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RESUMO

O clopidogrel € um pro-farmaco antiplaquetario essencial na prevencao de eventos
tromboticos em pacientes cardiovasculares, especialmente apds a colocacao de stents. No
entanto, a variabilidade na resposta ao tratamento, atribuida em parte as variantes do gene
CYP2C19, desafia a eficacia do medicamento. O haplétipo CYP2C: TG do gene adjacente foi
recentemente associado a uma maior expressdo da enzima CYP2C19, mas essa afirmacao
ainda é controversa na literatura e ndo ha estudos com pacientes cardiovasculares
brasileiros com tal variante. Este estudo visa elucidar o impacto do haplétipo CYP2C:TG na
resposta ao clopidogrel em pacientes genotipados para os alelos *2, *3 e *17 do gene
CYP2C19, usando como desfecho as Unidades de Reacdo P2Y12 (PRU) obtidas das
amostras de sangue dos pacientes. A genotipagem foi realizada utilizando a técnica de PCR
em tempo real por ensaios TagMan™, e a agregometria Optica point-of-care foi utilizada para
a quantificagao da agregacao plaquetaria. Para correlacionar o haplétipo com os valores de
PRU, foi aplicada a analise estatistica de regresséao linear simples através da linguagem de
programacgado Python com o uso da biblioteca statsmodels. Os resultados revelam a
presenca do haplétipo CYP2C: TG em 14,29% dos pacientes estudados. A analise do PRU
em 56 pacientes genotipados indicou que a presenca do haplétipo pode estar associada a
menores valores de PRU, sugerindo uma possivel influéncia na resposta ao clopidogrel,
embora os dados ndo tenham mostrado significAncia estatistica. Este estudo destaca a
importancia de considerar variantes genéticas adicionais, como o haplétipo CYP2C: TG, para
melhor compreender a farmacogenética do clopidogrel e suas implicagées no tratamento de

pacientes cardiovasculares.

Palavras-chave: clopidogrel; CYP2C:TG; farmacogenética; CYP2C19.



ABSTRACT

Clopidogrel is an essential antiplatelet prodrug in the prevention of thrombotic events in
cardiovascular patients, especially after stent placement. However, variability in treatment
response, partly attributed to CYP2C19 gene variants, challenges the drug's efficacy. The
CYP2C:TG haplotype of the adjacent gene has been recently associated with increased
CYP2C19 enzyme expression, but this claim remains controversial in the literature, and no
studies have been conducted with Brazilian cardiovascular patients carrying this variant. This
study aims to elucidate the impact of the CYP2C:TG haplotype on clopidogrel response in
patients genotyped for the CYP2C19 *2, *3, and *17 alleles, using P2Y12 Reaction Units
(PRU) from blood samples as the outcome measure. Genotyping was performed using
real-time PCR with TagMan™ assays, and point-of-care optical aggregometry was used to
quantify platelet aggregation. To correlate the haplotype with PRU values, simple linear
regression analysis was applied using the Python programming language and the
statsmodels library. The results revealed the presence of the CYP2C:TG haplotype in
14.29% of the studied patients. PRU analysis in 56 genotyped patients indicated that the
presence of the haplotype might be associated with lower PRU values, suggesting a potential
influence on clopidogrel response, although the data did not show statistical significance.
This study highlights the importance of considering additional genetic variants, such as the
CYP2C:TG haplotype, to better understand the pharmacogenetics of clopidogrel and its

implications in the treatment of cardiovascular patients.

Keywords: clopidogrel; CYP2C:TG; pharmacogenetics; CYP2C19.
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1 INTRODUGCAO

1.1 DOENCAS CARDIOVASCULARES

As doencgas cardiovasculares (DCVs) representam uma das principais causas de morbidade
e mortalidade em todo o mundo. Entre elas, o infarto do miocardio € uma das consequéncias
mais graves da doenca arterial coronariana, resultando frequentemente na necessidade de
intervencdes para restabelecer o fluxo sanguineo adequado ao coracao (TODO et al., 2017).
Dados mais recentes da Organizacao Mundial de Saude sobre as maiores causas de morte
no mundo sio referentes ao anos 2000 e 2019, e em ambos os anos as isquemias
cardiacas lideraram o ranking de causas de morte, onde o ano de 2019 finalizou com
aproximadamente 9 milhdes de mortes por isquemia cardiaca, mais que 2 milhdes quando
comparado ao ano 2000 (WHO, 2020). No Brasil, um estudo verificou uma taxa de 83
mortes por isquemia cardiaca por 100 mil habitantes em 2017, sendo a isquemia cardiaca a

principal causa de morte em todos os estados brasileiros (PINHEIRO e JARDIM, 2021).

O infarto do miocardio ocorre quando o fluxo sanguineo para uma parte do coragdo €&
bloqueado por um longo periodo, causando danos ou morte ao tecido cardiaco. A
aterosclerose, caracterizada pelo acumulo de placas de gordura nas artérias, é a principal
causa dessa obstrugdo. Quando as placas se rompem, formam-se coagulos sanguineos que
podem obstruir completamente uma artéria coronaria (VRANCKX, 2018). Neste contexto, o
uso de stents coronarios e a administragdo de farmacos, como o clopidogrel, sao

fundamentais no manejo dessas condi¢des (SHAO et al., 2022).

A revascularizagdo miocardica, através de angioplastia coronaria transluminal percutanea
(ACTP) e implantacao de stent, € uma estratégia chave para restaurar o fluxo sanguineo no
infarto do miocardio. O stent, uma pequena estrutura de malha metalica, € inserido na artéria
obstruida para manté-la aberta (Figura 1). Apesar dos beneficios, a implantacao de stents
pode levar a complicagdes como a reestenose e a trombose do stent, esta ultima sendo uma
emergéncia médica causada pela formacdo de um coagulo de sangue no stent (ERDOGAN
et al., 2022).
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Figura 1: Diagrama ilustrativo do procedimento de implantagdo de um stent em uma artéria coronaria

obstruida.
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Fonte: Disponivel em formato editavel na plataforma Biorender (https://www.biorender.com).

O clopidogrel é um antiagregante plaquetario amplamente utilizado para prevenir a formacgao
de coagulos sanguineos em pacientes submetidos a ACTP e implantagdo de stent. Atua
inibindo o receptor P2Y12 nas plaquetas, reduzindo a agregacao plaquetaria. No entanto, a
resposta ao clopidogrel pode variar consideravelmente entre os individuos, influenciando os
resultados clinicos. A resisténcia ao clopidogrel, caracterizada por uma resposta

antiagregante inadequada, esta associada a um risco aumentado de eventos trombéticos,

incluindo a trombose do stent (OSSOLA et al., 2022).

1.2 CLOPIDOGREL

O clopidogrel € um pro-farmaco antiplaquetario utilizado para prevenir eventos trombaticos,
como infarto do miocardio e acidente vascular cerebral (AVC). Sua eficacia e mecanismo de
agao, bem como os riscos associados ao seu uso, tém sido amplamente estudados e

documentados em diversos estudos cientificos (HASANAH, et al., 2022; ISKANDAR, et al.,
2022; KUSZYNSKI e LAUVER, 2022).

O clopidogrel foi desenvolvido como uma alternativa aos agentes antiplaquetarios
existentes, com o objetivo de oferecer uma opgao de tratamento mais eficaz e com menor
risco de complicagdes hemorragicas. Ele atua inibindo o receptor P2Y12 expresso na

membrana das plaquetas, receptor este ativado por adenosinas difosfato (ADP). Isso resulta
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na reducgao da ativacao da integrina allb3, que é fundamental para a ligacédo das plaquetas
ao fibrinogénio e a outras plaquetas, prevenindo a agregagao plaquetaria excessiva (Figura
2). Esta acao é resultado da conversao do clopidogrel em um metabdlito ativo pelo sistema

enzimatico do citocromo P450, principalmente pela isoforma CYP2C19 (DEAN, 2012).

Figura 2: llustracdo das vias de sinalizagdo envolvidas na ativagdo plaquetaria, um processo
fundamental na coagulagdo sanguinea. Ao centro, a 'Plaqueta’ é o foco da cascata de eventos.
Iniciando na base, o 'Colageno' exposto devido a uma lesdo vascular, ativa as plaquetas através dos
receptores 'GPVI' e 'GPIb-IX-V' que interagem com o 'VWF' (Fator de von Willebrand). 'Trombina’, um
potente ativador plaquetério, liga-se aos receptores 'PAR1/PAR4', promovendo ainda mais a ativagao
plaquetaria. A produgdo de "TXA2' (Tromboxano A2) apds a ativagao inicial das plaquetas leva a
amplificacdo do sinal através do 'Receptor de TXA2'. O 'ADP' ¢ liberado pelas plaquetas e se liga aos
receptores 'P2Y1/P2Y12', destacados na imagem com um retangulo vermelho, que sao inibidos por
agentes antiplaquetarios como o clopidogrel. A 'Secrecdo de granulos' contém substancias que
reforcam a ativagao plaquetaria e a agregacao. Finalmente, o 'Fibrinogénio' se liga a 'integrina allbB3'
(alfa llb beta 3), permitindo a ligagdo cruzada das plaquetas e formagdo do coagulo sanguineo
(CHRISTOPHERSON et al., 2022).

|

(o0 Secregdo de
HHHHHHE granulos

. U
Trombina A

P2Y1/P2Y:, & Fibrinagéniq/’
TXA; receptor =
NS gt/
S X
-
PAR1/PAR4 Plgtelfat 7 alibp3
Activation =

Coldgeno :

Fonte: Disponivel em formato editavel na plataforma Biorender (https://www.biorender.com).

A eficacia do clopidogrel em reduzir eventos cardiovasculares adversos foi demonstrada em

diversos estudos clinicos, como o estudo de CAPRIE de 1996, que comparou clopidogrel
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com aspirina em pacientes com aterosclerose, mostrando uma reducgao relativa no risco de
eventos vasculares. No entanto, a resposta ao clopidogrel pode variar consideravelmente
entre os individuos devido também a diferengas genéticas, especialmente as variantes do
gene CYP2C19, que podem afetar a metabolizagdo do medicamento e, consequentemente,
sua eficacia. Isso levou ao desenvolvimento de diretrizes de farmacogenética para
personalizar o tratamento com clopidogrel, visando melhorar a eficacia do tratamento (OLIE
et al., 2021).

Existem métodos para avaliar a eficacia do clopidogrel e como esta sendo sua resposta
pelos pacientes, porém aplicados ainda exclusivamente no ambito cientifico. Uma das
ferramentas utilizadas para essa finalidade é o teste de agregometria Optica point-of-care,
realizado com o agregdbmetro VerifyNow. Este instrumento mede a agregacao plaquetaria
em uma amostra de sangue do paciente coletada em tubos contendo citrato, fornecendo
valores em "PRU", que significa unidades de reagdo P2Y12. Neste contexto, a transmitancia
mais alta indica maior agregacdo plaquetaria. Portanto, valores elevados de PRU,
especialmente valores iguais ou superiores a 208, apontam para individuos resistentes ao
clopidogrel. Esta resisténcia pode levar a uma menor eficacia do tratamento antiplaquetario,

aumentando o risco de eventos cardiovasculares adversos (SAMMARTINO et al., 2023).

1.3 FARMACOGENETICA

A eficacia de diversos medicamentos varia consideravelmente entre individuos, devido a
uma multiplicidade de fatores como tabagismo, alcoolismo, dieta, género, peso e genética,
sendo esta Ultima de particular importdncia em certos casos. Essas variagoes
fundamentaram o desenvolvimento da farmacogenética, uma area da ciéncia dedicada a
explorar a interagdo entre a genética do individuo e sua resposta aos medicamentos. Tal
campo promete revolucionar a pratica clinica ao oferecer estratégias terapéuticas

personalizadas, aumentando a eficacia e seguranca do tratamento farmacologico.

A importancia da genética do paciente para a eficacia do tratamento com clopidogrel é tao
importante que o Consorcio Internacional de Implementagédo da Farmacogenética (CPIC)
elaborou diretrizes passiveis de serem usadas por profissionais de saiude em todo o mundo,
extremamente aconselhavel para todos os médicos que prescrevem tal medicamento. As
recomendacdes de tratamento sdo ajustadas com base no fendtipo predito do individuo,
determinado por suas variantes genéticas. Esse fenétipo indica como o individuo metaboliza
certos medicamentos, categorizando-os como metabolizadores ultrarrapidos, rapidos,

normais, intermediarios, ou lentos, dependendo da atividade enzimatica (LEE et al., 2022).
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Para caracterizar o fenétipo previsto de um individuo utilizando essas diretrizes, é essencial
conhecer suas caracteristicas genéticas através de técnicas de genotipagem. No contexto
do clopidogrel, sabe-se que polimorfismos especificos no gene CYP2C19 influenciam a
metabolizacdo deste pro-farmaco. Com base em evidéncias cientificas, foi possivel
padronizar esses polimorfismos em conjuntos denominados “alelos estrela”, representados

por um asterisco seguido de um numero.

No caso do clopidogrel, os alelos estrela *2, *3 e *17 s&o os mais relevantes, pois sua
genotipagem permite classificar um individuo conforme as diretrizes da CPIC (Tabela 1). A
genotipagem considera ambos os cromossomos do individuo, permitindo combinacdes de
alelos como *2/*17. E importante destacar que o alelo *1 indica a auséncia dos alelos
investigados (*2, *3 e *17). Nas diretrizes do clopidogrel, os alelos *2 e *3 estdo associados
a funcdo nula da enzima, reduzindo a eficacia do pro-farmaco, enquanto o alelo *17 esta

relacionado a metabolizagao rapida.

Tabela 1: Recomendacdes de terapia antiplaquetaria baseadas no fenétipo CYP2C19, considerando
os principais alelos estrelas relacionados ao clopidogrel (LEE et al., 2022). SCA: Sindrome

Coronariana Aguda. ICP: Intervengédo Coronaria Percutanea.

elou ICP
Fendtipo Implicagdes para Recomendacao Classificacdo da Classificacdo da
CYP2C19 medidas fenotipicas Terapéutica recomendagao recomendagio
(SCA el/ou ICP) (Em outras
condigodes)
Metabolizador Formagdo aumentada do  Se considerar o uso Fortemente Nao ha
ultrarrapido metabolito ativo do de clopidogrel, recomendado recomendagdes
clopidogrel; menor utilizar a dose
(*17717) reatividade plaquetaria padrao (75mg/dia).

durante o tratamento: sem
associagao com maior

risco de sangramento.
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Metabolizador Formagao normal ou Se considerar 0 uso Fortemente Nao ha
rapido aumentada do metabdlito de clopidogrel, recomendado recomendagbes
ativo do clopidogrel; utilizar a dose
(*1/*17) reatividade plaquetaria padrao (75mg/dia).

normal ou reduzida
durante o tratamento: sem
associagao com aumento

do risco de sangramento.

Metabolizador Formacgao normal do Se considerar 0 uso Fortemente Fortemente
normal metabolito ativo do de clopidogrel, recomendado recomendado
clopidogrel: reatividade utilizar a dose
(*1/%1) plaquetaria normal durante  padréo (75mg/dia).

o tratamento.

Metabolizador Formacao reduzida do Evite a dose padrao Fortemente Nao ha
intermediario metabdlito ativo do (75 mg) de recomendado recomendagdes
clopidogrel: aumento da clopidogrel se
(*1/*2, *1/*3, reatividade plaquetaria possivel. Use
*2/*17, *3/*17) durante o tratamento: prasugrel ou
aumento do risco para ticagrelor na dose
eventos adversos padrdo se nao
cardiacos e houver
cerebrovasculares. contraindicagoes.
Metabolizador Formacao Evite o clopidogrel Fortemente Recomendacéo
lento significativamente se possivel. Utilize recomendado moderada
reduzida do metabdlito prasugrel ou
(*2/*2, *3/*3, ativo do clopidogrel; ticagrelor na dose
*2/*3) aumento da reatividade padréo se nao
plaquetaria durante o houver
tratamento; aumento do contraindicagoes.

risco para eventos
adversos cardiacos e

cerebrovasculares.

E interessante entender que a predominancia dos alelos *2, *3, e *17 variam

consideravelmente entre as populagdes no mundo (Figura 3). Devido a isso, € incoerente
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generalizar informagdes a respeito das frequéncias dessas variantes no mundo baseando-se

unicamente em uma populagcao de estudo.

Figura 3: Frequéncia dos alelos CYP2C19*2, *3, *4 e *17 em diferentes populagbes ao redor do

mundo.
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Fonte: FRICKE-GALINDO et al. 2015.

Por se tratar de um pro-farmaco, ou seja, um medicamento que ingerimos na forma inativa
para se tornar ativo apdés metabolizado por enzimas no figado, metabolizadores lentos
tendem a ter menos metabdlitos ativos, enquanto metabolizadores rapidos teriam um pico
de metabdlito ativo maior em um prazo mais curto de tempo (Figura 4), predispondo os
pacientes a diferentes consequéncias, como os lentos a falha no tratamento. Embora se
acredite teoricamente que metabolizadores rapidos, por apresentarem niveis mais elevados
do medicamento em um curto periodo, estejam mais predispostos aos efeitos adversos, ndo
ha evidéncias cientificas significativas que comprovem essa predisposicdo com relagéo
especificamente ao clopidogrel. Portanto, ndo ha diretrizes que recomendem prescri¢coes
diferentes de clopidogrel para metabolizadores rapidos. A recomendagao de prescrigdo do

clopidogrel para esses pacientes é idéntica aquela para pacientes com metabolismo normal.
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Figura 4: Concentragdo do metabdlito ativo do clopidogrel no plasma sanguineo ap6s administragéo
de sua dose padrdo. A) Concentragdo plasmatica de uma metabolizagédo lenta; B) Concentragao
plasmatica suficiente para alcancar a janela terapéutica (normal); C) Concentragdo plasmatica

excedente a janela terapéutica, de uma metabolizacdo ultrarrapida.
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Fonte: SCUDELER e SOARES, 2020.

A pesquisa em torno do clopidogrel evidenciou que, embora alguns pacientes nao
apresentem as variantes comumente associadas a sua metabolizacao atipica, ainda assim
podem exibir alteracdes no teste de reatividade plaquetaria (KAMBHAMPATI, et al., 2023).
Os casos de particular interesse sao aqueles com niveis elevados de PRU, os quais indicam
um risco aumentado de eventos trombdticos e complicagbes cardiovasculares
subsequentes, por falha terapéutica. Em contrapartida, a associagdo entre baixos niveis de
PRU e uma predisposi¢cao a hemorragias espontaneas permanece controversa (AIZAWA, et
al., 2023).

Recentemente, um estudo levantou um possivel motivo pelo qual individuos sem variantes
no gene CYP2C19 ainda podem manifestar uma resposta variada a atividade da enzima
CYP2C19. A pesquisa identificou um haplétipo no gene adjacente CYP2C18, conhecido
como CYP2C:TG, que influencia a expressdo da enzima CYP2C19. Haplétipos sao
conjuntos de alelos localizados em /oci proximos em um cromossomo que, geralmente, sao

herdados juntos, representando uma combinacdo especifica de variantes genéticas que
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podem influenciar diversas caracteristicas fenotipicas, incluindo a resposta a medicamentos
(ZUBIAUR e GAEDIGK, 2022).

O haplétipo CYP2C:TG é caracterizado por dois polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs),
denominados rs2860840 e rs11188059 (ZUBIAUR e GAEDIGK, 2022). SNPs sao variagoes
genéticas que ocorrem em um unico nucleotideo (NOVROSKI, 2023). Essas variagdes sao
cruciais para a pesquisa cientifica, pois permitem a associacao de caracteristicas fenotipicas
especificas, incluindo doencas, a determinados gendtipos. Estudos de Associagcao
Genbmica Ampla (GWAS) sao particularmente valiosos nesse contexto, explorando dados
genéticos de larga escala para identificar correlagdes entre SNPs e tracos fenotipicos,
exigindo um rigor estatistico tal que somente achados com um valor de p inferior a 5x10®

sdo considerados estatisticamente significativos (WALSH, et al., 2023).

Portanto, a farmacogenética representa uma fronteira promissora na medicina
personalizada, possibilitando a otimizacdo de terapias farmacolégicas com base na
composigdo geneética individual. O estudo do clopidogrel e a descoberta de haplétipos
influenciadores, como o CYP2C:TG, ilustram o potencial dessa abordagem para aprimorar a
eficacia e seguranca do tratamento, enfatizando a importancia de uma pesquisa continua e
detalhada na intersegdo entre genética e farmacologia. A aplicagdo desse conhecimento
pode ser possivel através de técnicas de laboratério, como PCR em tempo real, que nos
permite genotipar um individuo através de sua amostra de sangue. Com a genotipagem do
individuo, é possivel classifica-lo como metabolizador lento, intermediario, normal, rapido ou
ultrarrapido, nos permitindo aplicar cuidados dispostos em diversos guias e diretrizes de

diversas fontes, como as do CPIC.

2 JUSTIFICATIVA

Este trabalho ¢é justificado pela observacdo de que uma variedade de pacientes apresenta
respostas terapéuticas variaveis ao uso do clopidogrel. Embora essas variagdes na eficacia
frequentemente sejam atribuidas a variantes genéticas conhecidas, uma parcela significativa
dos pacientes ndo possui essas caracteristicas genéticas, mas ainda assim experimenta
diferentes niveis de eficacia no tratamento. Isso sugere a possibilidade de que tais variagbes
estejam associadas a presenca de biomarcadores farmacogenéticos ainda n&o
rotineiramente avaliados, como, por exemplo, o haplétipo CYP2C:TG. O reconhecimento
deste haplétipo como influenciador da metabolizagdo do clopidogrel pode abrir portas para
novos painéis genéticos e novas abordagens terapéuticas, otimizando a eficacia do

tratamento para muitos pacientes cardiovasculares.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se o haplétipo CYP2C:TG influencia a resposta ao tratamento com clopidogrel em
pacientes cardiovasculares poés-angioplastia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal do Tridngulo Mineiro (HC-UFTM).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Genotipar e investigar a frequéncia das variantes rs4244285 (*2), rs4986893 (*3) e
rs12248560 (*17) do gene CYP2C19, bem como das variantes rs2860840 e
rs11188059 associadas ao haplétipo CYP2C:TG, na populagao estudada e
compara-las com a literatura existente e com os dados publicos do One Thousand
Genomes;

e Quantificar os valores de Unidades de Reacdo P2Y12 (PRU) nas amostras
coletadas;

e Verificar se a presenca do haplotipo CYP2C:TG esta associada a variabilidade na

resposta ao tratamento com clopidogrel nos pacientes estudados.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Este trabalho integra um projeto mais amplo, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da UFTM sob o numero 71061822.4.1001.5154, focado na genotipagem de pacientes
cardiovasculares internados no Hospital das Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro. O estudo aborda pacientes que necessitaram de implantacao de stents e uso
subsequente do medicamento clopidogrel. O projeto envolve a coleta de amostras e a
medicdo dos niveis de agregacao plaquetaria para obter dados de PRU, além da
genotipagem dos alelos *2, *3 e *17 do gene CYP2C19 e o haplétipo CYP2C:TG do gene
CYP2C18 usando a técnica de PCR em tempo real por ensaios TagMan™, conforme

demonstrado no seguinte fluxograma (Figura 5).
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Figura 5: Fluxograma do processo de inclusdo dos pacientes ao direcionamento do material biolégico
para analise laboratorial. T.C.L.E: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. DA: Dose de ataque.
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4.2 GENOTIPAGEM

O DNA foi isolado de amostras de sangue total conservadas em tubos contendo Acido
Etilenodiaminotetracético (EDTA), utilizando o kit PureGene™ (Qiagen, Hilden, Alemanha)
seguindo os procedimentos estabelecidos pelo Grupo de Pesquisa em Genética de
Populagbes e Farmacogenética da UFTM. Apds a extragao, a integridade e concentragao do
DNA foram analisadas por espectrometria e fluorometria utilizando o equipamento NanoDrop
e Qubit, respectivamente. Com base nesses resultados, as amostras foram ajustadas para
uma concentracdo de 10ng/uL. Posteriormente, realizou-se a técnica de PCR em tempo real
nessas amostras, empregando o TagMan™ Universal PCR Master Mix e as sondas
TagMan™ C__11201742_10 (rs2860840) e C__31983321_10 (rs11188059) para o
haplétipo, e as sondas TagMan™ C__ 25986767 70 (rs4244285), C_ 27861809 10
(rs4986893) e C__ 469857_10 (rs12248560) para as variantes do gene CYP2C19. O
processo foi conduzido no termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System do
Laboratério de Imunologia da UFTM, seguindo um protocolo de ciclos de temperatura

especificos (Figura 6).

Figura 6: Interface de termociclador para PCR com trés etapas: pré-leitura a 60°C por 30 segundos,
seguida de um estagio de manutengdo a 95°C por 10 minutos e uma etapa de ciclagem com 75

ciclos, iniciando com uma fase a 95°C por 15 segundos e finalizando com 60°C por 1 minuto.

Pre-PCR Read (Holding Stage) Holding Stage Cycling Stage

Number of Cycles: [75 -
Enable AutoDelta

Starting Cycle: 1 =

100 — 950 °C

1008

75 —

60.0°C

50 — 01:00

25 —

Step 2

Fonte: Print Screen da interface de termociclagem do software StepOne v2.3.

Apods a qPCR por ensaios TagMan™, os graficos foram analisados com o software StepOne
v2.3 e exportados em formato XLS com organizagédo padrao do software. A inferéncia dos
genodtipos de cada individuo foi entdo feita manualmente, observando a amplificacao das
fluorescéncias VIC/FAM (Tabela 2), sendo os dados reorganizados e tabulados em um
segundo arquivo XLS para faciltar e se adequar as exigéncias da linguagem de

programacgao Python.



24

Tabela 2: InformacgBes técnicas das sondas utilizadas na genotipagem (20X e 40X Drug Metabolism

Genotyping Assay Mix).

Catalog Sonda (ID) Sequeéncia [VIC/FAM] SNP Alelo

number estrela

4362691 C__25986767_70 TTCCCACTATCATTGATTATTTCCCI[A>G] rs4244285 *2
GGAACCCATAACAAATTACTTAAAA

4362691 C__27861809_10 ACATCAGGATTGTAAGCACCCCCTGIA>G] rs4986893 *3
ATCCAGGTAAGGCCAAGTTTTTTGC

4362691 C__469857_10 AAATTTGTGTCTTCTGTTCTCAAAGIC>T] rs12248560 17
ATCTCTGATGTAAGAGATAATGCGC

4362691 C__11201742_10 GGCAGATAGTTTGGCTGCTCCTGTG[C>T] rs2860840 -
TGTCACCTGCAATTCTCCCTTATCA

4351379 C__31983321_10 TGTATGCTTAATCTTTGGAGAAACCIA>G]T rs11188059 -
GGCTGGATCAAAGACCTAAATGTA

Os alelos *2, *3 e *17 do gene CYP2C19 foram os escolhidos para a genotipagem pois sdo
as variantes mais relevantes no contexto do clopidogrel, e ja ha um padrao na literatura

cientifica sobre a investigagdo dessas variantes nos estudos que abordam fenétipo predito.

4.3 IDENTIFICACAO E ANALISE DAS POPULACOES ONE THOUSAND GENOMES

As analises de frequéncias alélicas e ancestralidade foram realizadas na plataforma R
(www.r-project.org), utilizando um arquivo VCF contendo os dados gendmicos dos
individuos. A analise de fase do haplétipo foi realizado com o pacote HaploStats, também na
plataforma R, para identificar quais alelos dos SNPs de interesse (rs2860840 e rs11188059)
estdo co-localizados no mesmo cromossomo nos individuos. O software atribuiu uma
probabilidade ao haplétipo de cada individuo, sendo selecionadas as probabilidades maiores
que 95%. Com isso, foi possivel calcular as frequéncias do haplétipo e relaciona-las com a
ancestralidade dos individuos.

4.4 TABULACAO, INTERPRETACAO E ANALISES ESTATISTICAS
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Os dados coletados para este trabalho foram organizados em um arquivo no formato XLS,
dividindo os individuos em 10 grupos conforme padronizagédo de Braten et al. (2021) (Tabela
3).

Tabela 3: Os grupos genéticos sdo definidos com base na presencga do haplétipo CYP2C:TG e nas
variantes do gene CYP2C19. Pacientes sem o haplétipo CYP2C: TG sao categorizados apenas pelos
alelos *2, *3 e *17. Aqueles que nao possuem os alelos *2, *3 e *17 séo classificados como “1’.
Pacientes com o haplétipo em um ou ambos os cromossomos sao caracterizados como TG ou
TG/TG, respectivamente, juntamente com seu alelo estrela correspondente. Essa classificacdo segue
o estudo de Braten et al. (2021).

Diplétipo sem CYP2C:TG Diplétipo com CYP2C:TG
*1/*1 117G
*1/*2 *1TG/*2
*1/*17 *1TG/*1TG
17117 *1TG*17
1712
*2/*2

Neste estudo, individuos foram genotipados para os alelos *2, *3 e *17 do gene CYP2C19 e
para as duas variantes que correspondem ao haploétipo CYP2C: TG utilizando a técnica de
PCR em tempo real por ensaios TagMan™, sequencialmente submetendo os dados a
analise de fase. Para a analise de normalidade dos dados PRU quantificados nos individuos
genotipados, foram empregados os testes de Shapiro-Wilk, D'Agostino-Pearson e
Anderson-Darling com o uso da biblioteca statsmodels por linguagem de programagao
Python.
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Analisamos a influéncia do haplétipo na predisposicdo para valores mais altos ou mais
baixos de PRU, utilizando o teste estatistico de regressao linear simples. Para que os
resultados da regressado sejam coerentes, € essencial utilizarmos dois conjuntos de dados
simultaneamente em uma uUnica analise: um conjunto com a caracteristica de interesse
(presenca do haplétipo) e outro sem ela. Por exemplo, realizamos uma regressao linear
comparando todos os valores de PRU de individuos com o gendtipo *17/*17, considerando
tanto aqueles com quanto sem o haplétipo. Isso nos permite avaliar especificamente a
influéncia do haplétipo em individuos com este gendétipo particular, ja que é possivel que a

influéncia do haplétipo varie de acordo com a genotipagem do gene CYP2C19.

Considerando que a presenga ou auséncia do haplétipo € uma variavel qualitativa, a
convertemos em dados binarios, atribuindo 1 para presenca e 0 para auséncia do haplétipo.
Isso facilita a aplicagdo da regressao linear simples. Conforme sugerido por James et al. na
obra 'An Introduction to Statistical Learning' (2017), essa abordagem permite uma analise
efetiva. Limitamos nossos testes a quatro grupos, conforme especificado na Tabela 4, onde

essa comparacao é possivel.

Tabela 4: Estratégias de analise de dados que nos permitem abordar questdes-chave por meio da
aplicacdo de regressao linear simples. As estratégias foram elaboradas para atender ao requisito
critico de que todos os individuos estudados tenham perfis genéticos comparaveis no gene
CYP2C19, incluindo aqueles com e sem o haplétipo CYP2C:TG.

Conjunto de dados Pergunta norteadora

Grupo 1 e Grupo 2

TG/ *2 A presenca do haplétipo CYP2C: TG em um Unico
e alelo afeta a média de PRU de individuos

*1 /72 portadores de um alelo *2?
*1/*1TG A presenca do haplétipo CYP2C: TG em um unico
e alelo afeta a média de PRU de individuos sem os

*1/*1 alelos *2, *3 ou *177?
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TG/ *TG A presenca do haplétipo CYP2C.TG nos dois
e alelos afeta a média de PRU de individuos sem
*1/*1 os alelos *2, *3 ou *17?
TG/ *17 A presenca do haplétipo CYP2C: TG em um Unico
e alelo afeta a média de PRU de individuos
/17 portadores de um unico alelo *177?

TG/ *2, *1 1 *1TG, *1TG/*1TGe A presenga do haplétipo CYP2C:TG afeta a
TG/ *17 média de PRU de individuos independentemente

de suas variantes no gene CYP2C19?
e

112,71 /*1,"1/*1e *1/*17

Todo o procedimento foi feito através da plataforma Google Colab, por uso da linguagem de
programacgao Python, usando os pacotes de graficos e estatistica, matplotlib e statsmodels,
respectivamente. Os cédigos utilizados estao vinculados ao autor e dispostos na plataforma

de programagao computacional Github (https://github.com/MuriloPorfirio).

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DA POPULAGAO DO ESTUDO
Dos 146 pacientes genotipados para os alelos *2, *3 e *17 do gene CYP2C19, 56 também
foram genotipados para o haplétipo CYP2C:TG e possuem valores de PRU. A idade média
desses pacientes é de 61,19 anos. Dentre os 56 pacientes, a maioria se declarou parda

(41%) e a maioria € composta por homens (62%) (Tabela 5).

Tabela 5: Caracteristicas socio-demograficas dos 56 pacientes genotipados que possuem PRU.

N %
Sexo
Mulheres 21 37.5
Homens 35 62.5
Idade média (Anos) 61,19

Peso médio (Kg) 75,34


https://github.com/MuriloPorfirio

Etnia
Pretos
Pardos
Amarelos
Brancos
Nao declarada

Hipertensao Arterial
Sistémica

Diabetes mellitus
tipo1e2

Fonte: Acervo proprio.

5.2 PADRONIZAGCAO DA GENOTIPAGEM

11
23

18

44

(19.65%)
(41.07%)
(3.57%)
(32.14%)
(3.57%)

(78.5%)

(33.9%)
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A realizagdo da PCR em tempo real por ensaios TagMan™ com as condi¢des de ciclagem

descritas na metodologia possibilitou o sucesso da amplificacdo das diferentes sondas

referentes aos trés alelos estrela do gene CYP2C19 e as duas variantes que compdem o

haplétipo CYP2C:TG em uma mesma placa de 96 pogos (Figura 7), possibilitando uma

padronizagao quando trabalhando com tais sondas simultaneamente. O nimero de ciclos se

justifica na caracteristica da sonda referente ao alelo *17 ser mais lenta durante a sua

amplificacao.

Figura 7: Representagcdo grafica de dados de gqPCR do software StepOne v2.3, mostrando a

amplificagdo de 30 amostras distintas em trés fluoréforos diferentes: FAM (azul), VIC (verde) e ROX

(vermelho). Cada linha representa a fluorescéncia detectada em um ciclo de PCR individual,

evidenciando a variabilidade dos alelos entre os pogos.
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5.3 FREQUENCIAS GENOTIPICAS E DE FENOTIPOS PREDITOS DO GENE CYP2C19
DOS PACIENTES EM USO DO CLOPIDOGREL

Neste estudo, 146 pacientes foram genotipados e divididos em grupos baseados nos alelos
*1, *2,*3 e *17 do gene CYP2C19. A maior parte dos pacientes estdo no grupo heterozigoto
com o alelo *17 (24.7%), seguido por heterozigotos do alelo *2 (19.9%), homozigotos do
alelo *17 (4.1%) e heterozigotos com os alelos *2 e *17 (4.8%). Nao houve nenhum individuo

com o alelo *3, e nenhum paciente homozigoto para o alelo *2 (Figura 8).

Figura 8: O grafico de pizza exibe a distribuicdo dos gendtipos (A) e dos fendtipos preditos (B) do
gene CYP2C19 entre 146 pacientes que estdo utilizando o medicamento clopidogrel. Cada segmento

colorido representa a proporgao de pacientes com um gendétipo especifico.
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Fonte: Acervo proprio.
5.4 VALORES DE UNIDADES DE REACAO P2Y12

Dentre os individuos genotipados, os dados de PRU de 56 individuos foram analisados
quanto a sua normalidade. O teste de Shapiro-Wilk resultou em um valor-p de 0.164,
indicando normalidade dos dados (Figura 9). De maneira similar, o teste D'Agostino-Pearson
apresentou um valor-p de 0.324, reafirmando a normalidade. A aplicacdo do teste
Anderson-Darling em varios niveis de rigor confirmou essa conclusao, com os dados de

PRU sendo considerados normais em todas as condicdes testadas.

Figura 9: Histograma dos valores de PRU (Unidades de Reacdo P2Y12) de 56 pacientes ja
genotipados, com a densidade de ocorréncia no eixo vertical e os valores de PRU no eixo horizontal.
A curva preta sobreposta ao histograma mostra uma Distribuicdo Normal Ajustada baseada na média
e desvio padrao dos dados, permitindo uma comparagao visual entre a distribuicdo observada dos

valores de PRU e o que seria esperado em uma distribuigdo normal.
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5.5 DISTRIBUICAO DAS UNIDADES DE REACAO P2Y12 POR GRUPO

Entre os 56 individuos genotipados com PRU e para os alelos *2, *3 e *17 do gene
CYP2C19, a maioria pertence aos grupos "1/ *1' e "1/ *17', com 22 e 14 individuos,
respectivamente. Todos os grupos possuem individuos com PRU acima de 208, com
excegao do grupo ™17/ *17' que possui apenas 3 individuos, todos com PRU abaixo de 208
(Figura 10). Vinte pacientes apresentaram o haplétipo CYP2C: TG, sendo a maioria *1/*1TG,
com 11 pacientes. Todos os grupos possuindo o haplétipo possuem médias e medianas de

PRU menores do que seus respectivos grupos sem o haplétipo.

Figura 10: Distribuicdo das Unidades de reagdo P2Y12 (PRU) por gendtipo de 56 pacientes antes e
depois da genotipagem do haplétipo CYP2C:TG. A) Distribuicao de PRU de 56 pacientes genotipados
para os alelos *2, *3 e *17 do gene CYP2C19. B) Distribuicdo dos mesmos 56 pacientes apds a
genotipagem também do haplétipo CYP2C:TG. Cada boxplot representa um grupo de diplétipo
especifico, indicando a mediana (linha interna), quartis (bordas da caixa) e varia¢des interquartis
(linhas verticais). Os pontos dispersos representam observagdes individuais, distribuidas de forma a
visualizar a densidade de dados. A linha horizontal que corta o grafico representa o eixo PRU 208,

onde os individuos acima deste valor sdo considerados resistentes ao clopidogrel.
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Fonte: Acervo proprio.

A frequéncia da variante TG em nossa populacdo de estudo é de 14,29%. No estudo de
Fernandes et al. (2023), a tribo Kaingang apresenta uma frequéncia de 49% e os Guarani,
46,9%. Nas populagdes africanas do projeto One Thousand Genomes, muitas nao
apresentam a variante TG (frequéncia de 0), com excegdo dos ACB (3,64%) e ASW
(9,02%). Nas populagdes americanas, as frequéncias sdo: CLM 34,57%, MXL 38,28%, PUR
24,04% e PEL 42,35%. Entre os europeus, as frequéncias variam de 15,38% (GBR) a
2477% (TSI). Nas populagdes sul-asiaticas, as frequéncias variam de 11,27% (ITU) a
16,67% (PJL). Entre os leste-asiaticos, as frequéncias variam de 10,61% (KHV) a 20,19%
(JPT) (Tabela 6).

Tabela 6: Frequéncias alélicas da populagéo do estudo, incluindo dados de tribos brasileiras do artigo
de Fernandes et al., (2023), e nossas analises com as populagbes do One Thousand Genomes
(Auton et al., 2015): Britanicos vivendo na Inglaterra e Escocia (GBR), Finlandeses (FIN),
descendentes europeus vivendo em Utah (CEU), individuos da Toscana, ltalia (TSI), ibéricos da
Espanha (IBS), japoneses em Toquio (JPT), chineses Han do Sul (CHS), chineses Han de Pequim
(CHB), chineses Dai em Xisshuangbanna, China (CDX), vietnamitas Kinh (KHV), indianos Gujarati em
Houston, Texas (GIH), indianos Telugu vivendo na Inglaterra (ITU), tmeis do Sri Lanka vivendo na
Inglaterra (STU), individuos de Bengali, Bangladesh (BEB), Punjabi em Lahore, Paquistdo (PJL),
Mandinka na Gambia (GWD), Mante de Saerra (MSL), Yorubas da Nigéria (YRI), Esan da Nigéria
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(ESN), Luhya no Quénia (LWK), afro-caribenhos em Barbados (ACB), afro-americanos do sudoeste
dos EUA (ASW), peruanos de Lima, Peru (PEL), descendentes de mexicanos em Los Angeles (MXL),

colombianos de Medellin (CLM) e porto-riquenhos (PUR).

Populacao TG

Brasileiros  Presente 0.1429
estudo (56)

Guarani (36) 0.469

Kaingang (54) 0.490

Africanos  LWK 0
ESN 0
YRI 0
MSL 0
GWD 0.0044248
ACB 0.0364583
ASW 0.0901639
Americanos CLM 0.3457447
MXL 0.3828125
PUR 0.2403846
PEL 0.4235294
Europeus TSI 0.2476636
IBS 0.2122642
GBR 0.1538462
CEU 0.1868687

FIN 0.2323232
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Sul Asiaticos PJL 0.1666667
GIH 0.1650485

ITU 0.1127451

STU 0.1372549

BEB 0.1337209

Leste CDX 0.1935484

Asiaticos

KHV 0.1060606

CHS 0.1238095

CHB 0.2038835

JPT 0.2019231

Quando observamos as frequéncias genotipicas com a jungao dos alelos estrela do gene
CYP2C19 e o haplétipo, notamos que, na populagdo do nosso estudo, os gendtipos *1CG
ouTA/*1CG ou TA e *1CG ou TA/ *1TG sao encontrados em 19,64% dos individuos cada.
Em comparagéo, os Guarani apresentam uma maior frequéncia do gendtipo *1CG ou TA /
*1TG (39,4%), enquanto a tribo Kaingang tem uma predominancia de *1CG ou TA / *1TG

(55,6%). Estes achados destacam as variagdes genéticas entre as populagdes estudadas.

Tabela 7: Frequéncias genotipicas em trés grupos populacionais: Nossa populacdo de estudo, e as
tribos brasileiras Guarani e Kaingang (Fernandes et al. 2023). Cada linha representa uma
combinagdo especifica de variantes alélicas e as colunas mostram a frequéncia relativa dessa
combinagdo em cada grupo. As frequéncias sdo expressas como proporgdes (variando de 0 a 1),

sendo 1 equivalente a 100%.

CYP2C19 + CYP2C Presente Guarani Kaingang
estudo (36) (54)
(56)
*ICGouTA/*1CGouTA 0.1964285 0.182 0.241

*1ICGou TA/ TG 0.19642857 0.394 0.556



35

"1TG/*1TG 0.01785714 0.182 0.204
*1ICGouTA/*2CGouTA  0.14285714 0.030 0
TG/ *2CGou TA 0.05357142 0.182 0
*2CGouTA/*7CGou TA 0.07142857 O 0
1*CGou TA/*17CGou TA 0.19642857 0.030 0
1*TG/*17CG ou TA 0.07142857 0 0
17*CG ou TA/*17CGou TA 0.05357142 O 0

5.6 ASSOCIACAO DA PRESENCA E AUSENCIA DO HAPLOTIPO COM OS VALORES DE
PRU

O haplétipo ndo demonstrou influenciar significativamente os valores de PRU em nenhum
dos grupos comparados, porém, em todos os grupos, a média de PRU dos individuos com o
haplotipo foram menores do que as médias dos individuos sem o haplétipo (Figura 11)
(Tabela 8), evidenciando uma tendéncia estatistica que pode ter sua significancia

prejudicada devido ao baixo numero de pacientes incluidos no estudo.

Figura 11: A imagem contém quatro graficos de dispersado (A, B, C, D), cada um representando a
relagdo entre a presenga do haplétipo e o nivel de agregagao plaquetaria (PRU). Em cada grafico, os
pontos azuis indicam os valores de PRU para individuos com e sem o haplétipo. A linha vermelha

representa a tendéncia linear (ajuste do modelo) dessa relagao.
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Tabela 8: Resultados da regresséo linear simples aplicada em cada ‘Grupo’. ‘Coeficiente do modelo’:

Efeito do haplétipo. ‘Intercepto do modelo’: PRU quando o haplétipo esta ausente. ‘all= Todos os

individuos do grupo A, B e C.

Grupo Alelos Coeficiente Coeficiente Intercepto do Teste t
de do modelo modelo Valor-p
determinagao
(R?)
A *1/*1 0.0009 -4.0909 171 0.895
B *1/2 0.0021 -8.2917 163 0.915
C *1/*17 0.1684 -66.8182 173 0.097
D all 0.0358 -29.5149 178 0177
6 DISCUSSAO

Em nosso estudo, a genotipagem do gene CYP2C719 em 146 individuos revelou uma

frequéncia do alelo *17, que confere uma maior expressao enzimatica e consequentemente

uma maior velocidade de metabolizagdo, muito semelhante aquela reportada por
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Rodrigues-Soares et al. (2018) na populacao brasileira, com 21% em nosso estudo e 19%

no estudo de Rodrigues-Soares et al. (2018) (Tabela 8).

Tabela 9: Frequéncia das variantes genotipicas do gene CYP2C19 da nossa populagado de estudo

comparada com os dados de Rodrigues-Soares et al. (2018).

POPULAGCAO Presente estudo Rodrigues-Soares, et al. (2018).
BRASILEIRA

CYP2C19*2 0.13 0.14

CYP2C19*3 0 0

CYP2C19*17 0.21 0.19

Contudo, observamos variagdes nos valores de PRU entre os individuos genotipados para o
gene CYP2C19, incluindo homozigotos e heterozigotos para o alelo *17. Essas varia¢des
abrangeram desde uma boa resposta ao clopidogrel, com PRUs entre 40 e 180, até casos
de resisténcia ao tratamento, com PRUs superiores a 208. Estudos de fendtipos
metabdlicos, medidos por cromatografia liquida e analisando o indice metabdlico entre
farmaco/metabdlito em populacées da América Latina, sugerem que o genétipo inferido por
alelos estrela pode nao corresponder a atividade enzimatica prevista pelos scores de
atividade propostos pela CPIC (de Andrés et al., 2016, 2017 e 2020 ). Isso indica que tais
testes devem ser validados nessas populagdes, incluindo a brasileira, antes de serem

implementados na rotina clinica.

A discordancia entre os fendtipos metabdlicos do gene CYP2C19 previstos genotipicamente
e aqueles determinados por analises farmacocinéticas justificou a pesquisa realizada por
Fernandes et al. (2023), uma parceria entre o Instituto Nacional de Cancer e a Universidade
Estadual de Maringa. O estudo investigou a frequéncia do haplétipo CYP2C:TG em dados
de individuos indigenas americanos presentes nos bancos de dados One Thousand
Genomes e Human Genome Diversity Project, além de também investigar a frequéncia
desse haplétipo nas populagdes indigenas brasileiras Kaingang e Guarani, utilizando PCR
em tempo real por ensaios TagMan™ para discriminagao alélica. Ao comparar a frequéncia
do haplotipo dessas populagbes com a de outras populagdes do One Thousand Genomes,
como europeia, africana e asiatica, observou-se que as populagdes do estudo apresentavam
uma frequéncia significativamente maior (teste do qui-quadrado, p < 0.0001) em relagéo aos

outros grupos. Este resultado reforga a possivel relagdo do haplétipo com as discordancias



38

entre o fendtipo predito e o fendtipo real em individuos nativo-americanos e miscigenados,

como a populagao brasileira.

Um artigo de Zubiaur e Gaedigk (2022) corrobora os resultados apresentados em nosso
trabalho: o gene CYP2C18, no qual o hapldtipo investigado esta presente, tem sido
negligenciado em estudos farmacogenéticos ao longo dos anos. Considerando as pesquisas
recentes, € necessario incluir o estudo deste gene nas investigagbes farmacogenéticas,
especialmente com foco no haplétipo CYP2C:TG. O estudo de Zubiaur e Gaedigk
argumenta que as diretrizes atuais da CPIC (2024) podem nao abordar suficientemente

certos aspectos importantes relacionados a este gene.

Além disso, o alelo *17 do gene CYP2C19 é reconhecido por caracterizar metabolizadores
rapidos e ultrarrapidos de varios medicamentos, incluindo o escitalopram. No estudo de
Braten et al. (2021) com noruegueses, observou-se que individuos portadores do alelo *17
apresentam metabolizagdo rapida quando heterozigotos e metabolizagdo ultrarrapida
quando homozigotos, conforme corroborado pelas diretrizes da CPIC. Essas diretrizes sao
precisas para a populacio europeia, mas podem néo ser totalmente aplicaveis a populacdes
nativas americanas e miscigenadas, como a brasileira. Neste mesmo estudo o haplétipo
CYP2C:TG também foi investigado, e foi notado uma associagdo da sua presenga a uma
metabolizagdo acelerada do escitalopram. Ja na pesquisa de Zubiaur et al. (2023),
utilizando medicamentos como citalopram, sertralina, voriconazol, omeprazol, pantoprazol e
rabeprazol, concluiu que o haplétipo ndo mostrou influenciar a metabolizagao na populagéo

estudada, que era predominantemente europeia.

O oposto também pode ocorrer, mesmo em populagées europeias. No estudo de Kee et al.
(2022), o haplétipo quando homozigoto foi significativamente associado (p = 0.03) a rapida
metabolizagdo e consequente falha de tratamento em pacientes com refluxo gastroesofagico
tratados com omeprazol, algo que nao foi observado em individuos com o alelo *17. Este
trabalho € um exemplo adicional de que conclusdes sobre o hapldtipo e as variantes com
importancia farmacogenética no gene CYP2C19 devem considerar a ancestralidade, o
medicamento especifico e a condicdo do individuo (se estdo doentes ou nao).
Generalizagbes ndo sdo adequadas, pois, embora ambos os estudos tenham investigado a
influéncia do haplétipo na metabolizagdo do omeprazol, chegaram a conclusdes opostas. No
entanto, o artigo de Kee et al. (2022) lidou exclusivamente com uma populagdo doente em

tratamento, diferente da populagéo estudada por Zubiaur et al. (2023).
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Duconge et al. (2021) utilizaram uma metodologia semelhante a aplicada em nosso trabalho,
associando valores de PRU obtidos através do agregdbmetro VerifyNow com os genétipos do
gene CYP2C19. Na pesquisa de Duconge et al., foi identificado que, através dos resultados
de PRU, 33,5% dos 474 pacientes hispanicos do Caribe genotipados exibiam resisténcia ao
clopidogrel (PRU>208). Dentro do grupo de resistentes, cerca de 7% possuiam o alelo *2,
associado com uma atividade nula da enzima CYP2C19 e consequentemente menor
velocidade de ativagao do clopidogrel. Esse resultado é comparavel aos nossos achados,
onde a quantidade de pacientes com o alelo *2 representa uma pequena parte do total de
pacientes com resisténcia ao medicamento. Nesse grupo de 7%, os heterozigotos com o
alelo *2 apresentavam um aumento de PRU de 40,5 unidades, enquanto os homozigotos
para o alelo *2 mostravam um aumento de PRU de 89,3 unidades. O estudo de Duconge et
al. é o primeiro realizado na América Latina associando essas variaveis. Os autores
utilizaram a tecnologia lllumina BeadArray Chip para investigar mais de um milhdo de SNPs
e evidenciaram uma significancia (p < 0.001) na associagao do alelo *2 com o aumento de
PRU, além de associarem diversas outras variantes aos valores de PRU, porém os SNPs
relacionados ao haplétipo CYP2C:TG nao foram incluidos na investigagdo. Os autores
discutem o fato de haver pacientes resistentes ao clopidogrel que ndo sao categorizados
como metabolizadores lentos ou intermediarios pelo fendtipo predito, sugerindo a existéncia

de outras possiveis influéncias sobre os valores de PRU.

Quanto a influéncia do haplétipo CYP2C: TG na metabolizagao do clopidogrel, ha apenas um
artigo na literatura até o momento, de Ganoci et al. (2024), que divulga dados de 283
pacientes europeus de descendéncia eslava que fazem parte de um projeto ainda maior,
chamado Pharmacogenomics in Prediction of Cardiovascular Drugs Adverse Reactions, que
possui foco na investigacao de caracteristicas genéticas na metabolizacdo de medicamentos
cardiovasculares, com o objetivo de incluirem 1200 pacientes. O artigo discute a influéncia
do haplétipo na predisposigao a novos quadros trombéticos nesses pacientes e concluiu que
nao ha relagao estatisticamente significativa entre o haplétipo e a predisposicdo a um maior
ou menor numero de quadros trombéticos até entdo. Este artigo ndo deve comprometer a
importancia de se estudar o haplétipo, pois trata-se de um estudo com baixa diversidade
étnica e que nao utilizou dados laboratoriais quantitativos sobre a eficacia do medicamento,

apenas dados de prontuarios.

As distribuicdes nos valores de PRU na nossa populacéo indicam uma possivel incoeréncia
entre o fenodtipo predito e o metabdlico, o que é corroborado por muitos estudos que lidam
com populagdes latinas. Apesar de nossos resultados de associacdo ndo mostrarem

significancia estatistica, ao compararmos as médias entre os grupos com e sem haplétipo,
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notamos que, em todos o0s grupos com o haplétipo, suas médias sdo menores em
comparagao aos mesmos grupos sem o haplétipo equivalente, independentemente dos seus
alelos no gene CYP2C19. Essa conclusdo se torna possivel pois todas as regressoes
tiveram como resultado um coeficiente de modelo negativo, indicando que quando a média
de X aumenta de 0 para 1, ou seja, quando um individuo possui o haplétipo, a média do eixo
Y diminui, que representa a média de PRU. Portanto a média de PRU do eixo 0 (pacientes
sem o haplétipo) foi maior em todas as regressoes aplicadas (Tabela 8). Embora o tamanho
de amostra (N) seja pequeno, o que pode explicar a auséncia de significancia estatistica, os
individuos com o alelo *17 e o haplétipo apresentam os menores valores de média e
mediana de PRU do estudo, quando observados apenas os grupos com o haplétipo. Isso
sugere um possivel aumento da atividade da enzima CYP2C19, que, segundo as diretrizes
da CPIC, ja seria aumentada pela presenca do alelo *17 por si s6. No entanto, quando esses

individuos *17 possuem o haplétipo, os valores de PRU se tornam ainda menores.

E interessante ressaltar que, gragas a analise de fase aplicada aos nossos dados genéticos,
foi possivel determinar, com uma precisdo préxima de 100%, em qual cromossomo o
haplotipo se encontrava. Ressalta-se que ndo ha nenhum individuo em que o haplétipo
esteja em um cromossomo que possua alguma das variantes do gene CYP2C19,
permanecendo assim o CYP2C:TG exclusivamente junto ao alelo *1. Esse fato ocorre de
forma idéntica nos estudos incluidos nesta discussao que também lidam com a genotipagem
do haplétipo, como o estudo de Fernandes et al. (2023), Braten et al. (2021) e Zubiaur et al.
(2023).

Foram investigados os dados clinicos dos trés pacientes que apresentam o haplétipo e
demonstraram valores de PRU muito altos (>280), considerados outliers na Figura 10. Dois
desses individuos possuem diabetes, embora o tipo nao tenha sido especificado. Todos eles
também sao hipertensos, uma caracteristica comum na maioria da populacdo do estudo.
Esses pacientes fazem uso de outros medicamentos concomitantemente, como dimalato de
magnésio, acido acetilsalicilico, carvedilol, rosuvastatina, e gliclazida. No entanto, € comum
que outros pacientes com valores de PRU mais baixos também usem esses medicamentos
simultaneamente. Portanto, at¢é o momento n&o encontramos caracteristicas clinicas
peculiares que expliqguem os valores mais altos de PRU desses pacientes em comparagao

ao restante da populagao do estudo.

Consequentemente, os resultados desta pesquisa e a literatura correspondente apontam
para uma lacuna nas diretrizes de prescricdo baseadas apenas em gendtipos comuns do

gene CYP2C19. A incorporagdo de uma andlise mais detalhada de haplétipos, como
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sugerido pelos estudos de Fernandes et al. (2023) e Zubiaur (2022), poderia aprimorar a
precisdo da terapia com clopidogrel, especialmente em populagdes com alta diversidade

genética como a brasileira.

7 CONCLUSAO

Nossos resultados nao mostraram uma associagdo significativa entre a presenca do
haplétipo CYP2C:TG e os valores de PRU. No entanto, ao observarmos as médias e
medianas, notamos uma tendéncia de que o haplétipo predisponha a menores valores de
PRU. Comparando nossos resultados com a literatura e os dados publicos do projeto One
Thousand Genomes, encontramos similaridades nas frequéncias genotipicas e alélicas com
os estudos envolvendo populacdes brasileiras, exceto aqueles que incluiram populagées de
tribos nativas brasileiras, que apresentaram uma frequéncia maior do haplétipo em relagao
ao nosso estudo. Além disso, concluimos que o fendtipo predito com base exclusivamente

nos alelos estrela do gene CYP2C19 pode ndo ser preciso para a nossa populagéo.
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