
de Hardy-Weinberg).

Assim, a frequéncia das amostras tipadas no presente trabalho ¢ de 3,3%. O valor

encontrado ficou dentro do intervalo de confianga (95%) que variou de 0,8% a 5,7%.
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6. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, devido a associacao de alelos especificos de HLA com o aumento
do risco a reagdes adversas a drogas (ADRs) (Amstutz et al., 2014), os genes HLA, tem sido
usados como biomarcadores para o diagndstico e progndstico de determinadas doengas (Site:
Nature, acesso: 2016; Chaplin, 2010; Dausset, 1958; Prugnolle et al., 2005). Segundo a AFND,
foram identificados 20 alelos associados com ADRs relacionados a 3 drogas anticonvulsivantes
usadas no tratamento da epilepsia (Carbamazepina, Lamotrigina e Phenitoina) (Gonzélez-
Galarza et al, 2014). Destes alelos estudos sugerem que o HLA-A*31:01 ¢ de grande
importancia para o prognostico e preditivo em ADR a anti-epiléticos como a CBZ, que ¢ a droga
de primeira linha usada para o tratamento de determinadas doengas neurologicas, incluindo a
epilepsia (Amstutz et al., 2014).

No presente estudo, o alelo HLA-A*31:01 esteve associado a presenga do SNP
r$3869066. O individuo s6 € considerado portador do alelo na presenga do SNP rs3869066 que
estad em absoluto desequilibrio de ligagdo (DL=1) com o alelo HLA-A*31:01, sendo o mesmo
um gene associado ao risco de ADRs como SJS/TEN em pacientes epiléticos que fazem o
tratamento com a CBZ. Nos ultimos anos, varias metodologias alternativas para tipagem do
HLA foram relatados (Aoki et al., 2012; Cheung et al., 2014), varios SNPs tem sido estudados
quanto ao seu DL com o alelo HLA-A*31:01, os mesmos podem possibilitar um método de
gentipagem alternativo de baixo custo e menor complexidade laboratorial. No estudo de
Maekawa et al., 2015, por exemplo, foi demonstrado que trés SNPs (rs1150738, rs3869066 ¢
1s259945) todos localizados fora da regido HLA-A estavam em absoluto DL com o HLA-
A*31:01 em 210 individuos japoneses com SJIS/TEN. Isso confirma que essas ADRs induzidas
pela CBZ, estavam associadas a presenca desses SNPs, e que os mesmos estdo diretamente
ligados a presenca do alelo HLA-A*31:01 (Maekawa et al., 2015).

Por outro lado, Kitajima et al., 2012, relatou que o rs1150738 nao era eficaz para
tipagem indireta do alelo HLA-A*31:01, pois ndo estava em DL absoluto com HLA-A*31:01
(R 2=10,93). Em 2011, segundo Erlich et al., 0 rs259945 e a sua ligacdo absoluta com HLA-
A*31:01 continua sendo avaliada. Dos trés SNPs, o rs3869066 mostrou-se em varios estudos,
em absoluto desequilibrio de ligagao (DL=1) com o alelo HLA-A*31:01 podendo ser usado
para sua genotipagem indireta, via um PCR-RFLP (He ef al., 2015; Aouacheria et al., 2006;
Goto et al,, 2001).

No ano de 2015, finalmente foi demonstrado um método de genotipagem do SNP
rs3869066 localizado na regido ZNRD1-AS1, utilizando PCR-RFLP onde este SNP é
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reconhecido pela enzima de restricdo (Maekawa et al., 2015). Por isso, foi utilizado como um
marcador alternativo no presente trabalho, por estar em plena associagdo com o alelo em
questdo, usado para sua genotipagem indireta via PCR-RFLP (He et al., 2015; Aouacheria et
al., 2006; Goto et al., 2001). Sendo este um marcador de baixo custo (custo médio de R$ 10,00
a R$ 15,00 por amostra) quando comparado com as demais técnicas existentes, como 0
sequenciamento que é de alta especificidade e sensibilidade, porém possui um custo elevado
(podem custar até dez vezes mais) e aparelhos altamente especializados, além da entrega
demorada dos resultados. Assim, o presente método, além de ser menos complexo, permitiria a
triagem barata de pacientes em risco de ADRs relacionada a CBZ, além de ser utilizado para
determinacéo da frequéncia do alelo HLA-A*31:01 na populagio de Belém (Bierhals et al.,
2016).

Apesar das frequéncias do SNP rs3869066 e do alelo HLA-A*31:01 em escala mundial
ainda serem bastante discrepantes, devido ao fato de que em muitas populacdes nao foram
tipadas o SNP e em outras ndo foram tipadas o alelo, como SNP rs3869066 esta em total
desequilibrio de ligacdo com o alelo HLA-A*31:01, pode inferir-se que o alelo tem uma
frequéncia préxima a do SNP. Isto pode ser observado em populacGes em que o alelo foram
tipados de forma direta quanto indireta, usando o SNP, como demonstrado no grafico 1 (NCBI,
AFND, 2017). Dessa forma, é possivel observar que o SNP e o alelo estdo presentes na

populacdo de forma semelhante, possibilitando uma tipagem indireta em outras populacdes.

SNP/Alelo
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0,1
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0,04
0,02

0 — _

Chinese Daiin Japanase in Tokyo, Japan Kinh in Ho Chi Minh City,
Xinshuangbanna, China Vietnam

B SNP = Alelo

Grifico 1: Distribuicdo da frequéncia do SNP/alelo HLA-A*31:01 na populag¢do onde os dados demograficos
estdo disponiveis. Fonte: NCBI, AFND, 2017.
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As estimativas das frequéncias do alelo foram obtidas através dos critérios disponiveis
no site www.allelefrequencies.net. Este alelo ¢ de ampla distribui¢do com uma frequéncia de
>3% em diversas populagdes, essa frequéncia varia 1-11% de acordo com os continentes, com
uma média de frequéncia mundial de aproximadamente 4,4%. No quadro 5 ¢ demonstrada a
distribuicdo da frequéncia média do alelo HLA-A*31:01 no mundo em populacdes onde os

dados demograficos estdo disponiveis, de acordo com os continentes.

Quadro 6: Distribuicdo da frequéncia do alelo HLA-A*31:01 no mundo por continentes.

Oceania 2.4

Asia 3,0

Europa 2,8

Africa 1,4

América do Norte 4.9
América Central e do Sul 11
Média mundial 4,4

Fonte: http://www.allelefrequencies.net (AFND, 2017).

Em particular, na América Central ¢ do Sul incluindo a populagdo brasileira, a
frequéncia desta variante chega a 11%, devido esta ser comum em varias populagdes indigenas
americanas. O que coloca esse grupo de continentes em primeiro lugar com a maior frequéncia

encontrada do alelo HLA-A*31:01 (grafico 2).
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Grafico 2: Distribuigdo da frequéncia do alelo HLA-A*31:01 na populag¢do da América Central e do Sul. Fonte:
http://www.allelefrequencies.net (AFND, 2017).

No Brasil a frequéncia desse alelo chega em média de 5,6%, mesmo ndo se conhecendo
esses numeros em diversos estados brasileiros (AFND, 2017), atuando assim como um bom
marcador para ADR. A distribuicdo da frequéncia do haplétipo no Brasil € de 0% no Vale do
Ribeira (Quilombos), 2,6% em Belo Horizonte (caucasianos), 4% em Brasil (misturado) e
18,3% (Terena) (AFND, 2017). Em Belém, a frequéncia do alelo ainda ¢ desconhecida, porém,
utilizando o método padronizado no presente trabalho pode inferir-se que numa mesma
populacdo amostral o alelo tem uma frequéncia proéxima ou igual a do SNP aqui apresentado

(3,3%) (grifico 3).
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Grifico 3: Distribuicdo da frequéncia do alelo HLA-A*31:01 no Brasil. *Frequéncia do SNP rs3869066 em
Belém. Fonte: http://www.allelefrequencies.net (AFND, 2017).

Como relatado anteriormente, a padronizagao foi feita utilizando o DNA genémico de
5 individuos portadores do HLA-A*31:01, obtendo resultados positivos, garantido a
funcionalidade da técnica e a padronizacdo da metodologia, indicando que este ¢ um método
de genotipagem eficaz. Apds a padronizagdo, afim de validar e determinar a frequéncia do SNP
em Belém com uma quantidade amostral robusta, foi genotipado um total de 178 amostras da
populagdo de Belém, onde 74 eram de individuos “portadores de artrite reumatoide” e 104 de
individuos “aparentemente saudaveis”, resultando em 10 (6,75%) e 7 (3,3%) positivos (todos
heterozigotos), respectivamente. Assim, os resultados mostraram que existia uma prevaléncia
maior do SNP rs3869066 em individuos portadores de artrite reumatoide do que em individuos
“saudéveis”, podendo existir algum tipo de associacdo. Por isso, para se verificar se existia uma
relacdo de dependéncia entre o alelo HLA-A*31:01 e artrite reumatoide, foi utilizado o Teste
Exato de Fisher pois as associacdes encontradas precisaram ser testadas quanto a sua
independéncia. O teste de Fisher ¢ um teste ndo paramétrico, usado para amostras pequenas,
que permite calcular a probabilidade de associag@o das caracteristicas que estdo em andlise, ou
seja, de elas serem independentes. Como resultado, os genes exibiram o valor de “p”
estatisticamente nao significativo (p>0,05), confirmando que ndo existe relacao entre o alelo e
a artrite reumatoide. Para se conhecer a frequéncia, avaliando a concordancia das frequéncias
alélicas, haplotipicas e padrdes de desequilibrio de ligagdo em individuos ao acaso

aparentemente saudaveis, como descrito na literatura e sistematicamente disponibilizado no
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AFND, foram incluidas nesse estudo apenas as 104 amostras tipadas. Desses 104 individuos,
apenas 7 (p=0,033) deram positivos (heterozigotos) para o alelo. Todas as frequéncias
genotipicas estdo de acordo com o esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (nota: se p >
0,05 ¢ consistente com o Equilibrio de Hardy-Weinberg). Isso mostra que essas frequéncias
génicas permanecem inalteradas e as propor¢des genotipicas atingiram um equilibrio estavel,
mostrando a mesma relagdo constante entre si ao longo do tempo, confirmando que nao houve
erro na tipagem das amostras, pois as mesmas estdo dentro do esperado segundo equilibrio de
Hardy-Weinberg.

Como resultado, além da padronizagdo e validacdo do método, a determinacao da
frequéncia do SNP rs3869066/HLA-A*31:01 na populagdo de Belém ¢ de 3,3%. Assim, a
frequéncia mundial, a do Brasil e a frequéncia das amostras tipadas no presente estudo ficaram
dentro do intervalo de confianga que variou de 0,8% a 5,7%.

A associagdo entre os casos graves relacionados a CBZ e ao alelo HLA-A*31:01 foi
relatada pela primeira vez por Kashiwagi et al., 2008. Embora essa associagdo ainda seja
limitada devido ao menor numero de estudos disponiveis quando comparado com HLA-
B*15:02, estudos t€ém demonstrado resultados consistentes em diversas etnias (Amstutz et al.,
2014). Porém, maiores investigagdes sdo necessarios para determinar se a suscetibilidade a
ADRSs em pacientes epiléticos que fazem tratamento com a CBZ esta associada a presenga do
alelo HLA-A*31:01. Assim o rastreio do paciente através de sua tipagem HLA, antes do inicio
do tratamento ou logo no inicio, ¢ interessante para novos resultados, além de poder prevenir o
risco de ADRs. Como estes marcadores ainda sdo pouco usados no Brasil e o sistema de saude
publica (SUS) ndo financia a realizagdo destes testes espera-se que o metodologia aqui aplicada,
por ser um sistema simples de genotipagem do SNP rs3869066 via PCR-RFLP que geralmente
consome menos tempo, ¢ mais barato, e ndo requer laboratorios especializados, possa ser uma
alternativa para a tipagem do alelo HLA-A*31:01 para prevenir as ADRs causadas pela CBZ.
No entanto, devemos ter em mente que nem a presenca desses SNPs nem a presenca do alelo

HLA-A*31:01 pode prever todos os pacientes com ADRs relacionados a CBZ.



48

7. CONCLUSOES

O SNP rs3869066 foi utilizado como marcador alternativo, sendo usado para uma
genotipagem indireta do alelo HLA-A*31:01.

Foi entdo, padronizado um método de caracterizagcdo molecular simples, usando PCR-
RFLP para a genotipagem do SNP rs3869066.

Essa genotipagem de SNP geralmente consome menos tempo, além de ser um método
mais barato, podendo assim ser disponibilizado a custo acessivel a usuarios do sistema publico
de saude.

A frequéncia do SNP rs3869066/HLA-A*31:01 na populagdo de Belém utilizando o
método padronizado no presente trabalho foi de 3,3%, onde mesma ficou dentro do intervalo

de confianga (95%).
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