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II. Resumo

Os fármacos imunossupressores, tais como, a Ciclosporina (CsA) e o Tacrolimus (FK506) desempenham um papel fundamental na manutenção da funcionalidade dos enxertos, evitando o desenvolvimento dos processos de rejeição. Diferentes alterações na biodisponibilidade dos fármacos podem estar associadas à variabilidade genética interindividual, que condicionam o metabolismo e o transporte dos mesmos. A biodisponibilidade da CsA e do FK506, parece estar associada à variabilidade do gene do citocromo P450 IIIA (CYP3A) que desempenha um papel fundamental no processo de eliminação dos referidos fármacos, e ao gene “multi drug resistance 1” (MDR1), que codifica a poliglicoproteína-P (P-gp), uma proteína que participa nos processos de transporte activo de vários substratos.

Assim, é objecto deste trabalho estudar variações genéticas pontuais (SNPs) nos genes CYP3A e MDR1, relacionando-as com as concentrações plasmáticas de CsA e de FK506. Este estudo, centra a sua atenção numa inserção de uma guanina no exão 3 do gene CYP3A, que origina um codão “stop” prematuro resultando uma proteína truncada. No que diz respeito ao gene MDR1, foi dada atenção a uma substituição G2677T,A no exão 21, e a uma substituição C1236T no exão 12. Para este propósito foram analisados dois grupos de transplantados renais, um a receber uma terapêutica imunosupressora baseada em CsA e um outro grupo a recorrer a uma terapêutica com FK506. 
Como resultado do estudo efectuado, verificou-se uma frequência de 65% (n=20) para a inserção G no exão 3 do gene CYP3A5, no grupo de indivíduos a realizar uma terapêutica baseada em CsA. No gene MDR1 verificou-se uma frequência de 3,7% (n= 27) para o SNP 1236C>T e uma frequência de 9,1% (n=22) para o SNP 2677G>T. No grupo de indivíduos a realizar uma terapêutica com base em FK506, a inserção no gene CYP3A5 ocorreu com uma frequência de 78,26% (n=23), o SNP 1236C>T no gene MDR1 verificou-se uma ocorrência de 8,7% (n=23) e a substituição G2677>T,A ocorreu com uma frequência de 5,56% (n=18).  
Com este estudo, foi possível concluir que, de entre os indivíduos transplantados a realizar uma terapêutica com base em FK506, os portadores da mutação C1236T no gene MDR1, apresentam uma concentração plasmática deste fármaco em 44,4% superior aos indivíduos “wild type”. Já os indivíduos portadores da mutação G2677T,A apresentam concentrações plasmáticas de FK506 em 44,7% superiores aos indivíduos “wild type”. Este facto, vem evidenciar a importância em termos da farmacodinâmica que algumas mutações apresentam. Assim, dada a grande variabilidade genética entre indivíduos, o conhecimento prévio de SNPs em genes associados com o metabolismo revela-se de grande relevância para a compreensão e optimização da terapêutica imunosupressora a instituir ao doente.

III. Abstract


Immunosuppressive drugs such as tacrolimus (FK506) and cyclosporine (CsA) play an essential role in graft survival, preventing rejection. Large interindividual differences in drug metabolizing enzymes as well as in drug transporters make the task of reaching the optimal plasma concentration difficult. The bioavailability of CsA and FK506 seems to be associated with the Cytocrhome P450 IIIA (CYP3A) gene, which is responsible for the elimination process of such drugs. It has also been described that the Multi Drug Resistance 1 (MDR1) gene that encodes for poliglycoprotein-P (P-gp) may in some way influence the metabolizing action of immunosuppressive drugs such as FK506 and CsA. It is therefore the aim of this work, to study single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the CYP3A and MDR1 genes and correlate this information with the plasma concentration of FK506 and CsA. In this study we focus our attention to a G insertion in exon 3 of CYP3A5 gene that results in premature stop codon originating a truncated protein. In the MDR1 gene we analyzed a 2677G>T,A substitution in exon 21 and a 1236C>T substitution in exon 12. For this purpose two distinct groups of renal transplant recipients were analyzed by sequencing, one receiving a CyA immunosuppressive regime and other relying on a FK506 based immunosuppression.
For the group of individuals receiving a CyA regime it was found a 65% frequency (n=20) for the G insertion in exon 3 of the CYP3A5 gene. In the MDR1 gene the SNP 1236C>T occurred with a 3,7% frequency rate (n=27) and for the SNP 2677G>T,A the frequency was 9,1% (n=22). For the group of individuals receiving an FK506 regime the CYP3A5 insertion occurred in a frequency of 78,26% (n=23), the SNP 1236C>T of the MDR1 gene had a frequency of 8,7% (n=23) and the G2677>T,A substitution had a frequency of 5,56% (n=18). 
With this study, it is possible to conclude that in the group subjected to a FK506 based immunosuppression, those with the C1236T mutation in the MDR1 gene, had a plasma concentration 44,4% higher compared with Wild Type individuals. In the same group but regarding the individuals caring the G2677T,A mutation the plasma concentrations of FK506 were 44,7% higher than the wild type individuals. This fact reveals the significance that some mutations may have on the farmacodynamics of some drugs. Given the great genetic diversity between individuals, the knowledge of SNPs associated with metabolism, seems to be of great interest for the process of understanding and optimizing the right immunosuppressive regime.

IV. Lista de Abreviaturas

CsA – Ciclosporina.

FK506 – Tacrolimus.

CYP3A5 – Citocromo P450 IIIA5.

MDR1 – “Multi Drug Resistance” 1.

P-gp – Poliglicoproteína – P.

MHC – Complexo de Major Histocompatibilidade.

Células NK – “Natural Killer Cells”.

HLA – Antigénio Leucocitário Humano.

APC – Célula Apresentadora de Antigénios.

CTLs – Linfócito T CD8+.

IL – Interleucina.

INFγ – Interferão gama.

TCR – Receptor de linfócitos T.

AP-1 – Proteína Activadora 1.

NF-κB – Factor nuclear κB.

6-MP – 6- mercaptotiopurina.

MMF – Micofenolato Mofetil.

MPA – Àcido Micofenolico.

NFAT - nuclear factor of activated T cell.
CaN – Calcineurina
mTOR – mammalian target of rampamicin
1. Introdução.

A esperança que os grandes avanços da pesquisa realizada na área da genética molecular, se traduza numa mais valia no que diz respeito à utilização de terapêuticas individualizadas de acordo com o perfil genético de cada um, está ainda por concluir.

A farmacogenética, representa uma vertente desta disciplina cujo foco principal visa estudar as variações genéticas pontuais que envolvam a metabolização dos fármacos utilizados nas diferentes patologias. 

É no entanto possível afirmar que a pesquisa no domínio da farmacogenética se centra em dois aspectos principais: por um lado a identificação de genes e dos produtos destes genes que estejam em relação directa com determinada patologia, tentando assim desenvolver novos alvos terapêuticos; e, por outro lado, a identificação de variações genéticas que resultem numa alteração nos produtos destes genes, afectando assim a resposta a um dado fármaco.

Em 2003 o “International Human Genome Sequencing Consortium”, anunciou o terminus da sequenciação do genoma humano. Este projecto, ficou mundialmente conhecido como “The Human Genome Projet” e no espírito de todos os que nesta área trabalham alimentaram-se expectativas do que viria a ser a sua aplicação num futuro próximo. Este tipo de análise com a capacidade da técnica actual continua a gerar uma quantidade enorme de informação no que diz respeito a polimorfismos existentes no genoma humano. 

No entanto, um dos grandes desafios será determinar a função de cada gene polimórfico (ou do seu produto) ou mesmo da sua relevância farmacológica ou toxicológica. A farmacogenética é, portanto, uma área emergente que visa estudar a variabilidade genética nos diferentes genes que codificam enzimas metabolizadoras de fármacos, proteínas que transportem estes mesmo fármacos, alvos terapêuticos destes fármacos, bem como, quaisquer outros genes relacionados com a sua acção.

Os fármacos imunossupressores, utilizados na transplantação de órgãos, desempenham um papel fundamental na manutenção da funcionalidade dos enxertos, evitando o desenvolvimento dos processos de rejeição. Estes fármacos apresentam um índice terapêutico reduzido, o que resulta na necessidade de um ajuste individualizado da dose apropriada a instituir a cada paciente. A prescrição dos inibidores da calcineurina, tais como a ciclosporina (CsA) ou tacrolimus (FK506) é um óptimo exemplo de estratégias imunossupressoras a que o clínico pode recorrer com vista a evitar a rejeição do enxerto. No entanto existem variações significativas em genes tais como, o citocromo P450 IIIA5 (CYP3A5) ou “Multi Drug Resistance 1” (MDR1) que alteram significativamente a farmacodinâmica destas drogas, tornando difícil a tarefa de alcançar a dose terapêutica ideal.

Serve, portanto, o presente trabalho o propósito de elucidar em que medida os polimorfismos na enzima citocromo P450, mais especificamente a sua variante codificada pelo gene CYP3A5, e na poliglicoproteína-P (P-gp). codificada pelo gene MDR1, podem afectar a biodisponibilidade da CsA e do FK506. 

2. A imunobiologia da transplantação.

2.1. O sistema MHC.

A rejeição de enxertos geneticamente dispares é um facto que acarreta importantes implicações clínicas para o paciente, e cujo o estudo veio permitir uma melhor compreensão das interacções dos diferentes componentes do sistema imunológico, nomeadamente dos linfócitos T e das células NK (“Natural Killer Cells”)(1).
O loci genético directamente envolvido neste reconhecimento de enxertos é denominado de complexo de major-histocompatibilidade (MHC). O complexo MHC localiza-se no cromossoma 6p21.3, e no Homem denomina-se de antigénio leucocitario humano ou HLA (sigla inglesa para “ Human Leukocyte Antigen”) (2). O sistema HLA compreende um vasto número de receptores membranares de reconhecimento que visam sinalizar o estado de saúde da célula e do ambiente que a rodeia. As moléculas do complexo MHC dividem-se em dois grandes grupos: as moléculas de MHC classe I (MHC-I) e as moléculas de MHC classe II (MHC-II) e nos humanos definem-se como HLA-A, -B, -C ; e HLA-DQ e HLA-DR respectivamente (1). 

As moléculas HLA-I são expressas à superfície de quase todas as células nucleadas. As moléculas de HLA-II são apenas expressas em linfócitos B, células apresentadoras de antigénios (monócitos, macrofagos e células dendríticas), e em linfócitos T activados (2).

2.1.1. Função imunológica do MHC.

Durante o período de vida normal de uma célula, esta gera uma grande quantidade de peptideos resultantes do seu funcionamento. Estes peptideos são denominados de próprios, e são expressos à superfície da célula ligados a moléculas de MHC-I, formando uma estrutura tridimensional de reconhecimento. Desta forma, se a célula estiver num estado alterado, como é o caso de uma célula infectada por um vírus, esta irá começar a produzir complexos MHC/peptideo que serão estranhos ao sistema imunitário, sinalizando a infecção. 

Outra situação a considerar são células que têm alterações a nível da capacidade do transporte destes peptideos, do citosol para o retículo endoplasmático (onde ocorre o processo de ligação do peptideo às moléculas de MHC). Neste caso existe uma menor expressão destes complexos a nível da membrana celular verificando-se uma sinalização deficitária.

Assim, tanto o número (densidade), bem como o tipo de complexos MHC-I/peptideo expressos da superfície da membrana celular determinam a resposta dada pelo reconhecimento dos linfócitos T e células NK(3) . Esta via de sinalização denomina-se de via endocítica. A outra via de sinalização denomina-se de via citosólica e depende das moléculas de MHC-II. Neste caso células especializadas do sistema imunológico monitorizam o ambiente extracelular recorrendo a processos de endocitose. Estas células internalizam e degradam (em compartimentos lisossomais) macro moléculas provenientes do ambiente extracelular e, após gerarem péptidos de menores dimensões, promovem a sua ligação a moléculas de MHC-II. Após este processo ter sido correctamente efectuado estes complexos são expressos a nível da superfície celular para reconhecimento e interacção com os receptores dos linfócitos T.

Podemos então concluir que, salvo raras excepções, as moléculas de MHC-I ligam-se a peptideos endógenos provenientes da própria célula, enquanto que moléculas de MHC-II ligam-se a peptideos provenientes do exterior da célula (4). 

A função imunológica do sistema MHC está intimamente ligada à função do timo, dado que, no timo existem moléculas de MHC-I e moléculas de MHC-II ligadas a antigénios do próprio organismo. Este micro ambiente permite a selecção clonal de linfócitos T imaturos com a capacidade de distinguir complexos MHC do próprio organismo (5)(6). 

Este processo, denominado de selecção tímica, envolve um passo de selecção positiva, onde os receptores de células T devem possuir algum grau de afinidade para as moléculas de MHC (reconhecendo assim o próprio), e um outro passo de selecção negativa onde células T, possuindo receptores com demasiada reactividade própria, são eliminados por morte celular programada (apoptose) (7). 

2.2. Mecanismos de alo-reconhecimento.

Ao processo de reconhecimento de algo estranho a um dado organismo é dado o termo de alo-reconhecimento. Em transplantação o alo-reconhecimento refere-se à detecção do sistema imunológico de tecidos provenientes de outro indivíduo da mesma espécie (1). 

Após o processo de alo-transplante segue-se o reconhecimento de proteínas estranhas (expressas em células do dador) por parte dos linfócitos T do receptor. Este evento inicia uma série de reacções do sistema imunológico que resulta, em última análise, na rejeição do enxerto.

Os primeiros estudos efectuados em indivíduos sujeitos a processos de transplante, levaram à identificação de proteínas codificadas pelo locus genético do complexo major-histocompatibilidade (MHC) como sendo os principais elementos deste mecanismo de reconhecimento (8) (9). 

Actualmente é amplamente aceite que este processo ocorre através de duas vias distintas, mas não exclusivas: as vias directa e indirecta de alo-reconhecimento (10). Na via directa os linfócitos T interagem com epítopos ligados a moléculas de MHC expressas em células do dador. Na via indirecta os antigénios do dador são processados pelas células apresentadoras de antigénios (APCs, do inglês “Antigen Presenting Cells”) do receptor e expressos à superfície conjugados com moléculas de MHC, sendo reconhecidos pelos linfócitos T do receptor (ver figura 1). Desta forma inicia-se uma resposta imunitária que é restringida pela acção do MHC do hospedeiro (1).
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Fig. 1 – Vias de alo-reconhecimento. a. Via de alo-reconhecimento directa. b. Via de alo-reconhecimento indirecta. (adaptado de www.nature.com)

In vivo, a via directa é iniciada pelo reconhecimento dos linfócitos T de moléculas de MHC do dador expressas à superfície de APCs. Estas APCs são células hematopoieticas MHC-II positivas presentes no enxerto que migram para os órgãos linfáticos do receptor (usualmente após 24-48h) onde apresentam alo-antigénios aos linfócitos T CD4+(1). Estes linfócitos T CD4+ activados podem promover a produção de alo-anticorpos através da activação de linfócitos B, bem como serem responsáveis pela diferenciação e expansão de linfócitos CD8+ citotóxicos (CTLs) dirigidos contra células do dador. Tanto a produção de alo-anticorpos como a presença de CTLs contribuem para a destruição das células do dador, levando à rejeição do enxerto.

Na via indirecta as APCs do receptor apresentam antigénios do dador e moléculas de MHC-II do próprio. Esta acção rapidamente promove a expansão de linfócitos T CD4+ alo-específicos que produzem citocinas pró-inflamatórias: IL-2, IFN-γ e IL-12 (11). Neste caso estes linfócitos T activados também contribuem para a diferenciação de CTLs e para a produção de alo-anticorpos por linfócitos B activados.

A via directa de reconhecimento é considerada como sendo responsável pela sensibilização do sistema imunológico a antigénios do dador, resultando num processo de rejeição aguda. No entanto, este processo torna-se menos preponderante com o tempo.

Em contraponto, a via indirecta de alo-reconhecimento persiste com o tempo, e está associada a fenómenos de rejeição crónica (1). 

2.3. As vias co-estimulatórias.
Os linfócitos T necessitam de receber dois sinais distintos mas coordenados para atingirem uma correcta activação. O primeiro sinal é fornecido pelo reconhecimento do receptor dos linfócitos T (TCR) do complexo MHC/peptideo expresso à superfície das células apresentadoras de antigénios. O segundo sinal é fornecido pela interacção de moléculas co-estimuladoras presentes nos linfócitos T e os seus ligandos presentes nas APCs. O primeiro sinal, na ausência do segundo sinal conduz os linfócitos T a um estado de anergia, em que estes reconhecem o antigénio via TCR, mas falham em conduzir uma resposta imunológica. Existem dois pares de moléculas responsáveis por estes dois sinais: CD28/B7 e CD40/CD154(12). 

As moléculas CD28 estão presentes à superfície dos linfócitos T e interagem com os seus ligandos, as proteínas B7, à superfície das células apresentadoras de antigénios. As moléculas B7 são expressas a níveis reduzidos nas APCs, mas rapidamente a sua expressão aumenta assim que interagem com os linfócitos T. A ligação do CD28 a B7 promove a síntese de citocinas que levam à proliferação celular. È amplamente aceite que esta interacção é essencial para a geração de populações de linfócitos T de memória CD4+ (13). 

A molécula CD40 é expressa em APCs (incluindo linfócitos B, monócitos, macrofagos e células dendríticas), enquanto que o seu ligando CD154 é expresso em linfócitos T CD4+ após activação. Da interacção destes dois ligandos (CD40/CD154) resulta um aumento da actividade das APCs, pelo aumento da expressão de moléculas B7 bem como uma maior acção dos linfócitos B e linfócitos T como resultado de uma actividade elevada das APCs(12).

3. Imunossupressão.

O recurso ao transplante de órgãos é uma mais valia em muitas patologias, no entanto o fenómeno de rejeição é uma realidade que inúmeros pacientes têm que encarar. A rejeição do enxerto é mediada principalmente pelos linfócitos T e também pelos linfócitos B através da produção de anticorpos

Dependendo do tipo de transplante esta rejeição pode ser hiperaguda, aguda ou crónica. A rejeição hiperaguda ocorre como resposta imediata aos antigénios leucocitários (HLA) do dador através de anticorpos já presentes no receptor. A rejeição aguda é uma rejeição mediada pelos linfócitos T que reconhecem antigénios do dador à superfície de moléculas de MHC (alo-reconhecimento directo) ou pela interacção de linfócitos T e células APC do receptor que expressam antigénios do dador (alo-reconhecimento indirecto). A rejeição crónica é um processo lento que culmina com a formação de tecido de cicatrização do enxerto, constituído principalmente por colagénio, fibronectina e proteoglicanos, que leva à perda progressiva de função do enxerto (14).

Após o reconhecimento dos aloantigénios como algo de estranho ao organismo, é desencadeada a produção de citocinas pelos linfócitos T efectores e a produção de anticorpos por linfócitos B activados, bem como a activação de macrófagos. Para prevenir estes processos de rejeição e contribuir assim para a viabilidade do enxerto, existem duas estratégias possíveis. A primeira, já referida, consiste na tipagem do perfil HLA com vista a assegurar uma compatibilidade entre dador e receptor, minimizando assim os processos de rejeição. A segunda, de igual importância, é a do recurso a fármacos imunossupressores, dada a grande dificuldade em encontrar um dador HLA idêntico.
A modulação do sistema imunológico através da imunossupressão é em larga medida responsável pelas elevadas taxas de sobrevivência que se verificam nos dias de hoje em indivíduos sujeitos a processos de transplante. Nesta medida, pode afirmar-se que a história recente da transplantação pode ser vista como a história das diferentes estratégias imunossupressoras. Desde os inibidores inespecíficos como é o exemplo dos corticosteroides até à descoberta de anti-metabolitos como a azotiopurina (ou o seu derivado a 6-mercaptotiopurina), passando pela revolucionária descoberta de potentes inibidores da calcineurina como a ciclosporina (CsA) ou tacrolimus (FK506). Os fármacos imunossupressores englobam diferentes classes de compostos com diferentes modos de acção. Este capítulo pretende caracterizar os diferentes imunossupressores, dando uma maior ênfase à CsA e ao FK506, dado serem os mais utilizados e porque o estudo da sua acção está relacionado com a compreensão de alguns dos mecanismos de transdução de sinal em linfócitos T.

3.1. Corticosteroides.

Os corticosteroides estão entre os primeiros agentes imunossupressores utilizados em transplantação e são os menos selectivos, afectando múltiplas linhagens celulares, incluindo linfócitos T, linfócitos B, macrófagos, granulócitos e monócitos. Quando não se encontram ligados a proteínas os corticosteroides são altamente lipofílicos e rapidamente atravessam as membranas celulares ligando-se a receptores intracelulares onde exercem a sua acção (14). 


Nos linfócitos T os corticosteroides exercem o seu efeito regulador negativo inibindo a transcrição génica de citocinas tais como, IL-1, IL-2, IL-3 e IL-6 (14) (15). Esta acção é conseguida através da inibição de dois factores de transcrição: a proteína activadora-1 (AP-1) e factor nuclear κ-B (NF-κB). O bloqueio da proteína AP-1 impede a interacção com outras proteínas nucleares inibindo a produção de IL-2. O factor nuclear κ-B é um componente central na expressão de vários genes imunossupressores tais como IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, INF-γ, a expressão do ligando CD40, TNF-α, bem como a expressão de moléculas de MHC (14). A sua acção em monócitos é exercida por um processo semelhante. Os corticosteroides causam uma linfocitopenia, alteram a expressão de moléculas de adesão e provocam a lise de linfócitos T imaturos. O seu efeito em linfócitos B é principalmente exercido indirectamente, pela deficiente acção dos linfócitos T (14).

Os efeitos secundários são vários e incluem: hipertensão, hiperglicemia, osteoporose, hiperlipidemia e um risco elevado de infecções bacterianas (15).  

3.2. Antimetabolitos: Azotiopurina, micofenolato mofetil.
A azotiopurina é um análogo purínico e foi pela primeira vez sintetizado em 1961 (16). Este composto e o seu derivado activo, a 6-mercaptotiopurina (6-MP), actuam como inibidores do ciclo celular através da inibição da síntese de DNA e RNA. Desta forma a azotiopurina impede a expansão clonal dos linfócitos T e B, resultando numa activação deficitária dos linfócitos T e na produção reduzida de anticorpos (14) (15). De uma forma geral a azotiopurina, via o seu derivado 6-MP, inibe toda a linhagem de células hematopoieticas. De entre os efeitos secundários da azotiopurina salienta-se a ocorrência de leucocitopenia e uma supressão genérica da medula óssea.

O micofenolato mofetil (MMF) e o seu metabolito activo, o àcido micofenólico (MPA), representam desde de 1995 a nova geração de compostos antimetabolitos com propriedades imunosupressoras (15). O micofenolato mofetil é um inibidor mais específico do que a azotiopurina, afectando apenas os linfócitos T e linfócitos B circulantes, inibindo a sua proliferação (14). O MPA difere da azotiopurina, na medida em que não é um análogo purínico mas sim um inibidor competitivo para o sítio de ligação do cofactor NAD/H2O, para a enzima inosinatomonofosfato desidrogenase (IMPDH) (Fig.2). Esta enzima IMPDH, representa um ponto-chave na síntese “de novo” do DNA que leva à formação de adenosina monofosfato (AMP) e de guanosina monofosfato (GMP) (14).
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Fig. 2 – Inibição da enzima inosinatomonofosfato desidrogenase (IMPDH) pelo micofenolato mofetil (adaptado de www.journalscambridge.org)
 A maior especificidade do MPA deve-se ao facto dos linfócitos circulantes proliferativos dependerem na via “de novo” para a síntese de DNA (17). Os efeitos secundários verificados pela utilização do MPA incluem: náuseas, gastrites, diarreia e dores abdominais (15). 

3.3. Inibidores de Calcineurina: Ciclosporina e Tacrolimus 
A ciclosporina (CsA) é um polipeptideo cíclico hidrofóbico, isolado em meados de 1970 a partir de meios de cultura dos fungos Tolypocladium inflatum e Cylindrocarpum lucidum. As propriedades anti-linfocitárias deste polipeptideo de 11 aminoácidos foram descritas pela primeira vez por Borel et. al. na  Suiça (18). O Tacrolimus (FK506) uma macromolécula de 822,05 KDa, foi isolado no Japão por Kino et. al. em 1987 a partir da fermentação da Streptomyces tsukibaensis (18). Apesar de serem estruturalmente díspares, estes dois compostos têm propriedades imunosupressoras idênticas. Após a introdução da CsA na prática clínica na década de 80, e do FK506 na década de 90, a taxa de sobrevivência em transplantados hepáticos e renais subiu de 60% para 80% (19). A CsA e o FK506, pertencem a uma classe de moléculas denominadas de inibidoras da calcineurina. A calcineurina é uma serina trionina fosfatase activada pela calmudolina presente nos linfócitos T. Ao desfosforilar o factor nuclear NFAT, esta promove a activação dos linfócitos T. O factor NFAT, é também responsável pela ligação a regiões promotoras de vários genes, incluindo aqueles que codificam a produção de IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, INF-γ e o ligando do CD40(14)(20). 
 
No citolplasma, a CsA, liga-se à ciclofilina (CpN), formando um complexo entre a ciclosporina e CpN. O complexo CsA-CpN liga-se à calcineurina bloqueando a sua acção. Como resultado deste bloqueio, a calcineurina fica impedida de desfosforilar o componente citoplasmático do factor nuclear de células T activadas NF-ATc e, consequentemente o seu transporte até ao núcleo para posterior ligação ao seu componente nuclear, o NF-ATn. O NF-AT liga-se à região promotora do gene da IL-2, iniciando a sua produção (Fig. 3). No que diz respeito ao FK506, este liga-se à proteína FKBP (FK506 binding protein), formando um complexo FK506-FKBP que possui a capacidade de se ligar à calcineurina bloqueando a sua acção. Apesar de se ligarem a moléculas distintas tanto a CsA como o FK506 inibem a acção dos linfócitos T de forma semelhante.
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              Fig. 3 – Mecanismo de acção da CsA e do FK506. (Adaptado de www.journalscambridge.org)
Desta forma, a inibição da calcineurina pela CsA e FK506, impede de uma forma específica a proliferação dos linfócitos T, bem como da produção de uma série de citocinas necessárias a uma boa resposta imunológica. Tanto a CsA como o FK506 apresentam indicies terapêuticos muito reduzidos apesar das suas óptimas características imunosupressoras. Os efeitos secundários destes fármacos incluem nefrotoxicidade, neurotoxicidade e a indução de hiperglicemia.
3.4. Inibidores do alvo da rampamicina: Sirolimus.
O sirolimus foi isolado pela primeira vez em meados de 1969 na Islândia a partir do fungo Streptomyces higoscopicus. Inicialmente conhecido pelas suas propriedades anti-fúngicas e anti-tumurais, foi apenas em 1988 que as suas propriedades anti-proliferativas foram descritas pela primeira vez em modelos animais com doenças auto imunes. No entanto, foram necessários mais alguns anos até à sua implementação na prática clínica à qual se seguiria um processo semelhante com o everolimus, um derivado do sirolimus(21). A descoberta deste composto veio elucidar mais um mecanismo da sinalização em linfócitos T mais concretamente no terceiro sinal. 
Apesar do sirolimus se ligar à proteína FKBP (o alvo do FK506), o complexo formado entre o sirolimus e a FKBP liga-se ao alvo da rampamicina (mTOR). O complexo sirolimus-FKBP-mTOR inibe os mecanismos bioquímicos de transdução de sinal necessários para a progressão do ciclo celular entre a fase G1 e a fase S.
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  Fig. 4 – Mecanismo de acção do Sirolimus (Adaptado de www.journalscambridge.org)
Desta forma, a inibição do terceiro sinal, inibe a proliferação dos linfócitos T, bem como, a activação de linfócitos B e sua consequente produção de anticorpos (14) (21). De entre os efeitos secundários salienta-se a hiperlipidemia, hiperglicemia, náuseas, dores de cabeça, bem como níveis de plaquetas elevados; no entanto, não se verifica a nefrotoxicidade presente no uso de CsA ou FK506 (17).

3.5. Anticorpos mono- e policlonais.

Desenvolvidos no inicio da década de 60 os anticorpos policlonais anti-linfocitários, representaram um progresso significativo em transplante de órgãos sólidos, no entanto, o uso destes anticorpos resulta numa deplecção directa de linfócitos, devido à acção do complemento ou pela apoptose dependente do FAS.

Devido à sua falta de especificidade e às reacções adversas causadas pela introdução de moléculas proteicas estranhas ao sistema imunológico, rapidamente se intensificou a pesquisa no sentido de desenvolver anticorpos monoclonais mais específicos.

O primeiro anticorpo monoclonal desenvolvido foi o OKT3, dirigido para a molécula CD3. Este anticorpo é uma imunoglobulina do tipo IgG2a, produzida in vitro por linfócitos B (14). No entanto, este anticorpo ainda estaria longe do pretendido, dado que, este interage com todas as linhagens linfocitárias e é conhecida a sua acção de provocar uma libertação massiva de citocinas (17).

Mais recentemente desenvolveu-se o Daclizumab, um anticorpo monoclonal humanizado e o Basiliximab, um anticorpo quimérico (homem/rato) ambos dirigidos para a cadeia α da molécula acessória CD25 do receptor da IL-2. Assim, estes anticorpos impedem a proliferação de linfócitos T, induzida pela acção da IL-2. Dado interagirem apenas com linfócitos CD25+, estes anticorpos não têm efeito noutras linhagens linfocitárias (14). No que diz respeito a estes dois últimos compostos, não lhe são ainda conhecidos os efeitos secundários, pelo que ainda estão a ser realizados estudos no sentido de averiguar o seu efeito tóxico no organismo.  

4. Farmacogenética e farmacocinética: Uma perspectiva do metabolismo.

Em capítulos anteriores foi referida a importância dos imunossupressores para o sucesso do transplante. No entanto, estes fármacos apresentam índices terapêuticos bastantes reduzidos. Após a administração oral a CsA e o FK506, apresentam uma taxa de absorção de 35% e 25% respectivamente (22). Este facto salienta a importância do estudo dos factores que determinam o óptimo compromisso entre a dose ideal a administrar (para atingir uma determinada concentração celular), e os efeitos adversos que a sua concentração plasmática pode causar. 

Para tal, temos que considerar as diferenças no metabolismo de cada indivíduo. Essas diferenças podem ser atribuídas a factores genéticos, factores ambientais e a factores farmacológicos, como é o caso de interacções medicamentosas. De entre estes aspectos um dos mais significativos, são as variantes alélicas em genes que codificam enzimas metabolizadoras. Este facto deu origem a uma nova disciplina cujo estudo visa tratar estas diferenças, a farmacogenética. No entanto, antes mesmo de compreender o estudo da farmacogenética temos de ter o conhecimento do percurso que os fármacos necessitam de percorrer e as alterações que sofrem antes de serem excretados pelo organismo. A este estudo é dado o nome de farmacocinética, outrora também referido como a disposição a um dado fármaco, droga ou xenobiótico. Assim, no contexto da farmacocinética temos a considerar:

· A Absorção:

Os diferentes químicos, drogas ou fármacos podem entrar no organismo através da via gastrointestinal, pulmões ou pela pele. Estes compostos atravessam as membranas celulares pelos mesmos processos usados pelas substâncias biologicamente essenciais (como o O2), alimentos ou outros nutrientes. Este transporte, para o interior das células pode ser feiro por um processo activo (com gasto de ATP), ou por um processo facilitado como é o caso da difusão(23).

· Distribuição.
A distribuição caracteriza a transferência de um dado fármaco de um local para o outro dentro do organismo. A distribuição é influenciada por factores como a solubilidade lipídica, a concentração plasmática, e a capacidade de ligação a proteínas transportadoras. A taxa de distribuição para órgãos ou tecidos é determinada pelo fluxo de sangue e a taxa de difusão através dos capilares para as células de determinado órgão ou tecido (23). 

· Enzimas metabolizadoras e transportadores.
O metabolismo propriamente dito, muitas vezes referido como biotransformação, converte os fármacos e substâncias endógenas à sua passagem pelas membranas do trato gastrointestinal, ou pelo fígado, em substâncias facilmente excretáveis pelo organismo. Na maioria dos casos, esta transformação envolve a conversão de substâncias altamente lipofílicas em substâncias hidrossoluveis que assim podem ser excretadas pelo rim, pelo intestino ou pela bílis.

Assim, as reacções de metabolização podem ser classificadas em dois grandes grupos: reacções de fase I e reacções de fase II. As reacções de fase I (envolvendo do citocromo P450, monoaminoxidase ou aldeido desidrogenase), promovem hidrólises, reduções e oxidações. Estas reacções expõem ou introduzem um grupo funcional na molécula ( -OH, -NH2, - SH ou – COOH) e, geralmente resultam apenas num pequeno aumento de hidrofilia (23).

As reacções de fase II incluem a glucoronidação, sulfatação, acetilação, metilação, conjugação com a glutationa e a conjugação com aminoácidos envolvendo enzimas como a UDP-glucoronisiltransferase, glutationa S-transferase e N-acetil transferase(23). 

As enzimas de fase I e fase II têm sido amplamente estudadas e tornou-se evidente que estas apresentam variados polimorfismos. Em muitos dos casos, estes polimorfismos resultam numa função alterada ou mesmo na perda de expressão, influenciando assim, em certa medida a capacidade de metabolização.

Por fim, temos a considerar uma classe de proteínas denominadas de proteínas transportadoras. Estas proteínas são expressas em vários tecidos e só recentemente começaram a ser estudadas. De entre as mais bem estudadas está a poliglicoproteína-p codificada pelo gene MDR-1 (ou ABCB1). A sua função prende-se com o efluxo de uma enorme variedade de substratos do interior para o exterior das células, tendo um papel crucial na biodisponibilidade dos diferentes fármacos devido ao seu modo de acção. Alguns autores (Zheng. et. al., 2003), sugerem que existe uma estreita relação entre o funcionamento deste tipo de proteínas e a acção das enzimas de fase I (nomeadamente o citocromo P450), na medida em que o efluxo de substratos do interior das células para o exterior, culmina numa maior disponibilidade para estes serem processados posteriormente em reacções de fase I. 

Devido a esta relação, e devido ao facto da CsA e FK506 serem ambos substratos para a poliglicoproteína-p e para o citocromo P450 (mais especificamente a família CYP3A5) iremos dar mais ênfase a estas duas proteínas e à relevância que a ocorrência de polimorfismos nos genes que as codificam poderá ter na farmacocinética dos imunossupressores aqui em estudo, a CsA e o FK506.
4.1. Citocromo P450: CYP3A.
As enzimas citocromo P450, são essencialmente monoxigenases contendo o grupo prostético heme. São enzimas de fase I, tendo um papel fundamental no metabolismo de uma diversidade enorme de compostos endógenos, diversos fármacos e poluentes ambientais (22) (23). Existem aproximadamente 55 genes diferentes no genoma humano que codificam enzimas citocromo P450 (24). Estes genes são classificados em diferentes famílias e subfamilias consoante a sua homologia. De entre esta enorme diversidade, a família CYP3A é a mais abundante no fígado e no intestino (22) (24).

Os quatro genes CYP3A, localizam-se numa região de 218 Kb no cromossoma 7q22.1, pela seguinte ordem: CYP3A5, CYP3A7, CYP3A4 e CYP3A43 (25). Diferenças substanciais na expressão dos genes CYP3A4 E CYP3A5 estão directamente relacionadas com a biodisponibilidade e a eliminação sistémica de importantes substratos como inibidores de proteases, no caso de doentes HIV+, ou como é o caso de fármacos imunossupressores, em doentes transplantados. Diversas variações pontuais, ou SNPs, foram identificadas para a família CYP3A. No entanto, a mais significativa é uma inserção de uma guanina ou adenosina na posição 22893 (referência GeneBank, AC005020) que resulta num codão stop prematuro, originando uma proteína CYP3A truncada(24). Estes indivíduos são portadores de um alelo denominado CYP3A5*3, sendo que o alelo correspondente a uma proteína totalmente funcional denomina-se CYP3A*1. Diversos estudos efectuados (Zheng et. al., 2003) suportam a tese de que a dose óptima de FK506 a administrar, está relacionada com o polimorfismo presente no CYP3A5. Doentes com o alelo CYP3A5*1 requerem doses mais elevadas de tacrolimus para atingirem a mesma concentração plasmática do que doentes homozigóticos para o alelo CYP3A5*3 (22) (26) (27). Desta forma podemos classificar de metabolizadores rápidos indivíduos portadores do alelo CYP3A5*1, e metabolizadores lentos a portadores do alelo CYP3A5*3, sendo que os indivíduos heterozigóticos apresentam grau metabólico intermédio. No que diz respeito à CsA existem poucos estudos para suportar esta relação pelo que foi um factor importante para incluir neste trabalho um grupo de doentes com uma terapêutica baseada na ciclosporina.

4.2. Poliglicoproteína P

O gene MDR-1, sigla inglesa para “Multi Drug Resistance – 1”, codifica uma proteína integral de membrana denominada de poliglicoproteína-P (P-gp), cuja função é o transporte, dependente de energia (ATP), de uma variedade de substratos do interior das células para o exterior (28). O gene MDR-1 localiza-se no cromossoma 7q21, estendendo-se por uma região que abrange aproximadamente 100 Kb, contendo 28 exões (29).

A poliglicoproteína-p foi inicialmente identificada em linha celulares tumurais, devido à sua sobre expressão associada à resistência de agentes anti-tumurais. Inicialmente considerada como um factor de permeabilidade celular (em que –P, em poliglicoproteína-P, significa permeabilidade), veio mais tarde a demonstrar-se que se trata de uma proteína transportadora(30). 

A poliglicoproteína-P é uma proteína transmembranar de 1280 aminoácidos, fosforilada e glicosilada, é constituída por duas regiões membranares homólogas e por seis domínios transmembranares, bem como, uma região intracelular com a capacidade de ligação a moléculas de ATP(31). 

Estudos recentes verificaram que a P-gp não é apenas expressa em células tumorais, como inicialmente se pensava, mas está presente numa grande variedade de tecidos tais como, o intestino, fígado, rins, na barreira hemato-encefálica e placenta, sugerindo que a P-gp tem um papel preponderante no que diz respeito à disposição de fármacos, sua absorção, bem como nos processos de excreção(32). A P-gp encontra-se posicionada na região apical das células epiteliais de diversos órgãos envolvidos na absorção, distribuição e excreção, como já foi referido. Tal facto, juntamente com a sua acção de retirar xenobióticos do citosol para o exterior das células, sugere fortemente um papel protector da P-gp no que diz respeito à homeostase de compostos exógenos. 

Diversos estudos vieram a confirmar a importância desta proteína, no que diz respeito à biodisponibilidade de uma variedade enorme de compostos, dos quais se salientam os agentes anti-tumorais, inibidores de HIV proteases, hormonas esteroides e agentes imunossupressores, tais como a CsA e o FK-506(32). Dada esta enorme diversidade de substratos, existe um crescendo interesse em compreender a acção desta proteína, e no desenvolvimento de inibidores específicos com vista a bloquear a sua acção, tornando um dado fármaco mais eficaz.

De grande importância para todos estes estudos, são os diferentes polimorfismos que se podem encontrar no gene MDR-1. Cerca de 15 mutações e 28 SNPs já foram identificados para o gene MDR-1(22). De maior relevância para este estudo são os SNPs no exão 21 (G2677T) e no exão 12 (C1236T). Um estudo efectuado em transplantes renais(22), demonstrou que, em doentes homozigóticos para o SNP G2677T do exão 21, a dose de FK506 era em 40% mais alta do que em indivíduos “wild type” para este SNP, evidenciando assim uma maior actividade da P-gp em indivíduos portadores do SNP G2677T. 

A maior atenção dada aos SNPs do exão 21 (G2677T) e do exão 12 (C1266T ), prende-se com o facto de poder existir um desequilíbrio de associação entre estes dois SNPs  no gene MDR-1(22). Esta aparente relação, levou a um crescendo interesse em avaliar, em que medida, estes dois SNPs estão relacionados entre si. No que diz respeito a estes dois SNPs, existem ainda poucos estudos disponíveis em doentes transplantados com uma terapêutica com base em CsA. Sendo este um imunossupressor bastante utilizado, será um tema central deste trabalho estudar um grupo de indivíduos transplantados submetidos a esta terapêutica.

É sugerido por muitos autores, que existe uma relação entre a acção do CYP3A e da P-gp. Que ambas partilham substratos comuns, que influenciam a absorção e contribuem para a acção das reacções de fase I, e que também partilham algumas localizações, como é o caso do intestino delgado. Têm sido sugeridas interacções entre o CYP3A e a P-gp a três níveis distintos: Na co-regulação da expressão génica, na interacção funcional e no transporte activo activo de metabolitos resultado da acção de fármacos. Com este trabalho pretende-se elaborar um estudo que de alguma forma relacione os SNPs mais relevantes presentes no gene CYP3A5 e no gene MDR-1 com a concentração plasmática de CsA e de FK506 administrada.       

4.3. Monitorização terapêutica dos inibidores de Calcineurina. 
Após a toma de um inibidor de calcineurina, CsA ou FK506, verifica-se uma fase inicial de absorção, durante a qual as concentrações plasmáticas atingem um máximo (Cmax). Normalmente, Cmax ocorre durante as 2 a 3h após a toma e corresponde à concentração ideal para uma inibição máxima. Após este período, os valores de concentrações decaem como resultado do metabolismo, até atingirem uma concentração mínima (C0) imediatamente antes da toma seguinte(33)(34)(35). Ao período de exposição a que o organismo está sujeito, corresponde a área sob a curva de um gráfico de concentrações plasmáticas, do referido fármaco, em função do tempo (fig. 5).

[image: image5.png]< Peak (C..)

Concentration
(ng/mL)

Trough

1234567889 101M12
T Time (hours)
T




Fig. 5 – Níveis de plasmáticos de um dado imunosupressor ao longo do tempo. A concentração é mínima imediatamente antes da toma (C0), segue-se um aumento até uma concentração máxima (Cmax) num dado período de tempo (Tmax) após a toma, seguindo-se de novo um decréscimo até C0 como resultado do metabolismo. A área sob a curva representa o período total de exposição ao fármaco (adaptado de, Schiff J. et al  “ Therapeutic Monitoring of Calcineurin Inhibitors for the Nephrologist”, Clinical J. Am. Soc. Nephrol. Vol.2, 374-384, 2007)
A determinação desta área, pode ser efectuada através de estudos farmacocinéticos que implicam a colheita de diversas amostras, do doente, através de diversos períodos de tempo. No entanto, este procedimento implicaria o internamento do doente e algum desconforto associado às diversas colheitas de sangue. Na prática, após o transplante, é administrado ao doente uma dose fixa de corticosteroides, micofenolato mofetil e um dos inibidores de calcineurina, com vista a prevenir fenómenos de rejeição aguda. Posteriormente, e com base na determinação clínica de C0, é gradualmente retirada a administração de corticosteroides e micofenolato mofetil, procedendo-se ao ajuste da dosagem ideal do inibidor de calcineurina de acordo com o metabolismo de cada doente.
 Tanto a CsA como o FK506 apresentam índices terapêuticos reduzidos, pelo que a sua monitorização terapêutica é de grande importância. A sub dosagem está associada a um risco aumentado de rejeição, enquanto que a sobre dosagem está associada a uma elevada nefrotoxicidade.  
5. Materiais e métodos.

5.1. População em estudo.

Para o presente trabalho reuniram-se dois grupos de indivíduos sujeitos a transplante renal, da região Centro de Portugal, a realizar duas terapêuticas distintas. Um primeiro grupo de 30 doentes a realizar uma terapêutica baseada em CsA, 13 do sexo feminino e 17 do sexo masculino. E um outro grupo composto por 30 doentes com uma terapêutica imunossupressora baseada em FK506, 18 do sexo feminino e 12 do sexo masculino. Todas as amostras foram gentilmente cedidas pela Unidade de Transplantação Renal do Hospital da Universidade de Coimbra.

5.2. Material Biológico.

A extracção de DNA foi feita a partir de células mononucleares, leucócitos, presentes no sangue periférico. Para o efeito foram colhidos 200 μL de sangue periférico, procedendo-se à extracção com ao kit MagAttract® DNA Blood Midi M48 Kit (Qiagen). Este método baseia-se na capacidade de ligação do DNA a beads paramagnéticas revestidas por sílica, na presença de uma solução salina. O DNA ligado é então eficientemente lavado e eluido em tampão Tris-EDTA que permite uma melhor preservação da amostra. Com este procedimento, é possível obter amostras com valores que oscilam entre os 68 e 130 ng de DNA num volume total de 300 μL. 

5.3. Pesquisa de SNPs no gene CYP3A5 e MDR1 por sequenciação.
5.3.1. Amplificação genérica das regiões em estudo.

Todas as amostras seleccionadas foram estudadas por sequenciação, no entanto, antes mesmo da reacção de sequênciação propriamente dita é necessário proceder à amplificação da região do DNA a estudar. Esta amplificação é conseguida através de uma reacção de PCR.

 Para detectar a inserção de uma guanina ou adenosina na posição 22893 (referência GeneBank, AC005020) do gene CYP3A5, utilizou-se o primer “forward”, 3´- CTT AAC GAA TGC TCT ACT GTC – 5´ e o primer “reverse” ´3´- ACA CCC AGG AAG CCA GAC – 5´  . No que diz respeito ao gene MDR1, foram estudadas as frequências das mutações G2677T,A no exão 21, e C1236T no exão 12 (referência GenBank, AC000068). Para a mutação G2677T,A utilizou-se o primer “forward” 3´-GCA GGC TAT AGG TTC CAG GCT -5´ sendo o primer “reverse” 3´- AAC AGC CGG GTG GTG TCA – 5´. Para a mutação C1236T recorreu-se ao primer “forward” 3´- TCC TGT GTC TGT GAA TTG CCT TG – 5´ e ao primer “reverse” 3´ - GCT GAT CAC CGC AGT CTA GCT CGC – 5´. A tabela 1 resume a sequência dos primers utilizados na PCR de amplificação.

    Tbela 1 – Primers para a reacção de amplificação.

	
	Exão
	Sequência
	Diluição optima

	CYP3A5(F)
	3B
	3´- CTT AAC GAA TGC TCT ACT GTC – 5´
	1:20

	CYP3A5(R)
	3B
	´3´- ACA CCC AGG AAG CCA GAC – 5´
	1:20

	P-gp G2677T(F)
	21
	3´-GCA GGC TAT AGG TTC CAG GCT -5´
	1:10

	P-gp G2677T(R)
	21
	3´- AAC AGC CGG GTG GTG TCA – 5´
	1:10

	P-gp C1236T(F) 
	12
	3´- TCC TGT GTC TGT GAA TTG CCT TG – 5´
	1:10

	P-gp C1236T(R)
	12
	3´ - GCT GAT CAC CGC AGT CTA GCT CGC – 5´
	1:10


Os primers utilizados foram adquiridos à Invitrogen, reconstituídos a uma concentração inicial de 100 pM e testados num gel de agarose a 2%. A PCR de amplificação foi efectuada num volume total de 50μL, utilizando 60 ng de DNA genómico, primers numa concentração de 10pM (à excepção dos primers usados para o gene MDR1, utilizados a uma concentração de 5pM), dNTPs a uma concentração de 0,1 mM (Ge Healthcare), tampão de PCR 1X (Promega), MgCl2 com uma concentração de 2,5mM (Promega) e 1,75 unidades de Taq polimerase (Promega). O programa de PCR utilizado (Tabela 2) consiste num passo inicial de desnaturação a 96ºC durante 5 minutos, 10 ciclos a 96ºC durante 30 segundos seguidos de 1 minuto a 65ºC, 10 ciclos a 96ºC durante 30 segundos seguidos de 1 minuto a 60ºC, 15 ciclos a 96ºC durante 30 segundos seguidos de 1 minuto a 55ºC, seguidos de 1 minuto a 72ºC e um passo final de extensão durante 7 minutos a 72ºC.

Tabela 2 – Programa de PCR.

	Numero de ciclos
	Temperatura (ºC)
	Tempo (seg)

	1
	96 ºC
	300

	10
	96ºC
	30

	
	65ºC
	60

	10
	96ºC
	30

	
	60ºC
	60

	15
	96ºC
	30

	
	55ºC
	60

	
	72ºC
	60

	
	72ºC
	420

	
	4ºC
	-


5.3.2. Purificação enzimática dos produtos de PCR. 

Após a reacção de PCR, obtém-se o produto de amplificação desejado, bem como, uma quantidade significativa de primers e de nucleotidos que não foram consumidos na reacção. Este excesso de reagentes interfere com posteriores reacções que se pretendam realizar, nomeadamente com a reacção de sequênciação. Neste trabalho optou-se por recorrer a um método enzimático de purificação, utilizando um produto comercial denominado por ExoSAP-IT (usb®). O ExoSAP-IT, consiste em duas enzimas hidrolíticas, a Exonuclease I e uma Fosfatase Alcalina. A exonuclease I degrada primers e DNA de cadeia simples inespecífico, enquanto que a Fosfatase Alcalina hidrolisa os nucleotidos em excesso. Este conjunto de enzimas é adicionado directamente ao produto de PCR, uma vez que, estas enzimas são activas no tampão utilizado para a reacção de PCR. Após um período de incubação de 15 min. a 37ºC este conjunto de enzimas é inactivado a 80ºC por mais 15 min. Para a reacção de purificação utilizaram-se 3 μL de ExoSAP-IT para cada 20 μL de produto de PCR.

5.3.3. Sequênciação.

A caracterização completa de um fragmento de DNA implica a determinação da sua sequência de nucleotídeos. Para este fim o método mais utilizado é o método de Sanger. O método consiste na síntese de cadeias truncadas a partir do fragmento de DNA a ser sequenciado. A obtenção destas cadeia truncadas é feita com o recurso de ddNTPs (didesoxirribonucleosídeos trifosfatados), os quais, e ao contrário dos dNTPs (desoxirribonucleosídeos trifosfatados), não possuem o grupo 3’-OH. Assim, embora possam ser usados pela DNA polimerase na síntese de cadeias de DNA, não permitem a formação duma ligação fosfodiéster com outro nucleotídeo trifosfato, pelo que a sua incorporação na cadeia resulta numa cadeia truncada, nesse ponto. A inclusão de marcadores fluorescentes com diferentes cores para cada tipo de ddNTP permite a distinção das cadeias truncada pela respectiva fluorescência (fig. 6).
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Fig. 6 – Esquema da reacção de sequênciação (adaptado de www.mun.ca).

Por electroforese capilar, é possível separar as diferentes sequências truncadas de acordo com o seu peso molecular (as quais diferem entre si apenas por um nucleotido).

 
No que diz respeito à reacção de sequênciação é necessário um passo de desnaturação do fragmento de DNA de dupla cadeia, originando cadeias molde para a síntese in vitro de DNA. É necessário um primer para que se inicie a reacção pela DNA polimerase. É também o primer que define qual a cadeia que é usada como molde. Usam-se ainda baixas concentrações de ddNTPs e altas concentrações de dNTPs. Em cada reacção, um ddNTP é incorporado aleatoriamente na posição do dNTP correspondente, provocando a terminação da polimerização nucleotídeo.

A reacção de sequênciação foi realizada com terminadores BigDye® Terminator V.1.1. (Applied Biosystems) com um programa que consiste em 25 ciclos iniciados a 94ºC durante 10 minutos passando para 61ºC durante 50 segundos e terminando a 72ºC durante 30 segundos (tabela 3).

      Tabela 3 – Programa de sequenciação

	Numero de ciclos
	Temperatura (ºC)
	Tempo (seg)

	25
	94ºC
	10

	
	61ºC
	50

	
	72ºC
	30

	
	4ºC
	-


Após a reacção de sequênciação, os produtos de sequenciação foram purificados com resina Sephadex G-50 (GE Healthcare) e colocados no sequenciador ABI PRISM Genetic Analyzer (Applied Biosystems), para análise. Sabendo que as concentrações iniciais de CsA e FK506 administradas são fixas (8mg/kg e 0,15mg/kg, respectivamente), compararam-se os resultados obtidos por sequenciação com os valores de C0 dos dois imunossupressores em estudo. Este valor, C0; corresponde à concentração plasmática medida 12h após a primeira toma do fármaco. 

5.4. Polymerase Chain Reaction with sequence specific primers..
Após a análise dos resultados de sequênciação, foram elaborados primers para a detecção das duas mutações estudadas no gene MDR1 por PCR-SSP (“Polimerase Chain Reaction with Sequence Specific Primers”). Para este efeito, foram construídos primers que flanqueiam uma região, de aproximadamente de 150pb, onde se encontra a mutação de interesse. É necessário que um dos primers termine exactamente no ponto específico da mutação, identificando-a; e que um outro primer, em tudo idêntico ao primer que reconhece a mutação diferindo apenas numa base, reconheça um individuo “wild type”. Para a mutação G2677T,A utilizou-se o primer “foward” 3´-GCA GGC TAT AGG TTC CAG GCT -5´ como primers “reverse”, elaboraram-se três primers para três situações distintas: um que reconhece um individuo “wild type”; outro que reconhece um individuo com uma substituição de um G por um T, e um outro que reconhece um individuo com uma substituição de um G por um A. Para um individuo “wild type” um primer com a sequência “ 3´- AGT TTG ACT CAC CTT CCC AGC – 5´, para um individuo com uma substituição G2677T utilizou-se o primer 3´- AGT TTG ACT CAC CTT CCC AGA – 5´, e para um individuo com uma substituição G2677A recorreu-se ao primer 3´ - AGT TTG ACT CAC CTT CCC AGT – 5´. Com estes primers, gera-se um produto de PCR com 145 pb. Para a mutação C1236T no gene MDR1, realizou-se um processo análogo, em que se obteve um produto de PCR com 115 pb. Para este fim utilizou-se um primer “reverse” 3´ - GCT GAT CAC CGC AGT CTA GCT CGC – 5´; para um individuo “wild Type” utilizou-se o primer “foward” 3´- TCC TGG TAG ATC TTG AAG GGC – 5´ ; para a identificação de um individuo com a substituição C1236T utilizou-se o primer “foward” 3´- TCC TGG TAG ATC TTG AAG GGT – 5´. Todos os primers foram adquiridos à Invitrogen, reconstituídos a uma concentração inicial de 100 pM e testados num gel de agarose a 2%. A PCR de amplificação foi efectuada num volume total de 50μL, utilizando 60 ng de DNA genómico, primers numa concentração de 5pM, dNTPs a uma concentração de 0,1 mM (Ge Healthcare), tampão de PCR 1X (Promega), MgCl2 com uma concentração de 2,5mM (Promega) e 1,75 unidades de Taq polimerase (Promega). Houve uma certa dificuldade em ajustar o programa de PCR mais apropriado, dadas as diferentes condições exigidas pelos diferentes primers. Foram experimentados diversos programas, nomeadamente o programa de “Touch-Down PCR” utilizado na primeira PCR da reacção de sequenciação, mas sem resultados esclarecedores. Assim optou-se por realizar um programa de PCR recorrendo a um gradiente de temperaturas com vista a determinar a temperatura de “anealing” ideal para os diferentes conjuntos de primers. Para este efeito, realizou-se uma PCR com duas amostras já analisadas por sequênciação (uma “wild Type” e outra heterozigótica), este programa consiste num primeiro passo de desnaturação a 96ºC durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos iniciados a 96ºC durante 30 segundos, seguido de um gradiente de temperatura a começar a 61ºC e a terminar a 72ºC e com um passo de extensão a 72ºC durante 30 segundos, para finalizar realizou-se um passo final de extensão durante 7 minutos a 72ºC. Após a análise de resultados, verificou-se que a temperatura de “anealing” ideal seria de 67ºC. Desta forma elaborou-se um programa de PCR a iniciar com a desnaturação a 96ºC durante 5 minutos, seguindo-se 35 ciclos a começar com uma temperatura de 96ºC durante 30 segundos, seguindo-se um passo a 67ºC durante um minuto, um passo de extensão a 72ºC durante 30 segundo, e para finalizar um passo de extensão a 72ºC durante 7 minutos. No sentido de aferir das condições testadas, utilizaram-se sempre amostras cujo perfil genético fora já determinado por sequenciação.

6. Resultados.

6.1. Sequenciação.

È de notar que um passo essencial no processo de sequenciação, é a qualidade do produto de PCR que se utiliza para esta reacção. O produto de amplificação deve se especifico e não deve ser em concentração demasiado elevada, dado que se for o caso a sequenciação irá originar demasiada fluorescência e, como consequência, perde-se o poder de resolução do sequenciador. Na figura que se segue (Fig.7), pode-se avaliar a intensidade e especificidade do produto obtido na sequenciação do gene CYP3A5. Este produto foi purificado e posteriormente diluído a 1:10.
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   Fig. 7 – Produto de PCR resultante da amplificação do gene CYP3A5.
 Resultados análogos foram obtidos para o estudo do gene MDR1. O electroferograma resultante da sequenciação das diferentes amostras (Fig.8), foi analisado com o “software” SeqScape®. 


[image: image7]
Fig. 8 - Electroferograma da reacção da sequenciação do exão 21 da poliglicoproteina-P,   

evidenciando a substituição G2677T,A (em que K= G ou T). A cinzento pode observar-se a 

região onde se encontra a mutação de interesse.
6.1.1.  Distribuição de frequências dos SNPs estudados.

Da análise dos diferentes resultados de sequenciação foi possível efectuar o cálculo das diferentes frequências com que as mutações estudadas ocorrem. Para o grupo de indivíduos a efectuar uma terapêutica com base na CsA, encontrou-se 65% de ocorrência (n=20) da inserção G no exão 3 do gene CYP3A5. No gene MDR1 a substituição C1236T, ocorreu com uma frequência de 3,7% (n=27), quanto ao SNP G2677T,A a frequência de ocorrência foi de 9,1% (n=22). Os resultados obtidos, para este grupo de indivíduos, encontram-se resumidos na tabela que se segue (Tabela 4).

Tabela 4 – Estudo das frequências das mutações estudadas para os indivíduos a recorrer a CsA.

	Mutação
	Gene
	Sequência de Nucleotidos
	Genotipo

	
	
	Wild Type(Wt)
	Mutante(Mt)
	Wt/Wt
	Wt/Mt
	Mt/Mt

	C1236T
	MDR1
	agggCctga
	agggTctga
	55,56%(n=27)
	40,74%(n=27)
	3,7%(n=27)

	G2677T,A
	MDR1
	aggtGctgg
	aggtT/Actgg
	59,1%(n=22)
	31,82%(n=22)
	9,1%(n=22)

	CYP3A5*3
	CYP3A
	tctttcatatctc
	tctttcaGtatctc
	10% (n=20)
	25%(n=20)
	65%(n=20)


 Para o grupo de indivíduos a receber uma terapêutica baseada no FK506, verificou-se que a inserção no gene CYP3A5 ocorreu com uma frequência de 78,26% (n=23). No que diz respeito ao gene MDR1 o SNP C1236T ocorreu a uma frequência 8,7% (n=23), quanto à substituição G2677T,A esta ocorreu a uma frequência de 5,56% (n=18). Os resultados obtidos, para o grupo de indivíduos a realizar uma terapêutica com base em FK506, encontram-se resumidos na tabela que se segue (Tabela 5).

Tabela 5 – Estudo das frequências das mutações estudadas para os indivíduos a recorrer a FK506.

	Mutação
	Gene
	Sequência de Nucleotidos
	Genotipo

	
	
	Wild Type(Wt)
	Mutante(Mt)
	Wt/Wt
	Wt/Mt
	Mt/Mt

	C1236T
	MDR1
	agggCctga
	agggTctga
	56,52%(n=23)
	34,78%(n=23)
	8,7%(n=23)

	G2677T,A
	MDR1
	aggtGctgg
	aggtT/Actgg
	55,6%(n=18)
	38,89%(n=18)
	5,56%(n=18)

	CYP3A5*3
	CYP3A
	tctttcatatctc
	tctttcaGtatctc
	0%(n=23)
	21,74%(n=23)
	78,26%(n=23)


6.1.2. Correlação das frequências estudadas com as concentrações plasmáticas de CsA e FK506 

De acordo com os dados fornecidos pelo serviço de transplantação renal do Hospital da Universidade de Coimbra, é possível afirmar que a dose de imunossupressores inicial administrada a cada individuo transplantado é fixa, sendo esse valor de 8 mg/Kg de peso para a CsA e de 0,15 mg/kg de peso para o FK506. Desta forma, relacionou-se o perfil genético das diferentes mutações estudadas nos dois grupos de indivíduos, com a primeira concentração plasmática, dos dois imunossupressores, medida após o transplante “C0” em ng/mL de sangue (24h após a primeira toma), com vista em estabelecer uma relação entre os diferentes SNPs e a capacidade de metabolização do indivíduo. 

Para o grupo de indivíduos a realizar uma terapêutica baseada em CsA, não se verificou qualquer relação entres os SNPs estudados e as diferentes concentrações plasmáticas observadas. Este facto é válido tanto para a inserção no gene CYP3A5 como para as mutações estudadas no gene MDR1. No grupo de indivíduos com uma terapêutica imunosupressora com FK506, verificou-se que a concentração plasmática de FK506 era em 44,4% superior em indivíduos heterozigóticos para a mutação C1236T no gene MDR1 (Fig.9). No caso de indivíduos heterozigóticos para a mutação G2677T,A verificaram-se concentrações plasmáticas de FK506 em 44,7% superiores a indivíduos “wild type”(Fig.4). No que diz respeito à inserção G no exão 3 do gene CYP3A5, não se verificou nenhuma relação entre as concentrações e o perfil genético aqui estudado. O tratamento estatístico foi efectuado utilizando o teste “One Way Anova” com valores de p < 0,05. 
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Fig. 9 – Correlação entre o SNP C1236T do exão 12 do gene MDR1 (A) e do SNP G2677T,A do exão 21 do gene MDR1 com os respectivos valores de concentração plasmática de FK506 medidos após a primeira toma do imunosupressor, após o transplante. Os gráficos indicam a distribuição dos valores plasmáticos de FK506, agrupados de acordo com a variação alélica. Wt, genótipo “wild type”; Mt, genótipo mutante.

Do estudo efectuado, verificou-se que, em 100% dos indivíduos que são portadores da mutação C1236T no exão 12 do gene MDR1, também apresentam a mutação G2677T,A pelo que, existem claras evidências de um desequilíbrio de associação entre estes dois SNPs. A mesma análise comparativa foi feita entre a mutação estudada no gene CYP3A5 e os SNPs estudados no gene MDR1, mas neste caso não foi encontrada nenhuma relação significativa.

6.2. Sequence-Specific Primed Polymerase Chain Reaction.
Para a pesquisa das mutações C1236T e G2677T/A, utilizaram-se 3 amostras cujo perfil genético fora já determinado, por sequencição com vista a optimizar as condições reaccionais. Para a mutação C1236T, testaram-se 8 amostras em que a primeira é uma amostra “wild type” (as duas primeiras linhas da fig. 10), a segunda uma amostra com o perfil heterozigótico para a mutação em causa (as linhas 3 e 4 da fig.10) e a terceira amostra com a mutação C1236T (linhas 5 e 6 da figura 10) as restantes com um perfil genético a determinar.
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  Fig. 10- PCR-SSP para pesquisa da mutação C1236T. As amostras encontram-se

  agrupadas duas a duas, sendo a primeira correspondente ao primer “wild type” e

  a segunda corresponde ao primer que reconhece a mutação.

Da análise da figura, pode-se constatar que a primeira amostra (com perfil “wild type”) apresenta um resultado falso positivo, dado que, apresenta uma banda de amplificação na mistura que reconhece a mutação C1236T. No que diz respeito a segunda amostra o resultado da PCR-SSP é concordante com o perfil da amostra utilizada (Heterozigótico); quanto à terceira amostra que corresponde a um indivíduo mutante, mais uma vez a PCR-SSP sugere um resultado falso positivo, uma vez que, a mistura “wild type” apresenta uma ligeira banda de amplificação.


Para a pesquisa da mutação G2677T, recorreu-se também a 3 amostras de perfil genético conhecido, com vista a determinar as condições reaccionais ideais. Testaram-se 8 amostras, sendo que a primeira corresponde a um perfil mutante (linha 1 e 2 da fig.11); a segunda corresponde a um perfil heterozigótico (linha 3 e 4 da fig.11) e a terceira amostra com um perfil “wild type” (linha 5 e 6 da fig. 11).
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       Fig. 11- PCR-SSP para pesquisa da mutação G2677T. As amostras encontram-se

       agrupadas duas a duas, sendo a primeira correspondente ao primer “wild type” e

                      a segunda corresponde ao primer que reconhece a mutação.


Da observação da figura, podemos afirmar que existe alguma amplificação inespecifica na primeira amostra testada, verificando-se uma ligeira banda na mistura reaccional que reconhece a mutação G2677T. A segunda amostra é concordante com um perfil heterozigótico dado apresentar as duas bandas, uma referente a um perfil “wild type” e outra a um perfil mutante; a terceira amostra embora coerente com um perfil “wild type”, previamente determinado, apresenta um certo arrastamento na mistura reaccional que reconhece a mutação. Tal facto pode dever-se a alguma especificidade do primer, que reconhece a mutação, para regiões inespecíficos do DNA.

 7. Discussão.
· Material biológico.

Todo o material biológico necessário a este estudo, foi obtido com o recurso a técnicas laboratoriais já devidamente optimizadas e realizadas num laboratório com uma vasta experiência neste âmbito e devidamente certificado, pelo que não foi verificado o grau de pureza e concentrações das diferentes amostras obtidas.

· Caracterização da população em estudo.
No que diz respeito aos diferentes SNPs estudados, as frequências encontradas não diferem muito das frequências obtidas por outros estudos realizados noutras populações (Anglicheau et al, 2003). Neste estudo é sugerido não existir diferenças entre a percentagem de ocorrência, destes SNPs, na população em geral e as frequências verificadas na população sujeita a transplante renal(36). Com base neste pressuposto, não foi sentida a necessidade de incluir um grupo de controlo. 
Um facto que se salienta neste estudo é o valor verificado para a inserção de um G no exão 3 do gene CYP3A5. Este valor é de 65% no grupo de doentes a realizar a terapêutica com CsA, e de 78,3% no grupo de doentes a recorrer ao Fk506. Uma explicação plausível, passa pela análise da sequência de referência AC005020 do GenBank, para o gene CYP3A5, que de certo corresponde a um indivíduo que apresenta uma delecção de um G na posição 22893 em relação à maioria dos indivíduos estudados. Este facto vem salientar a importância de, ao estudar SNPs, nos referirmos a um perfil genético, mais do que propriamente atribuir uma classificação de mutante (ou Wild Type, consoante o caso).

· Metodologia usada.
O facto de se ter optado por iniciar este estudo com uma estratégia de sequênciação, prende-se com o facto de esta ser uma técnica bastante informativa. A sequenciação permite não só identificar e localizar o SNP pretendido, como também permite o estudo de outras regiões ainda por descrever. Foi também um objectivo deste trabalho, o desenvolvimento de uma estratégia de detecção da mutação C1236T e G2677T/A, do gene MDR1, por PCR-SSP. A PCR-SSP representa uma técnica menos dispendiosa, tanto em tempo como em recursos financeiros. A PCR-SSP representa também vantagem sobre outro tipo de PCRs como é o caso da PCR-RFLP, dado não ser necessária a optimização de tempos e temperaturas de digestão enzimática; ou mesmo de PCR-SSO, que implica a utilização de sondas marcadas com passos de hibridização e subsequente lavagem dos produtos de PCR.  

 Para a realização da PCR-SSP foram desenhados primers com base nas sequências geradas por sequenciação. As sequências destes primers foram testadas com um software de alinhamento, ClustalW para assegurar da sua especificidade para as regiões em estudo. Quanto aos primers desenvolvidos para a detecção da mutação C1236T, verificou-se que os resultados obtidos não são coerentes com os resultados obtidos por sequênciação, evidenciando resultados falso positivos. Tal facto pode dever-se a uma elevada afinidade para regiões do DNA que não são especificas para a finalidade em estudo. Após algumas tentativas de solucionar o problema, que passaram por alterar a temperatura de “anealing”, alterar a concentração dos primers, bem como o tipo de Taq polimerase utilizada, uma solução para o problema pode passar por desenvolver primers de sequência mais curta, reduzindo assim a probabilidade destes encontrarem regiões não especificas com afinidade de ligação. Outra abordagem laboratorial passa também por alterar a concentração de MgCl2. Ao aumentar a concentração de MgCl2, em pequenos incrementos, é possível diminuir a actividade enzimática da Taq polimerase, permitindo assim um maior poder de descriminar uma diferença de apenas um nucleótido. Quanto à reacção de PCR-SSP realizada com os primers dirigidos para a mutação G2677T/A do gene MDR1, verificaram-se resultados concordantes com os resultados obtidos por sequênciação, encontrando-se assim, uma solução mais rápida e menos dispendiosa para a detecção desta mutação.

· Correlação das frequências estudadas com as concentrações plasmáticas de CsA e FK506.
Ao comparar os dados das frequências da inserção de um G no exão 3 do gene CYP3A5 com os valores de concentração plasmática de CsA e de FK506, nos diferentes indivíduos estudados, verificou-se não existir nenhuma relação. Desta forma, esta variação genética pontual, parece não ter uma associação com a farmacodinâmica destes dois imunosupressores. No entanto, um olhar critico sobre os valores plasmáticos de CsA, dos diferentes indivíduos estudados, evidência uma tendência de certos indivíduos em apresentarem valores em 46% superior em relação aos restantes. Esta observação sugere que mais trabalho deve ser feito, no sentido de apurar se de facto existe alguma alteração genética que explique tal facto. 

 Quanto à mutação C1236T e G2677T/A do gene MDR1, verificou-se um aumento de 44,4% e de 44,7% respectivamente, nas concentrações plasmáticas dos indivíduos a realizar uma terapêutica baseada no FK506, em comparação com indivíduos com um perfil “wild type”. Assim é possível afirmar que os indivíduos portadores tanto da mutação C1236T, como da mutação G2677T/A, são metabolizadores menos eficientes do que indivíduos “wild type”. No grupo de doentes a recorrer a uma terapêutica com base na CsA a mesma relação não foi encontrada, não existindo relação entre as mutações C1236T e G2677T/A, do gene MDR1, e as concentrações plasmáticas de CsA dos indivíduos estudados. 

8. Conclusão.
Este estudo vem salientar a importância da caracterização de genes associados com o metabolismo de fármacos com índices terapêuticos reduzidos. Apesar deste estudo se centrar na imunosupressão associada ao transplante renal, outra dimensão emerge se considerarmos a área da oncologia ou mesmo das terapêuticas utilizadas no tratamento da SIDA. A possibilidade da caracterização genética de um indivíduo, com o recurso a arrays, que permitam a análise de diversos genes em simultâneo, ou mesmo com o recurso ao PCR em tempo real, vem permitir a caracterização do metabolismo de um indivíduo de forma única. Desta forma será possível, sem o desconforto que implica um estudo cinético de um dado fármaco, fornecer ao clínico a informação, com base científica, que este necessita para administrar a dose correcta, minimizando assim qualquer efeito tóxico para o organismo.
 È portanto do interesse de todos aqueles que nesta área trabalham, realizar um esforço no sentido de identificar quais os genes, e os SNPs a eles associados, que têm relevância a nível do metabolismos dos diferentes indivíduos.   
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