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Resumo

Aproximadamente 40% da metabolizag&o de fa&rmacos pelas enzimas P450 é catalisada por enzimas polimorficas
gue podem conduzir a metabolismo nulo, diminuido (qualitativa ou quantitativamente) ou aumentado. O recente
desenvolvimento da tecnologia de matrizes de oligonucle6tidos em microchips para detec¢do dum elevado
namero de mutagGes nos genes pode ser Util na seleccdo e posologia de medicamentos mais adequados ao perfil
genético dos doentes.

Contudo, antes da aplicacéo na pratica clinica destes progressos é necessario testar a validagdo dos pressupostos
mediante a realizacdo de ensaios clinicos. No ambito da terapéutica medicamentosa os ensaios clinicos continuam
aser o suporte damedicina baseada na evidéncia.

Por consequéncia, sempre que justificado, a investigacao e desenvolvimento de novos medicamentos deve incluir
a informagdo farmacogendmica obtida dos estudos pré-clinicos (in vitro, in vivo e in silico) de modo a que 0s
ensaios clinicos possam confirmar a relacdo entre o perfil genético dos doentes e a respectiva resposta terapéutica.
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Abstract

Approximately 40% of human P450 dependent drug metabolism is carried out by polymorphic enzymes, which
can cause abolished, quantitatively or qualitatatively altered or enhanced drug metabolism. The recent
development of high-through methods for mutation detection and oligogonucleotide chips array technology for
the detection of a multitude of mutations in the genes may help to prescription of drugs tailored to the genetic
profile of the patients.

However before applying this new knowledge in the clinical practice there is a need to test the validity of the
assumptions through clinical trials. Within the realm of drug therapy clinical trials remain the mainstay for the
practice of evidence based medicine.Therefore whenever justified the investigation and development of new
drugs shall include the pharmacogenomic information obtained from the pre-clinical investigations (in vitro, in
vivoand insilico) so that the clinical trials may validate the relationship between the genetic profile of the patients
and their response to them.
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Introducéo

A terapéutica medicamentosa tem por objectivo
tratar os doentes com farmacos de comprovada
eficdcia e seguranca. Com este desiderato as
substéncias activas carecem de autorizagdo de
introducdo no mercado, concedida pelas entidades
reguladoras ap0s prévia apreciacdo dos dossiers de
estudos pré-clinicos e clinicos, comprovativos da
eficacia e seguranga das novas moléculas.

Até hé poucas décadas atras, as novas substancias
act ivas eram isoladas a partir de plantas medicinais.
Mais raramente, eram extraidas de 6rgdos ou tecidos
de animais ou do reino mineral. Os progressos da
quimica farmacéutica permitiram obter moléculas
semi-sintéticas (por modificacdo estrutural dos
principios activos naturais) ou mesmo resultantes de
sintese de novo. De mencionar que até meados do
século passado muitos farmacos foram descobertos
por acaso e sorte dos investigadores ™.

Apos a sintese duma nova molécula, a fase de
investigacdo e desenvolvimento (I&D) passa por
estudos pré-clinicos efectuados em sistemas
biolégicos in vitro (células ou 6rgédos isolados) ou in
vivo (i.e.estudos experimentais em animais).
Posteriormente sdo realizados ensaios clinicos. Esta
investigacdo clinica, efectuada em seres humanos, tem
por objectivo a obtencdo dos dados necessarios para
avaliar a eficacia e seguranca das moléculas candidatas
a farmacos. Ela permite obter os pardmetros da
farmacocinética (resultantes dos mecanismos
envolvidos na absorcdo, distribui¢do, metabolismo e
excre¢do, no seu conjunto designados abreviadamente
por ADME) e da farmacodinamica (identificacéo dos
alvos e respectiva interaccdo com as  novas
moléculas). Para além, obviamente, da respectiva
toxicidade a curto, médio e longo prazo.

Ndo obstante o rigor cientifico inerente a
investigacdo pré-clinicae clinica, a pratica médica tem
demonstrado a impossibilidade de serem evitadas
reaccOes adversas, susceptiveis de causarem
significativa morbilidade ou mesmo mortalidade®.
Por outro lado, a eficacia terapéutica dos
medicamentos nem sempre corresponde a esperada.
Pelo que, no sentido de prevenir os riscos de iatrogenia
medicamentosa, sdo de particular interesse médico e
farmacéutico os programas de farmacovigilancia,
destinados a detectar as reac¢des adversas sobretudo as
resultantes do prolongado uso dos medicamentos
(toxicidade cronica).

De facto, a experiéncia clinica tem evidenciado a
existéncia duma apreciavel variagdo inter-individual
da resposta a farmacoterapia, seja em termos de
eficacia ou de ocorréncia de efeitos adversos. Varios
factores podem contribuir para esta variacao.
Excluindo os decorrentes duma incorrecta posologia

80

condicionados pela idade, sexo, estado fisioldgico
(p.ex. gravidez), doengas concomitantes, interaccdes
medicamentosas, habitos (alcool, tabaco, etc.). Nesta
constelacdo multifactorial, susceptivel de modular a
resposta farmacoldgica, assumem particular
importancia os perfis genéticos dos doentes
medicados.

Actualmente é consensual aceitar-se a influéncia
genética nos processos intervenientes na
farmacocinética e na farmacodindmica. Na
farmacocinética devido aos polimorfismos das enzimas
metabolizantes de farmacos (Drug Metabolizing
Enzymes ou DMES) ou das proteinas de transporte, por
exemplo. Na farmacodindmica mediante os
polimorfismos das proteinas que sdo alvo da accédo dos
farmacos (receptores, enzimas, canais, sistemas de
transducao, etc.).

Em meados do século passado surgiu o conceito de
farmacogenética. Varios AA. propuseram a hipdtese,
mais tarde confirmada, de que determinadas reacces até
entdo consideradas como idiosincrasicas estavam
associadas a certos fen6tipos™**.

Com a sequenciagdo completa do genoma humano e
0s progessos das técnicas da biotecnologia tornou-se
possivel proceder a um estudo mais aprofundado dos
polimorfismos genéticos subjacentes as variagbes na
resposta farmacoldgica. A farmacogenética evoluiu
assim paraa farmacogenémica®”.

A medida que vao sendo identificados os referidos
polimorfismos, equaciona-se a questdo de conhecer se
0s ensaios clinicos, tal como actualmente planeados e
executados, podem ser melhorados em termos de
comprovagdo da eficacia e seguranca das novas
moléculas a introduzir nos formularios. Nomeadamente
com estudos pré-clinicos (in vitro ou in vivo) e clinicos
que tenham em conta a variabilidade geneticamente
controlada. Por outras palavras, em que medida a
farmacogendmica, sucessora da farmacogenética, deve
ser considerada na concepcdo e planificagdo dos ensaios
pré-clinicos e clinicos de novos medicamentos. Em caso
afirmativo, que implicacBes éticas, sociais, legais,
econdmicas ou de outra indole sdo suscitadas nesses
casos.

A andlise destas questdes requer uma prévia
comparacdo das normas de Boa Prética Clinica (BPC)
actualmente seguidas e as alteragdes
eventualmente necessarias para incluir os dados
dafarmacogendmica.

Breve descricdo das regras de Boa Pratica Clinica

Desde meados do século XX o0s ensaios clinicos de
novos farmacos seguem as regras cientificas baseadas
no método estatistico®. A metodologia dos ensaios
clinicos estdo definidas na chamada Boa Pratica Clinica
que inclui ndo somente os aspectos cientificos, como
também as normas éticas dado tratar-se de investigacdo
em seres humanos™,

Em termos de metodologia cientifica, os ensaios
clinicos de novos medicamentos desenvolvem-se em

quatro fases, de acordo com os objectivos (Quadro 1).
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Quadro 1 - Fases dos ensaios clinicos: caracteristicas e objectivos

Fase |
voluntarios saos (~ 30)
particular atencgdo a toxicidade

Fase 11

Fase 111

multinacionais

Fase IV

efeitos adversos

Obtencédo de dados sobre farmacocinética e farmacodinamica em reduzido nimero de
Tratando-se de seres humanos pela primeira vez expostos ao novo farmaco, é concedida
Determinacgdo das doses minima e maxima

Particular enfoque na eficécia, seguranca e determinacdo das doses num limitado nimero de
doentes a quem o novo farmaco se destina (~300)

Comparacdo do novo farmaco com placebo ou tratamento convencional

Randomizagdo com ou sem dupla ocultagdo

Amostra alargada de doentes (centenas a milhares)

Comparacdo do novo farmaco com o tratamento convencional ou com placebo
Habitualmente randomizacdo com dupla ocultagdo. Os ensaios podem ser multicéntricos e
Estadio final da investigacéo clinica antes da aprovagéo pelas entidades reguladoras

Estudos em grande escala, de longa duracéo, apés introducdo no mercado
Particularmente direccionados a identificagdo da morbilididade e da mortalidade devido a

Eventual identificagdo de novas indicacdes terapéuticas

Em principio seja desde j& referido que os ensaios
clinicos sdo autorizados mediante comprovacao prévia
da eficacia e seguranga nos ensaios pré-clinicos. De
igual modo, a progressao por fases obedece a critérios
de comprovacao de eficacia e seguranca, previamente
definidos, em cada uma das fases.

Os ensaios podem ser interrompidos em qualquer
fase se ocorrerem efeitos adversos graves ou quando a
evidéncia da eficacia e auséncia de efeitos adversos for
de molde adispensar a sua continuacao.

Implica¢des da farmacogendmica na planificacao
dos ensaios clinicos

Ao nivel dos estudos preé-clinicos

Asequenciacao total do genoma humano tem vindo
a provocar uma revolucdo na terapéutica
medicamentosa, em todas as etapas de investigacdo e
desenvolvimento (I&D) de novos farmacos, desde a
sintese de novas moléculas até ao acto de receitar.

Por exemplo, o aparecimento da farmacologia
reversa. Enquanto na farmacologia classica, tal como a
praticada até ao fim do século passado, as actividades
de I&D evoluiam do isolamento e/ou sintese de novas
moléculas para a identificagdo dos seus receptores, a
tendéncia actual é caminhar no sentido inverso. Ou
seja, identificacdo prévia dos alvos terapéuticos
(mediante a investigacdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos subjacentes as patologias, ao nivel
biomolecular) e, com o apoio da quimica combinatoéria,
sintese das moléculas mais adequadas para com eles
interagir™. A biotecnologia, em conjugacio com a
bioinformatica, permite o estudo destas interacgdes in

silico, i.e. em modelos virtuais computadorizados.
Desta forma, os estudos pré-clinicos passam a incluir,
paraalémdos efectuadosinvitroeinvivo, osinsilico.

Os estudos in silico abrangem igualmente a analise de
modelos das interac¢des das moléculas candidatas com
varias enzimas metabolizantes de farmacos (DMEs).
Algumas enzimas da superfamilia das CYP450 ja
foram isoladas e purificadas ao ponto de cristalizacdo
(CYP2C9, CYP3AA4, por exemplo) tornando possivel
complementar os estudos in vitro efectuados com
microsomas hepaticos, necessariamente mais
trabalhosos e morosos, com estudos in silico. As
inovaces no dominio da biotecnologia permitem
acelerar os referidos estudos, identificando as enzimas
metabolizantes das novas moléculas, entre as quais as
jareferidas CYP450.

Polimorfismos genéticos na investigacdo de novos
farmacos

Os processos farmacocinéticos e farmacodindmicos
sdo basicamente interacgdes entre moléculas exdgenas
(xenobidticos) e moléculas endogenas (proteinas).
Donde resulta que os polimorfismos genéticos,
responsaveis pela sintese de proteinas, podem afectar
ambos 0s tipos de processos.

Estas proteinas intervém nos processo
farmacocinéticos de absorcdo, distribuicdo,
metabolizacdo e excrecdo (ADME) dos farmacos,
desempenhando func@es de transporte e mica, através
das proteinas alvos das ac¢bes dos farmacos
(receptores, enzimas, canais ionicos) e nas vias de
transdugéo.
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catalisando as reac¢Oes de metabolizacdo. Igualmente
participam na farmacodinamica, através das proteinas
alvos das accbes dos farmacos (receptores, enzimas,
canais ionicos) e nas vias de transducao.

Neste contexto, as variagbes farmacogenomicas
podem ser classificadas em dois grupos principais:

- farmacocinéticas resultantes de polimorfismos das
enzimas metabolizantes (DMESs) e das proteinas de
transporte;

- farmacodinamicas resultantes de polimorfismos dos
alvos farmacoldgicos ou de algum componente na
sequéncia de reac¢des condutoras aos mesmaos

Polimorfismos com relevancia na farmacocinética

Aconcentracdo das moléculas activas na biofase, ou
seja, junto dos alvos com os quais interagem, é funcéo
duma sequéncia dos processos farmacocinéticos
acima referidos (ADME). Estes processos sdo
controlados por proteinas sintetisadas sob controlo de
genes, muitos dos quais com alelos que atingem
frequéncias polimdrficas (>1%) em diversos grupos
populacionais. Entre estas proteinas figuram as
enzimas metabolizantes de farmacos (DMES) e as
proteinas de transporte.

As proteinas de transporte sdo importantes pois
intervém na absorcdo, distribuicdo e excrecdo das
moléculas xenobidticas. Muito embora sejam objecto
de activa investigacao, presentemente o conhecimento
é¢ maior no dominio das proteinas enzimaticas
participantes no metabolismo dos farmacos.

Na maioria dos casos a metabolizacéo é feita em
duas etapas. A primeira consiste principalmente em
reacgdes de oxi-reducdo ou hidrolise, que removem
certos grupos funcionais e tornam as moléculas mais
aptas para sofrerem as reacgdes da segunda etapa. As
reacches de segunda etapa podem ou ndo ser
precedidas pelas anteriores e consistem em reacgdes de
conjugagdo, tais como glucoronidagdo, sulfatacéo,
acetilacdo, metilagdo, conjugacdo com glutationa ou
amino-acidos tais como a glicina, taurina e &cido
glutdmico. Estas reacc¢des sdo catalisadas por diversas
enzimas que podem evidenciar variagdo polimdrfica
tais como a N-acetil-transferase’”, S-glutationa-
transferase™, 5-trifosfato-glucoronosil-transferase,
etc.. Sem prejuizo de reconhecer aimportancia doutras
DMEs, merecem referéncia especial as enzimas
CYP450.

Até ao presente os investigadores tém dedicado
maior aten¢do ao estudo das enzimas CYP450 por,
aparentemente, serem as de maior impacto na
farmacocinética. Justificam-se por tal motivo,
algumas consideracdes sobre esta superfamilia de
enzimas numa perspectiva farmacogenomica.

As enzimas CYP450 sdo heteroproteinas com
nacleo heminico, que actuam como aceitadoras de
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electrdes, no termo de vérias reac¢des de oxi-reducéo.
corréncia de isoenzimas (ou isoformas). Com base na
homologia da sequéncia de amino-acidos, estas sdo
agrupadas em familias (designadas por um algarismo
arabe) e subfamilias (designadas por uma letra).
Dentro de cada subfamilia as isoenzimas individuais
sdo identificadas por novo algarismo arabe que
corresponde ao locus e precedido dum asterisco, 0
namero do alelo. Assim, por exemplo, a CYP2D610 é
uma isoenzima CYP450 codificada pelo alelo 10 da
subfamilia D da familia 2. O gene é indicado pela
designacdo da isoenzima em itdlico (p.ex.
CYP2D610).

A componente proteica esta sujeita a variagdo de
condicionamento genético expressa na sequéncia de
amino-acidos, o que se traduz na ocorréncia de
isoenzimas (ou isoformas). Com base na homologia da
sequéncia de amino-acidos, estas sdo agrupadas em
familias (designadas por um algarismo darabe) e
subfamilias (designadas por uma letra). Dentro de cada
subfamilia as isoenzimas individuais sdo identificadas
por novo algarismo arabe que corresponde ao locus e
precedido dum asterisco, 0 nimero do alelo. Assim,
por exemplo, a CYP2D610 é uma isoenzima CYP450
codificada peloalelo 10 da subfamilia D dafamilia2. O
gene é indicado pela designagdo da isoenzima em
italico (p.ex. CYP2D610).

Na espécie humana foram identificadas ca. de 50

isoenzimas CYP450. Elas intervém no metabolismo de
compostos endogenos (esteroides, prostaciclinas,
tromboxanos, etc.) e de compostos exdgenos
(farmacos e outros xenobiGticos)™.
As isoenzimas das trés primeiras familias de CYP450
(CYP1, CYP2 e CYP3) intervém na primeira etapa do
metabolismo de farmacos, ocorrendo na familia CYP2
o maior grau de polimorfismos genéticos. Um estudo
de 11 genes codificantes destas enzimas, em diferentes
grupos étnicos, permitiu concluir pela existéncia de
pequenas diferencas entre 0s grupos étnicos, mas de
grandes diferencas entre os genes e subfamilias de
genes™.

Entre as isoenzimas pertencentes as trés primeiras
familias, algumas (CYP1A2, CYP2C9/19, CYP2D6 e
CYP3A4) intervém na metabolizagdo de ca. 90% dos
farmacos em uso clinico. Dentro destas, algumas sdo
altamente polimorficas tais como as CYP2DG6,
CYP2C19 e CYP2C9. No seu conjunto, estas trés
isoenzimas sdo responsaveis pela primeira etapa do
metabolismo hepatico de ca. 40% farmacos. A
CYP2D6 € a mais estudada, tendo ja sido identificados
48 farmacos-substrato, 25% dos quais em uso corrente
na clinica “. Entre estes farmacos incluem-se, por
exemplo, o dextromorfano, derivados da morfina e
alguns beta-bloqueantes, antiarritmicos e
antidepressivos.



A CYP2C19 meaboliza, entre outros, os inibidores
da bomba de protdes, o diazepam, o propranolol, a
imipramina, a amitriptilina, etc.. E de notar que muitos
farmacos sdo metabolizados, em grau varidvel, por
mais que uma enzima, seja da superfamilia CYP450 ou
néo.

De mencionar que nem todos os compostos dos
grupos farmaco-terapéuticos mencionados  séo
metabolizados pelas referidas isoenzimas CYP450.
Donde resulta que o médico, ao prescrever, quando
existam vérias alternativas, tem a opcéo de escolher
medicamentos menos sujeitos a variacdes metabodlicas
resultantes dos polimorfismos daquelas isoenzimas.
As caracteristicas funcionais das CYP450 acima
pagem pode ndo ser suficientemente predizente do
fendtipo ™.
referidas ndo sdo equivalentes em termos de permitir a
previsdo do fenotipo metabolizador. Por exemplo, a
CYP3A4, abundante no figado, participa no
metabolismo dum nimero de farmacos superior ao dos
biotransformados por outras CYP450. Contudo, a sua
actividade é relativamente mais influenciada for
factores extra-genéticos, tais como dieta, doencas
(nomeadamente hepatopatias), medicacdes
concomitantes, etc..Em contraste, a actividades das
CYP2C19 e CYP2D6 sdo relativamente menos
sensiveis a influéncia dos referidos factores extra-
génicos e mais determinadas pela variacdo genética e
por outros farmacos que podem inibir a actividade
enzimatica e aumentar ou diminuir a eficacia do
farmaco em estudo ou ainda o risco de reacgOes
adversas. Donde se pode concluir que a simples
genotipagem pode néo ser suficientemente predizente
do fendtipo ",

Os polimorfismos séo resultantes de mutacdes de
varios tipos, como sejam alterages dum Unico
nucleétido (SNP ou Single Nucleotide Polymorphism)
até copias multiplas dos genes codificantes das
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CYP450. Estas mutacGes ocorrem ndo s6 nas
sequéncias codificantes, como também nas adjacentes
(v.g. nas zonas promotoras). Em termos de
consequéncias, as referidas mutacfes resultam em
genes (alelos) expressos por fenétipos normo-, hipo-
ou hiperfuncionantes. Decorrente do seu grau de
penetrancia, do estado de homo- ou heterozigotia, de
influéncias extra-génicas, resulta o tipo (fenétipo) de
metabolizador dos respectivos portadores.
heterozigotia, de influéncias extra-génicas, resulta o
tipo (fendtipo) de metabolizador dos respectivos
portadores.

Se bem que numa populacao de doentes a actividade
duma enzima possa ter uma distribuicdo normal ou
gaussiana, em termos de capacidade de metabolizacéo,
os doentes sdo habitualmente classificados em quatro
grandes tipos de fendtipos: lentos (PM ou Poor
Metabolizers), intermédios (IM), extensivos (EM),
rapidos (R) e ultra-rapidos (UR).

Quando o farmaco-substrato for uma molécula activa,
a rapida metabolizacdo pode impedir que sejam
alcancadas concentracBes plasmaticas eficazes; nos
metabolizadores lentos tais concentra¢cbes podem
atingir niveis de toxicidade. Quando se trate de pro-
farmacos, cuja actividade depende da prévia
biotransformacao, sucede o inverso.

As frequéncias dos alelos polimérficos sdo variaveis
em diferentes grupos populacionais. A elevada
prevaléncia de alelos hipofuncionantes tais como
CYP2D610 (frequéncia de 50% entre os asiaticos) ou
CYP2D617 (30% em certas populacBes africanas),
levam, de acordo com a distribuicdo prevista pela lei de
Hardy-Weinberg, a uma maior percentagem de
metabolizadores intermédios (IM), i.e. com menor
actividade enzimatica relativamente a expressa pelos
homozigéticos para o gene selvagem. As mutacdes
devidas a copias mdaltiplas do gene CYP2D6 levam a
fendtipos de metabolizadores rapidos (R) ou ultra-
rapidos (UR) (Quadro 2).

Quadro 2 - Exemplos de frequéncias de alelos de enzimas CYP450 em diferentes grupos populacionais

CYP450 Alelos Caucasoides Africanos Asiaticos
CYP2C9*2 8-14 1 0

CYP2C9 CYP2C9*3 4-18 1-2 2-3
CYP2D6*4 12-21 2 1

CYP2D6 CYP2D6*5 2-7 4 6
CYP2D6*10 1-2 6 51
CYP2D6*17 0 34 0
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Polimorfismos com relevancia nafarmacodinémica

E conhecida desde ha muito a ocorréncia de
polimorfismos ao nivel dos receptores citoplasmicos,
nucleares ou de membrana”. Entre os mais relevantes
para a pratica clinica, merecem referéncia especial 0s
receptores adrenérgicos 31%% e R2%°%,

A medida que véo sendo investigados 0s mecanismos
de interacgdo entre farmacos e receptores, verifica-se
que tal interacg@o passa por vias complexas, nas quais
0s compostos intermédios podem ser igualmente alvos
da accdo farmacol6gica. Tais compostos acabam por
afectar os processos de transcricdo e tradugdo dos
genes, por forma a inibir oS mecanismos
fisiopatoldgicos subjacentes a variados tipos de
patologias. Por tal motivo, a estratégia para a
descoberta de novos farmacos passa pela compreenséo
destes mecanismos que, segundo alguns AA., deveriam
ser considerados como uma linguagem ou gramatica
conducente auma ldgica orientadora na investigacao de
novos farmacos®”.

Neste contexto, compreender-se-a a dificuldade de se
incluir, entre os critérios de inclusdo/exclusdo a
seleccdo ou estratificagdo dos voluntarios com
fundamento nos marcadores relevantes para a
farmacodinamica do medicamento sob investigacao.

Relevancia dos polimorfismos na planificacdo dos
ensaios clinicos

A planificacdo dos ensaios clinicos, tal como é
efectuada presentemente, parte do pressuposto que a
amostragem dos voluntarios recrutados para além de
ser representativa da populagdo é suficientemente
homogénea, sem enviesamentos susceptiveis de
prejudicar a analise estatistica dos resultados. Se bem
que os critérios de inclusdo/exclusdo procurem garantir
tal homogeneidade (em termos de idade, sexo, etc.), 0s
factores genéticos ndo tém sido habitualmente
considerados. Quando, na realidade, os rastreios
populacionais demonstram que os polimorfismos de
determinados genes sdo susceptiveis de afectar os
processos farmacocinéticos e farmacodindmicos dum
elevado nimero de farmacos como ja referido.

Para se comprovar em que medida estes
conhecimentos da farmacogenémica podem contribuir
para uma prética clinica mais segura e eficaz, torna-se
necesséario introduzir na planificagdo dos ensaios
clinicos algumas modificacdes que tornem a
amostragem dos voluntarios suficientemente
representativa dos principais polimorfismos que
ocorrem na populacdo emgeral.

Decorre do até agora exposto, que a resposta
farmacolégica pode ser considerada como funcao dos
polimorfismos susceptiveis de afectar os processos
farmacocinéticos e/ou farmacodinamicos, além
doutros factores ndo genéticos (v.g. idade, sexo,
doencas, dieta, etc.). Ou seja

84

Eficacia/Toxicidade= f (polimorfismos
farmacocinéticos+ polimorfismos farmacodinamicos
+ factores extragenéticos)

Do exposto conclui-se pelo eventual interesse em
introduzir, nos ensaios clinicos, a partir da fase I, a
informacéo do perfil genético dos voluntarios (tipo de
metabolizador, p.ex.). Nomeadamente quando o0s
estudos pré-clinicos fazem pressupor a influéncia dos
factores genéticos na biotransformacdo ou na
farmacodinamia do farmaco sob investigacao.

Apréviaselecgdo de voluntarios para ensaios clinicos
com dupla ocultacdo, por aleatorizacdo, sem
consideragdo dos respectivos perfis genéticos foi
pratica comum até ao advento da farmacogenémica

(Fig.1).

R

Quando seja previsivel a influéncia de factores
genéticos na farmacocinética e/ou farmacodinamica do
medicamento sob investigacao, justifica-se umaprévia
estratificacdo dos sujeitos da investigacdo, através da
qual se torne possivel confirmar (ou ndo) a importancia
desses factores na resposta farmacolégica (Fig.2).
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Assim, a estratificacdo dos voluntarios justifica-se
guando se conhece que nha primeira etapa do metabolismo
do farmaco, participa uma isoenzima CYP450 com
apreciavel grau de polimorfismo expresso por fenétipos
de metabolizadores rapidos ou ultra-rapidos, normais,
intermédios ou lentos. Nomeadamente, quando factores
extra-genéticos (v.g. dieta, outros farmacos, doengas) nao
interfiram apreciavelmente com a expressao dos genes.

Por consequéncia a genotipagem e/ou fenotipagem
prévia dos voluntarios participantes nos ensaios clinicos,
ou seja a sua estratificacdo justifica-se quando se
presuma que a eficacia ou seguranca do farmaco sob
investigacdo sdo susceptiveis de serem influenciadas por
factores genéticos. Embora se trate duma atitude
prospectiva, a referida genotipagem pode aplicar-se
retrospectivamente, quando haja interesse em verificar se
desvios danormalidade dos parametros farmacocinéticos,
efeitos adversos ou situacdes de menor eficécia,
diagnosticados durante as diferentes fases dos ensaios
clinicos, numa amostragem ndo estratificada. estdo
associados a polimorfismos dos genes codificantes das
proteinas envolvidas nos processos farmacocinéticos e/ou
farmacodindmicos.

Farmacogenémica e Ensaios Clinicos

Embora a variagdo polimorfica das enzimas CYP450 com
influéncia na farmacocinética seja a mais investigada, ndo
deve ser olvidado que tal variacdo pode igualmente
afectar as proteinas de transporte envolvidas na absorcao,
distribuicdo e excrecdo dos farmacos e respectivos
metabolitos™”.

Nas fases Il e Il dos ensaios clinicos, cujos
objectivos sdo orientados no sentido de avaliar
igualmente a eficécia e a toxicidade dos farmacos, o
nimero de marcadores genéticos deve incluir
igualmente as proteinas alvo, de acordo com 0s seus
mecanismos de ac¢do. Ou seja:

- varia¢do na funcdo ou grau de expressdo do alvo
terapéutico

- variacdo na funcgéo ou grau de expressdo doutros
alvos com os quais o farmaco interage

- variacdo doutras moléculas moduladoras da
interaccdo farmaco/alvo na biofase
Estas variagdes podem ser relacionadas quer com a
eficaciaquercomos efeitos adversos observados.

No Quadro 3 estdo indicados alguns exemplos da
utilizacdo de dados farmacogendémicos nos ensaios
clinicos.

Quadro 3 - Farmacogendmica nas diferentes fases dos ensaios clinicos

Fase |

farmacodinamicas.

Fase 11

Fase 111

efeitos adversos
ou nula eficacia)
Fase IV

genotipos

adversas.

- A genotipagem pode contribuir para a identificagédo e correlagdo com certos feno6tipos
tais como as propriedades farmacocinéticas (niveis séricos, AUC ) e/ou

- Alguns voluntarios com determinados genoétipos poderao a priori ser excluidos ou
incluidos preferencialmente nas fases seguintes.

- A genotipagem pode servir para estabelecer correlagdes genotipo/fenotipo
- A genotipagem pode ser util para estabelecer a associagao entre determinados
polimorfismos e as diferengas da eficacia do farmaco sob investigacao

- Utilizagao dos resultados das fases I e II para planeamento do estudo em maior escala

- Testar os genes sob investigacao em funcido da eficacia e metabolismo

- Os resultados nesta fase podem servir para uma genotipagem em maior escala com
objectivo de descobrir novos marcadores de interesse farmacogenomico

- Identificagdo das subpopulagdes (subgrupos de gendtipos) com maior risco de

- Identificacdo dos gendtipos dos individuos resistentes, i.e. que nao respondem (menor

- Registo de efeitos adversos raros e sua incidéncia em subgrupos especificos de

- Investigar se € justificavel criar dispositivos de diagnoéstico genético para seleccionar
os doentes (ou adequar as doses) por forma a evitar/diminuir a ocorréncia de reacgcdes

Adaptado de 1
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Em resumo, existem dois objectivos principais
justificativos da utilizacdo da analise farmacogendmica
em fases adiantadas dos ensaios clinicos:

- selec¢do dos doentes se determinados genotipos dos
doentes séo critérios a considerar na decisdo médica. Tal
sera justificado quando exista evidéncia suficiente de que
o farmaco é mais eficaz em determinada sub-populacéo;

- ajustamento da posologia se o gendtipo é atil como
indicador da posologiaadequada;

Mesmo quando os doentes ndo séo incluidos pelos seus
genotipos, estes podem ser considerados numa analise
retrospectiva para interpretagéo dos resultados obtidos. O
que pode justificar novos ensaios. Por exemplo, se se
verificar que num subgrupo de doentes a eficacia é menor
torna-se possivel proceder a uma andlise genética
retrospectiva para identificar a possivel causa. Os genes
identificados tornam-se candidatos a investigacdo e
descoberta de novos farmacos.

Se bem que a aplicagdo da farmacogenémica nas fases
Il e 111 dos ensaios clinicos seja mais complexa que na fase
I, as bases racionais sdo idénticas. A extrapolacdo da
relagdo entre a variagdo genética, eficacia e seguranca na
populagdo participante nos ensaios contribui para uma
melhor compreensdo de como o farmaco funcionara na
populagdo em geral.

O tratamento estatistico dos resultados deve ser
adequado a definicdo da amostragem, quando esta é
estratificada, tendo em atencéo as frequéncias génicas””,
tal como atras referido.

Implicac¢Bes da inclusdo de dados farmacogendmicos
nos protocolos dos ensaios clinicos

Apesar das limitagdes acima indicadas, a inclusédo dos
dados da farmacogendmica nos ensaios clinicos (mesmo
quando limitada a marcadores relevantes para a
farmacocinética) é aliciante pois tem por objectivo ultimo
chegar a uma medicina personalizada. Ou seja, talhar a
terapéutica (selecgdo do farmaco e posologia) ao perfil
genético do doente, por forma a obter o maximo beneficio
(eficacia) com o minimo de risco (toxicidade). Por tal
razdo, algumas entidades reguladoras da aprovacgdo de
novos medicamentos tém incentivado a inddstria
farmacéutica no sentido de incluir os dados
farmacogendmicos nos ensaios clinicos.

No entanto varios factores de ordem cientifica, ética,

econOmica e social carecem duma prévia ponderacao.

Consideracdes de ordem cientifica

Os ensaios clinicos constituem parte integrante da
investigacdo clinica direccionada na recolha de
informacdo cientificamente comprovada para a préatica
duma medicina baseada na evidéncia.

Como tal, a informac&o deve ser valida. A validacdo
inclui ndo sé a validacdo analitica (dos métodos e
técnicas utilizados), como também a validagédo clinica
obtida através dos ensaios clinicos.

Tal como referido, a resposta farmacoldgica (eficacia,
toxicidade) é modulada por outros factores, além dos
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genéticos. Os factores constitucionais (idade, sexo), 0s
habitos (dieta, estilo de vida), a exposicdo a tdxicos
(alcool, tabaco, pesticidas, disruptores enddcrinos, etc.), a
comorbilidade, as interacces medicamentosas, etc., sdo
exemplos de condicBes susceptiveis de modificar
apreciavelmente a resposta farmacolédgica em termos de
eficaciae toxicidade.

As enzimas metabolizadoras de farmacos, entre as
quais se incluem as CYP450, tém uma especificidade
suficientemente abrangente para intervir no metabolismo
duma grande variedade de substratos. Como ja foi
mencionado, um mesmo farmaco pode ser metabolizado
por mais que uma enzima ou uma enzima pode intervir
no metabolismo de numerosos farmacos. De certa forma,
um alelo hipofuncionante ou silencioso duma enzima,
determinado por genotipagem, ndo significa
necessariamente que o respectivo portador tenha o
fen6tipo de metabolizador lento. Por exemplo, a
fluoxetina, a imipramina e o metoprolol séo
metabolizados pela CYP2D6, mas os efeitos nos doentes
portadores de alelos hipofuncionantes do gene CYP2D6
podem ndo ser clinicamente relevantes se existirem outras
enzimas vicariantes, tal como no caso da fluoxetina e da
imipramina, que sdo também biotransformadas pela
CYP1A2.

Jé& as variacOes de actividade da CYP2C9, por exemplo,
assumem interesse clinico no caso de farmacos com
estreita margem de seguranga, como acontece com a
warfarina. Nestes casos, a monitorizacdo dos efeitos
anticoagulantes é importante, particularmente nos grupos
populacionais onde as frequéncias de variantes
polimdrficas sdo apreciaveis (de 14% a 37% entre 0s
caucasoides, contra 0% a 1% entre os asiaticos, por
exemplo).

Também as enzimas de conjugacao séo susceptiveis de
evidenciar mutagdes com frequéncias polimorficas
variaveis em diferentes grupos étnicos. E o caso, por
exemplo, da N-acetil-transferase.

Outro factor a ter em atengdo é a possibilidade de
indugdo ou inibicdo das enzimas metabolizantes por
factores extra-genéticos exdgenos ou enddgenos, tais
como os acima referidos. Assim, a exclusdo de
voluntarios com perfil de metabolizadores lentos pode
levar a erros de amostragem pois restringem o acesso de
doentes que potencialmente seriam beneficiados com os
novos farmacos.

Finalmente € de referir que muitos dos efeitos adversos
sdo detectados somente varios anos apds a introducdo dos
farmacos no mercado, em particular quando elevado
numero de doentes tenha sido tratado por longo tempo.
Dai as limitagBes dos ensaios clinicos para prever a
toxicidade a longo prazo, pois a autorizagdo de introdugéo
no mercado dos novos medicamentos é concedida com
base nos resultados da fase I11.

ImplicacOes de ordem ética e social
Os ensaios clinicos sdo considerados como experiéncias
em seres humanos, pelo que a respectiva realizacdo dece a



obedece a normas éticas e legais muito estritas, baseadas
na Declaracdo de Helsinquia. Com pequenas variagdes,
estas normas tém acatamento universal, desde as
instancias internacionais até ao direito interno vigente ao
nivel nacional. Em Portugal devem ser respeitados 0s
requisitos estabelecidos na Lei n° 46/2004, de 19 de
Agosto, que transpde para a ordem juridica nacional a
directiva 2001/20/CE do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 4 de Abril.

Em termos genéricos, estas normas tém como
fundamento o respeito pela dignidade dos seres humanos,
consubstanciado nos principios fundamentais da bioética:
autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia e justica.
Destes principios decorrem as obriga¢des dos
investigadores: obtencdo prévia do consentimento
informado dos sujeitos participantes, garantia da
privacidade e confidencialidade dos dados obtidos,
liberdade de desisténcia da participacdo a qualquer tempo,
etc.”,

Para além das normas éticas aplicaveis nos ensaios
clinicos em geral, as que envolvem a estratificacdo dos
voluntarios, com fundamento na genotipagem devem
respeitar as prevalecentes em todos os tipos de investigacao
genética. Deve ser assegurada a privacidade dos doentes,
garantida a confidencialidade dos dados recolhidos e a ndo
utilizacdo dos mesmos para outros fins que ndo o0s
estipulados no consentimento informado. As bases de
dados devem ser inviolaveis e, nos casos de ensaios
clinicos multicéntricos e multinacionais, torna-se
necessario o reforco da seguranca das mesmas, por forma
gque 0 acesso seja restrito as entidades envolvidas na
investigacdo, devendo estas estar vinculadas a obrigacdo
do segredo profissional.

E importante evitar a estigmatizacéo dos voluntarios
com diagnosticos que os facam sentir-se marginalizados.
De igual modo deve ser dada atencdo ao facto da
genotipagem se referir ndo s6 ao proprio voluntario, sdo ou
doente, mas também aos seus familiares mais directos.
Finalmente, quando os ensaios incidem em grupos
populacionais escolhidos pela sua localizagdo geografica
ou pela etnicidade, é de extrema importancia evitar

[29]

qualquer conotacdo comanocgdo deraga .

Implicac6es legais

A necessidade de proteccdo dos dados genéticos
recolhidos durante os ensaios clinicos justifica-se pelas
consequéncias que a sua divulgacdo pode ter na vida das
pessoas envolvidas, em termos de seguros, trabalho,
etc..Por tal motivo tem-se defendido a criacdo de
regulamentacédo especial que, para além de salvaguardar o
direito da pessoa a sua privacidade, também estabeleca a
responsabilidade legal dos investigadores na protec¢édo
desse direito™.

Uma vez confirmadas e validadas as associagdes entre a
eficacia/toxicidade com determinados genétipos, as
entidades reguladoras podem exigir das firmas
farmacéuticas a inclusdo de tal informacdo nos folhetos
informativos (bulas) dos medicamentos, seja como
precaucdes ou como contra-indicacfes para 0 seu Uso em
determinados doentes.

Farmacogenémica e Ensaios Clinicos

No Infarmed encontra-se em fase de ante-projecto o
Estatuto do Medicamento, que reune a legislacdo dispersa
sobre as normas referentes aos medicamentos, desde a
autorizacdo de introducdo no mercado até aos aspectos
inerentes & sua comercializagio™. Estas normas devem
transpor para o direito interno as directivas comunitarias
no ambito da Unido Europeia.

Implicacfes econémicas

A possibilidade de seleccéo prévia de determinados
genotipos no recrutamento de voluntarios para ensaios
clinicos pode contribuir para melhorar as taxas de sucesso
no desenvolvimento de novos farmacos, reduzir o tempo
de sua realizagdo e, eventualmente, diminuir os custos da
execucdo dos ensaios propriamente ditos. Nesta medida
sdo beneficiadas as racios risco/beneficio e
custo/beneficio.

Contudo, na perspectiva da industria farmacéutica,
prevalece uma certa ambivaléncia. Por um lado existe a
possibilidade de segmentacdo do mercado potencial. Mas,
por outro, a biotecnologia farmacogendémica fornece a
oportunidade de reavaliacdo de anteriores insucessos, na
medida em que os ensaios clinicos de muitos farmacos
promissores séo interrompidos devido a manifestacdes de
toxicidade ou s&o retirados do mercado devido a efeitos
adversos inesperados, provavelmente devidos a variagdo
genética e ndo propriamente & sua toxicidade intrinseca ™.

Apesar das vantagens referidas, a inclusdo dos dados
farmacogendmicos nos ensaios clinicos, obtidos por novas
tecnologias, aumenta os custos dos mesmos. O que muito
provavelmente acaba por se reflectir nos custos finais dos
medicamentos, agravando as despesas de salde.

As implicacdes economicas a nivel da aplicacdo
clinica da farmacogendmica ultrapassam o ambito do
presente trabalho.

Consideracdes finais

Um dos dominios de aplicacéo da farmacogendmica é o
dos ensaios clinicos. Se o seu objectivo Ulimo é adequar a
medicacdo ao perfil genético do doente, torna-se
necessario investigar, através de ensaios clinicos, a
natureza dos factores que, sob controlo genético, sdo
moduladores da resposta farmacolégica.

N&o obstante a informacdo disponivel ser ainda
incompleta, ja é suficiente para incluir no planeamentos
das vérias fases dos ensaios clinicos modificacdes
destinadas a esclarecer a validade de associacfes entre 0s
referidos factores e a eficacia ou toxicidade de certos
farmacos. Esta validacdo € necessaria para justificar a
genotipagem prévia com objectivos de seleccdo do
farmaco e ajustamento da posologia. Ela sera tanto mais
importante quanto menor for a margem de seguranca
terapéutica (relagdo dose eficaz/ dose toxica).

Os pressupostos da farmacogendmica, vistos a luz dos
resultados obtidos nos ensaios clinicos, devem contribuir
para uma terapéutica medicamentosa mais eficaz e mais
isenta de efeitos adversos. Dai resultam o interesse e a
necessidade de incluir na formacdo dos profissionais de
salde, seja ao nivel da pré- ou p6s-graduacdo, as nogdes de
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genética, biologia e farmacologia molecular, para se obter
0 maior e melhor proveito da revolugdo terapéutica em
curso.
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