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Resumo

Resumo

Introducéo: A variabilidade interindividual na resposta a terapéutica com Inibidores da
Bomba de Protdes (IBP), resulta da variabilidade genotipica e fenotipica associada ao
gene do citocromo P450 2C19 (CYP2C19).

Objetivos: i) caracterizar o genoétipo e fenotipo dos doentes a realizar terapéutica com
IBP, variantes CYP2C19*1, *2, *3 e *[7; ii) avaliar se a terapéutica selecionada e a dose
instituida sdo concordantes com o fendtipo do doente; iii) avaliar a implementacdo do
servico de Farmacogenética na farmacia comunitaria portuguesa;

Materiais e métodos: No presente estudo transversal piloto, aplicou-se um questionario
de avaliagdo acerca da terapéutica com IBP e recolheu-se a amostra proveniente das
células da mucosa oral de 33 doentes, seguindo-se a extracdo de 4cido
desoxirribonucleico (ADN), a reagdo em cadeia da polimerase ou Polymerase Chain
Reaction (PCR), a analise dos fragmentos de restri¢ao dos polimorfismos ou Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) e a técnica de sequenciagdo. Andlise estatistica
através do software Estatistico R, baseado no teste do qui-quadrado (¥?) € com um
intervalo de confianca (IC) a 95% (*p<0,05). Os resultados obtidos foram ainda
comparados com uma populagdo em equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) (p>0,05).
Resultados: As frequéncias alélicas do CYP2CI19*] (-806C, r1s12248560) e
CYP2C19*17 (-806T) foram 71,21% e 28,79%, respetivamente. As frequéncias
genotipicas do CYP2C19*1/*1 (-806C/C) e CYP2C19*1/*17 (-806C/T) foram 42,42% ¢
57,58%, respetivamente, e 19 doentes foram referenciados por carta de opinido
farmacéutica. Na distribuicdo genotipica do CYP2CI19*3 (c.636G>A, rs4986893) foi
apenas encontrado o genétipo wild type CYP2C19*1/*1 (636G/G) e esta em equilibrio
H-W (p>0,05), na distribuicdo alélica registam-se altera¢des significativas entre o sexo
(*p<0,05). Na prescricdo de IBP, o omeprazol representa 39,4%, a renovagdo da
terapéutica 72,7% e a Doenga de Refluxo Gastro Esofagico (DRGE) 66,7%.

Conclusio: A implementagdo da Farmacogenética na pratica clinica ¢ uma necessidade
imperiosa para o sucesso da terapéutica com IBP, ao considerar a variabilidade do
CYP2C19, na amostra em estudo e o uso crescente, nos ultimos anos, de IBP em Portugal.
Palavras-chave: citocromo P450 2C19; variabilidade genotipica; farmacogenética;

inibidores da bomba de protdes;



Caracterizagdo dos polimorfismos CYP2C19 mais relevantes para a variabilidade interindividual na resposta a
terapéutica com inibidores da bomba de protoes — aplicacdo da Farmacogenética na farmdcia comunitaria portuguesa



Abstract

Abstract

Introduction: The interindividual variability in response to therapy with Proton Pump
Inhibitors (PPIs), results from the genotypic and phenotypic variability associated with
the cytochrome P450 2C19 gene (CYP2C19).

Objectives: i) characterize the genotype and phenotype of patients that realize therapy
with PPIs, CYP2C19*1, *2, *3 and *17 variants; ii) assess whether the selected therapy
and the dose instituted are in agreement with the patient's phenotype; iii) evaluate the
implementation of a Pharmacogenetics (PGx) service in Portuguese community
pharmacy;

Materials and methods: In the present pilot cross-sectional study, a questionnaire for
the assessment of PPIs therapy was applied and the sample from the oral mucosa cells of
33 patients was collected, followed by the extraction of deoxyribonucleic acid (DNA),
polymerase chain reaction (PCR), restriction fragment length polymorphism (RFLP) and
sequencing. Statistical analysis with the R Project, based on the chi-square test (%?), with
a 95% confidence interval (CI) (*p-value<0.05). The results obtained were also compared
with a population in Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) (p-value>0.05).

Results: The allele frequencies of CYP2C19*1 (-806C, rs12248560) and CYP2C19*17
(-806T) were 71.21% and 28.79%, respectively. The genotypic frequencies for
CYP2C19*1/*1 (-806C/C) and CYP2C19*1/*17 (-806C/T) were 42.42% and 57.58%,
respectively and 19 patients were referred by a pharmaceutical opinion letter. In the
genotypic distribution of CYP2C19*3 (c.636G>A, 1s4986893), only the wild type
genotype CYP2C19*1/*1 (636G/G) was found and is in HWE (p-value>0.05), the allelic
distribution had significant changes between sex (*p-value<0.05). In the prescription of
PPIs omeprazole represents 39.4%, renewal of therapy 72.7% and Gastro Esophageal
Reflux Disease (GERD) 66.7%.

Conclusion: The implementation of PGx, in clinical practice is an imperative need for
success of PPIs therapy, considering the variability of CYP2C19, in the study sample and
the increasing use, in recent years, of PPIs in Portugal.

Keywords: cytochrome P450 2C19; genotypic variability; pharmacogenetics; proton

pump inhibitors;
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Introdugdo

1. Introducio

1.1. A Farmacogenética e a Farmacogenomica - medicina personalizada

A érea da Genética Humana rege-se pela sua complexidade, estando as areas da
Farmacogenética e da Farmacogendmica envolvidas na otimizagdo da terapéutica, a nivel
da qualidade, seguranca e eficacia (Sedda et al., 2019; Giri et al., 2019). Importa salientar
que a Farmacogenética e a Farmacogendmica baseiam os seus métodos de estudo na
andlise das caracteristicas do perfil genético de cada individuo, com a finalidade de
individualizar e otimizar a respetiva terapéutica (Giri ef al., 2019; Brito, 2015).

A variabilidade genética desempenha um papel fundamental no mecanismo de
acao dos farmacos no organismo (Kudzma & Carey, 2009). Os polimorfismos genéticos,
por sua vez, influenciam de modo significativo a resposta a terapéutica, com base no

fendtipo de metabolizacdo de cada individuo, como ilustrado na figura 1.1.

Atividade

¥ 4 - - Margem enzimaitica
~ terapéutica
irdvies 11
P W] \\
> ‘ Efeitos . e
) adversos Metabolizadores Normais (MN)
u‘J e
.;J | veww Margem
bed T o Spppp terapéutica
e "we o N
) “J v \r*
) T, T,
w Efeito
terapéutico Atividade
v/ esperado Metabolizadores Rapidos (MR)/ enzimitica
> i Metabolizadores Ultrarrapidos normal
(MUR)
h‘:r-_,: f Margem L'
e e terapéutica Ju
Diminui¢io ou WY

auséncia de efeito
terapéutico

Figura 1.1. Os principios subjacentes 2 Farmacogenémica. O fenétipo de metabolizador lento (ML) e
metabolizador intermédio (MI), descreve o aumento da concentragdo plasmatica do farmaco, ao longo do
tempo, o que pode originar episodios de toxicidade e efeitos adversos, acima da margem ou indice
terapéutico, devido a polimorfismos genéticos e outras alteragdes genéticas, resultando na perda total ou
parcial da atividade enzimatica. O fenotipo de metabolizador rapido (MR) e ultrarrapido (MUR), deve-se
ao aumento da atividade enzimatica. Os farmacos podem ainda ser metabolizados tal como o esperado,
numa concentracdo plasmatica ideal e/ou durante o periodo de tempo definido, através do fenotipo de
metabolizador normal (MN) (Adaptado de Mckinnon et al., 2007).

A Farmacogenética dedica-se ao estudo da variabilidade a resposta terapéutica
num determinado nimero de genes, por norma reduzido, enquanto que a
Farmacogenomica se dedica ao estudo da resposta a terap€utica com base no genoma

completo, com multiplas variantes genéticas (Adams et al., 2018). A Farmacogenomica
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permite que individuos com o mesmo diagnoéstico, possam beneficiar de uma terapéutica
individualizada, a nivel da dose, posologia e do respetivo farmaco (Giri et al., 2019).

A transicao do modelo de medicina classica para o modelo Farmacogenémico,
sinalizou o inicio da medicina personalizada, contribuindo para o estudo da variabilidade
genética associada ao gene do citocromo P450 2C19 (familia 2, subfamilia C e
polipéptido 19, CYP2C19) e a variabilidade fenotipica na metaboliza¢do de diversos
farmacos, tal como os Inibidores da Bomba de Protoes (IBP) (Brito, 2015; Sedda et al.,
2019; Adams et al., 2018).

1.2. Citocromo P450 2C19 na pratica clinica dos Inibidores da Bomba de Protdes

O gene CYP2CI9 estd localizado no brago longo do cromossoma 10,
especificamente na regido 2, banda 3 e sub-banda 33 (10q23.33), na sua estrutura
apresenta 9 exdes e codifica uma proteina composta por 490 aminoacidos (Samer ef al.,
2013; Pratt et al., 2018; Preissner et al., 2013). O gene CYP2C19 ¢ altamente polimorfico
sendo que, atualmente, sdo descritas 35 variantes através da nomenclatura da base de
dados Human Cytochrome P450 (CYP450) Allele (The Human Cytochrome P450 Allele
Nomenclature Database, 2020).

O gene CYP2C19 codifica a isoenzima CYP2C19, uma monooxigenase e enzima
de metabolizacdo de fase I através de reagdes de oxidagdo, reducdo e hidrélise e que, por
sua vez, ¢ responsavel pela metabolizagdo de cerca de 10% das classes
farmacoterapé€uticas mais comumente utilizadas na pratica clinica (Chen, Lian, Zeng, &
Luo, 2013). Tais como, antidepressivos triciclicos (amitriptilina e nortriptilina),
inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS) (sertralina e citalopram),
benzodiazepinas (diazepam), anticonvulsionantes (fenitoina, fenobarbital e mefenitoina),
IBP (omeprazol, esomeprazol, lansoprazol e pantoprazol) e o pro-farmaco antiplaquetario
clopidogrel (Shalia et al., 2013; Brockméller et al., 2008; Zhou et al., 2008; Zanger et
al., 2008; Sim et al., 2006).

A variagdo genotipica associada ao CYP2CI9 ¢ o fator farmacogenético que
predominantemente afeta a resposta terapéutica com IBP, embora muitos fatores ndo
genéticos possam influenciar a metaboliza¢do destes farmacos (Scott et al., 2012). A
variabilidade associada ao gene CYP2CI9 ¢ responsavel pela variabilidade
farmacocinética dos IBP (Baldwin et al., 2008). Gawronska ef al. (2012) demonstrou que
57% da variabilidade associada a resposta terapéutica com o pantoprazol (PNZ), em

individuos adultos, foi atribuida ao genoétipo do CYP2C19. A expressdo hepatica variavel
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contribui ainda para a variabilidade fenotipica interindividual no metabolismo do
substrato da CYP2C19, nomeadamente as variantes CYP2CI19*2, CYP2CI19*3 e
CYP2C19*17 (Klotz, Schwab, & Treiber, 2004).

A variante CYP2C19%*2 (c.681G>A, rs4244285, fragmento de 168 par de bases,
pb) esta associada a perda de fun¢do ou Loss-of-Function (LoF), através da substitui¢ao
de uma guanina (G) por uma adenina (A), na posicao nucleotidica 681, no exdo 5 e que
introduz um defeito no splicing, originando a codificagdo de uma proteina nao funcional
(Chen, Lian, Zeng, & Luo, 2013; Rouby et al., 2018; Zanger et al., 2008). Deste modo,
os individuos portadores deste alelo, quer sejam homozigéticos (CYP2C19*2/*2) ou
heterozigodticos (CYP2C19*1/*2 ou CYP2C19*2/*17), estao associados a diminuicao da
atividade enzimatica (Brockmoller et al., 2008; Human Genome Variation Society, 2020;
Ensembl Project, 2020).

A variagdo alélica CYP2C19*3 (c.636G>A, rs4986893, fragmento com 119 pb),
resulta da substituicdo de uma guanina (G) por uma adenina (A), na posi¢ao nucleotidica
636, registada no exdo 4, o que origina um coddo terminal prematuro na posicdo do
aminoacido 212 e resulta na codificacdo de uma proteina ndo funcional (Pratt et al., 2018;
Leon-Cachon, Ascacio-Martinez, & Barrera-Saldana, 2012; Human Genome Variation
Society, 2020; Ensembl Project, 2020).

O polimorfismo CYP2C19*17 (c.-806C>T, rs12248560, fragmento de 471pb),
resulta na substituicdo de uma citosina (C) por uma timina (T) na posi¢do nucleotidica -
806 da regido promotora 5" do gene CYP2C19 (Deshpande et al., 2016; Human Genome
Variation Society, 2020; Ensembl Project, 2020).

As variantes CYP2C19 que apresentam frequéncias alélicas inferiores a 1%, a
nivel mundial, e que estdo associadas a atividade enzimatica ausente ou reduzida referem-
se a0 CYP2C19%*4 (rs28399504), CYP2C19*5 (1s56337013), CYP2C19*6 (rs72552267),
CYP2C19%*7 (rs72558186) e ao CYP2C19*8 (rs41291556), sendo que o seu efeito em
termos laboratoriais ainda nao foi totalmente documentado (Baldwin et al., 2008; Scott
et al.,2011; Human Genome Variation Society, 2020; Ensembl Project, 2020).

As variantes CYP2C19*2 e¢ CYP2C19*3 caracterizam-se como alelos LOF,
associados a diminui¢do da atividade enzimatica e da metabolizacao de IBP, assim como
ao aumento da concentracdo plasmatica e a experiéncia de efeitos adversos (Rouby et al.,
2018). A variante CYP2C19*17 esté associada ao aumento da atividade enzimatica e da
metabolizacdo de IBP, deste modo a monitorizagdo da terapéutica deve ser considerada,

a nivel do risco de falha terapéutica (Lima et al., 2020).
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A figura 1.2, ilustra a estrutura do gene CYP2C19 com 9 exdes e a localizagao de

cada variante, nomeadamente as variantes CYP2C19*2, CYP2C19*3 ¢ CYP2C19*17.

(*8)
c.358

(*7)
c.819+2

Figura 1.2. Estrutura do gene CYP2C19 com 9 exdes. Destaca-se a localizagdo dos alelos associados a
perda de fungdo ou Loss-of-Function (LoF) (*2—*8), nomeadamente, o CYP2C19*2 e CYP2C19*3 e ao
ganho de funcio, tal como o CYP2C19*17, devidamente selecionados; Cada exdo ¢ representado por caixas
a preto numeradas; Importa salientar que a ilustragdo ndo se encontra a escala (Adaptado de Scott et al.,
2012).

Os polimorfismos associados ao gene CYP2C19 permitem classificar o fendtipo
de cada individuo, em Metabolizador Normal (MN), portador de dois alelos wild type
(wt) (CYP2CI19*1/*1) e com uma fun¢do enzimatica normal e em Metabolizador
Intermédio (MI), portador de um alelo wt e um alelo LoF (CYP2CI19*1/*2;
CYP2C19*1/*3) ou portador de um alelo LoF e um alelo associado ao ganho de func¢do e
ao aumento da atividade enzimética (CYP2C19*2/*17) (Human Genome Variation
Society, 2020). Permite ainda classificar o fendtipo de cada individuo em Metabolizador
Lento (ML), quando apresenta dois alelos LoF (CYP2C19*2/*2; CYP2C19*2/*3;
CYP2C19%*3/%3), em Metabolizador Répido (MR) quando possui um alelo wt e um alelo
associado ao ganho de funcdo (CYP2CI19*1/*17) e em Metabolizador Ultrarrapido
(MUR), quando apresenta dois alelos associados ao aumento da atividade enzimética
(CYP2C19*17/%17) (Rouby et al, 2018; Ensembl Project, 2020; Human Genome
Variation Society, 2020).

O mecanismo subjacente a variabilidade ¢ multifatorial e inclui fatores genéticos
e ndo genéticos, na resposta a terapéutica com IBP (Shin & Sachs, 2008). Os fatores nao
genéticos incluem a terapéutica concomitante com outros farmacos ou agentes
antiulcerosos, incluindo os Antagonistas dos Recetores H2 (ARH2), que podem afetar a
absor¢ao ¢ metabolizagdo dos IBP (Shin & Sachs, 2008; Katz, Scheiman & Barkun,
2006).
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Os IBP sao predominantemente metabolizados pela CYP2C19 (cerca de 80%) e
em menor extensao pela CYP3A4, a excegdo do rabeprazol (RBZ) (Chen, Lian, Zeng, &
Luo, 2013; Rouby et al., 2018).

Os individuos portadores dos genotipos CYP2CI19*1/*2, CYP2CI19*2/*2
CYP2C19*1/*3, CYP2C19%*3/*3 e CYP2C19*2/*3 sdo caracterizados pela auséncia ou
diminuicdo da atividade enzimadtica e beneficiam da diminuicao da dose didria, para evitar
o aumento da concentracdo plasmatica do IBP e efeitos adversos, a longo prazo (Rouby
et al.,2018; Lima et al., 2020).

Os individuos portadores do gendtipo CYP2CI19*1/*17 e CYP2CI19*17/*17,
podem ter uma atividade enzimatica acrescida, sugerindo-se um IBP que ndo seja
metabolizado maioritariamente pela CYP2C19, tal como o RBZ, ou uma terapéutica
alternativa (Deshpande et al., 2016). A tabela 1.1, indica que a atividade enzimatica
depende do genotipo e do fendtipo especifico e detetado, para cada individuo (Rouby et

al., 2018).

Tabela 1.1. Variantes alélicas *I, *2, *3 e *17 associadas ao gene CYP2C19 e o efeito na atividade
enzimatica. Variante CYP2C19, alteragdo nucleotidica e efeito na atividade enzimatica. CYP2CI19%*1,
denota-se como alelo wild-type (wf) e com uma atividade enzimatica normal. A identificacdo numérica
associada a cada alterag@o nucleotidica ¢ indexada a uma sequéncia de referéncia obtida através da base de
dados Ensembl Project e da nomenclatura implicita na base de dados Human Genome Variation Society
(HGVS) (Human Genome Variation Society, 2020; Ensembl Project, 2020; Rouby et al., 2018; Lima et al.,
2020).

Alteracio nucleotidica e referéncia da
Variante CYP2C19 Efeito na atividade enzimatica
alteracio genética Ensembl Project
*] Alelo wt Normal
*2 c.681G>A, 154244285 Diminuigdo da atividade
*3 c.636G>A, 154986893 Diminuigao da atividade
*17 ¢.-806C>T, 1512248560 Aumento da atividade

A afinidade do omeprazol (OMZ) e do esomeprazol (ESZ) pela CYP2CI19 ¢
superior, logo a maior parte deste firmaco ¢ metabolizada pela CYP2C19 e a restante
fracdo pela CYP3A4 e, desta forma o impacto clinico do fendtipo interindividual depende
da afinidade que o IBP apresenta pela CYP2C19 (Brockmdller et al., 2008).

O RBZ e 0 PNZ apresentam uma menor afinidade pela CYP2C19, apresentando
uma resposta terapéutica promissora (Rouby et al., 2018). Deste modo, a relevancia da
variabilidade do CYP2C19 ¢ fundamental para compreender a resposta a terapéutica com

IBP, considerando o respetivo genétipo e fendtipo (Deshpande ef al., 2016).
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1.2.1. Relevancia do Citocromo P450 2C19 na supressiao da acidez gastrica

Os IBP sdo comumente prescritos para a Doenga do Refluxo Gastro Esofagico
(DRGE), ulcera géstrica e duodenal, erradicacdo da infe¢do por Helicobacter pylori (H.
pylori), prevencao de efeitos adversos associados a terapéutica com Anti-Inflamatdrios
Nao Esteroides (AINEs) e em doentes com risco acrescido de hemorragia no trato
gastrointestinal (TGI) superior ndo varicoso ou dispepsia ndo ulcerosa (Lima et al., 2020;
DGS, 2011; Infarmed, 2017; DGS, 2017).

A erradicagdo da infe¢do por H. pylori com OMZ, lansoprazol (LNZ) e PNZ foi
documentada como sendo mais eficaz entre os fendtipos MI e ML do CYP2CI9 em
comparagdo com o fenotipo MN (Kuo ef al., 2014; Kurzawski et al., 2006). Além disso,
o sucesso da terapéutica ¢ influenciado pelo genotipo CYP2C19, pois os fendtipos de MI
e ML respondem melhor a terapéutica com IBP do que o fendtipo MN no tratamento da
ulcera gastrica e na DRGE, devido a diminuic¢ao da atividade enzimética e ao aumento da
concentragcdo plasmatica do IBP (Zhou, Ingelman-Sundberg, & Lauschke, 2017). O
fendtipo de MUR, ou seja, o genotipo CYP2C19*17/*17 afeta a farmacocinética do OMZ,
resultando num aumento da taxa de metabolizacdo e numa exposi¢do subterapéutica
(Ram et al., 2019; Saito et al., 2015).

Segundo Rouby et al. (2018), o fenodtipo de MN estd associado a recidiva na
DRGE, numa amostra de 124 doentes japoneses, quando comparado com os fenotipos de
ML e ML

A variabilidade fenotipica do CYP2C19 condiciona o sucesso da terapéutica tripla
com IBP associada a antibioterapia para a erradicagdo do H. pylori em doentes com
dispepsia ndo ulcerativa ou com tlcera géstrica, dado que foi encontrada uma frequéncia
fenotipica de 11,2%, 62,5% e 26,3% para os fenotipos de MR, MI e ML, respetivamente,
em doentes com teste H. pylori positivo (Ravishankar et al., 2019).

Furuta et al., (2007), demonstrou que a terapéutica com IBP baseada no genotipo
do CYP2C19 originou cerca de 96% de sucesso da terapéutica tripla na erradicacdo do H.
pilory e apenas 70% dos doentes beneficiaram do tratamento com a dose padrdo, ou seja,
sem considerar o respetivo perfil genético. O custo de ambos os tratamentos foram
semelhantes, indicando que a eficacia da terapéutica baseada na variabilidade do
CYP2C19 pode ser atingida sem custos adicionais (Furuta et al., 2007).

A variabilidade do CYP2C19 tem influéncia na otimizagdo da terapéutica com

IBP, na erradicacdo do H. pylori e deste modo a variabilidade genotipica deve ser
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considerada na sele¢do da dose e do IBP, para a erradicagdo do H. pylori (Kuo et al.,
2014; Kurzawski et al., 2006).

A eficacia e a seguranca dos IBP conduziram a sua utilizagdo amplamente
difundida, mas um subconjunto de doentes pode ndo obter eficacia terapéutica ou pode
desenvolver efeitos adversos, pois o grau de supressdo de acidez gastrica estd
intimamente relacionado a variagdo nos parametros farmacocinéticos dos IBP (Sachs,
Shin & Howden, 2006; Hagymasi et al., 2011).

De acordo com Yang ef al. (2004), numa amostra de 142 voluntarios da Malasia
e com uma faixa etaria compreendida entre os 18-29 anos a realizar terapéutica com
OMZ, a frequéncia do fendtipo de ML foi de 5,6% em malaios, 19,1% na populacao
chinesa e 10,0% na populagdo indiana. A populacdo chinesa respondeu melhor a
terapéutica com OMZ para o tratamento da tlcera gastrica e duodenal, devendo-se
monitorizar a terapéutica com IBP através da variabilidade fenotipica encontrada nas
diferentes populacdes étnicas.

Baldwin et al. (2008) numa amostra de 17 voluntarios caucasianos com o genotipo
CYP2C19*17/*17 ou CYP2C19*1/*] arealizar terapéutica com o OMZ e com uma dose
didria de 40 mg, demonstrou que os individuos com o genétipo CYP2CI19*17/*17
apresentam uma exposicdo sistémica significativamente reduzida ao OMZ, em
comparag¢do com os individuos com o gendtipo CYP2C19*1/*1, existindo o risco de falha
da terapéutica, a predominancia de sintomatologia associada a DRGE e a recidiva da
doenga.

Deshpande et al. (2016), demonstrou uma frequéncia alélica de 19,7%
(CYP2C19*17), nos doentes que ndo respondiam a terapéutica com OMZ (40 mg/dia) ou
ESZ (40 mg/dia), durante 5 dias, evidenciando um aumento da atividade enzimatica e o
risco de falha da terapéutica com IBP.

O fenotipo de ML apresenta uma concentragdo plasmatica cerca de 3-5 vezes
superior, quando comparado com o fenotipo de MN, contudo este facto ndo apresenta
quaisquer implicagdes na posologia do OMZ, a excecdo da sua utilizagdo a longo prazo
(Rouby et al., 2018). Neste sentido, no ato da prescri¢ao da terapéutica com IBP deve-se
considerar ndo apenas as Normas de Orientacdo Clinica (NOCs) disponiveis, mas
também as recomendacdes terapéuticas, com base na Farmacogenética clinica e a

genotipagem do CYP2C19 pode auxiliar na otimizagdo da terapéutica com IBP.
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1.3. Recomendacdes para a terapéutica com Inibidores da Bomba de Protdes e
variabilidade interindividual

Segundo a Dire¢dao-Geral da Satde (DGS), as principais causas de sintomas
dispépticos, nas quais se justifica a terapéutica com IBP, referem-se a DRGE, ulcera
péptica e dispepsia funcional sem tulcera (DGS, 2011). A terapéutica limitada no tempo
(no méximo 4-8 semanas ou até 12 semanas, se RBZ na tlcera gastrica), refere-se ao
tratamento da tlcera duodenal e ulcera gastrica, esofagite de refluxo, DRGE sintomatica
e erradicacdo do H. pylori associada a antibioterapia (10-14 dias), quando relacionado a
doenga ulcerosa péptica (DGS, 2011; DGS; 2017).

A longo prazo (duragdo da terapéutica superior a 12 semanas), aconselha-se a
terapéutica com IBP em estadios graves da DRGE (tal como esofagite erosiva, esofago
de Barrett), na DRGE com ou sem esofagite e com sintomas persistentes, na ulcera
péptica com episddios recorrentes e na sindrome de Zollinger-Ellison (Anexo 1) (DGS,
2011; DGS; 2017; Administragdo Regional de Saude de Lisboa e Vale do Tejo, 2016;
Infarmed, 2017; Lima et al., 2020).

Antes do inicio da terapéutica com IBP o doente com sintomas dispépticos deve
ser informado acerca da ado¢do de medidas ndo farmacolégicas, tais como os alimentos
que deve evitar, nomeadamente bebidas alcodlicas, mentol, chocolate, café, citrinos,
bebidas carbonadas, alimentos condimentados, cebola, tomate, fritos e outras gorduras.
Assim como a modificagdo de comportamentos, tais como o tabagismo, a ingestdo de
alcool, o vestuario apertado ao redor do abdémen, refeicdes abundantes, a cabeceira da
cama demasiado baixa e a terapéutica concomitante com outros farmacos, tal como o
acido acetilsalicilico, AINEs, anticolinérgicos, corticosteroides, dopaminérgicos,
bisfosfonatos orais e bloqueadores dos canais de calcio (DGS, 2011; Infarmed, 2017,
Administragdo Regional de Satde de Lisboa e Vale do Tejo, 2016).

Deve igualmente ser excluida a possibilidade de infecdo por H. pylori, cancro
gastrico, estenose e a presenga de ulceragdo grave (Infarmed, 2017). Nos doentes com
mais de 55 anos e com sinais de alarme, tal como disfagia, hematemese, anemia, vomito
recorrente, enfartamento e perda inexplicavel de peso, a endoscopia deve ser realizada de
imediato (DGS, 2011).

Na DRGE, a terapéutica com IBP deve ser a terapéutica de primeira linha (DGS,
2017). A redugdo da dose instituida deve ser gradual com consequente suspensdo da

terapéutica com IBP em doentes com DRGE sem a presenca de esofagite e
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sintomatologia, ap6s a terapéutica com IBP durante 4 semanas (Infarmed, 2017;
Osakidetza, 2016). O controlo da sintomatologia ocasional pode ser realizado com
recurso a outros modificadores da secrecdo gastrica, tal como os ARH2 (NICE, 2020;
Infarmed, 2017; Katz et al., 2013; DGS, 2011).

No caso de ser necessario tratamento adicional na DRGE (com esofagite), deve-
se utilizar a dose elevada de IBP (4-8 semanas), reduzindo gradualmente a dose diaria
instituida para a dose minima efetiva ou utilizar o IBP a longo prazo, numa dose de
manutengdo em doentes com esofagite erosiva (Infarmed, 2017; NICE, 2020; DGS, 2017,
Osakidetza, 2016).

A profilaxia para a terapéutica com IBP ¢ recomendada nos doentes a realizar
tratamento com AINEs e que apresentam um risco acrescido para hemorragia e/ ou risco

acrescido para ulcera de stress, como ilustrado na figura 1.4.

Maximo 4-8 semanas (até Al
12 semanas, se RBZ na . Ongo prazo Profilaxia
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Figura 1.4. Recomendacées para a terapéutica com Inibidores da Bomba de Protdes. Duragdo da
terapéutica com IBP durante 4-8 semanas (ou até 12 semanas se RBZ na tlcera géstrica), no tratamento da
tlcera duodenal e tlcera gastrica, na erradicacdo do H. pylori associada a antibioterapia, na DRGE
sintomatica e no tratamento da esofagite de refluxo. A longo prazo, os critérios clinicos referem-se a
sindrome de Zollinger-Ellison, estadios graves de DRGE, na DRGE com sintomatologia persistente
(manutengdo) e no tratamento da tulcera péptica com sintomas recorrentes. O regime profilatico ¢
recomendado para doentes a realizar terapéutica com AINEs, com risco acrescido para hemorragia e
doentes criticos que apresentam fatores de risco acrescido para desenvolver tlcera de stress (Administragdo
Regional de Satude de Lisboa e Vale do Tejo, 2016; DGS, 2011; Infarmed, 2017; Lima et al., 2020).

Nao existe evidéncia cientifica acerca da melhor estratégia para suspender a
terapéutica com IBP, pelo que se deve reduzir a dose diaria em 50%, durante 1 ou 2
semanas e suspender o IBP ap6s uma semana com a dose minima efetiva ou aumentar o
intervalo entre cada toma, a cada 2 ou 3 dias, isto ¢, adotar um esquema intermitente

(DGS, 2011; Infarmed, 2017; DGS, 2017).
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A terapéutica com IBP deve ser suspensa, em doentes com tlcera péptica, que nao
demonstrem sintomatologia apos 4-8 semanas de terapéutica com IBP (Infarmed, 2017;
DGS, 2011). Nos doentes que apresentaram uma resposta adequada aos IBP ¢ benéfico

reduzir a dose, através da abordagem de descontinuacdo gradual (step down), como

ilustrado na figura 1.5.

Reavaliar a Preparar Reduzir a . Esquema Avaliar os
terapéutica com a cessacio dose inicial intermitente Suspender o resultados
IBP do IBP instituida (sintomatologia) IBP clinicamente

Figura 1.5. Processo de descontinuacio gradual da terapéutica com Inibidores da Bomba de Protoes,
descrito em 6 etapas. A primeira etapa consiste em reavaliar o tratamento com IBP, periodicamente, a
manutencao da necessidade e os resultados clinicos, de efetividade e seguranga da terapéutica com IBP. Na
segunda etapa, deve-se preparar os doentes para a cessacdo do IBP, educar o doente a nivel de todos os
alimentos, farmacos e comportamentos que deve evitar e que sdo precipitantes de dispepsia. A terceira
etapa consiste na redugdo a dose diaria do IBP até atingir a dose minima efetiva, ou prescrever a dose didria
em dias alternados. A quarta etapa refere-se a utilizacdo do IBP em esquema intermitente com base na
sintomatologia, por exemplo, utilizar 10 mg de IBP apenas nos dias em que ocorrer a sintomatologia. Na
quinta etapa ocorre a interrup¢do do IBP, devendo esta decisao ser precedida pela interrup¢ao da
sintomatologia. Na sexta etapa avalia-se clinicamente a descontinuagdo gradual do IBP, baseando-se o
sucesso da interveng@o na auséncia de sintomatologia (DGS, 2011; Administracdo Regional de Saude de
Lisboa e Vale do Tejo, 2016; Infarmed, 2017).

Em sintomas dispépticos esporadicos, a terapéutica com ARH2 e antidcidos em
regime de SOS, ¢ mais apropriada (DGS, 2011). Os antidcidos aliviam os sintomas em
apenas cerca de 5-20 minutos e os ARH2 em cerca de 1 hora ou menos (30-60 minutos),
dado que os IBP inibem de modo irreversivel as bombas de protdes ativas nas células
parietais, mas sd3o necessarios cerca de 5 dias de tratamento para ocorrer a maxima
supressao da acidez gastrica (Infarmed, 2017; DGS, 2011).

Para além das NOCs existentes ¢ fundamental considerar as recomendagdes do
Consorcio de Implementagdo de Farmacogenética Clinica ou Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium (CPIC) (Anexo II), assim como a variabilidade fenotipica do
gene CYP2C19, nos doentes que realizam a terapéutica com IBP (Lima et al., 2020). O
fendtipo de MN tem um risco acrescido para a falha da terapéutica com IBP, em
comparagdo com os fenotipos de MI e ML, por isso recomenda-se iniciar a terapéutica
com a dose inicial recomendada e aumentar a dose didria instituida em 50-100% para a
erradicacdo do H. pylori e esofagite erosiva, assim como monitorizar a eficacia da
terapéutica (Lima et al., 2020).

O fenétipo de ML demonstra um aumento da concentragdo plasmatica do IBP, um
aumento da eficacia da terapéutica e uma potencial toxicidade, sendo que se aconselha a

reducdo de 50% da dose diaria instituida, numa terapéutica a longo prazo (superior a 12
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semanas) e a monitorizagdo da eficdcia da terapéutica (Pratt et al, 2018; Lima et al.,
2020).

No fenotipo de MI verifica-se o aumento da concentragdo plasmatica do IBP, em
comparagdo com o fenétipo de MN, o aumento da eficacia da terapéutica e uma potencial
toxicidade, deste modo aconselha-se iniciar a terapéutica com a dose inicial recomendada
e, a semelhanca do fendtipo de ML, reduzir em 50% a dose didria instituida, numa
terapéutica a longo prazo, assim como proceder a sua monitorizagdo para alcancar a
eficdcia da terapéutica (Pratt ef al., 2018; Lima et al., 2020).

Segundo Lima et al. (2020), no fendtipo de MR recomenda-se iniciar a terapéutica
com a dose inicial recomendada e aumentar a dose inicial em 50-100% para a erradicagao
do H. pylori e para a esofagite erosiva, assim como monitorizar a eficicia da terapéutica,
considerando a diminui¢do da concentragdo plasmatica do IBP e o risco de falha da
terapéutica, em comparac¢ao com o fendtipo de MN. No fenétipo de MUR recomenda-se
um aumento da dose instituida em 100%, assim como a monitoriza¢do da terapéutica,
para evitar a falha da terapéutica, face a diminui¢do da concentracdo plasmatica do IBP

(Pratt et al., 2018; Lima et al., 2020; Rouby et al., 2018).

1.4.  Utilizacao de Inibidores da Bomba de Protdoes em Portugal

A politica de financiamento de IBP tem vindo a sofrer algumas altera¢des o que,
por sua vez, proporcionou uma inversao na tendéncia de crescimento dos encargos do
Servigo Nacional de Saude (SNS), nomeadamente a redu¢do do preco de medicamentos
genéricos do OMZ em 35%, comparativamente ao Preco de Venda ao Publico (PVP)
maximo do medicamento de referéncia (Portaria n.° 312-A/2010 de 11 de Junho, 2010),
assim como a alteracdo da formula de calculo do preco de referéncia (Decreto-lei n.® 48-
A/2010 de 13 de Maio, 2010).

Segundo Silva & Oliveira (2016), a utilizagdo de IBP aumentou no periodo
compreendido entre o ano 2000-2016, com um ligeiro decréscimo entre 2010 e 2012.

Em Portugal, no ano de 2016, os encargos a nivel do SNS, foram cerca de 19,8
milhdes de euros e os encargos para os utentes foram cerca de 37,9 milhdes de euros, em
relacdo a terapéutica com IBP (Silva & Oliveira, 2016). Em 2016, a distribuicdo da
utilizagdo realca que o OMZ foi o IBP mais utilizado (43,6%), seguindo-se o PNZ
(24,1%), ESZ (19,0%), LNZ (11,2%) e o RBZ (2,1%). Importa referir que o ESZ,
apresenta uma tendéncia de utilizagdo semelhante ao OMZ e ao PNZ, desde 2011 (Silva

& Oliveira, 2016).
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Os encargos para o SNS tém vindo a apresentar uma tendéncia de crescimento
desde 2010, sendo que o ESZ, desde 2013, que apresenta os encargos mais elevados para
o SNS (7,7 milhdes de euros, em 2016, quando comparado com 4,8 milhdes de euros, no

mesmo ano, com o0 OMZ), como ilustrado na figura 1.6 (Silva & Oliveira, 2016).
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Figura 1.6. Utilizacio de Inibidores da Bomba de Protdes em Portugal, em 2016. [A] Encargo do SNS
com cada IBP, utilizado em Portugal continental; [B] Encargo para o utente, durante um més de tratamento
com IBP; Indicador de utilizagdo — os dados sdo expressos em Doses Didrias Definidas (DDD) por 1000
habitantes, por dia (DHD); A DHD corresponde a dose diaria definida por 1000 habitantes por dia e indica
a propor¢do da populagdo que diariamente recebe o tratamento com determinado IBP numa determinada
dose média, através do niumero total de habitantes em Portugal continental; o custo médio de tratamento
mensal corresponde ao encargo do doente por DDD utilizada, num periodo de 30 dias; Indicador de despesa
- Preco de Venda ao Publico (PVP); despesa publica (encargos do SNS); despesa privada (encargos dos
utentes); estes resultados consideram o centro de conferéncia de faturas de farmacias comunitarias em
Portugal continental, assim como os medicamentos dispensados em ambulatorio a utentes do SNS, ndo
foram incluidos os medicamentos relativos ao internamento hospitalar e IBP com o estatuto de dispensa de
Medicamento Nao Sujeito a Receita Médica (MNSRM) (Adaptado de Silva & Oliveira, 2016).

As duas substancias ativas mais utilizadas em Portugal continental, no ano se
2016, ou seja, 0 OMZ e o PNZ, dizem respeito as substancias ativas com o custo mensal
de tratamento mais reduzido para o utente, o RBZ apresenta o custo mais elevado e, por
sua vez, foi o IBP menos utilizado em Portugal, em 2016 (Silva & Oliveira, 2016). Deste
modo, a maioria da prescricdo de IBP cumpre o critério definido para a selecao do IBP,

dado que o critério que deve prevalecer na selecdo de um IBP ¢ o seu custo (DGS, 2011).
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Importa realcar que, embora os IBP sejam comumente prescritos e utilizados em
Portugal, ndo dizem respeito a farmacos indcuos e ndo sdo desprovidos de efeitos

adversos, nomeadamente na terapéutica a longo prazo (Infarmed, 2017; Casciaro ef al.,

2019).

1.5. Terapéutica com Inibidores da Bomba de protdes a longo prazo e efeitos
adversos

A terapéutica com IBP a longo prazo e/ou em doses elevadas, pode originar
problemas de seguranga graves, tais como hipomagnesémia, hipocalcemia, fraturas
Osseas, infecdo por Clostridium difficile, pneumonia e dispepsia associada a suspensao
do IBP (Jaynes & Kumar, 2018; DGS, 2011; Infarmed, 2017; Jo et al., 2015).

A utilizacdo a longo prazo de IBP tem vindo a ser associada a osteoporose, sendo
que a terapéutica com IBP aumenta significativamente o risco de fratura 6ssea relacionada
a osteoporose (Eusebi et al.,2017). A terapéutica com IBP influencia a biodisponibilidade
de calcio, magnésio e ferro, estando associada a acloridria e/ou hipocloridria (Yang et al.,
2006; Malfertheiner et al., 2017). Um estudo de caso-controlo avaliou a correlagdo entre
a terapéutica com IBP e a fratura do quadril, sendo que numa duragdo da terapéutica de
1 ano demonstrou um odds ratio (OR) de 1,44 e numa terapéutica com a duracgdo de 4
anos um OR igual a 1,59 (Yang et al., 2006).

A hipomagnesémia tem sido associada a doentes a realizar terapéutica com IBP
com uma duracdo da terapéutica superior a trés meses (Park et al., 2014; Eyal et al.,
2014). O risco de hipomagnesémia € superior no sexo masculino e na populagdo idosa,
podendo coexistir a condi¢ao de hipocalcemia e hipocaliémia e, deste modo o IBP deve
ser utilizado na dose minima efetiva e durante o menor periodo de tempo possivel
(Atkinson, Reynolds & Travis, 2015).

A deficiéncia em vitamina B12 (cianocobalamina) tem sido associada a terapéutica
com IBP, devido a reduc¢do da sua absor¢ao, devendo ser considerada em individuos com
fatores de risco para uma reduzida absor¢do de vitamina Bz, tal como a ma absor¢ao
gastrointestinal e a anemia perniciosa, como resultado da terapéutica a longo prazo com
IBP (Lam et al., 2012; UpToDate, 2020).

A pneumonia associada a terapéutica com IBP, estd relacionada com as alteragdes
do pH gastrico, potenciando a colonizagdo por parte de microrganismos, com
consequente invasdo pulmonar por microaspiracdo (Eusebi et al., 2017). Sugere-se a

associagdo entre a terapéutica com IBP e a ocorréncia de pneumonia adquirida em
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ambiente hospitalar ou Pneumonia Adquirida na Comunidade (PAC) (Arguelles et al.,
2016; Filion et al., 2014).

Existe uma associacdo significativa entre o desenvolvimento de PAC e a
utilizagdo de IBP, por periodos inferiores a trinta dias (Arguelles et al., 2016). Importa
salientar que, o risco € superior no inicio da terapéutica com IBP e/ou em doses elevadas
(Arguelles et al., 2016; Eusebi et al.,2017; UpToDate, 2020; Eom ef al., 2011).

A infecdo por Clostridium difficile, resulta da acloridria e/ ou hipocloridria
associada a terapéutica com IBP a longo prazo e ao aumento de infecdes entéricas, tal
como a diarreia causada por Clostridium difficile, existindo um risco acrescido nos
doentes hospitalizados (Arguelles et al., 2016; Ogielska et al., 2015).

A dispepsia tem sido associada a suspensdo da terapéutica com IBP, isto €, a
hipersecrecdo 4cida por efeito rebound, apds duas semanas da suspensdo da terapéutica
com IBP (Eusebi et al., 2017; Islam et al., 2018)

A nefrite intersticial aguda refere-se a um efeito adverso raro na terapéutica com
IBP, a longo prazo, devendo o mesmo ser suspenso em caso de suspeita e o doente ser
referenciado para um nefrologista (Praga, Sevillano, Aunon, & Gonzalez, 2015). Num
estudo de coorte de base populacional, os doentes que iniciaram o tratamento com IBP
apresentaram um risco duas vezes superior de desenvolver nefrite intersticial aguda
(Antoniou et al., 2015). A terapéutica com PNZ, a longo prazo, tem vindo a ser associada
ao desenvolvimento de nefrite intersticial aguda (Klassen et al., 2013).

A inferferéncia com testes laboratoriais para a pesquisa de tumores
neuroenddcrinos também tem sido documentada, dado que a terapéutica com IBP a longo
prazo aumenta os niveis de Cromogranina A (CgA), resultando em diagnosticos falsos
positivos (Kourse ef al., 2011; Nehra et al., 2018).

Choudhry et al. (1998) e Islam et al. (2013), demonstraram que pdlipos benignos
no estdbmago ocorrem com mais frequéncia em doentes a realizar terapéutica com IBP,
em comparag¢ao com a populagdo em geral e histologicamente os polipos apresentam uma
histologia de hiperplasia e inflamatdria, indistinguiveis dos poélipos de ocorréncia
esporadica e sem evidéncias de displasia.

A literatura real¢a ainda a possibilidade de reagdo anafiltica, sendo os testes
cutaneos prick o método preciso para identificar o IBP em causa e, caso ndo exista um
IBP alternativo, a terapéutica com ARH2, deverd ser prescrita ou um protocolo de

dessensibilizacdo devera ser aplicado (Garcia et al., 2018). O PNZ foi o IBP mais
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frequentemente envolvido em reagdes de hipersensibilidade (42%), nomeadamente em
reacdes de urticaria e angioedema (33%) (Casciaro et al., 2019).

Apesar dos efeitos adversos documentados na literatura para a terapéutica com
IBP, a longo prazo, na figura 1.7 € possivel observar a evidéncia cientifica que demonstra

uma relacao de causalidade.

Lesiio Renal
Aguda (LRA) Doenga Renal
Alteraciio funcional e Cronica (DRC)
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Figura 1.7. Efeitos adversos associados a terapéutica com Inibidores da Bomba de Protoes a longo
prazo e a evidéncia cientifica da relacdo de causalidade. A alteracdo funcional e estrutural da mucosa
gastrica, a ocorréncia de infecdes entéricas e a Lesdo Renal Aguda (LRA), apresentam uma relacio de
causalidade, de acordo com a evidéncia cientifica disponivel, os restantes efeitos adversos documentados
na literatura apresentam uma reduzida ou insuficiente evidéncia de causalidade, ndo existindo
necessariamente um nexo de causalidade entre a ocorréncia adversa e a terapéutica com IBP. *Infecdes
entéricas com Salmonella typhimurium e Campylobacter jejuni (Adaptado de Malfertheiner et al., 2017).

A terapéutica com IBP tem sido associada a disbiose a longo prazo, pois o efeito
de supressdo de acidez géstrica modifica o hospedeiro microbiota em cada segmento do
TGI e a suplementagdo com probiodticos podera ser uma abordagem ultil na prevengao de
disbiose (Arguelles et al., 2016; Bruno et al., 2019). A existéncia de uma intervencao
terapéutica focada e orientada para a variabilidade da populacdo podera ser eficaz na
reducdo da prescri¢do de IBP, dos efeitos adversos a longo prazo e na redugdo do uso

inadequado de IBP (Boster et al., 2020; Johnson et al., 2017; Yu et al., 2017).

1.6. Implementac¢io da Farmacogenética na farmacia comunitaria portuguesa —
barreiras e desafios
A implementagdo da Farmacogenética na pratica clinica, origina a

individualizacdo da terapéutica com IBP para cada doente, contudo existem diversas
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barreiras e desafios para a sua implementac¢ao na pratica clinica, nomeadamente a falta
de evidéncia cientifica que demonstre a importancia clinica dos resultados em satide, com
base na informacao genética (Dong & Wiltshire, 2017).

A abordagem terapéutica para a maioria das patologias ndo se baseia na medicina
personalizada, mas sim na medicina classica que, por sua vez, adota uma metodologia
baseada na avaliacdo dos sintomas descritos pelo doente, assim como na determinagdo de
um diagnostico e na selecdo da terapéutica mais adequada, consoante as guidelines
disponiveis (Khalifa, 2014). Desta forma, a medicina cléssica consiste numa das barreiras
a implementacdo da Farmacogenética na pratica clinica, nomeadamente na formatagao
dos clinicos, no que diz respeito a prescricao da terapéutica com IBP (Sedda et al,, 2019).

Na implementacao da Farmacogenética na pratica clinica, ¢ fundamental que os
resultados dos testes farmacogenéticos, estejam disponiveis previamente a prescri¢cao da
terapéutica, designados de testes farmacogenéticos preventivos ou prospetivos, € ndo
somente quando € necessario (point-of-care) (Haga, 2016). Na tabela 1.2, observa-se as
vantagens e desvantagens da aplicagdo do teste farmacogenético prospetivo ou preventivo

e da aplicagdo do teste farmacogenético apenas no ato da prescricdo (point-of-care).

Tabela 1.2. Aplicacio de testes farmacogenéticos (Fitzgerald et al., 2019; Mukerjee et al., 2018; Haga,
2016).

prescricio da

farmaco ¢ prescrito. Envolve a

que ¢ concordante

Teste .
. Descrigao Vantagens Desvantagens
farmacogenético
O teste farmacogenético € | = Fornece informagio, Potencial atraso no
No ato da solicitado, cada vez que um novo acerca da terapéutica inicio da realizacdo da

terapéutica;

Preventivo ou

prospetivo

prescricdo da terapéutica. Envolve
a analise de um conjunto de genes
que apresentam variantes,
previamente conhecidas, e
envolvidas na metabolizagdo de

diversos farmacos.

Evita atrasos no
inicio da realizagdo
da terapéutica;
Caracteristica
inerente ao doente,
no planeamento da

terapéutica;

terapéutica andlise de um ou mais genes, com o perfil genético Elevado custo;
(Point-of-care) associados a metabolizagdo de um do doente; Elevado tempo de
determinado farmaco. espera;
O teste farmacogenético ¢ Teste disponivel de Os resultados
solicitado, previamente a modo antecipado; necessitam de  ser

partilhados com todos
os profissionais de
saude, envolvidos na
prestagdo de cuidados,

no futuro;

As questdes éticas, legais e sociais também estdo implicitas na realizacdo dos

testes farmacogenéticos, sendo imperativo criar normas de orientagdo para todos os
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aspetos éticos, de modo a respeitar todos os interesses dos doentes sujeitos aos testes
farmacogenéticos, através da aplicacdo do consentimento informado, o acesso a
informacdo genética de cada doente, por parte de um laboratério ou empresa, pode
conduzir a uma possivel discriminagdo (Salari & Larijani, 2017).

A avaliagdo econdémica também constitui um fator fundamental para a
implementagdo da Farmacogenética na pratica clinica (Arwood et al, 2016). As
avaliagdes econOmicas, no contexto da Farmacogenética, referem-se a avaliagdes
farmaco-econdmicas nas quais se procede a comparagao entre os resultados dos regimes
terapéuticos baseados no perfil genético do doente e regimes terapéuticos que adotam
uma metodologia de medicina cléssica (Verbelen ef al., 2017).

No caso, do regime terapéutico baseado no perfil genético do doente ser, em
termos econdmicos, mais favoravel ou cost-saving, quando comparado com o regime
terapéutico que adota uma abordagem de medicina classica, estabelece-se um argumento
valido para a implementac¢do da Farmacogenética na pratica clinica (Lyman ef al., 2010).

Verbelen et al. (2017), pondera a hipotese dos testes farmacogenéticos serem
realizados de forma gratuita, pois o custo associado aos testes farmacogenéticos
influencia a decisdo de considerar esta abordagem como custo-efetiva. Segundo Berm et
al. (2016), os testes farmacogenéticos sdo vantajosos em termos econdémicos, dado que
permitem a reducdo dos custos associados ao modelo de medicina classica.

O CPIC divulga recomendagdes terapéuticas, baseadas em evidéncia cientifica
acerca de diversas variantes relevantes e que devem ser consideradas, apds o resultado do
teste farmacogenético (Lima et al., 2020). Todavia, a falta de guidelines e algoritmos que
traduzam os resultados dos testes farmacogenéticos em decisdes clinicas, dificulta a
implementagdo da Farmacogenética na pratica clinica (Giri et al., 2019).

Neste sentido, o farmacéutico deve estar envolvido na implementagdo da
Farmacogenética na pratica clinica, nomeadamente no ato de dispensa da terapéutica,
sendo tal envolvimento dificultado quando a terapéutica ¢ dispensada em diferentes

farmacias comunitérias (Smith et al., 2017).

1.6.1. Responsabilidade do farmacéutico

Segundo a American Society of Health-system Pharmacists (ASHP), o
farmacéutico deve-se especializar na area da Farmacogenética para responder aos
desafios e ultrapassar as barreiras na implementagdo da Farmacogenética na pratica

clinica, assim como realizar de forma sistematica revisOes da literatura existente
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(American Society of Health-system Pharmacists, 2015). As suas responsabilidades
incluem a promocao do uso adequado dos testes farmacogenéticos, a interpretacdo dos
resultados e a educacao de outros profissionais de saude, no ambito da Farmacogenética
(American Society of Health-system Pharmacists, 2015).

Entre as barreiras para o processo de implementagdo da Farmacogenética na
pratica clinica, reside a falta de ferramentas no sistema de apoio a decisdo clinica e, desta
forma o farmacéutico deve participar no sistema Clinical Decision Support (CDS) (Sutton
et al., 2020; Khalifa, 2014).

Neste sentido, o programa informatico FARMAPRICE® foi o primeiro CDS
desenvolvido em Itdlia com a finalidade de auxiliar a decisdo clinica no momento de
prescricao de fAirmacos com implicagdes farmacogendmicas e para os quais j& existam
guidelines farmacogenOmicas disponiveis (Roncato et al., 2019). O FARMAPRICE® ¢
um prototipo que foi concebido para a integragdo da informagao genética dos doentes, no
processo de prescri¢do clinica, emitindo alertas apos a institui¢do de uma determinada
terapéutica, quando ainda se desconhece os resultados do teste farmacogenético e apds o
resultado do genotipo estar registado no programa informatico (Roncato et al., 2019).

Antes da implementagdo de um servigo de Farmacogenética na farmadcia
comunitéria, ¢ fundamental determinar quantos doentes serdo abrangidos, definindo os
recursos necessarios para uma implementagao eficaz, tal como a formagao continua dos
recursos humanos existentes, a implementagdo de novas infraestruturas, material e
instrumentos (Snyder et al., 2018). Deve-se ponderar acerca da contratacdo de servigos
por parte de um laboratorio externo para a realizagdo dos testes farmacogenéticos,
podendo-se optar por adquirir o material necessario para realizar o teste nas proprias
instalacdes, dado que a contratagcdo de um laboratdrio externo pode condicionar o tempo
de espera na obtenc¢do dos resultados (Bacci et al., 2019).

Existem diversas técnicas de genotipagem para caracterizar a variabilidade do
gene CYP2C19, nomeadamente duas técnicas de genotipagem aprovadas pela Food and
Drug Administration (FDA). O teste farmacogenético AmpliChip CYP450 (Roche
Molecular Systems, Inc., Califérnia, EUA), a nivel das variantes CYP2CI9*2 e
CYP2CI19*3 e o teste farmacogenético Infiniti CYP2CI19 (AutoGenomics, Inc.,
California, EUA), a nivel das variantes CYP2C19%*2, CYP2C19*3 ¢ CYP2C19*17 (Leon
et al., 2006; Lee et al., 2011).
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E necessario validar a relevancia clinica das variantes selecionadas, dado que
diversos genes sdo suscetiveis de influenciar a resposta a terapéutica, o que torna
complexo e demorado a identificacdo de variantes genéticas (Bacci et al., 2019). Podera
ser pertinente reunir o niimero de embalagens dispensadas dos fairmacos implicados na
Farmacogenética, procedendo-se a selecdo daqueles que apresentam um maior nimero
de embalagens dispensadas (Arwood et al., 2016; Carpenter ef al., 2016).

E imperativo estabelecer o modo como serd realizada a incorporagdo da
Farmacogenética como um novo servigo farmacéutico, nas farmdcias comunitarias
portuguesas. Para tal, deve-se considerar a sua inclusao no servi¢o de Medication Therapy
Management (MTM), que tem como objetivo promover o conhecimento do doente acerca
da sua terapéutica (Snyder et al., 2018).

Desta forma, o farmacéutico tem autonomia para realizar o teste farmacogenético
necessario para identificar o gendtipo do doente, de modo a sugerir a otimizagdo da

terapéutica e obter o melhor resultado terapéutico, como se observa na figura 1.8.

financeiros, humanos,
truturas, materiais e (na populagdo abrangida pela farmicia
instrumentos, guidelines, servigos comunitaria e consoante oS recursos
laboratériais externos) disponiveis)

Realizagdo da entrevista . .
ao doente ¢ identificaio Colheita da amostra e Interpretagio dos

DTy realizagdo do teste resultados do teste
do fét..rmacoolgneglélﬁcadc;o L farmacogenético farmacogenético

Sugestdo de otimizaggo
da terapéutica ao médico
assistente (se aplicavel)

Figura 1.8. Procedimento adotado para implementar um servico de Farmacogenética na farmacia
comunitiaria portuguesa. Deve ser incorporado no servico MTM para que a implementacdo da
Farmacogenética na pratica clinica seja consolidada e ocorra da forma mais célere possivel.

O servigo MTM ¢ realizado junto do préprio doente, com a realizacdo de uma

entrevista, na qual se procede a recolha de informacdo pertinente para identificar
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potenciais problemas relacionados com a terapéutica, seguindo-se a colheita da amostra
para o teste farmacogenético, devendo o farmacéutico dispor de uma formagao adequada
para a recolha da amostra, assim como para a interpretacao dos resultados e na otimizagao
da terapéutica através da redacao da carta de opinido farmacéutica (se aplicavel) (Adeoye
etal., 2019). A falta de conhecimento, por parte dos doentes, acerca da informacao obtida
com o teste farmacogenético ¢ documentada como uma barreira & implementacdo da
Farmacogenética na pratica clinica (Sedda et al., 2019; Giri et al., 2019).

No servico de MTM, o farmacéutico pode identificar os farmacos que possam
estar implicados na Farmacogenética e, por sua vez, ser alvo de alteragdes no seu efeito
terapéutico, devido a existéncia de polimorfismos (Arwood et al.,, 2016). O servico de
MTM, refere-se a um servigo farmacéutico direcionado para a garantia de uma terapéutica
com a maior eficdcia e com o menor risco de efeitos adversos, representando os objetivos
da implementagdo da Farmacogenética na pratica clinica (Ferreri ef al., 2020).

O futuro da Farmacogenética na pratica clinica, podera estar na origem da sua
implementagdo no ambito da farmdacia comunitaria, possibilitando o desenvolvimento de
uma estratégia focada e orientada para a variabilidade da populacao portuguesa.

Neste sentido, o presente estudo pretende caracterizar o genotipo e fendtipo dos
doentes, apo6s a dispensa da terapéutica com IBP na farmdcia comunitéaria, no que diz

respeito as variantes mais relevantes do gene CYP2C19.
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2. Objetivos

O presente trabalho de investigacdo realga como objetivo geral, caracterizar o
gendtipo e fenotipo dos doentes a realizar terapéutica com IBP, no que diz respeito as
variantes CYP2C19*1, *2, *3 e *17 e tem como base os resultados preliminares obtidos
através da base de dados Ensembl Projet e as recomendagdes terapéuticas do Consorcio
de Implementacdo de Farmacogenética Clinica ou Clinical Pharmacogenetics

Implementation Consortium (CPIC).

No qual se exploram os seguintes objetivos especificos:

= Avaliar a adequacdo da terapéutica selecionada e da dose instituida,
nomeadamente se ¢ concordante com o respetivo fendtipo do doente,
através da aplicagdo de um questiondrio de avaliagdo da terapéutica com
IBP e da genotipagem do CYP2C19Y;

= Avaliar a implementag¢do de um servi¢o de Farmacogenética na farmacia
comunitéria portuguesa, através do qual o farmacéutico comunitario, em
carta de opinido farmacéutica, podera sugerir a otimizagdo da terapéutica

ao médico assistente (se aplicavel);

33



Caracterizagdo dos polimorfismos CYP2C19 mais relevantes para a variabilidade interindividual na resposta a
terapéutica com inibidores da bomba de protoes — aplicacdo da Farmacogenética na farmdcia comunitaria portuguesa

34



Materiais e métodos

3. Materiais e métodos
3.1. Tipo de estudo

O respetivo trabalho de investigagao refere-se a um estudo transversal, permitindo
descrever as caracteristicas da amostra em estudo e estabelecer associagdes entre as
diferentes varidveis em estudo. Este estudo transversal serd um estudo piloto, de um outro
estudo mais abrangente, a ser realizado posteriormente, que envolvera as farméacias
comunitarias de Portugal continental e através do qual todos os doentes identificados
como beneficiando da intervengdo farmacéutica (alteragdo da terapéutica e/ou da dose

instituida), serdo envolvidos.

Deste modo, foi possivel aferir a capacidade de recrutamento da farmacia
comunitéaria envolvida no estudo, ou seja, da farmacia comunitaria Nobre Guerreiro,
localizada no concelho de Seixal, para numa fase posterior se avaliar a implementagao
desta interven¢do farmacéutica noutras farmacias comunitarias portuguesas, segundo as
conclusdes do presente estudo. Importa salientar, que apenas a farmacia comunitaria
Nobre Guerreiro emitiu previamente uma declaragdo para a sua adesdo ao presente
estudo, no dmbito da realizacdo do estagio curricular em farmacia comunitéria, sendo que
o atual contexto de Pandemia SARS-Cov-2 condicionou o numero total de amostras

recolhidas e de farmécias comunitarias participantes.

3.1.1. Selecao e caracterizacio demografica da amostra em estudo

A amostra analisada corresponde a um total de 33 doentes a realizar terapéutica
com Inibidores da Bomba de Protdes (IBP), dos quais 21 doentes se referem ao sexo
feminino e 12 doentes ao sexo masculino, a nivel da etnia, 17 doentes sdo de etnia
caucasiana e 16 doentes sdo de etnia negroide. Importa referir que, 10 doentes sdo do sexo
feminino e etnia negroide, 11 doentes sdo do sexo feminino e etnia caucasiana, 6 doentes
sd0 do sexo masculino e etnia negroide e 6 doentes sdo do sexo masculino e etnia
caucasiana. A idade média dos participantes foi de 53,4 anos e a mediana de 53 anos, com

uma faixa etdria compreendida entre os 21 e os 89 anos.

Os participantes do estudo respeitam determinados critérios de inclusdo, tais como
realizarem terapéutica com IBP prescrita em Portugal com a classificagdo quanto a
dispensa de Medicamentos Sujeitos a Receita Médica (MSRM), no ambito da farmécia
comunitaria portuguesa (qualquer IBP ¢ elegivel, assim como a primeira prescri¢do ¢ a

renovacdo da terapéutica, mas sdo diferenciadas) e determinados critérios de exclusdo,
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tais como, individuos com idade inferior a 18 anos, com deficit cognitivo ou barreiras
linguisticas que impegam a respetiva recolha de informagao.

A informagdo acerca da terapéutica com IBP foi obtida através da aplicagdo de
um questiondrio de avaliacdo (Anexo V) e recolhida para todos os participantes, no
momento de recrutamento, presencialmente (to), assim como através dos resultados da
técnica de genotipagem, em ambiente de laboratorio (t1), sendo posteriormente redigida
a carta de opinido farmacéutica para a otimizagao da terapéutica com IBP (se aplicavel).
3.1.2. Recolha de dados - questionario de avaliaciao

Os dados a recolher no questionario de avaliagdo (Anexo V) incluem:

= Caracterizagdo da prescricdo da terapéutica com IBP (primeira prescricdo ou
renovagdo da terapéutica);

= Caracterizagdo da terapéutica com IBP (substancia ativa, dose, posologia, duragio
da terapéutica, indicagdo terap€utica e experiéncia de efeitos adversos);

= Terapéutica concomitante (avalia¢do de possiveis interacdes medicamentosas);

= Resultado da genotipagem dos polimorfismos;

Procedeu-se ainda a recolha de informagao, para avaliar a implementacdo de um
modelo de intervencdo farmacéutica, no ambito da Farmacogenética, na farmacia
comunitaria portuguesa, nomeadamente, contabilizou-se:

= Tempo despendido no convite a participagdo, na explicagdo do estudo e na
recolha do consentimento informado;
Tempo despendido para a recolha da amostra;
Tempo despendido para a recolha de dados, através do questionario de avaliagao;

Tempo despendido para a realizagdo do teste farmacogenético;

ud Ul

Tempo despendido no estudo das alternativas terapéuticas para otimizagdo da
terapéutica com IBP (se aplicavel);

= Tempo despendido a redigir a carta de opinido farmacéutica (se aplicavel);

3.1.3. KEtica e confidencialidade de dados
De forma a obter a amostra em estudo, obtiveram-se os respetivos consentimentos
informados de cada um dos participantes, que foram previamente informados acerca dos

objetivos e metodologia do estudo, inclusive as suas obrigacdes, responsabilidades e
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direitos, devendo formalizar a sua adesdo ao estudo sob a forma de um consentimento

informado (Anexo IV).

A informacdo de cada um dos participantes foi recolhida de forma anénima e
confidencial, durante o tratamento de resultados, e devidamente codificada com recurso
a uma chave numérica e ao programa de folha de calculo Microsoft Excel 2019®
(Microsoft®Office 365). A identificagdo dos participantes foi apenas possivel durante o
desenvolvimento do estudo, ao farmacéutico responsdvel, no ambito da habitual
prestacdo de cuidados de saude, e ao Investigador Principal (IP). A chave que permite
correlacionar a identidade ao respetivo cddigo foi apenas titulada pelo IP e destruida
imediatamente ap6s a conclusdo do presente estudo. A proposta de trabalho cientifico,
assim como toda a documentacdo solicitada para o efeito, foi submetida e aprovada pela
comissao de ética Egas Moniz (Cooperativa de Ensino Superior, CRL, Egas Moniz), tal

como consta no Anexo VI.

3.2. Recolha das amostras e material bioldogico

Apds a aplicagdo do questionario de avaliagdo, procedeu-se a recolha das amostras
através da técnica de zaragatoa bucal e raspagem na mucosa oral, com recurso a uma
zaragatoa estéril OmniSwab® (QIAGEN), de seguida as amostras foram armazenadas
num tubo eppendorf e conservadas a -20°C, para posterior extracdo de &cido

desoxirribonucleico (ADN) ou deoxyribonucleic acid (DNA).

3.3. Extra¢ao de DNA

Para a extracdo de DNA, foi selecionado o total de 33 amostras de doentes a
realizar terapéutica com IBP. A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo
do fabricante do kit comercial QI4damp® DNA Investigator — Isolation of total DNA from
Surface and Buccal Swabs, com algumas modificagdes (QIAGEN, 2020).

Para iniciar a extragdo de DNA, adicionaram-se 20 pL de proteinase K e 600 pL
do tampao ATL, a cada amostra previamente descongelada e, de seguida incubou-se a
56°C num bloco de aquecimento (LabNet International AccuBlock™ Digital Dry Baths,
Inc.), durante 1 hora. Durante este periodo de incubacdo, recorreu-se a agitacdo com o
auxilio de um vortex (BioBlocks, Inc., Science Agitateur Top-Mix 11118), a cada 10
segundos, para ocorrer a lise celular. Segue-se uma breve centrifugacdo a velocidade
maxima (Eppendorf 5417C Centrifuge) para remover possiveis goticulas retidas na tampa

do tubo eppendorf. Posteriormente, adicionou-se 600 pL do tampao AL e agitacdo no
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vortex durante 15 segundos, para a obtencao de uma solugdo homogénea e incubou-se a
solugdo a 70°C, no bloco de aquecimento, com agitacao a cada 10 segundos nas condigdes
suprarreferidas (QIAGEN, 2020).

Ap6s ocorrer a lise celular, adicionou-se 300 pL. de etanol absoluto (Honeywell,
NC, EUA) e, de seguida misturou-se no vortex durante 15 segundos, centrifugando-se a
velocidade maxima durante 1 minuto (QIAGEN, 2020).

Foram transferidos 700 pL do lisado obtido anteriormente de cada uma das
amostras para uma coluna QIAmp MinElute (QIAGEN) colocada num tubo coletor,
seguindo-se uma nova centrifugacdo a 8000 rpm durante 1 minuto. Apds se rejeitar o
sobrenadante do tubo coletor foi adicionado o volume restante de cada uma das amostras,
sujeito novamente a uma centrifugacdo nas condic¢des suprarreferidas. O sobrenadante
obtido foi descartado e procedeu-se a lavagem com 500 pL do tampdao AWI,
centrifugando-se novamente a 8000 rpm durante 1 minuto (QIAGEN, 2020).

De seguida, os tubos coletores foram descartados e as colunas QIAmp MinElute
foram colocadas em novos tubos coletores, seguindo-se a centrifugacdo a 8000 rpm
durante 1 minuto. O sobrenadante foi novamente descartado e procedeu-se a uma segunda
lavagem das colunas QIAmp MinElute através da adicdo de 700 pL do tampdao AW2 e
centrifugou-se a 8000 rpm, durante 1 minuto (QIAGEN, 2020).

Adicionou-se 700 uL de etanol absoluto e centrifugou-se a 8000 rpm, durante 1
minuto, seguindo-se a centrifugacdo a 14,000 rpm durante 3 minutos, de modo a
promover a secagem da membrana da coluna QIAmp MinElute, os tubos coletores foram
descartados e cada coluna foi colocada num tubo eppendorf (QIAGEN, 2020).

Para maximizar o rendimento da extragdo e a eluigdo do DNA na membrana da
coluna QIAmp MinElute, incubou-se a 37°C durante 10 minutos (Memmert BE500),
foram ainda adicionados 15 pL do tampao ATE, no centro da membrana da coluna QI4Amp
MinElute, e centrifugou-se a velocidade méxima durante 1 minuto. Posteriormente,
repetiu-se todo o processo supracitado (QIAGEN, 2020).

Por fim, descartou-se a coluna QIAmp MinElute e armazenou-se o tubo eppendorf
contendo o DNA extraido, para cada uma das amostras a -20°C, até posterior utilizagao.
Na figura 3.1, ¢ possivel observar as diferentes etapas envolvidas no procedimento de

extragdo de DNA.

38



Materiais e métodos
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Figura 3.1. Procedimento de extragio de DNA através do kit QI4amp® DNA Investigator. Isolation of
total DNA from Surface and Buccal Swabs. Processo de lise celular, ligagdo do DNA a membrana da coluna
QIAmp MinElute, processo de lavagem e eluicdo do DNA, para posterior utilizagdo (Adaptado de QIAGEN,
2020).

A quantificacdo da concentracdo total de DNA, assim como a pureza foram
determinadas através de andlise espetrofotométrica no NanoVue Plus® (Thermo Fisher
Scientific Inc.). A concentracdo de DNA total foi estimada, considerando que a medida
de absorvancia a 260 nm (A,snm) corresponde a concentragdo de 50 ng/uL de DNA de
cadeia dupla. A contaminacdo de DNA com proteinas e com 4cido ribonucleico (ARN)
ou ribonucleic acid (RNA), foi avaliada através da razao A,gonm/Azsonm, Na qual valores
inferiores a 1,75 demonstram a contaminagdo por proteinas e valores superiores a 2,00
indicam a contaminagdo com RNA. A contaminacdo por compostos organicos foi
avaliada através da analise da razdo Ajspnm/Assonm, Na qual valores inferiores a 1,75
demonstram a contaminagdo através de compostos organicos. Para a quantificagdo da
concentragdo de DNA total foi considerada a média das duas medigdes efetuadas para

cada amostra e como branco utilizou-se agua.

3.4. Genotipagem e analise dos polimorfismos

Apds a extragdo de DNA, procedeu-se a reagdo em cadeia da polimerase ou
Polymerase Chain Reaction (PCR) para os polimorfismos CYP2C19*2, CYP2CI19*3 e
CYP2C19*17. Posteriormente, procedeu-se somente a genotipagem dos polimorfismos
CYP2C19*3 e CYP2C19*17, através da andlise dos fragmentos de restricdo obtidos ou
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), seguindo-se a respetiva técnica de
sequenciacdo, como ilustrado na figura 3.2. Importa salientar que ndo se realizou a

genotipagem do polimorfismo CYP2C19*2, devido a necessidade de gestdo de tempo na
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realizagdo do respetivo trabalho de investigacdo, face o contexto de Pandemia SARS-

Cov-2.

1° RECOLHA DAS
AMOSTRAS
33 amostras
OmniSwab®
S s 4
- 2° EXTRACAO 3° QUANTIFICACAO DA
iy CONCENTRACAO
DE DNA TOTAL DE DNA
=
: 1 . , |
4°PCR 5° RFLP 6° SEQUENCIACAO
CYP2CI9%2 ' CYP2C19*3 CYP2C19*3
CYP2CI9*3 CYP2C19*17 CYP2CI9*17
- CYP2C19%17 - .
| L

Figura 3.2. Genotipagem e analise dos polimorfismos CYP2C19%2, CYP2C19*3 e CYP2C19%*17. Apods
a recolha das 33 amostras em estudo, com recurso a zaragatoas OmniSwab®, realizou-se a extragdo € a
quantificacdo da concentragdo total de DNA. De seguida, a reagdo de PCR para os polimorfismos
CYP2C19%*2, CYP2C19*3 e CYP2C19*17, assim como a a técnica de RFLP e de sequenciagdo para os
polimorfismos CYP2C19*3 e CYP2C19*17.

3.4.1. Sequéncias de oligonucleétidos introdutores de primers

Ap6s a recegdo dos primers (STABvida, Lda, FCT/UNL, Caparica) procedeu-se
a reconstitui¢do de cada primer na solugdo tampao Tris-HCI 10 mM a pH= 8,0 (PanReac
AppliChem) e a dilui¢cdo num fator de diluicao 1:100, obtendo-se uma concentragao final
de 1 pM. Na tabela 3.1 observam-se as sequéncias de oligonucledtidos introdutores de
primers utilizados no presente trabalho de investigacao.

Tabela 3.1. Sequéncias de oligonucledtidos introdutores de primers. CYP2C19*2 (c.681G>A),
CYP2C19%*3 (c.636G>A) e CYP2C19*17 (c.-806C>T); pb — par de bases; Fwd — forward; Rev — reverse;
PCR — Polymerase Chain Reaction (Adaptado de Dehbozorgi ef al., 2018; Ensembl Project, 2020).

Alteracao nucleotidica Produto de
e referéncia Ensembl Primer Sequéncia 5' - 3'
. PCR (pb)
Project
CYP2C19*2
CYP2C19*2 Fod 5'- AAT TAC AAC CAG AGC TTGGC -3'
W
c.681G>A 168 pb
CYP2C19*2
154244285 2 5'-TAT CAC TTT CCA TAA AAG CAAG -3'
ev
CYP2C19%*3
CYP2C19%*3 Fuod 5'- AAC ATC AGG ATT GTA AGC AC -3
W
c.636G>A 119 pb
CYP2C19%*3
154986893 2 5'-TCA GGG CTT GGT CAA TATAG -3'
ev
*
CYP2C19%17 CYP?ildg 7 5'- GCC CTT AGC ACC AAATTC TC -3'
c.-806C>T 471 pb
CYP2C19*17
rs12248560 R 5'- ATT TAA CCC CCT AAA AAA ACA CG -3’
ev
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3.4.2. Reacido em cadeia da polimerase - PCR

Para o prosseguimento do presente trabalho de investigacdo, foram selecionadas
e analisadas as 33 amostras. A metodologia adotada teve como base os materiais e
métodos adotados no estudo realizado por Dehbozorgi et al., (2018), com algumas

modificagdes.

A reacgdo de PCR foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante do kit
comercial NZYTaq II 2x Green Master Mix® (NZY Tech, 2020a). Este kit comercial, diz
respeito a uma solugdo pré-misturada, contendo a enzima DNA polimerase NZYTaq II
(0,2 U/uL, em glicerol) (NZYTech, 2020a). A mistura reacional para a reagcdo de PCR,
contém desoxirribonucledtidos (ANTPs), tampao de reagdo PCR, cloreto de magnésio
(2,5 mM, MgCly), assim como aditivos em concentracdes ideais que permitem realizar a

amplificacdo de uma ampla gama de modelos de DNA até 6 kb (NZY Tech, 2020a).

Neste estudo, utilizaram-se misturas de reacdo de PCR com um volume final de
50 uL, contendo aproximadamente 50 ng de DNA molde, durante a preparacao da mistura

reacional, a mesma foi sempre mantida em gelo.

De modo a perfazer o volume final de reagdo, adicionou-se dgua livre de nucleases
(NZYTech), 1 puL. de cada primer forward e reverse e 25 pL correspondentes & NZYTaq
11 2x Green Master Mix®, considerando o numero total de amostras analisadas para cada
um dos polimorfismos. Posteriormente, adicionou-se 50 pL da mistura reacional a cada
amostra e no final adicionou-se 5 pL de DNA extraido, para cada amostra. O
termociclador Bio-Rad MJ Mini™ Personal Thermal Cycler (BIORAD), foi programado
especificamente para cada reagdo de PCR. As condi¢des de PCR para a amplificacdo dos
polimorfismos CYP2C19%*2, CYP2CI19*3 e CYP2CI9*17, podem ser observadas nas

tabelas 3.2, 3.3 e 3.4, respetivamente.

Tabela 3.2. Genotipagem e analise do polimorfismo CYP2C19%*2. Condi¢des de PCR utilizadas para a
amplificagdo das regides de DNA gendémico contendo o polimorfismo CYP2CI9*2 (Adaptado de
Dehbozorgi et al., 2018).

Etapa Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
Desnaturacao inicial 95 5 minutos 1
Desnaturagao 95 1 minuto 35
Annealing 54 1 minuto 1
Extensdo 72 2 minuto 1
Extensao final 72 10 minutos 1
Manter a mistura reacional a uma temperatura de 4°C
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Tabela 3.3. Genotipagem e analise do polimorfismo CYP2C19%3. Condi¢des de PCR utilizadas para a
amplificagdo das regides de DNA gendémico contendo o polimorfismo CYP2CI9*3 (Adaptado de

Dehbozorgi et al., 2018).

Etapa Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
Desnaturacao inicial 95 5 minutos 1
Desnaturagdo 94 1 minuto 35
Annealing 56,3 1 minuto 1
Extensdo 72 1 minuto 1
Extensdo final 72 10 minutos 1
Manter a mistura reacional a uma temperatura de 4°C

Tabela 3.4. Genotipagem e analise do polimorfismo CYP2C19*17. Condi¢des de PCR utilizadas para a
amplificagdo das regidoes de DNA genomico contendo o polimorfismo CYP2CI19*17 (Adaptado de

Dehbozorgi et al., 2018).

Etapa Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
Desnaturacao inicial 95 5 minutos 1
Desnaturagdo 94 50 segundos 35
Annealing 54,2 50 segundos 1
Extensao 72 50 segundos 1
Extensdo final 72 10 minutos 1
Manter a mistura reacional a uma temperatura de 4°C

Apds a amplificagdo por PCR, os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2% (p/v) (Seakem LE Agarose, Lonza), em tampao de
eletroforese TAE 1x (Tris 40 mM, acetato de sédio 5 mM, EDTA 1 mM, pH= 8,0) e
através da adi¢do de 5 pL de GelRed Nucleic Acid Stain Safe® 10,000x (Biotium), por
cada 100 mL de tampao TAE 1x.

A cada poco do gel de agarose adicionou-se 10 pL do produto de PCR
previamente obtido, 2 uL de loading dye blue 6x (BioLabs) e 3 uL de agua livre de
nucleases (NZYTech), correspondendo a um total de 15 pL. em cada poco do gel de

agarose. Foram ainda adicionados 5 pL de cada marcador de peso molecular.

O controlo negativo foi realizado para cada um dos polimorfismos em analise,
através da utilizagdo somente da mistura reacional, sendo o volume de DNA substituido
por igual volume de 4gua livre de nucleases (NZYTech). Para cada polimorfismo em
analise, utilizaram-se sequéncias de oligonucleodtidos introdutores dos primers especificas
(STABvida, Lda, FCT/UNL, Caparica), para amplificar os fragmentos de DNA
correspondentes as regides que contém os polimorfismos CYP2C19*2, CYP2CI19%*3 e
CYP2C19%*17.
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Foram utilizados os marcadores de peso molecular, NZYDNA Ladder VI
(NZYTech), 100 bp DNA Ladder (BioLabs) e PhiX174 DNA-Haelll Digest (BioLabs),
conservados a temperatura de -20°C (NZY Tech, 2020b; BioLabs, 2020a). Na figura 3.3

observa-se o perfil eletroforético dos marcadores de peso molecular.

[A] [B] €]
pb pb pb

1,200 1078

1,000 872
- 900

800
700
- 600
500/517
400 Sé, N
57
- 300 234
200

100

Figura 3.3. Perfil eletroforético dos marcadores de peso molecular. [A] NZYDNA Ladder VI; [B] 100
bp DNA Ladder; [C] PhiX174 DNA-Haelll Digest; pb - par de bases (NZY Tech, 2020b; BioLabs, 2020a).

A eletroforese ocorreu aproximadamente durante 60 minutos a 100 mA
(BIORAD, PowerPac 300). Verificou-se que foram amplificados os fragmentos
correspondentes a 168 par de bases (pb), 119 pb e 471 pb, relativos aos polimorfismos
CYP2C19%*2, CYP2CI19*3 e CYP2CI19*17, respetivamente, com luz ultravioleta no
transiluminador (UltraLum). Os produtos de PCR foram conservados a temperatura de -
20°C até a proxima utilizagdo. No entanto, a elevada estabilidade térmica da mistura
enzimatica permite que a mesma permaneca estavel a 4°C ou a temperatura ambiente,

durante 7 dias (NZY Tech, 2020a).

3.4.3. Analise dos fragmentos de restri¢cio dos polimorfismos - RFLP

Os polimorfismos em estudo, foram analisados recorrendo a técnica de RFLP,
permitindo identificar a presenca ou auséncia do polimorfismo na amostra bioloégica em
estudo, apos a amplificagdo por PCR.

Para a restricdo enzimdtica dos polimorfismos CYP2C19*3 e CYP2CI19*17,
utilizaram-se as enzimas de restricio BamHI (20,000 U/mL) (BioLabs) e SfaNI (2,000
U/mL) (BioLabs), respetivamente, assim como o tampao de reagdo 10x (BioLabs)

respetivo, sendo conservadas a uma temperatura de -20°C até a sua utilizagao.

De modo a preparar a mistura reacional teve-se em consideracdo o total de

amostras analisadas para cada um dos polimorfismos, correspondendo cada reagdo a um
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volume final de 31 pL, a preparagdo da mistura reacional foi sempre mantida em gelo.
De modo a perfazer o volume final de reacdo, adicionou-se dgua livre de nucleases
(NZYTech), seguindo-se a adi¢cdo de 10 pL do produto de PCR amplificado previamente,
o tampao para restricdo enzimatica 10x BamHI ou SfaNI, (2 pL) e a respetiva enzima de

restricdo (1 pL), para cada amostra em estudo.

Segundo Dehbozorgi ef al., (2018), para ocorrer a reagdo de restricdo enzimatica
procedeu-se a incubagdo das amostras a 37°C, durante 16 horas (Memmert), dado ser a
temperatura Otima para a respetiva restricdo enzimdtica. A tabela 3.5, ilustra os

fragmentos de restri¢ao obtidos.

Tabela 3.5. Local de restricio das enzimas de restricdio BamHI e SfaNIL. Genotipagem dos
polimorfismos CYP2C19*3 (c.636G>A) e CYP2C19*17 (c.-806C>T) e analise dos fragmentos de restri¢ao
dos polimorfismos; pb — par de bases; wt — wild type (Adaptado de Dehbozorgi et al., 2018; BioLabs,
2020b; Ensembl Project, 2020).

Alteracio
nucleotidica e Fragmentos de . Enzima de -
A . o~ Genotipo .~ Local de restricao
referéncia restricao (pb) restricio
Ensembl Project
Homozigotico wt
93; 26 CYP2C19*1/*1,
636G/G
CYP2CI19*3 Heterozigdtico 5 GIGATC C 3
c.636G>A 119; 93; 26 CYP2C19*1/*3 BamHI
154986893 636G/A ¥ CCTAGTG &
Homozigoético mutado
119 CYP2C19%*3/*3
636A/A
. . . Homozigotico wt
184; 1333’ 14; CYP2C19*1/*1
-806C/C
TCYP2C19*17 o 10 Heterozigotico | |
c.-806C>T 218; 11811’ 139; CYP2C19*1/*17 SfaNI S GCATC N3
rs12248560 -806C/T 3 CGTAG N5
Homozigoético mutado
218;139; 114 CYP2C19*17/*17
-806T/T

Posteriormente, os produtos de restricdo enzimdtica foram separados por
eletroforese, através do gel de agarose metaphor a 4% (p/v) (Lonza), em tampao de
eletroforese TAE 1x (Tris 40 mM, acetato de sé6dio 5 mM, EDTA 1 mM, pH= 8,0) e
através da adi¢do de 5 uL de GelRed Nucleic Acid Stain Safe® 10,000x (Biotium®) por
cada 100 mL de tampdo TAE 1x. O gel de agarose metaphor apresenta uma temperatura
de fusdo a 75°C e uma elevada capacidade de resolucdo para a visualizagdo dos
fragmentos de restri¢ao, aproximando-se do gel de poliacrilamida.

A cada poco do gel de agarose adicionou-se 12 pL do produto de restri¢ao

enzimatica previamente obtido, 3 pL de loading dye blue 6x (BioLabs), correspondendo
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a um total de 15 pL em cada poco do gel de agarose. Foram ainda adicionados 5 pL de
cada marcador de peso molecular. A eletroforese ocorreu aproximadamente durante 110
minutos a 140 mA, no aparelho de eletroforese (BioRad, PowerPac 300) e visualizou-se

os fragmentos de restri¢do com luz ultravioleta no transiluminador (UltraLum).

3.4.4. Sequenciacio

Previamente a sequenciagdo de DNA, realizou-se a purificagdo dos produtos de
PCR, segundo o protocolo do kit comercial NZY Gelpure® (NZY Tech, 2020c).

Todas as etapas de purificacdo foram realizadas a temperatura ambiente. O
volume total de cada produto de reacdo de PCR foi transferido para um tubo eppendorfe
de seguida foi adicionado o tampdo de ligagdo e agitou-se o tubo eppendorf,
cuidadosamente, seguindo-se uma breve centrifugacao a velocidade maxima (Eppendorf
5417C Centrifuge). A mistura anterior foi adicionada a coluna de rotagdo NZY Tech, com
o volume maximo correspondente a 700 pL, seguindo-se a centrifugacdo durante 30
segundos e o descarte do sobrenadante obtido no tubo coletor (NZY Tech, 2020c¢).

Posteriormente, adicionou-se 600 pul. do tampdo de lavagem, centrifugou-se
durante 30 segundos e descartou-se o sobrenadante do tubo coletor. De seguida,
centrifugou-se novamente durante 1 minuto para secar a membrana da coluna de rotacao
NZYTech, procedeu-se a eluicdo com 50 pL. de tampao de elui¢do a temperatura ambiente
(1 minuto) e centrifugou-se durante 1 minuto (NZYTech, 2020c).

As amostras foram conservadas a -20°C até a realizacdo da técnica de
sequenciacdo com os respetivos primers forward e reverse, por parte do laboratorio
STAB VIDA, Lda, para todas as amostras de cada um dos polimorfismos em estudo.
Apo6s a obtencdo dos resultados de sequenciacdo, procedeu-se a andlise dos resultados

através do programa BioEdit 7.2.5 - Biological Sequence Alignment Editor.

3.5. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do software Estatistico R versdao 4.0.3 (R
package based on y?* test, Statistical Computing and Graphics, Inc.), baseado no teste do
qui-quadrado (y3?), com um intervalo de confianga (IC) de 95%. O resultado observado
para cada um dos polimorfismos, foi comparado com o resultado que seria esperado, para
uma populacdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) (p>0,05), sendo que os valores
de *p<0,05 foram considerados significativos para a distribuicdo alélica e genotipica,

entre 0 sexo € etnia, na amostra em estudo.
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4. Apresentacio e discussiao dos resultados

4.1. Genotipagem e analise dos polimorfismos — frequéncias alélicas e genotipicas

Na figura 4.1 observa-se o perfil eletroforético dos produtos de amplificagdo, por
reacdo de PCR, sendo que o CYP2CI19*2 (c.681G>A, rs4244285), CYP2CI19*3
(c.636G>A, 154986893) e CYP2C19*17 (c.-806C>T, rs12248560), correspondem a um
produto de PCR com 168 par de bases (pb), 119 pb e 471 pb, respetivamente, indicando
que a técnica foi realizada com sucesso. Importa referir, que as amostras ndo
apresentaram indicios de contaminagao, através da observacao do perfil eletroforético de
cada controlo negativo. A fraca intensidade das bandas, pode dever-se a uma reduzida
concentracdo de DNA extraido, tal como ilustrado nas amostras 1 ¢ 2 (Al e A2) do
CYP2C19%*2 e CYP2C19%3.

[A]

AL ADC (M) @ lee ! A A4

g

(B]
Ml C Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0 All A12 A13 Al4 A15

Controlo
Negativo

Figura 4.1. Reacdo em cadeia da polimerase CYP2C19%2, CYP2C19*3 e CYP2C19%17 na amostra em
estudo. [A] Observa-se a amplificagdo de fragmentos com um tamanho de 168 pb e 471 pb para o
CYP2C19%*2 (c.681G>A, rs4244285) e CYP2C19*17 (c.-806C>T, rs12248560), respetivamente, € o
controlo negativo (C); [B] Observa-se a amplifica¢do de fragmentos com um tamanho de 119 pb e 471 pb
para o CYP2C19%*3 (c.636G>A, rs4986893) e CYP2C19*17, respetivamente, e o controlo negativo (C).
Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (M1) e NzyDNA Ladder VI (M2); pb - par de bases;
Figura representativa do nimero total de amostras em estudo.

Apds a reagdo de PCR, realizou-se somente a genotipagem dos polimorfismos

CYP2C19*3 e CYP2C19%*17, tal como mencionado na sec¢ao Materiais e métodos.
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Na genotipagem do polimorfismo CYP2C19*3 observaram-se somente doentes
com o gendtipo homozigotico wild type (CYP2C19*1/*1, 636G/G, rs4986893) e o
fenotipo de metabolizador normal (MN). No polimorfismo CYP2C19*17 observaram-se
doentes com o gendtipo homozigético wild type (CYP2C19*1/*1, -806C/C, rs12248560),
com o fenoétipo de MN, assim como o genétipo heterozigdtico (CYP2C19*1/*17, -
806C/T, rs12248560) com o fenotipo de metabolizador rapido (MR), como ilustrado na
figura 4.2.

(Al M2 M3 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All A12 Al13 Al4 A15 Al6 Al7 A18

Heterozigético CYP2CI9*1/¥17 Homozigdtico wild type CYP2C19%1/*1

[B] M3 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0 All AI2 AI3 Al4 AIS Al6 A17 AlS

Homozigotico wild type CYP2CI9*I/*1  Homozigdtico wild type CYP2C19%1/%]

Figura 4.2. Genotipagem e analise dos polimorfismos CYP2C19%3 e CYP2C19*%17 na amostra em
estudo. [A] No polimorfismo CYP2C19*17 observa-se o genotipo homozigotico wild type CYP2C19*1/*1
(-806C/C, 184 pb, 139 pb e 114 pb) e o genodtipo heterozigotico CYP2C19*1/*17 (-806C/T, 218 pb, 184
pb, 139 pb e 114 pb) e denota-se uma atividade enzimatica elevada assim como o fenotipo de metabolizador
rapido; [B] No polimorfismo CYP2C[9*3, observa-se somente o gendtipo homozigético wild type
CYP2C19*1/*1 (636G/G, 93 pb e 26 pb) e denota-se uma atividade enzimatica normal assim como o
fenotipo de metabolizador normal; Os fragmentos que apresentam um tamanho inferior a 50 pb ndo foram
visualizados; Marcador de peso molecular NzyDNA Ladder VI (M2) e PhiX174 DNA-Haelll Digest (M3);
pb - par de bases; Figura representativa do total de amostras em estudo.
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Apbs a técnica de genotipagem realizou-se a respetiva sequenciacdo para

confirmar o resultado obtido apds genotipagem, tal como ilustrado na figura 4.3.
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Figura 4.3. Cromatogramas de sequenciacio de DNA. [A] CYP2CI9*17 homozigoético wild type (-
806C/C, CYP2C19*1/*1); [B] CYP2C19*17 heterozigodtico (-806C/T, CYP2C19*1/*17); [C] CYP2C19*3
homozigotico wild type (636G/G, CYP2C19*1/*I), com os respetivos primers forward e reverse.

O equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) ¢ um principio que afirma que a variagao
genética, numa determinada populagdo, permanecera constante ao longo de geracgdes, na
auséncia de fatores evolutivos, prevé ainda que as frequéncias genotipicas e alélicas
permanecem constantes e em equilibrio (Salanti et al., 2005).

Ap6s a realizagdo da andlise estatistica, observou-se que a amostra em estudo esta
em H-W (p>0,05) para o polimorfismo CYP2CI19*3 (c.636G>A, 1rs4986893), tal pode
dever-se ao facto de ndo existir um fator evolutivo, tais como mutacdes, selecao natural
ou migracdo, que atuem na amostra em estudo, sendo que as frequéncias alélicas podem
permanecer constantes ao longo de geracdes para o polimorfismo CYP2C19*3 (Salanti et
al., 2005; Chen et al., 2017).

Importa salientar que os doentes, na amostra em estudo, apresentaram uma
frequéncia genotipica de 100%, com um Intervalo de Confianga (IC) a 95% (87,02; 100),
para o genotipo CYP2C19*1/*1 (636G/G, rs4986893) e uma frequéncia alélica de 100%,
com um IC a 95% (93,15; 100), para o alelo CYP2C19*1 (636G), assim como o fenotipo
de metabolizador normal (MN).

Na tabela 4.1 observam-se as frequéncias genotipicas para o polimorfismo

CYP2C19*17 (c.-806C>T, rs12248560) que, por sua vez, ndo se encontra em equilibrio
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de H-W (p<0.05), podendo existir algum fator evolutivo ao longo de geragdes que atue
na amostra em estudo, assim como a selecdo de alelos mais favoraveis, sem considerar as
vantagens de cada gendtipo e originando o desequilibrio (Chen ef al., 2017). O presente
estudo refere-se a um estudo piloto com uma amostra total de 33 doentes, sendo que o
respetivo tamanho da amostra também pode influenciar o facto da amostra em estudo nao

se encontrar em equilibrio de H-W para o polimorfismo CYP2C19*17.

Tabela 4.1. Distribuicio das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo CYP2C19%17 (c.-
806C>T, rs12248560) obtidas na amostra em estudo (N=33 doentes). As respetivas frequéncias alélicas
foram obtidas considerando o Equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W), com um Intervalo de Confianga (IC)
a 95% e com base no teste do qui-quadrado (y?), o resultado obtido foi comparado com o resultado que
seria esperado, para uma populag@o em equilibrio de H-W (p>0,05); n: nimero de doentes; wt — wild type;
N/A: Nao Aplicavel (Ensembl Project, 2020).

Alteracao nucleotidica

e referéncia Genétipo/ Alelo n Frequéncia (%) IC 2 95% P-value

Ensembl Project

Homozigoético wt
CYP2C19%*1/*1 14 2,42 (25,95; 60,61)
(-806C/C)
Heterozig6tico
¢.-806C>T CYP2C19*1/%17 19 57,58 (39,39; 74,05)
rs12248560 (-806C/T)
CYP2C19%17 Homozigotico 0,02

mutado '
cypzciox17/417 | ° N/A (0;12,98)
(-806T/T)
CYP2CI9*]
(-806C)
CYP2C19*17
(-806T)

Na tabela 4.1 verifica-se que os genotipos CYP2CI19*1/*1 (-806C/C) e
CYP2C19*1/*17 (-806C/T), apresentam uma frequéncia genotipica de 42,42% e 57,58%,

47 71,21 (58,57; 81,36)

19 28,79 (18,64; 41,43)

respetivamente, sendo que o gendtipo CYP2CI19*17/*17 (-806C/C) esta ausente na
amostra em estudo. Importa realcar que 14 doentes apresentam o genotipo
CYP2C19*1/*1 (-806C/C) e o fenttipo de MN e 19 doentes apresentam o genotipo
CYP2C19*1/*17 (-806C/T) e o fenotipo de MR. Os alelos CYP2C19*1 (-806C) e
CYP2C19*17 (-806T) apresentam uma frequéncia alélica de 71,21% e 28,79%,
respetivamente.

Na tabela 4.2, observa-se a distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos

CYP2C19*17 e CYP2C19*3, na amostra em estudo, entre o sexo feminino € masculino.
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Tabela 4.2. Distribuicio das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos CYP2C19*3
(c.636G>A, rs4986893) e CYP2C19*17 (c.-806C>T, rs12248560) obtidas na amostra em estudo (N=33
doentes) entre o sexo feminino e masculino. Os valores de *p<0,05 foram considerados significativos
para a distribui¢do genotipica e alélica, entre o sexo masculino e feminino; n: nimero de doentes; wt — wild
type; N/A: Nao Aplicavel na amostra em estudo (Ensembl Project, 2020).

Alteragao

nucleotidica e . A .. A
ce Masculino | Frequéncia | Feminino | Frequéncia

Genotipo/ Alelo (n) (%) (n) (%)

A . -value
referéncia 4

Ensembl Project

Homozigoético wt

CYP2C19*1/*1 4 12,12 10 30,30
(-806C/C)
Heterozig6tico

c.-806C>T CYP2C19*1/%17 8 2424 11 33,33 0,67

rs12248560 (-306C/T)
Homozigético
CYP2C19%17 mutado
CYP2C19*17/*17
(-806T/T)
CYP2C19%1
(-806C)
CYP2C19*17
(-806T)
Homozigodtico wt

0 N/A 0 N/A

16 24,24 31 46,97

0,57
8 12,12 11 16,67

CYP2C19%*1/*1 12 36,36 21 63,64

(636G/G)
Heterozigobtico

C636CoA CYP2CI9%1/%3 0 N/A 0 NA 0,12
(636G/A)
rs4986893 Homozigético
% mutado
crezcig | | muado 0 N/A 0 N/A
(636A/A)
CYP2CI9¥]
(636G)
CYP2C19%3
(636A)

24 36,36 42 63,64

0,027
0 N/A 0 N/A

Através da tabela 4.2, pode-se realcar que ndo existem diferengas significativas
nas frequéncias genotipicas entre o sexo feminino e masculino nos polimorfismos
CYP2C19*17 (c-806C>T, 1s12248560) e CYP2C19*3 (c.636G>A, 1s4986893). Importa
ainda realcar que existem diferencas significativas nas frequéncias alélicas do
CYP2C19*3 entre o sexo feminino e masculino (*p<0.05), contudo o mesmo ndo se
verifica para o CYP2CI19*17.

As diferencas significativas registadas nas frequéncias alélicas do CYP2C19*3,
entre o sexo feminino e masculino (*p<0.05), podem dever-se ao reduzido tamanho da
amostra em estudo (N= 33 doentes) e ao facto de apenas ter sido encontrado o genotipo
homozigoético wild type CYP2C19*1/*1 (636G/G), mais resultados sdo necessarios para

determinar a relevancia desta variante entre o sexo feminino e masculino.
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O sexo feminino apresenta uma frequéncia genotipica de 30,30% para o gendtipo
homozigoético wild type CYP2C19*1/*1 (-806C/C, rs12248560) e 33,33% para o gendtipo
heterozigdtico CYP2C19*1/*17 (-806C/T), enquanto que o sexo masculino apresenta as
frequéncias genotipicas de 12,12% e 24,24% para os genotipos homozigbtico wild type
CYP2C19*1/*1 (-806C/C) e heterozigdtico CYP2C19*1/*17 (-806C/T), respetivamente.
Neste sentido, 33,33% dos doentes do sexo feminino e 24,24% dos doentes do sexo
masculino apresentam o fenotipo de MR e um aumento da atividade enzimatica.

A tabela 4.3 refere-se a distribuigdo genotipica e alélica dos polimorfismos

CYP2C19*17 e CYP2C19*3, na amostra em estudo, considerando a etnia.

Tabela 4.3. Distribuicio das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos CYP2C19%*3
(c.636G>A, rs4986893) e CYP2C19*17 (c-806C>T, rs12248560) obtidas na amostra em estudo (N=33
doentes) entre a etnia. Os valores de *p<0,05 foram considerados significativos para a distribuigdo
genotipica e alélica, entre a etnia; n: numero de doentes; wt — wild type; N/A: Nao Aplicavel na amostra
em estudo (Ensembl Project, 2020).

Alteragao

nucleotidica e . A . A,
Caucasiano | Frequéncia | Negroide | Frequéncia

Genotipo/ Alelo (n) (%) (n) (%)

A . -value
referéncia P

Ensembl Project

Homozigoético wt

CYP2C19*1/*] 10 30,30 7 21,21
(-806C/C)
Heterozigo6tico

c-806C>T CYP2C19*1/%17 4 12,12 12 36,36 0,107

rs12248560 (-806C/T)
Homozigético
CYP2C19*17 mutado
CYP2CI19*17/*17
(-806T/T)
CYP2C19*]
(-806C)
CYP2C19*17
(-806T)
Homozigodtico wt

CYP2C19*1/*1 17 51,52 16 48,48
(636G/G)
Heterozig6tico

¢.636G>A CYP2CI19%1/*3 0 N/A 0 NiA 0,862
(636G/A)
rs4986893 Homozigdtico
CYP2CI9™3 CYPr?gtIag ¥3/43 0 N/A 0 wa
(636A/A)
CYP2CI9*]
(636G)
CYP2C19%3
(636A)

0 N/A 0 N/A

27 40,91 20 30,30

0,213
7 10,61 12 18,18

34 51,52 32 48,48

0,806
0 N/A 0 N/A
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Através da tabela 4.3, verifica-se que ndo existem diferencas significativas nas
frequéncias alélicas e genotipicas entre a etnia, nos polimorfismos CYP2CI19*17 (c.-
806C>T, rs12248560) e CYP2CI19*3 (c.636G>A, rs4986893) (p>0.05). Os doentes
caucasianos apresentam uma frequéncia genotipica de 30,30% para o gendtipo
homozigotico wild type CYP2C19*1/*1 (-806C/C, 1s12248560) e 12,12% para o gendtipo
heterozigdtico CYP2C19*1/*17 (-806C/T), enquanto que os doentes com etnia negroide
apresentam as frequéncias genotipicas de 21,21% e 36,36% para os genotipos
homozigotico wild type CYP2C19*1/*1 (-806C/C, rs12248560) e heterozigdtico
CYP2C19*1/*17 (-806C/T, rs12248560), respetivamente. Neste sentido, 12,12% dos
doentes caucasianos e 36,36% dos doentes com etnia negroide apresentam o fenotipo de
MR e um aumento da atividade enzimatica.

Segundo a base de dados Ensembl Project € 1000 genomes Project a variante
CYP2C19%*3 (636A, rs4986893) apresenta uma frequéncia alélica de cerca de 1%, a nivel
mundial e na Asia Oriental uma frequéncia alélica de 6%, ndo sendo encontrado na
populacdo europeia, a semelhanga da amostra em estudo. O alelo CYP2C19*17 (-806T,
1s12248560) apresenta uma frequéncia alélica, a nivel mundial, de cerca de 15% e na
Europa regista-se uma frequéncia alélica de 22%, a semelhanca da amostra em estudo
(28,79%) (International Genome Sample Resource, 2020; Ensembl Project, 2020), como
ilustrado na figura 4.4.

O genotipo homozigdtico mutado CYP2C19*17*17 (-806T/T, rs12248560) nao
foi encontrado na amostra em estudo e estd presente na populacdo europeia (4%),
podendo dever-se ao tamanho da amostra em estudo, estando associado ao fenotipo de
metabolizador ultrarrapido (MUR). Contudo, o genétipo CYP2C19*1/*17 (-806C/T,
rs12248560), foi encontrado na populagao europeia (36%), assim como na amostra em
estudo (57,58%) e o respetivo fenotipo de MR (International Genome Sample Resource,
2020; Ensembl Project, 2020).

A nivel da frequéncia genotipica, obtida através das bases de dados Ensembl
Project e 1000 genomes Project, nao foram encontrados os gendtipos CYP2C19*1/*3 e
CYP2C19%*3/*3 na Europa, a semelhanca dos resultados obtidos na amostra em estudo
(International Genome Sample Resource, 2020; Ensembl Project, 2020). Por sua vez, a
populagdo da Asia Meridional e Asia Oriental registam o gendtipo CYP2CI9*1/*3,
associado ao fendtipo de metabolizador intermédio (MI) e a diminuicdo da atividade

enzimatica, sendo fundamental monitorizar a terapéutica de farmacos metabolizados pela
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CYP2C19, na populagdo asiatica, tal como os IBP e o clopidogrel (International Genome

Sample Resource, 2020; Ensembl Project, 2020; Lima et al., 2020; Rouby et al., 2018).

[A]
A nivel mundial Africa América do Norte Asia Oriental Europa Asia Meridional
*1: 99% *1: 9% 1 100% / 1 94% -*1:100% +1: 99%
-*3: 1% -3 1% - *3: 6% - %3 1%
[B]
A nivel mundial Africa ‘ América do Norte ‘ Asia Oriental Europa Asia Meridional
! | ‘
~*1: 85% 1 T6% A1 88% -*1: 9% 1 T8% 1 86%
w17 159 T ST 1% SHT 1% S 17 12% S*I7: 14%
[C] [D]
Africa (N=661) Africa (N=661) B
Europa (N=503) Europa (N=503)
4%
América do Norte (N=347)
América do Norte (N=347) 2%
Asia Oriental (N=504)
1% L
Asia Oriental (N=504)
Asia Meridional (N=489)
2% 29%
| Asia Meridional (N=489)
0% 50% 100% o o o0
Frequéncia genotipica (%) Frequéncia genotipica (%)
B cyraciorirn T cYpacioiis T CYPICI9*/S B creacisirr U cyprciotirny CYP2CIS*I7/*17

Figura 4.4. Frequéncias alélicas e genotipicas do CYP2C19 obtidas através da base de dados Ensembl
Project e 1000 genomes Project. [A] Frequéncias alélicas CYP2C19*] (636G, 1s4986893) e CYP2C19*3
(636A); [B] Frequéncias alélicas CYP2CI19*1 (-806C, rs12248560) e CYP2C19*17 (-806T); [C]
Frequéncias genotipicas CYP2C19*1/*1 (636G/G, 1s4986893), CYP2Ci19*1/*3 (636G/A), e
CYP2C19%*3/*%3 (636A/A); [D] Frequéncias genotipicas CYP2CI19*1/*] (-806C/C, 1rs12248560),
CYP2C19*1/*17 (-806C/T) e CYP2C19*17/*17 (-806T/T); América do Norte (México; mexicanos com
ancestral em Los Angeles, California; Porto Rico), Africa (Quénia e Republica da Serra Leoa), Europa
(residentes em Utah com ancestral no Norte e Leste da Europa; Finlandia; populagdes ibéricas em Espanha;
Italia), Asia Meridional (Bangladesh; Paquistdo; Residentes em Houston e Reino Unido com ancestral na
india) e Asia Oriental (China; Japdo; Vietname). A frequéncia do genétipo CYP2C19*3/*3 foi inferior a
1%, na populagdo supracitada; tamanho da amostra (N) (Adaptado de International Genome Sample
Resource, 2020 e Ensembl Project, 2020).

Na tabela 4.4, os gendtipos CYP2CI9*1/*3 (636G/A, 1s4986893) e
CYP2C19%*3/*3 3 (636A/A) foram encontrados na populagdo da Grécia, Japdo, India e
Coreia do Sul, ao contrario dos resultados obtidos na amostra em estudo (Ragia et al.,
2009; Anichavezhi et al., 2017; Kim et al., 2010). Importa salientar, que existem

reduzidos estudos documentados na literatura acerca da variabilidade interindividual na
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populacdo portuguesa. Todavia, Ruas e Lechter (1997), demonstraram que na populagdo
portuguesa o alelo wild type CYP2C19*1 (636G, rs4986893) apresenta uma frequéncia
alélica de 87% e o alelo CYP2C19*3 (636A) nao foi encontrado na populagdo portuguesa,

a semelhanca da amostra em estudo.

Tabela 4.4. Comparagio entre as frequéncias genotipicas CYP2C19 obtidas na amostra em estudo e
outras populacdes. CYP2CI19*1/*1, CYP2CI19*1/*17, CYP2CI19*17/*17, CYP2C19*1/*3 e
CYP2C19%*3/*3, tamanho da amostra (N). N/A — Ndo Aplicavel na populacdo considerada.

Frequéncia genotipica CYP2C19 (%)

Populacdo | N *1/*1 *1/*%17 *17/%17 *1/*3 *3/%3 Referéncia
Portugal 33 42,42 57,58 N/A N/A N/A Amostra em estudo
Grécia 283 44,17 28,6 32 17,8 2,1 Ragia et al. (2009)
Japao 165 35,5 1,1 N/A 43,8 18,8 Ragia et al. (2009)
i Anichavezhi et al.
India 206 16,1 20,7 1,2 31,0 18,4
(2017)
Coreia do
Sul 150 35,7 1,1 N/A 10,7 1,1 Kim et al. (2010)
u

Na tabela 4.5, o alelo CYP2C19*3 (636A, rs4986893) ndo foi registado na
populacao da Noruega, Espanha, Alemanha, Irdo e Suécia, a semelhanca da amostra em
estudo. Todavia, o Japio, a India e a Coreia do Sul, apresentam uma frequéncia alélica
do CYP2C19*3 correspondente a 12,8%, 6,0% e 10,1%, respetivamente. A nivel do alelo
CYP2C19*17 (-806T, rs12248560), a frequéncia alélica registada na Alemanha (25,5%),
Noruega (22,0%), Irdo (21,7%) e Suécia (20,0%) ¢ semelhante a frequéncia alélica
encontrada na amostra em estudo (28,79%).

Tabela 4.5. Comparacio entre as frequéncias alélicas do CYP2C19 obtidas na amostra em estudo e

outras populacdes. CYP2C19*], CYP2CI19*3 e CYP2CI19*17. N/A — Nao aplicavel na populagdo
considerada; tamanho da amostra (N).

Frequéncia alélica (%)
Populagao N CYP2C19*1 CYP2C19*3 CYP2C19*17 Referéncia
Portugal 33 71,21 N/A 28,79 Amostra em estudo
Sugimito et al.
Japao 165 57,9 12,8 1,3
(2008)
Noruega 309 62,8 N/A 22,0 Pedersen et al. (2010)
i Anichavezhi et al.
India 206 42,0 6,0 17,9
(2017)
Espanha 346 75,0 N/A 10,0 Strom et al. (2012)
Coreia do Sul 150 60,0 10,1 1,5 Rams;j6 et al. (2010)
Alemanha 186 59,3 N/A 25,5 Geisler et al. (2008)
Irdo 180 65,3 N/A 21,7 Payan et al. (2015)
Suécia 185 64,0 N/A 20,0 Rams;j6 et al. (2010)
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Deste modo, o efeito do alelo LoF CYP2C19*3 (636A, rs4986893) ¢ do alelo
CYP2C19*17 (-806T, rs12248560) pode variar dependendo da populacdo étnica. Na
tabela 4.6 observa-se a frequéncia genotipica e fenotipica associada ao gene CYP2C19,
considerando a respetiva populacdo étnica, sendo que os individuos caucasianos e
negroides apresentam uma frequéncia genotipica para o CYP2CI19*1/*17 (-806C/T,
rs12248560) de 27% e 24% respetivamente, contudo na amostra em estudo os individuos
caucasianos e negroides apresentam uma frequéncia genotipica para o CYP2C19*1/*17

de 12,12% e 36,36%, respetivamente, assim como o fendtipo de MR.

Tabela 4.6. Comparacio entre as frequéncias genotipicas e fenétipos de metabolizagio CYP2C19 nas
diferentes populacdes étnicas (Rouby et al., 2018; PharmGKB, 2020).

CcYpP2C19 Populacio étnica
Genétipo Fenétipo Caucasianos Negroides Asiaticos
Metabolizador
*17/*17 ) 5% 4% 1%
Ultrarrapido (MUR)
Metabolizador
*1/*17 27% 24% 2-16%
Répido (MR)
Metabolizador
*1/*1 42% 39% 23-45%
Normal (MN)
*]/*2, *1/%3, Metabolizador
27% 32% 46-47%
*2/%17 Intermédio (MI)
*Q/*2, *¥2/%3, *3/*3 Metabolizador
3% 4% 12-15%
e outros alelos LOF Lento (ML)

Segundo Shirasaka et al. (2015), os individuos do sexo masculino e feminino
apresentam uma frequéncia para o genétipo CYP2C19*1/*17 de 34% e 30%,
respetivamente, a semelhanga dos resultados obtidos na amostra em estudo, na qual os
individuos do sexo masculino e feminino, apresentam uma frequéncia para o gen6tipo o
genotipo CYP2C19*1/*17 de 33,33% e 24,24%, respetivamente.

Na figura 4.5, a frequéncia do fenétipo de MI é semelhante na populagio de Africa
(29,1%), Médio Oriente (27,8%), Europa (23,0%) e Estados Unidos da América (EUA)
(28,5%). No entanto, o fenétipo MI esta bastante presente na populacio da Asia Oriental
(45,5%), assim como o fenotipo ML (12,2%) (Zhou, Ingelman-Sundberg, & Lauschke,
2017; Klein, Williams, Lee, & Stouffer, 2019).

Na Europa, o fenétipo de metabolizador rapido (MR) representa 26,2%, sendo que

na amostra em estudo o fenotipo MR representa 57,58%, considerando o tamanho da
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amostra em estudo (Zhou, Ingelman-Sundberg, & Lauschke, 2017; Klein, Williams, Lee,
& Stouffer, 2019).

Estados Unidos da

América Europa Africa Asia Meédio Oriente

Oriental

2.4% 4.2% 3.4%

0.8%

2.8% 4.0%

122%

Fendtipo de metabolizagio
MR M vMr B MN MI B ML

Figura 4.5. Frequéncia dos fenoétipos de metabolizacido associados ao gene CYP2C19, por regiio
geografica. A amostra ¢ composta por 52, 181 voluntarios saudaveis. Considera-se a populag¢do dos Estados
Unidos da América (EUA), Europa, Africa, Asia Oriental e Médio Oriente, a nivel do fendtipo de
metabolizador ultrarrapido (MUR), metabolizador rapido (MR), metabolizador normal (MN),
metabolizador intermédio (MI) e metabolizador lento (ML) (Adaptado de Klein, Williams, Lee, & Stouffer,
2019 e Fricke-Galindo et al., 2016).

Como ilustrado no Anexo II, ao presente trabalho, os 19 doentes que na amostra
em estudo apresentam o gendtipo CYP2CI19*1/*17 (57,58%) caracterizam-se pelo
fenotipo de MR, estando sujeitos a diminui¢cdo da concentragdo plasmatica de IBP, em
comparag¢do com o fenotipo de MN, assim como ao aumento do risco de falha terapéutica,
a persisténcia da sintomatologia e recidiva da doenca (Lima et al., 2020).

Nos doentes que apresentam o fenotipo de MR, deve-se iniciar a dose inicial
recomendada do IBP e monitorizar a eficdcia da terapéutica, no caso da erradicagdo do
H. pylori deve-se aumentar a dose inicial instituida em 50-100% (Lima et al., 2020). A
respetiva recomendacdo terapéutica, por parte do CPIC, classifica-se como sendo
moderada, para 0 OMZ, LNZ, PNZ e opcional para a terapéutica com o dexlansoprazol
(Lima et al., 2020). Segundo as recomendagdes terapéuticas do CPIC, os doentes que
apresentam o gendtipo CYP2C19*1/*1 e o fenotipo de MN, apresentam ainda um risco
acrescido para a falha da terapéutica com IBP, somente quando comparados com os
fenotipos de MI e ML, sendo que 14 doentes na amostra em estudo apresentaram o
genotipo CYP2C19*1/*1 (-806C/C, 1s12248560) (42,42%) (Lima et al., 2020).

Os resultados obtidos na amostra em estudo sugerem que a terapéutica com IBP
deve ser otimizada, considerando o fenotipo de metabolizagdo associado ao gene
CYP2C19 que, por sua vez, origina o sucesso do regime terapéutico. Os doentes, na

amostra em estudo, que apresentam o genotipo CYP2C19*1/*17 foram referenciados para

otimizagdo da terapéutica com IBP, através de carta de opinido farmacéutica dirigida ao
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respetivo médico assistente, considerando o respetivo genotipo do doente e a

variabilidade na resposta a terapéutica com IBP (Anexo III).

4.2. Questionario de avaliacido da terapéutica com Inibidores da Bomba de Protdes

Através da aplicagdo do questionario de avaliacdo da terapéutica com IBP, aos 33
doentes que participaram no presente estudo, verifica-se que 14 doentes (42,4%)
apresentam uma faixa etaria compreendida entre os 60 e os 89 anos e 19 doentes (57,6%)
apresentam uma faixa etaria compreendida entre os 21 e os 59 anos.

Segundo Silva & Oliveira (2016), os IBP mais utilizados em Portugal continental,
no ano de 2016, foram o0 OMZ e o PNZ e, por sua vez, referem-se as substancias ativas
com o custo mensal de tratamento mais reduzido para o doente, enquanto que o RBZ
apresenta o custo mais elevado.

Ao analisar a prescricdo com IBP, observa-se que 24 doentes (72,7%) apresentam
a renovacao da terapéutica e 14 doentes (27,3%) a primeira prescri¢do com IBP. No que
refere a distribui¢do de utilizacdo, o Omeprazol (OMZ) representa 39,4%, seguindo-se o
Esomeprazol (ESZ) (27,3%), Pantoprazol (PNZ) (15,1%), o Lanzoprazol (LNZ) (12,1%)
e o Rabeprazol (RBZ) (6,1%), como ilustrado na figura 4.6

Rabeprazol
[A] 61% [B]
151% ———
Primeira
Pantoprazol prescrigio
Omeprazol
27,3%
o 39,4% -
Lansopr: Renovagio
terapéutica
72,7%
12,1% Esomeprazol

27,3%

Figura 4.6. Utilizacio e prescricio de Inibidores da Bomba de Protoes na amostra em estudo [A] tipo
de IBP prescrito na amostra em estudo. [B] caracterizagdo do tipo de prescricdo com IBP em renovagdo da
terapéutica e primeira prescrigao.

Deste modo, a maioria da prescricdo de IBP, na amostra em estudo, cumpre o
critério que deve ser adotado na sele¢do de um IBP, ou seja, o seu custo, pois ndo existe
evidéncia clinica de superioridade entre IBP em doses equivalentes e o uso do IBP que
acarreta um custo mensal de tratamento mais elevado ¢ uma excecdo que deve ser
fundamentada no processo clinico (DGS, 2011; Administragdo Regional de Saude de

Lisboa e Vale do Tejo, 2016).
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Assumindo que a prescri¢do e que a utilizagdo de IBP se mantém constante, caso
uma em cada trés prescricdes fosse alterada para o OMZ existiria um potencial de
poupancga para o SNS de cerca de 3 milhdes de euros (Silva & Oliveira, 2016). Importa
salientar que no caso da Administragdo Regional de Saude de Lisboa e Vale do Tejo
(ARSLVT), 25% da despesa com IBP corresponde a 10,5 milhdes de euros
(Administracao Regional de Satide de Lisboa e Vale do Tejo, 2016).

Na amostra em estudo, 24 doentes (72,7%) apresentam uma renovagdo da
terapéutica com IBP, dos quais 23 doentes t€ém uma durac¢do da terapéutica com IBP
superior a 1 ano (95,8%) e somente 1 doente demonstra uma duracdo da terapéutica
inferior ou igual a 1 ano (4,2%) contudo, ndo foram documentados quaisquer efeitos
adversos da terapéutica com IBP a longo prazo, por parte da amostra em estudo.

Os principais fatores que impulsionam o mercado de IBP incluem o aumento da
prevaléncia da Doenca de Refluxo Gastro Esofagico (DRGE) e o crescente mercado de
Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica (MNSRM) (National Institute of Health,
2017). O aumento da prevaléncia da DRGE impulsiona o mercado de producao e venda
de IBP, sendo que se registou um aumento da prevaléncia da DRGE na Asia Central
(33%), América do Norte (27%), Europa (25%) e América do Sul (23%), em 2017
(National Institute of Health, 2017, Mordor Intelligence, 2020).

Deste modo, e considerando a indicacdo da terapéutica com IBP na amostra em
estudo, 22 doentes (66,7%) realizam a terapéutica com indica¢do para a DRGE e 11

doentes (33,3%) com indicagdo para a ulcera gastrica, como ilustrado na figura 4.7.

Ulcera gastrica
33,3%
DRGE
66,7%

Figura 4.7. Indicacdo para a terapéutica com Inibidores da Bomba de Protdes na amostra em estudo.
Na amostra em estudo foram apenas mencionadas as indicagdes da terapéutica com IBP para a DRGE e
ulcera gastrica.
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A DRGE e a ulcera géstrica representam duas indicagdes com demonstragao
inequivoca de evidéncia, autorizadas em Portugal, para a terapéutica com IBP (Anexo I;
DGS, 2011; Administracdo Regional de Saude de Lisboa e Vale do Tejo, 2016; Infarmed,
2017).

Na amostra em estudo, os doentes com indica¢cdo da terapéutica para a DRGE
devem ser diferenciados, consoante o estadio de DRGE (esofagite erosiva, eséfago de
Barrett), a indicagdo da terapéutica de manuten¢do ou sintomadtica ou se a indicagdo da
terapéutica se refere a esofagite de refluxo, sendo uma informagdo que ndo foi
considerada no momento da recolha de dados. De seguida, deve-se reavaliar a terapéutica
com IBP e ponderar acerca da descontinuacdo gradual, tal como mencionado na sec¢ao
Introdugdo, considerando que 21 doentes apresentam uma duracdo da terapéutica
superior ou igual a 1 ano (95,5%) e somente 1 doente apresenta uma duracdo da
terapéutica inferior a 1 ano (4,5%) e com indicagdo terapéutica para a DRGE, na amostra

em estudo.

Na DRGE, uma vez finalizado o tratamento inicial de 4-8 semanas a
sintomatologia desaparece e deve-se considerar a descontinuacao gradual da terapéutica
e, porventura, suspender a terapéutica com IBP (DGS, 2011; DGS, 2017). Na recorréncia
dos sintomas, apos a suspensao do IBP, a endoscopia deve ser prescrita nos doentes com
idade superior a 50 anos, sem endoscopia prévia, incluindo a auséncia de sinais de alarme
(disfagia, perda de peso, anemia, dor toracica) devidamente fundamentada no processo
clinico (DGS, 2017; Infarmed, 2017). No caso de existirem recorréncias precoces ¢/ ou
frequentes, deve-se instituir o esquema posologico de manutencdo com a dose minima
eficaz ou um esquema de utilizagdo on demand e, excecionalmente, nos doentes com
estadios graves de DRGE (esofagite erosiva e esofago de Barrett), poderdo ser utilizados

esquemas posologicos continuados nas doses mais elevadas (DGS, 2017).

Na indica¢do da terapéutica com IBP para a ulcera géstrica, a duragdo da
terapéutica deve ser limitada no tempo entre 4-8 semanas, a excecao da terapéutica com
RBZ (6-12 semanas), contudo todos os doentes apresentam uma duragdo da terapéutica
superior ou igual a 1 ano, na amostra em estudo. Deste modo, existe a necessidade de
reavaliar a terapéutica com IBP nestes doentes e ponderar a realizagdo de uma
descontinuacdo gradual da terapéutica, sendo fundamental esclarecer se estes doentes
estdo a realizar a terapéutica com IBP em regime profilatico e com uma duragio

indeterminada.

60



Apresentagdo e discussdo dos resultados

Existe apenas uma relacdo causal na ocorréncia de ulcera géstrica e as suas
complica¢des com AINEs e apenas estes dispdem de indicacdo autorizada em Resumo
das Caracteristicas do Medicamento (RCM) a gastroprotecdo com IBP na profilaxia ou
toxicidade gastroduodenal induzida por AINEs (Infarmed, 2017; DGS, 2011). Todavia,
esta indicagdo esta condicionada aos doentes que realizam terapéutica com AINEs a longo
prazo ou em doses elevadas e que apresentam um ou mais fatores de risco adicional para
hemorragia (histdria prévia de ulcera géastrica, hemorragia gastrointestinal por perfuragao,
idade superior ou igual a 65 anos, uso simultineo de anticoagulantes orais,

corticosteroides ou terapéutica concomitante com AINEs) (Infarmed, 2017).

Embora a DRGE e a tlcera gastrica sejam duas indicagdes com demonstragao
inequivoca de evidéncia para a terapéutica com IBP e, por sua vez, autorizadas em
Portugal e encontradas na amostra em estudo, Ribeiro et al., (2014) realizou um estudo
transversal prospetivo e observacional no servigo de medicina interna, no Hospital de Sao
Bernardo em Setubal, Portugal, e numa amostra de 343 doentes, 186 realizam a
terapéutica com IBP em regime profilatico, dos quais 74 doentes (39,8%) realizaram a

terapéutica com IBP sem indicacdo terapéutica.

Na figura 4.8 ¢ possivel observar a dose didria, o IBP e a respetiva posologia,

consoante a indicagdo terapéutica para DRGE ou ulcera géstrica, na amostra em estudo.

[A] [B]
= Omeprazol 20 mg Omeprazol 40 mg = Omeprazol 20 mg Esomeprazol 20 mg
Esomeprazol 20 mg = Esomeprazol 40 mg

= Pantoprazol 20 mg = Pantoprazol 40 mg Lansoprazol 30 mg Rabeprazol 20 mg

Lansoprazol 30 mg = Rabeprazol 20 mg

9,1%
9,1%

36,4%

Figura 4.8. Indicag¢do para a terapéutica com Inibidores da Bomba de Protdes e dose diaria, na
amostra em estudo. [A] Terapéutica com IBP na DRGE e dose diaria. [B] Terapéutica com IBP na ulcera
gastrica e dose diaria. Todos os doentes documentaram o regime posologico de uma unica toma diaria.
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A nivel do regime posoldgico na DRGE (manutencao), considera-se a terapéutica
com OMZ (10-40 mg/dia), LNZ (15-30 mg/dia), PNZ (20 mg/dia), ESZ (20 mg/dia) e
RBZ (10-20 mg/dia) e uma duragdo da terapéutica indeterminada (Anexo [; DGS, 2011;
Infarmed, 2017). Na terapéutica da DRGE (sintomadtica), considera-se a terapéutica com
OMZ (10-20 mg/dia), LNZ (15-30 mg/dia), PNZ (20 mg/dia), ESZ (20 mg/dia) e RBZ
(10 mg/dia) e uma duracao da terapéutica igual a 4 semanas (Anexo [; DGS, 2011; DGS,
2017; Infarmed, 2017).

Os resultados obtidos na amostra em estudo, estdo conforme os regimes
posologicos autorizados em Portugal, para a terapéutica com IBP na DRGE (manuten¢ao)
a excecao da terapéutica com ESZ (40 mg/dia) e PNZ (40 mg/dia), assim como para a
DRGE (sintomatica) a excecdo do OMZ (40 mg/dia), PNZ (40 mg/dia) e ESZ (40 mg/dia)
(Anexo I, DGS, 2011; Infarmed, 2017). Todavia, é necessario diferenciar a indicagao da
terapéutica consoante o estadio de DRGE (tal como esofagite erosiva e esdfago de
Barrett), se diz respeito a uma indicagdo da terapéutica de manuten¢do ou sintomadtica ou
ainda se a indicagdo se refere a esofagite de refluxo, tal como supracitado. O OMZ (20
mg/dia) apresenta uma distribui¢do de utilizagdo igual a 27,3% para a DRGE, na amostra
em estudo.

Relativamente a indicagdo da terapéutica com IBP para a tlcera gastrica,
considera-se a terapéutica com OMZ (20-40 mg/dia), LNZ (30 mg/dia), PNZ (40-80
mg/dia), ESZ (40 mg/dia) e RBZ (20 mg/dia), assim como a duracdo da terapéutica de 4-
8 semanas, a excecao da terapéutica com o RBZ (6-12 semanas) (Anexo [; DGS, 2011).
Os resultados obtidos na amostra em estudo estdo conforme os regimes posologicos
autorizados em Portugal para a ulcera géstrica, & excecdo da terapéutica com ESZ (20
mg/dia), sendo necessario esclarecer se o doente esta a realizar um regime profilatico, tal
como suprarreferido (DGS, 2011; Infarmed, 2017). O OMZ (20 mg/dia) apresenta uma
distribuicao de utilizagdo igual a 45,4% para a ulcera gastrica, na amostra em estudo.

Embora seja fundamental consultar as NOCs existentes, ¢ imperativo considerar
o perfil genético de cada doente, no ato da prescri¢ao da terapéutica com IBP (Lima et
al., 2020). Neste sentido, o gendtipo CYP2CI19*1/*17 tem vindo a ser associado a
recidiva da DRGE, principalmente em doentes que apresentam esofagite (Lima et al.,
2020; Rouby et al., 2018), sendo que na amostra em estudo um total de 19 doentes

(57,58%) apresentam o genotipo CYP2C19*1/*17 e o fenotipo de MR.
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Na amostra em estudo, 13 doentes (59,1%) com indicagao terapéutica para DRGE
e 6 doentes (54,5%) com indicagdo terapéutica para a ulcera géstrica, apresentam o

gendtipo CYP2C19*1/*17 e o fenotipo de MR, como ilustrado na figura 4.9

[A] [B]

*1/*1

40,9% *1/*%17 A
*1/%17 = 4 45,5%

54,59
59,1% %

Figura 4.9. Influéncia do polimorfismo CYP2C19%17 na variabilidade da resposta a terapéutica com
Inibidores da Bomba de Protées na amostra em estudo. [A] Frequéncia dos genotipos CYP2C19*1/*1
e CYP2CI9*1/*17 na indicagdo terapéutica com IBP para a DRGE; [B] Frequéncia dos gendtipos
CYP2C19*1/*] e CYP2C19*1/*17 na indicagdo terapéutica com IBP para a tlcera gastrica; O alelo
CYP2C19*3 nao foi encontrado na amostra em estudo.

Na tabela 4.7, observa-se a variabilidade do CYP2C19 associada a recidiva da
DRGE, sendo que o fendtipo de MR, apresenta uma taxa de recidiva de 38,5%, quando
comparado com os fendtipos de MI (10,9%) e ML (5,6%) (Saitoh et al., 2009).

Tabela 4.7. Efeito da variabilidade do CYP2C19 na terapéutica com Inibidores da Bomba de Protées
para a Doenca do Refluxo Gastro Esofigico. Omeprazol: OMZ; Esomeprazol: ESZ; Pantoprazol: PNZ;
Lansoprazol - LNZ; Rabeprazol - RBZ; ML - Metabolizador Lento; MR - Metabolizador Rapido; MI:
Metabolizador Intermédio; MN - Metabolizador Normal; DRGE - Doenga de Refluxo Gastro Esofagico;
IBP - Inibidor da Bomba de Protdes.

Estudo Amostra/ desenho do Efeito do genotipo
(Referéncia) estudo; IBP CYP2C19 Outcomes da terapeutica
=99 doentes  japoneses | = Taxas de recidiva de | = A variabilidade fenotipica
diagnosticados com DRGE; DRGE no fenétipo MR, associada ao CYP2C19 afeta a
= Fenotipo: MR= 26 doentes; MI e ML (38,5%, 10,9%, recidiva da DRGE;
MI= 55 doentes; ML= 18 5,6%); = Maior taxa de recidiva associada
Saitoh et al., doentes; = Taxas de recidiva de ao fenotipo MR (38,5%);
2009 = Ensaio clinico randomizado DRGE com OMZ,LNZ e | = A recidiva de DRGE é menos
e controlado; RBZ (25%, 31% e 4%); frequente na terapéutica com
= RBZ 10 mg; OMZ 20 mg; RBZ, independentemente do
LNZ 15 mg (dose didria); fenoétipo;

Os doentes com o fendtipo MR, apresentam um agravamento dos sintomas na
DRGE, particularmente durante a noite, devido ao ritmo circadiano, € mesmo com um

regime posologico de duas tomas diarias, tal ndo € suficiente para inibir a secrecdo acida
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gastrica, existindo também o agravamento da sintomatologia, associada a ulcera duodenal
e ulcera gastrica (Lima et al., 2020; Rouby et al., 2018; Saitoh et al., 2009; Denisenko et
al., 2017).

Na amostra em estudo, foi também possivel caracterizar possiveis interagdes
medicamentosas através da aplicagdao do questiondrio de avaliacdao, na amostra em estudo.
Neste sentido, os doentes realizam terap€utica concomitante com imunomoduladores
(tacrolimus, micofenolato de mofetil, sirolimus), ansioliticos, sedativos e hipndticos
(diazepam, alprazolam), anti-hipertensores (hidroclorotiazida, amlodipina, valsartan),
antivitaminicos K (varfarina), antidepressores (amitriptilina), antiagregantes plaquetarios
(clopidogrel, acido acetilsalicilico) (INFOMED, 2020; FNM, 2020). Assim como,
derivados do 4cido propionico (ibuprofeno, cetoprofeno, naproxeno), antidislipidémicos
(fenofibrato e atorvastatina), antiarritmicos que prolongam a fase de repolarizagao (classe
IT), tal como a amiodarona, antiepiléticos e anticonvulsionantes (pregabalina e
carbamazepina), hormonas da tiroide e antitiroideus (levotiroxina) e digitalicos

(digoxina) (INFOMED, 2020; FNM, 2020), tal como ilustrado na figura 4.10.

Classificacio Farmacoterapéutica

=2.9.1 - Ansioliticos, sedativos e hipnoticos
3,0% = 163 - Innmomoduladores
P09 = 3.4 - Anti-hipertensores
2.9.3 - Antidepressores
=9.1.3 - Derivados do 4cido propidnico
< = 3.7 - Antidislipidémicos
6,1% 4.3.1.3 - Antiagregantes plaquetérios
3,0% 3.2.3 - Prolongadores da repolarizacio (classe IIT)
9,1% 3,1% 4.3.1.2 - Antivitaminicos K

= 2.6 - Antiepiléticos e anticonvulsionantes

8.3 - Hormonas da tiroide e antitiroideus

3.1.1 - Digitalicos

Figura 4.10. Terapéutica concomitante entre os IBP e outras classes farmacoterapéuticas na amostra
em estudo. A classificacdo farmacoterapéutica foi realizada de acordo com a Base de Dados de
Medicamentos de Uso Humano (INFOMED) e o Formulario Nacional de Medicamentos (FNM)
(INFOMED, 2020; FNM, 2020).

Os principais mecanismos, através dos quais os IBP, geralmente, causam uma
interacdo medicamentosa indesejada referem-se ao aumento do pH géstrico e a inibicao

do metabolismo de primeira passagem (Wedemeyer ef al., 2014; Atkins et al., 2013).
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O OMZ diminui o efeito terapéutico da levotiroxina, devido ao aumento do pH
gastrico e aumenta a concentra¢do plasmatica da digoxina, devendo-se prestar especial
atengdo a episddios de toxicidade e considerar alternativas terap€uticas, nos doentes da
amostra em estudo que realizam este tipo de terapéutica (Medscape, 2020). A terapéutica
com OMZ tem sido associada a redugdo da clearance em 20-26% do diazepam,
alprazolam e carbamazepina e a redug¢do do efeito antiagregante plaquetario do
clopidogrel, assim como a ocorréncia de eventos cardiovasculares (Drewelow et al.,

2010; Frelinger et al., 2012; Rocha et al., 2010).

A interagdo com o clopidogrel tem sido bastante documentada, na terapéutica
concomitante com os IBP, dado que os IBP inibem a atividade da CYP2C19, reduzindo
o efeito antiplaquetério do clopidogrel, um pro-farmaco metabolizado parcialmente pela
CYP2C19, antes de se tornar biologicamente ativo na prevengdo de eventos
aterotrombdticos, estando a variante CYP2C19*17 associada a episddios trombodticos
(Cardoso et al., 2015). Neste sentido, a associacdo do clopidogrel com o OMZ tem
demonstrado taxas de eventos cardiovasculares significativas, sendo o mais prudente
limitar a terapéutica concomitante com clopidogrel e OMZ, nos doentes em que seja

estritamente necessario (Frelinger et al., 2012).

O LNZ pode diminuir a clearance do tacrolimus, contudo ¢ necessario obter um
perfil de interacdo farmacocinético mais detalhado acerca do LNZ (Blume et al., 2006;

Wedemeyer et al., 2014; Itagaki et al., 2004).

Wedemeyer et al. (2014), demonstrou ainda um aumento do efeito anticoagulante
da varfarina, apds o uso concomitante de OMZ. A terapéutica concomitante com ESZ e
varfarina ¢ associada ao aumento do efeito anticoagulante da varfarina. Portanto, os
doentes que realizam terapéutica com o ESZ e OMZ devem ser monitorizados quanto a
razdo normalizada internacional ou International Normalized Ratio (INR) e o tempo de
protrombina (Blume et al, 2006; Drewelow et al., 2010; Andersson et al., 2001;
Angiolillo et al., 2011).

Os diuréticos tiazidicos representam uma classe farmacoterapéutica suscetivel de
causar hipomagnesémia, quando concomitante com a terapéutica com IBP, a longo prazo,
devendo os niveis de magnésio ser monitorizados antes e durante a instituicdo da
terapéutica com IBP, nos doentes que realizem este tipo de terapéutica, na amostra em
estudo (Furlanetto & Faulhaber, 2011).

O PNZ apresenta um potencial de interagdo reduzido, em comparagdo com o0s
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restantes IBP, neste sentido ¢ uma alterativa terapéutica a considerar, nos doentes que
necessitem de realizar a terapéutica com IBP a longo prazo, e que realizem terapéutica
concomitante com outros farmacos, na amostra em estudo (Blume et al, 2006;
Wedemeyer et al., 2014; Angiolillo et al., 2011).

Em geral, o LNZ, PNZ e o RBZ apresentam um potencial de interagdo reduzido,
em comparacdo com o OMZ e o ESZ (Wedemeyer et al., 2014). Contudo, todos os IBP
sdo igualmente eficazes nas doses recomendadas e a tendéncia de provocar uma interacao

medicamentosa significativa, deve ser considerada na amostra em estudo (Blume et al.,

2006).

4.3. Avaliacdo da implementacio de um servico de Farmacogenética na farmacia
comunitaria portuguesa

Segundo Boster et al. (2020), os doentes que ndo apresentam uma indicacao
terapéutica para IBP ou um regime posoldgico adequado devem ser submetidos a uma
interven¢do, que consiste em contactar o respetivo médico assistente, para discutir os
riscos e beneficios da terapéutica com IBP a longo prazo, assim como as alternativas
terapéuticas. A dose de IBP deve ser diminuida em 50% a cada semana, até atingir a dose
minima efetiva, reavaliando periodicamente a necessidade da terapéutica, e esta
abordagem deve ser considerada nos doentes, na amostra em estudo, que ndo demonstrem
um regime posologico adequado ou indicagdo para a terapéutica com IBP (Boster ef al.,
2020).

Neste sentido e¢ de acordo com os resultados obtidos na amostra em estudo,
definiu-se um procedimento para contribuir para a implementacdo da Farmacogenética
na farmacia comunitaria portuguesa, no sentido de caracterizar a variabilidade
interindividual da amostra em estudo, na resposta a terapéutica com IBP, evitar interagdes
medicamentosas e efeitos adversos na terapéutica com IBP a longo prazo.

Procedeu-se a avaliagdo da implementagdo de um modelo de intervengdo
farmacéutica, no ambito da Farmacogenética, e para tal contabilizou-se o tempo
despendido nas diversas etapas da realizacdo do presente trabalho de investigacdo. Apods
serem definidos os recursos necessarios para a realizagdo do presente trabalho de
investigacdo, selecionou-se as variantes genéticas mais relevantes para a amostra em
estudo e para caracterizar a variabilidade da resposta a terapéutica com IBP (CYP2C19%*2,

CYP2C19%*3 e CYP2CI19*17). Posteriormente, procedeu-se a recolha da amostra e a
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entrevista ao doente para recolha de dados através do questionario de avaliagdo e a
interpretagdo do resultado do teste farmacogenético.

A tabela 4.8 realcga todas as etapas implicitas na realizagdo do presente trabalho
de investigagdo, assim como o tempo despendido e estimado em cada etapa.

Tabela 4.8. Avaliacio da implementacio da Farmacogenética na farmdicia comunitaria.
Contabilizagao do tempo estimado e despendido nas diversas etapas da realizagdo do presente trabalho de
investigagdo. O tempo estimado € apresentado por doente. A farmécia comunitaria deve testar somente as
variagdes implicitas na resposta a terapéutica, numa fase inicial onde existem escassos recursos.

Tempo total despendido
Etapa do trabalho de investigaciao Tempo despendido estimado .
estimado
Convite a participagdo, na explicagdo do estudo 5 minutos
e na recolha do consentimento informado
Recolha da amostra 5 minutos
Entrevista ao doente, recolha de dados e 10 minutos
aplicacdo do questionario de avaliagdo
Realizacdo do teste farmacogenético 48 horas Aproximadamente 3 dias
Estudo das alternativas terapéuticas para a
otimizagdo da terapéutica com IBP, segundo as 15 minutos
orientagdes pré-definidas
(se aplicavel)
Redacdo da carta de opinido farmacéutica .
15 minutos
(se aplicavel)

A abordagem adotada no presente estudo, permitiu otimizar os resultados em
saude através da individualizagdo da terapéutica com IBP, consoante o perfil genético de
cada doente, uma vez que foi documentado o alelo CYP2CI9*17 e o gendtipo
CYP2C19*1/*17 na amostra em estudo, assim como o fenétipo de MR e ¢ imperativo
otimizar a terapéutica com IBP nestes doentes, através de carta de opinido farmacéutica

(Anexo III).

A carta de opinido farmacéutica redigida considerou o genotipo e fendtipo do
doente, assim como a terapéutica atual com IBP para a futura otimizagdo da teraputica.
Importa salientar, que ¢ de elevada relevancia a realiza¢do de estudos adicionais, no
ambito da variabilidade do gene CYP2CI/9 na populagdo portuguesa, adotando a
metodologia do presente estudo piloto, no sentido de caracterizar a variabilidade na
resposta a terapéutica com IBP na populagdo portuguesa e contribuir para a

implementagdo da Farmacogenética na pratica clinica.
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5. Conclusao

No presente estudo caracterizou-se o gen6tipo e fenotipo dos doentes a realizar
terapéutica com Inibidores da Bomba de Protdes (IBP), no que diz respeito as variantes
CYP2C19*1, *2, *3 e *17, evidenciando a variabilidade associada ao gene CYP2C19 na
resposta a terapéutica com IBP, na populagdo portuguesa. Contribui para o aumento da
adesdo por parte do doente a terapéutica com IBP, o uso racional e a reducdo dos encargos
do SNS, considerando o uso crescente de IBP em Portugal, nos tltimos anos. Providencia
ainda novos resultados acerca da variabilidade interindividual da populacdo portuguesa
na resposta a terapéutica com IBP, assim como um potencial contributo para a
implementagdo da Farmacogenética na pratica clinica, nomeadamente na farméacia
comunitaria portuguesa.

Considerando a frequéncia genotipica para o gendtipo heterozigotico
CYP2C19*1/17 (-806C/T, rs12248560) (57,58%) foi fundamental otimizar a terapéutica
dos 19 doentes, na amostra em estudo, que apresentaram o respetivo genotipo e o fenotipo
de metabolizador rapido (MR), evitando a falha da terapéutica e a recidiva da doenca,
através de otimizagdo da terap€utica por carta de opinido farmacéutica. Na amostra em
estudo, 13 doentes (59,1%) com indicacdo terapéutica para DRGE e 6 doentes (54,5%)
com indicacdo terapéutica para a lcera gastrica, apresentam o genotipo CYP2C19*1/*17
e o feno6tipo de MR.

O farmacéutico comunitario tem um envolvimento crucial e uma estreita relagdo
com o doente e, perante os resultados do teste farmacogenético, pode sugerir a otimizagao
da terapéutica ao médico assistente. Assume ainda um papel fundamental na
implementagdo da Farmacogenética na pratica clinica, uma vez que ¢ um profissional de
satide com conhecimentos de base importantes para a compreensdo desta area, devendo
especializar-se e instruir os restantes profissionais de satde.

A érea emergente da Farmacogenética na pratica clinica ¢ uma promessa para a
melhoria de cuidados de satide primadrios, disponibilizando a informacdo ao médico
assistente acerca do IBP certo, na dose certa e ao doente certo, prevenindo os respetivos
efeitos adversos associados a terapéutica a longo prazo. Importa salientar, que ¢
necessario a realiza¢cdo de mais estudos acerca da variabilidade interindividual na resposta

a terapéutica com IBP, na populagdo portuguesa.
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Anexos

Anexo I — Indicacées terapéuticas e esquemas posolégicos para os Inibidores da

Bomba de Protoes em Portugal.

Tabela I.1. Indicacdes terapéuticas e esquemas posolégicos para os Inibidores da Bomba de Protées
em Portugal. Indicagdes com demonstragdo inequivoca de evidéncia, autorizadas em Portugal para os IBP,
assim como o respetivo regime posoldgico e a duragdo da terapéutica (DGS, 2011; Infarmed, 2017;
Administragdo Regional de Satide de Lisboa e Vale do Tejo, 2016).

Inibidor da Bomba de Protoes

Indicacdo terapéutica Omeprazol Lansoprazol Pantoprazol Esomeprazol Rabeprazol
Dose 20-40mg/dia 30mg/dia 40-80mg/dia 40mg/dia 20mg/dia
Ulcera Ulcera Ulcera
Duodenal e duodenal: 4 duodenal: 4-8
Ulcera Ulcera duodenal: 2-4 semanas semanas semanas
o Duragio , , ,
Gastrica Ulcera gastrica: 4-8 semanas Ulcera Ulcera
gastrica: 4-8 gastrica: 6-12
semanas semanas
Esofagite de Dose 20-40mg/dia ‘ 30mg/dia ‘ 20-80mg/dia 40mg/dia 20mg/dia
Refluxo Duragio 4-8 semanas
DRGE Dose 10-40mg/dia ‘ 15-30mg/dia ‘ 20mg/dia 20mg/dia 10-20mg/dia
(manuten¢do) | Duragio Indeterminado
DRGE Dose 10-20mg/dia 15-30mg/dia 20mg/dia 20mg/dia 10 mg/dia
(sintomatica) Duragao 4 semanas
Erradicacio 20mg 30mg 40mg 20mg 20mg
Dose
Helicobacter 2 vezes/dia 2 vezes/dia 2 vezes/dia 2 vezes/dia 2 vezes/dia
pylori
7 dias (10-14 dias, segundo a Norma de Orientagdo Clinica da Diregao-Geral da Saude
(associacdo a Duragio
n°® 036/2011 (DGS, 2011)
antibioterapia)
Profilaxia de
dlcera Dose 20mg/dia 15-30mg/dia 20mg/dia 20mg/dia
duodenal e
gastrica Duragio Indeterminado
) 60mg/dia a 80 mg/dia ou
Sindrome 60mg/dia ou 40-80mg 60mg
Dose 5 di 90mg 80mg 5 i 15 i
; - vezes/dia vezes/dia -2 vezes/dia
Zollinger 2 vezes/dia 2 vezes/dia
Ellison

Duragdo

Indeterminado
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Anexo II - Recomendacdes terapéuticas para os Inibidores da Bomba de Protdes do
Consorcio de Implementacio da Farmacogenética Clinica, considerando o genotipo
e o fenotipo do CYP2C19.

Tabela I1.1. Recomendagdes do Consércio de Implementacio da Farmacogenética Clinica para a
terapéutica com IBP, considerando o genétipo e o fendtipo do CYP2C19. Caracterizagdo do fenotipo
de metabolizacdo CYP2CI19 e genoétipo, assim como as implicagdes associadas, recomendacdes
terapéuticas e a respetiva classificacdo da recomendagdo (Lima et al., 2020).

Classificacao da
Fenétipo de recomendac¢ao —
bo de Genotipo L. . Recomendacoes Omeprazol,
metaboliza¢io 2C19 Implicagdes associadas Al L 1
CYP2C19 cYpP2C terapéuticas anzoprazol,
Pantoprazol e
(Dexlansoprazol*)
2 alelps Dlmmulc;aci das Aumento da dose
associados ao concentragdes didria instituida em
Metabolizador | aumento de plasmaticas de IBP, N
L. - N 100%, ficando ao .
Ultrarrapido fungdo em comparag¢iao com o critério a posologia: Opcional
(MUR) enzimatica fen6tipo MN; Aumento oap g1,
%77 /% . Monitorizar a eficacia
(*17/*17) do risco de falha o
A da terapéutica.
terapéutica.
1 alelo Diminuigao das Iniciar a terapéutica
associado ao concentracoes com a dose inicial
aumento de plasmaticas de IBP, recomendada;
Metabolizador fungdo e 1 alelo | em comparagdo com o Considerar aumentar a
Répido com fun¢do fenotipo MN; Aumento | dose em 50-100% para Moderada
(I\ER) enzimatica do risco de falha a erradicagdo do (Opcional*)
normal (*1/*17) | terapéutica. Helicobacter pylori e
esofagite erosiva;
Monitorizar a eficacia
da terapéutica.
Nenhum alelo Metabolismo normal do | Iniciar a terapéutica
testado para IBP; Risco acrescido com a dose inicial
aumento de para falha da recomendada;
Metabolizador fungdo terapéutica, em Considerar aumentar a
Normal enzimatica ou comparagao com 0s dose em 50-100% para Moderada
(MN) LOF (*1/*1) fenodtipos MI e ML. a erradicagdo do (Opcional®)
Helicobacter pylori e
esofagite erosiva,
Monitorizar a eficacia
da terapéutica.
1 alelo Aumento da Iniciar a terapéutica
associado a concentragao com a dose inicial
fungdo normal e | plasmatica de IBP, recomendada;
Metabolizador 1 alelo LOF em comparag¢iao com o Na terapéutica cronica
1 (*¥1/%2, *1/*3, fendtipo MN; Aumento | (superior a 12 .
Intermédio . . Opcional
(MI) *2/%17 e da eficacia da semanas), considerar a
*3/%17) terapéutica e potencial redugdo de 50% da
toxicidade. dose diaria e monitorar
a eficacia da
terapéutica.
Aumento da Iniciar a dose
~ recomendada. Para
concentracdo o .
lasmatica de IBP terapéutica cronica
Metabolizador | 2 alelos LOF p L (superior a 12
%n /%7 /% em comparagao com o . Moderada
Lento (R2/%3, *2/*2, o " semanas), considerar a . %
(ML) %3/%3) fenotipo MN; Aumento redugiio de 50% da (Opcional®)
da eficécia da . .
A . dose diaria e monitorar
terapéutica e potencial g
L a eficacia.
toxicidade.
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Anexo III — Carta de opinido farmacéutica (Modelo).

Carta de Opinido Farmacéutica
(Modelo)

Localidade/ data

Assunto: Sugestdao de otimizagd@o da terapéutica com Inibidores da Bomba de Protoes.

1. Contextualizacio

No ambito do Curso de Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas na Unidade
Curricular de Estagio do Instituto Universitario Egas Moniz (IUEM) (Campus Universitario -
Quinta da Granja, Monte da Caparica, 2829-511 Caparica, Portugal), realizou-se o estudo
intitulado: “Caracterizag¢do dos polimorfismos CYP2C19 mais relevantes para a variabilidade
interindividual na resposta a terapéutica com inibidores da bomba de protoes (IBP) — aplica¢do
da Farmacogenética na farmdacia comunitaria portuguesa”. Com a orientacdo da Professora
Doutora Ana Clara Ribeiro (Investigador Principal) e realizado pela Mestranda Adriana Ferraz,
no ambito do Estagio em Farmacia Comunitaria, nomeadamente na Farmacia Comunitaria Nobre
Guerreiro, localizada no concelho do Seixal, sendo que se solicitou a participacdo do/a

Sr./? , no presente estudo,

o/a qual aceitou participar.

O presente estudo refere-se a um estudo piloto que pretende caracterizar o gendtipo dos
doentes sujeitos a terapéutica com IBP, no que diz respeito ao gene CYP2C19, nomeadamente as
variantes CYP2C19*1, CYP2C19%*2, CYP2C19*3 e CYP2CI19*17, assim como avaliar a
adequag@o da terapéutica selecionada e da dose instituida e testar um modelo de intervengao
farmacéutica, no qual o farmac€utico comunitario perante os resultados de Farmacogenética
obtidos sugere a otimizagdo da terapéutica ao médico assistente, através da presente carta de
opinido farmacéutica.

Apesar do perfil geral de eficacia e segurancga dos IBP, alguns doentes ndo respondem de
forma adequada a terapéutica ou desenvolvem efeitos adversos, a longo prazo. Esta resposta
variavel deve-se, essencialmente, a variabilidade genotipica associada ao gene CYP2C19, o gene
que codifica a isoenzima do citocromo P450 2C19 (CYP2C19) que, por sua vez, € responsavel
pela metabolizacao de diversos IBP, tal como o omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol,
esomeprazol e dexlansoprazol (Deshpande et al., 2016; Rouby et al., 2018).

A terapéutica com IBP deve ser realizada na dose minima efetiva, durante o menor tempo
possivel, reavaliando periodicamente a necessidade do tratamento (DGS, 2011). Neste sentido, a
caracterizacao do fendtipo interindividual na populagdo portuguesa ¢ de extrema relevancia, dado

que nos doentes que apresentam o fenoétipo de metabolizador lento (ML), associado as variantes
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CYP2C19*2 e CYP2C19*3 e a uma perda de atividade, as concentra¢des plasmaticas de IBP sdo
3-5 vezes superiores, comparativamente com o fenotipo de metabolizador normal (MN)
(CYP2C19*1), o que podera desencadear determinados efeitos adversos (Lima ef al., 2020; Pratt
et al., 2018). Tal como hipomagnesémia, infe¢cdes por Clostridium difficile, deficiéncia em
vitamina B12 (cianocobalamina), polipos benignos no estomago e interferéncia com testes
laboratoriais para pesquisa de tumores neuroendocrinos, conduzindo ao aumento dos niveis de
Cromogranina A (CgA) e origina diagndsticos falsos positivos, a longo prazo (Nehra et al., 2018).

Por outro lado, o fendtipo de metabolizador rapido (MR), variante CYP2C19*17, esta
associado a indugdo da enzima CYP2C19, a uma funcao enzimatica elevada, a rapida restauracao
da secregdo acida gastrica, a uma diminui¢do da concentragdo plasmatica de IBP, a persisténcia
da sintomatologia e a recidiva da doenca (Atkinson, Reynolds & Travis, 2015; Lam et al., 2012;
UpToDate, 2020; Osakidetza, 2016; Nehra et al., 2018; Islam et al., 2013).

A caracterizag@o dos polimorfismos CYP2C19 podera afetar positivamente a terapéutica
individual e conduzir a melhores resultados a nivel do sucesso do regime terapéutico, sendo que
a introdug¢do do teste Farmacogenético na pratica clinica, reduz os custos desnecessarios,

considerando o uso crescente dos IBP, nos ultimos anos em Portugal (Silva & Oliveira, 2016).

2. Informacgao técnica
2.1.  Metodologia
1) A extragdo de acido desoxirribonucleico (ADN) foi realizada através da utilizagdo de um
kit comercial. A avaliacdo da concentracdo e qualidade de ADN foi realizada por
espetrofotometria;
2) A técnica de genotipagem foi realizada através do estudo acerca de variantes do gene
CYP2C19 (*1; *2; *3; *17), associadas a farmacocinética e farmacodinamica dos IBP;
3) Técnicas de biologia molecular, tal como a reacdo em cadeia da polimerase ou
Polymerase Chain Reaction (PCR) e a respetiva analise dos fragmentos de restrigao dos
polimorfismos ou Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) e técnica de

sequenciagdo, com um elevado nivel de precisdo e reprodutibilidade;

A recolha das amostras foi realizada pela Mestranda e analisada no IUEM, Laboratorio
de Biologia Molecular. A disponibilizagao dos resultados, inicialmente estaria prevista num prazo

de 3 dias, mas num contexto de Pandemia SARS-Cov-2, apenas neste momento tal foi possivel.

3. Resultados
3.1. Informacgao acerca do perfil genético e respetivo feno6tipo

e (CYP2C19*1/*17: Heterozigético e Metabolizador Répido (MR)
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Com base no perfil genético este doente apresenta o fenotipo MR, existindo o risco de
falha da terapéutica (DGS, 2011; DGS 2017). E recomendado considerar a utilizagdo de outros
agentes antiulcerosos ou estratégias alternativas na dosagem do atual IBP (se ndo existirem
contraindica¢des e se aplicavel a respetiva historia clinica), tal como os Antagonistas dos
recetores H2 (ARH2) (Famotidina); protetor da mucosa géastrica (Sucralfato); analogos das
Prostaglandinas (Misoprostol).

Os resultados do teste genético devem ser interpretados no contexto da avaliagao clinica,
historia familiar e origem racial/étnica do doente. Outros fatores como a idade, indice de massa
corporal (IMC), diabetes mellitus ¢ a administragdo de determinados antiagregantes plaquetarios,
tal como o clopidogrel, podem influenciar a resposta a terapéutica com resposta IBP,
nomeadamente o omeprazol (DGS, 2011; Lima et al., 2020). Para além das Normas de Orientacao
Clinica (NOCs) disponiveis, por parte da Dire¢ao-Geral da Saude (DGS) (tal como a Norma n°
036/2011 e Norma n°® 019/2017), ¢ fundamental considerar as recomendacdes terapéuticas por
parte do Consorcio de Implementacao de Farmacogenéica Clinica ou Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium (CPIC) e o perfil genético de cada doente (Lima ef al., 2020).

A genotipagem do CYP2C19 pode auxiliar na otimizacdo de estratégias terapéuticas e,
por sua vez, o CPIC estabeleceu diversas recomendacdes terapéuticas tendo em consideragdo o
fendtipo associado ao gene CYP2C19. Todas as evidéncias descritas, sdo suportadas através de
artigos cientificos indexados na PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), PharmGKB
(https://www.pharmgkb.org) ¢ a base de dados Human Gene Mutation (http://www.hgmd.org),
consultados em junho de 2020.

O CPIC desenvolve orientagdes clinicas (peer-reviewed) acerca das interacdes gene-
farmaco, as quais sdo publicadas e atualizadas periodicamente em http://www.pharmgkb.org, de
acordo com os novos desenvolvimentos na area e estabeleceu diversas recomendagdes acerca da
terapéutica com IBP, no passado més de agosto de 2020, com base na interpretacdo e aplicacio
clinica dos geno6tipos do CYP2C19 (Lima et al., 2020).

Segundo o CPIC, o genotipo heterozigotico CYP2C19*1/*17 (c.-806C/T, 1s12248560)
esté associado a diminui¢do das concentragdes plasmaticas de IBP, em comparagdo com fenotipo
de MN e ao aumento do risco de falha terapéutica. Deve-se iniciar a terapéutica com a dose didria
recomendada e considerar aumentar a dose em 50-100% na erradicagdo do Helicobacter pylori
(H. pylori) e esofagite erosiva, sendo que a dose diaria deve adotar um regime posologico
repartido e com especial énfase na monitorizagao da eficacia da terapéutica (Lima et al., 2018).

Segundo Rouby et al. (2018), o sucesso do regime terapéutico dos IBP na erradicagdo do
H. pylori ¢ improvavel nos doentes com o fenotipo MR, existindo também o agravamento da
sintomatologia, associada a tulcera duodenal, ulcera gastrica e Doenca do Refluxo Gastro

Esofagico (DRGE) e a recidiva da doenga.
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Na redacdo da presente carta de opinido farmacéutica cumpre-se um dos objetivos
principais da implementa¢do da Farmacogenética na pratica clinica, ou seja, a otimizagdo da
terapéutica com IBP considerando a variabilidade interindividual na resposta a terapéutica.

Com os melhores cumprimentos (assinaturas):

Direcéo técnica Mestranda Investigador Principal
Anténio Nobre Guerreiro Adriana Ff” az o Ana Clara Ribeiro
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas PharmD, PhD

Farmacia Nobre Guerreiro . . el . . : 2 .
Instituto Universitario Egas Moniz Instituto Universitario Egas Moniz

Em caso de necessidade de contacto: acribeiro@egasmoniz.edu.pt
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Anexo IV — Consentimento informado.
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¥ EGAS MONIZ

Consentimento Infermadeo

Codigo | IMP:EM.PE.17_03

Amora, de de 2020

Exmo.(a) Sr.(a),

No ambito do Curso de Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, na Unidade
Curricular de Estagio do Instituto Universitario Egas Moniz (IJUEM), sob a orientagdo da
Prof® Doutora Ana Clara Ribeiro, solicita-se autorizagdo para a participacdo no estudo
intitulado: “Caracterizagdo dos polimorfismos CYP2C19 mais relevantes para a
variabilidade interindividual na resposta a terapéutica com Inibidores da Bomba de
Protées - Aplicacdo da farmacogenética na Farmacia Comunitaria Portuguesa”. Com o
objetivo de caracterizar o Genétipo de cada utente implicado na terapéutica com Inibidores
da Bomba de Protdes, evitar reagbes adversas e ajustar a dose a cada individuo. O
Farmacéutico Comunitario, perante os resultados obtidos, em carta de opinido farmacéutica,
podera sugerir a otimizagdo da terapéutica.

A participagao neste estudo & voluntaria. A sua ndo participagdo ou desisténcia, em
qualquer momento, ndo lhe trard qualquer prejuizo, sendo que a participagdo neste estudo
implica:

1) Responder a um questionario que sera realizado no momento da dispensa da

terapéutica com Inibidores da Bomba de Protdes, na Farmacia Comunitaria;

2) Recolher a amostra na mucosa oral, através da técnica de zaragatoa bucal;

3) Facultar o contacto (informagao) sobre o seu Médico Assistente, para que o mesmo

possa ter acesso a carta de opinido farmacéutica (caso aplicavel);

A informacdo sera recolhida pela aluna do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, Adriana Ferraz e, destina-se unicamente a tratamento estatistico e/ou
publicacdo e sera, posteriormente, tratada pela orientadora, a Proff Doutora Ana Clara
Ribeiro e/ou pelos seus mandatados. A recolha de todos os dados sera anénima e
confidencial (dados registados com recurso a uma codificagdo), tendo o direito de poder
desistir, a qualquer momento, do estudo sem qualquer prejuizo.

Este estudo pode trazer-lhe beneficios tais como o conhecimento acerca do seu Gendtipo
(nomeadamente nos genes implicados na terapé&utica com os Inibidores da Bomba de
Protdes), podera ainda contribuir para o sucesso, eficacia e efetividade da respetiva
terapéutica e beneficiar de um servico rapido e de facil acesso, através da aplicagdo da
Farmacogenética na Farmacia Comunitaria Portuguesa.

Assim como, a aquisigdo de conhecimentos que poderdo vir a beneficia-lo a si ou a
terceiros, no futuro, a nivel do progresso do conhecimento cientifico.

(Riscar o que néo interessa)
ACEITO/NAO ACEITO participar neste estudo, confirmando que fui esclarecido sobre as

condigbes do mesmo e que ndo tenho davidas.

(Assinatura do participante)

Figura IV.1. Consentimento informado. Formalizagdo da adesdo ao estudo, por parte do participante, sob
a forma de um consentimento informado.
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Anexo V — Questionario de avaliacdo da terapéutica com Inibidores da Bomba de

Protoes.
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Questionario de Avaliaciao
(a preencher pelo investigador)

1. Sexo: Masculino [ | Feminino [ |
2. Idade:

3. Etnia:

t‘?‘ AT

EGAS MONIZ Codificacao:
Farm:cia: Nobre Guerreiro

4. 17 Prescricao || Renovacao da Terapéutica [ |
4.1. Caso seja Renovacdo da Terapéutica, had quanto tempo realiza a terapéutica com

Inibidores da Bomba de Protoes ?

5. Inibidor da Bomba de Protoes:

5.1. Indicacao:
5.2. Posologia:

3. Duracdo da terapéutica:
5.4. Efeitos Adversos Observados: Sim [ | Nao [ ]

5.4.1. Caso “Sim”, Quais?

6. Terapéutica concomitante:

Dose:

6.1. | Principio Ativo:

6.1.1. Posologia:

6.1.2. Duracio da terapéutica:

Dose:

6.2. Principio Ativo:

6.2.1. Posologia:

6.2.2. Duracao da terapéutica:

Dose:

6.3. Principio Ativo:

6.3.1. Posologia:

6.3.2. Duracio da terapéutica:

7. Contacto do Médico Assistente:

Figura V.1. Questionario de avaliacio da terapéutica com Inibidores da Bomba de Protdes. Aplicado

apos a recolha da amostra, para posterior recolha de dados.
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Anexo VI — Carta da comissio de ética Egas Moniz.

Figura VL.1. Carta da comissio de ética Egas Moniz. Aprovagio do pedido de parecer submetido.




