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PREFACIO

A influéncia de fatores genéticos na pratica da medicina tem se tornado cada
vez mais reconhecida, especialmente apds a conclusdo do Projeto Genoma
Humano. Novos marcadores genéticos, associados as diferentes etapas da
fisiopatologia de doengas como o cancer e os disturbios cardiovasculares, estao
sendo identificados a cada dia. Paralelamente, diferengas interindividuais na
resposta farmacoldgica de diversas medicacdes também estdo sendo explicadas por
fatores genéticos. Em certas situagbes, como no tratamento da fibrilagdo atrial, um
tipo frequente de arritmia cardiaca, o perfil genético dos pacientes ja esta sendo
considerado durante o planejamento da terapéutica.

No futuro, é possivel que tanto os critérios diagndsticos quanto a terapia
medicamentosa assumam um carater individualizado, e a sequéncia gendmica de
cada paciente sera determinante para a tomada de decisdes clinicas. A partir desta
idéia, surge o conceito de “medicina personalizada” onde o tratamento certo € dado
na hora certa para o paciente certo. Entretanto, para que a medicina personalizada
se torne uma realidade, as associagbes entre as mais diversas variagdes genéticas
e os desfechos de relevancia clinica deverao ser definidas nas proximas décadas.

Neste sentido, nosso grupo vém trabalhando na pesquisa do efeito de
variagdes genéticas sobre desfechos clinicos relevantes para a pratica da
Anestesiologia. No presente documento apresentamos os resultados obtidos a partir
de dois projetos desenvolvidos em nossa instituicao.

No primeiro, investigamos a influéncia de variagdes genéticas frequentes do
receptor beta-2 adrenérgico (polimorfismos nos cédons 16 e 27) na resposta
hemodindmica de pacientes submetidas ao bloqueio subaracndideo para realizacao
da operagao cesariana. Os resultados que obtivemos sugerem que a presenca de
certas variantes pode estar associada a uma maior estabilidade hemodinamica,
menor necessidade de vasopressores e menor incidéncia de hipotensao arterial
ap6s a indugao do bloqueio anestésico.

No segundo projeto, descrevemos a frequéncia da mais importante variagao
genética do receptor opidide-mu (polimorfismo A118G), que é o principal alvo

farmacolégico de analgésicos opidides. A frequéncia deste polimorfismo ainda nao



havia sido descrita em individuos brasileiros. Também desenvolvemos um método
de genotipagem rapido e custo-efetivo para este polimorfismo, e avaliamos possiveis
repercussdes funcionais desta variacdo em relacéo ao vicio ao tabaco.

O presente documento foi dividido em quatro capitulos. Inicialmente, é
apresentado um contexto historico refletindo as influéncias da genética no campo da
medicina. Em seguida, é apresentada uma reviséo de conceitos genéticos basicos
que poderao ser importantes para a compreensao dos projetos de pesquisa. Por fim,
cada um dos projetos de pesquisa é explicitado individualmente, sendo que os

artigos produzidos em cada projeto podem ser encontrados como anexos.



RESUMO

Introdugdao: Em um futuro proximo, espera-se que o0 uso de dados genéticos
individuais seja determinante para aspectos praticos da medicina como o
diagndstico e a terapéutica. Um dos maiores desafios para o surgimento desta
‘medicina personalizada” sera a integracdo das informagdes genéticas aos
determinantes classicos do desenvolvimento de doengcas e da resposta aos
medicamentos. Atualmente, a realizacdo de estudos de associagdo genética nas
mais diversas situagdes clinicas € altamente pertinente e necessaria.

Objetivos: Comparar o risco de hipotensédo arterial e as variagdes na resposta
hemodinamica subsequente a indugao da anestesia subaracnoidea para realizagao
de operagdo cesariana entre grupos de pacientes formados de acordo com a
presenca de variagbes genéticas do gene do receptor beta-2 adrenérgico; definir a
frequéncia do polimorfismo A118G do receptor opidide-mu em uma populacdo da
regiao Centro-Oeste do Brasil, avaliando possiveis consequéncias funcionais deste
polimorfismo na prevaléncia de tabagismo e na exposigao ao tabaco.

Métodos: Para avaliagao de variacbes do gene do receptor beta-2 adrenérgico, 150
parturientes higidas que seriam submetidas a operagdo cesariana eletiva foram
selecionadas. Durante 30 minutos apos a indugdo da anestesia, os seguintes
desfechos foram avaliados: incidéncia de hipotensao arterial; dose administrada de
vasopressor; variagdbes na pressao arterial e na frequéncia cardiaca. As pacientes
foram agrupadas de acordo com a presenga do haplétipo ArgGin (composto pelos
alelos Arg16 e GIn27) em homozigose, e os grupos foram comparados entre si. A
frequéncia do polimorfismo A118G do receptor opidide-mu foi avaliada em 200
pacientes cirurgicos do Hospital Universitario de Brasilia. Estes pacientes
responderam um questionario sobre dados demograficos e dados relevantes ao
vicio de tabaco.

Resultados: No estudo do receptor beta-2 adrenérgico, as analises foram
conduzidas com dados provenientes de 143 parturientes. Os grupos néao
apresentavam diferengas significativas em suas caracteristicas basais. As pacientes
que possuiam o haplétipo ArgGin em homozigose apresentaram um menor risco de

hipotensdo arterial apés a inducdo da anestesia subaracnoide. Os valores



pressoricos destas pacientes foram significativamente maiores ao longo do periodo
avaliado em comparagcdo com as pacientes que possuiam uma ou nenhuma cdépia
do haplétipo ArgGin (P < 0,001). Em relagdo a avaliacdo do receptor opidide-mu,
uma frequéncia de 16% (IC 95% 12,7 - 19,9%) foi encontrada na amostra de
pacientes. A prevaléncia de tabagismo foi semelhante quando os pacientes
homozigotos para o alelo 118A foram comparados com os pacientes com uma ou
duas cépias do alelo 118G. Entretanto, a exposicdo ao tabaco medida em macgos-
ano foi maior em pacientes que possuiam o alelo 118G em relagdo aos homozigotos
118A (28,9 £12,5 versus 21,5 £10,8 respectivamente, P = 0,02).

Conclusées: O perfil genético em relacdo a haplétipos do receptor beta-2
adrenérgico parece influenciar a resposta hemodinamica de parturientes submetidas
a anestesia subaracndidea para realizacao de operacao cesariana. Este € o primeiro
estudo a descrever a frequéncia do polimorfismo A118G do receptor opidide-mu em
brasileiros. O polimorfismo A118G pode influenciar o comportamento de brasileiros

em relagao ao tabagismo.

Palavras-chave: Anestesiologia; gendémica; polimorfismo genético; receptor beta-2
adrenérgico; anestesia regional; hemodinamica; receptor opidide-mu; dor; abuso de

substancias.



ABSTRACT

Introduction: In the nearby future, it is expected that individual genetic data will be
determinant in fundamental aspects of medical practice like diagnosis and therapy.
One of the greatest challenges for the development of this “personalized medicine”
will be the integration of genetic information to the classical determinants of disease
development and drug response. Presently, the development of genetic association
studies in diverse clinical contexts is highly relevant and necessary.

Objectives: Compare the risk of arterial hypotension and the hemodynamic
fluctuations after subarachnoid anesthesia induction for cesarian delivery between
patients grouped according to the presence of specific genetic variations of the
beta-2 adrenergic receptor; define the frequency of the A118G polymorphism of the
mu-opioid receptor in a population of the Center-West region of Brazil, also
evaluating possible functional consequences of this polymorphism in relation to
tobacco smoking prevalence and exposure.

Methods: To evaluate the effects of beta-2 adrenergic receptor variations, 150
healthy parturients scheduled to undergo elective cesarian delivery were recruited. In
the 30 minutes after anesthesia induction, the following outcomes were evaluated:
arterial hypotension incidence; vasopressor administered dose; arterial blood
pressure and heart rate variations. Parturients were grouped according to the
presence of the ArgGIn haplotype (composed by the alleles Arg16 and GIn27) in
homozygosity, and the groups were compared. The mu-opioid receptor A118G
polymorphism was evaluated in 200 surgical patients of the Hospital Universitario de
Brasilia. These patients answered a survey about their demographic characteristics
and factors associated to tobacco addiction.

Results: In the beta-2 adrenergic receptor study, the analyses were conducted with
data from 143 parturients. The baseline characteristics did not differ significantly
between the groups. Patients with two copies of the ArgGIn haplotype presented a
lower risk of arterial hypotension after spinal anesthesia induction. The arterial
pressure levels of these patients were significantly higher than the group of patients
with one or no copies of the ArgGIn haplotype (P < 0,001). Regarding the mu-opioid

receptor evaluation, a frequency of 16% (Cl 95% 12.7 - 19.9%) was observed in our



patient sample. The tobacco smoking prevalence did not differ significantly when
patients homozygous for the 118A allele were compared to those with one or two
copies of the 118G allele. However, the tobacco exposure of smokers, measured in
packs-year, was higher in patients that had the 118G allele compared to patients
118A homozygous (28.9 £12.5 vs 21.5 £10.8 respectively, P = 0.02).

Conclusions: The genetic profile in regard to haplotypes of the beta-2 adrenergic
receptor appear to influence the hemodynamic response of parturients subjected to
subarachnoid anesthesia for cesarian delivery. This was the first study to describe
the frequency of the mu-opioid receptor A118G polymorphism among Brazilians. The
A118G polymorphism may influence the behavior of Brazilians towards the tobacco

addiction.

Keywords: Anesthesiology; genomics; genetic polymorphism, beta-2 adrenergic
receptor; regional anesthesia; hemodynamics; mu-opioid receptor; pain; substance

abuse.
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1 INTRODUGAO

1.1 PERSPECTIVA HISTORICA DA GENETICA NA MEDICINA

Desde épocas imemoriais ja era percebido que diferengas na “natureza” dos
individuos influenciavam a susceptibilidade a doencas. Uma citagcdo do século 5
atribuida a Hipocrates diz: “Alguns homens tém constituigdes como montanhas de
florestas onde nascentes se originam, enquanto outros sdo como um solo pobre e
com pouca agua, ha ainda aqueles que s&o como a terra rica de campos e pantanos
e outros como o terreno infértil e seco da planicie”$ (1).

A partir da descricao dos padrbes de heranga hereditaria pelo monge Gregor
Mendel na segunda metade do século 19 (2), hoje sabemos que todos os seres
vivos s&o o produto da interagao entre seus materiais genéticos e 0 ambiente que os
cerca. As conclusdes de Mendel surgiram em decorréncia de seus experimentos
com o cruzamento de plantas, mais especificamente de ervilheiras (figura 1.1). Um
hiato de quase 40 anos transcorreu até que conceitos mendelianos alcangassem o

campo da medicina, um fato que ocorreu na Inglaterra no inicio do século 20.

Redonda /8 Enrrugada
P AA ZH aa

Redonda
Fy e Aa
Redonda Redonda
Fy Aa “> H ‘ Aa

FZ Redonda e . Enrrugada

3 : 1

Figura 1.1 - O monge Gregor Mendel estabeleceu os principios de hereditariedade estudando
ervilheiras da espécie Pisum sativum, avaliando, entre outras caracteristicas, a forma arredondada ou
enrugada das sementes de ervilhas entre as geracdes (Fonte das imagens: Wikipedia e Life Science
Web Textbook (3) - Direitos Autorais: The University of Tokyo).

§ Traduzido do inglés: “Some men have constitutions that are like wooded mountains running with
springs, others like those with poor soil and little water, still others like land rich in pastures and

marshes, and yet others like the bare, dry earth of the plain.”
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Por volta do ano 1898, o médico e pesquisador Archibald Garrod estava
interessado em condigbes clinicas associadas ao aparecimento de pigmentos na
urina. Seus interesses o levaram a investigar pacientes portadores de alcaptonuria,
uma rara doenga relacionada ao surgimento de artrites, que também € caracterizada
pelo escurecimento da urina quando deixada em contato com o ar. Garrod percebeu
uma alta frequéncia de consanguinidade entre os pais de criangas acometidas por
alcaptunuria, uma observacdo que foi explicada posteriormente pelo padrdao de
heranga autossémica recessiva dessa doenga (4). Garrod cunhou o termo “erro inato
do metabolismo” ao descrever doengas metabdlicas que eram desencadeadas por
fatores hereditarios (5). Suas publicagdes sédo consideradas o marco inicial da
especialidade Genética Médica, cujo foco reside no diagnéstico e tratamento de
doengas de origem genética e na realizagdo de aconselhamento genético (figura
1.2).

Nos ultimos 100 anos, a influéncia da genética na pratica da medicina se
concentrou no estudo de doencgas raras, monogenéticas e caracterizadas pela
herangca que segue padrées mendelianos de hereditariedade. A talassemia beta, a
anemia falciforme e a fibrose cistica sao importantes exemplos deste grupo de
doengas. Hoje, milhares de doencgas de origem genética ja foram descritas e estado
compiladas no sitio da internet: Online Mendelian Inheritance in Man (6). Apesar da
raridade das doengas monogenéticas, a descricdo de seus mecanismos
fisiopatoldgicos pdde fornecer informagdes para o melhor entendimento de doencas
multifatoriais semelhantes, cuja a frequéncia é muito maior. Podemos citar como
exemplo deste fato, as informagdes cruciais a respeito do desenvolvimento da
doenca aterosclerética que puderam ser extraidas a partir de estudos sobre a
hipercolesterolemia familiar (7).

Ao longo do século 20, descobertas cientificas revolucionarias
proporcionaram uma nova Vvisao sobre a genética do ser humano. Em 1953, o
bidlogo americano James Watson e o fisico inglés Francis Crick descreveram a
complexa estrutura em dupla-hélice da molécula de DNA (figura 1.3) (8). Até entao, o
mecanismo de armazenamento das informagdes hereditarias e o processo de cépia
do material genético durante as divisbes celulares, permaneciam mistérios da

biologia (9).
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current in this manner but I have seen steady improvement
take place under its continued use.

In many cases no special diet is necessary. When there
is any emaciation a liberal diet is required which may be
supplemented by two extra pints of milk in the day. If
there is great emaciation forced feeding may be necessary.

In a large number of cases, and especially in those which
are seen in hospital out-patient practice, we can unfortu-
nately carry out little more than medicinal treatment and
often in circumstances which are not at all favourable to
recovery. Belladonna was frequently prescribed and was
useful in some cases but I have often been disappointed in
the results of its use. To be of service in exophthalmic
goitre any line of treatment should be steadily maintained for
some weeks or even months and patients often dislike to
continue taking belladonna in sufficient doses to produce
physiological effects. Convallaria has proved useful in cases
in which the frequency of the pulse has been very high and
is more effectual in lowering the pulse-rate than other
cardiac tonics. Bromides are useful in cases in which
there are marked nervousness and tremors. Arsenic is
useful in nearly all cases and may be combined with other
drugs with advantage. The best results are obtained by
giving small doses of three or four minims of Fowler’s solu-
tion three times a day for a month or two or for the first
three weeks of each month for five or six months. Of the
animal extracts thymus and suprarenal tablets have both
been of service. Thyroid extract is harmful, as it often
exaggerates the symptoms, and should not be given in
exophthalmic goitre.  Special measures are frequently
required for the treatment of urgent symptoms. The sudden
attacks of diarrhcea were readily controlled by laudanum and
dilute sulphuric acid. Severe attacks of palpitation with
very rapid pulse yielded to the application of an ice-bag to
the precordial area. Persistent vomiting in acute cases is
difficult to treat. On the whole rectal feeding and the
administration of morphia, either subcutaneously or by the
rectum, gave better results than other lines of treatment.

Newcastle-on-Tyne.

THE INCIDENCE OF ALKAPTONURIA :
A STUDY IN CHEMICAL INDI-
VIDUALITY.

By ARCHIBALD E. GARROD, M.A., M.D. Oxox.,
F.R.C.P. LoND.

PHYSICIAN TO THE HOSPITAL FOR SICK CHILDREN, GREAT
STREET ; DEMONSTRATOR OF CHEMICAL PATHOLOGY AT
ST. BARTHOLOMEW’S HOSPITAL.

ORMOND-

ALY, the more recent work on alkaptonuria has tended to
show that the constant feature of that condition is the
excretion of homogentisic acid, to the presence of which
substance the special properties of alkapton urine, the
darkening with alkalies and on exposure to air, the power
of staining fabrics deeply, and that of reducing metallic
salts, are alike due. In every case which has been fully
investigated since Wolkow and Baumann ! first isolated and
described this acid its presence has been demonstrated and
re-examination of the material from some of the earlier cases
also has led to its detection. The second allied alkapton
acid, uroleucic, has hitherto only been found in the cases
investigated by Kirk and in them in association with larger
amounts of homogentisic acid.? By the kindness of Dr. R. Kirk
I have recently been enabled to examine fresh specimens of
the urines of his patients who have now reached manhood
and was able to satisfy myself that at the present time even
they are no longer excreting uroleucic acid. After as much
of the homogentisic acid as possible had been allowed to
separate out as the lead salt the small residue of alkapton
acid was converted into the ethyl ester by a method rccently
described by Erich Meyer® and the crystalline product

1 Wolkow and Baumann : Zeitschrift fiir physiologische Chemie,

1891, Band xv., p. 228.

2 R. Kirk: Journal of Anatomy and Physiology, 1889, vol. xxiii.,
p. 69. Huppert: Zeitsehrift. fur Physiologische Chemie, 1897, Band
xxiii., p. 412.

3 B. Meyer: Deutsches Archiv fiir Klinische Medicin, 1901, Baua Ixx.,

p. 443,

obtained had the melting-point of ethyl homogentisate
(120° C.). Further observations, and especially those of
Mittelbach,* have also strengthened the belief that the
homogentisic acid excreted is derived from tyrosin, but why
alkaptonuric individuals pass the benzene ring of their
tyrosin unbroken and how and where the peculiar chemical
change from tyrosin to homogentisic acid is brought about,
remain unsolved problems.

There are good reasons for thinking that alkaptonuria is
not the manifestation of a disease but is rather of the nature
of an alternative course of metabolism, harm!less and usually
congenital and lifelong. Witness is borne to its harmlessness
by those who have manifested the peculiarity without any
apparent detriment to health from infancy on into adult and
even advanced life, as also by the observations of Erich
Meyer who has shown that in the quantities ordinarily
excreted by such persons homogentisic acid neither acts as
an aromatic poison nor causes acid intoxication, for it is not
excreted as an aromatic sulphate as aromatic poisons are,
nor is its presence in the urine attended by any excessive
output of ammonia. However, regarded as an alternative
course of metabolism the alkaptonuric must be looked upon
as somewhat inferior to the ordinary plan, inasmuch as the
excretion of homogentisic acid in place of the ordinary end
products involves a certain slight waste of potential energy.
In this connexion it is also interesting to note that, as far as
our knowledge goes, an individual is either frankly
alkaptonuric or conforms to the normal type, that is to say,
excretes several grammes of homogentisic acid per diem or
none at all. Its appearance in traces, or in gradually
increasing or diminishing quantities, has never yet been
observed, even in the few recorded temporary or intermittent
cases, In cases in which estimations have been carried out
the daily output has been fouund to lie within limits which,
consilering the great influence of proteid food wupon the
excretion of homogentisic acid and allowing for differences
of sex and age, may be described as narrow. This is well
illustrated by Table L, in which the cases are arrangedain

order of age :—

TABLE 1. —Shuwing the Average Excretion of
Homogentisic Acid.

Average excretion |
of homogentisic
Names of obseivers.

No. Sex. i Age, acid per 24 hours on
r " ordinary mixed |
| ‘ diet.
— |

1 ‘ M. 24 years. 32 grammes. | Hiich Meyer.
2 1 M. s, 26, i A. T Garrod.
3 M. | 8 27, ‘ Ewald Stier.
4 M. {18 ., 59, [ P. Stange.
5 1 M. |4 ., 46, | Mittelbach,
6 ' M. |4 L II. Ogden.
7 M. |62 53 = Ilammarsten.
8 F. |60 32, | 11 Embden.
9 M. 68 vy 4-8 v ‘ Woulkow and Baumann.

The information available as to the incidence of alkapton-
uria is of great interest in connexion with the above view of
its nature. That the peculiarity is in the great majority of
instances congenital cannot be doubted. The staining pro-
perty of the urine allows of its being readily traced back to
early infancy. This has been repeatedly done and in one of
my cases” the staining of the napkins was conspicuous 57
bours after the birth ot the child. The abnormality is apt to
make its appearance in two or more brothers and sisters
who=e parents are normal and among whose forefathers there
is no record of its baving occurred, a peculiar mode of
incidence which is well known in connexion with seme other
conditions. Thuas of 32 known examples, which were pre-
sumably congenital, no less than 19 have occurred in seven
families. One family contained four alkaptonurics, three
others contained three, and the remaining three two each.
The proportion of alkaptonuric to normal members is of
some interest and Table II. embodies such definite know-
ledge upon this point as is at present available regarding
congenital cases.

4 Mittelbach : Ibid., 190i. Band lxai., p. 50.
3 A. E. Garrod : Tux Laxcer, Nov. 30th, 1801, p. 1484 ; Transactions

of the Royal Medical and Chirurgieal Society, 1902, vol. Ixxxv., p. 69,

Figura 1.2 - Reprodugédo da primeira pagina do artigo de Archibald Garrod sobre a hereditariedade da
alcaptonuria, um marco da primeira aplicagdo dos conhecimentos genéticos no campo da medicina.
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Em meados da década de 70, o bioquimico inglés Frederick Sanger
desenvolveu a técnica de sequenciamento do DNA usando nucleotideos modificados
“terminadores” (10), o que resultou em um aumento consideravel da eficiéncia do
processo de sequenciamento. Ainda hoje, o método descrito por Sanger é utilizado,
apesar de ter sido modificado para que se tornasse ainda mais rapido e

automatizado.
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Figura 1.3 - Francis Crick (a direita) e James Watson mostrando um modelo da estrutura da molécula
de DNA (Fonte da imagem: Bioinformatics and Information Science Center). O painel a direita mostra
os elementos que constituem o DNA (Fonte da imagem: Wikipedia).

Um novo espectro de possibilidades em relagdo a manipulagcdo do DNA
surgiu apés o desenvolvimento da reagdo em cadeia de polimerase (PCR -
polymerase chain reaction) pelo bioquimico americano Kary Mullis em 1983. Esta
técnica utiliza repetidos ciclos de duplicacido de uma sequéncia especifica da cadeia
de DNA, resultando em um produto de amplificacdo facilmente detectavel e
manuseavel (11). Existem diversas aplicagdes para este método, como a clonagem
e o0 sequenciamento do DNA, e a versatilidade da reagao de PCR fez com que se
tornasse uma técnica indispensavel em qualquer laboratério de biologia molecular
moderno.

Ao final do século 20, as condi¢cdes estavas criadas para que a incrivel tarefa

de sequenciar o genoma humano fosse realizada. O Projeto Genoma Humano teve
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inicio em 1990, realizado num esforgo conjunto de varios paises. No ano 2001 uma
versao preliminar do genoma humano foi publicada (12), e no ano de 2004 uma
versao praticamente completa estava pronta (13). Uma nova era do conhecimento

médico se iniciava (figura 1.4).
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Figura 1.4 - Duas versbes do genoma humano foram descritas por dois grupos independentes
(Consorcio Internacional do Projeto Genoma (12) e a empresa Celera Genomics (15)) e foram
simultaneamente publicadas nos peridodicos NATURE e SCIENCE no ano de 2001 (Fonte das
imagens: Nature - Direitos Autorais: Nature Publishing Group e Science - Direitos Autorais: American

Association for the Advancement of Science).

1.2 MEDICINA GENOMICA

Antes da publicagdo do genoma humano, pouco se conhecia sobre as bases
genéticas das doengas que mais comumente afligem o ser humano (14). Sabia-se
que doengas como o diabetes mellitus e a hipertensao arterial sistémica possuiam
elementos hereditarios, entretanto, ndo existiam métodos sistematicos para
identificacdo das variagcbes genéticas associadas ao desenvolvimento dessas

condicoes.
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Atualmente, a associacdo de mais de 1000 variantes genéticas ja foi
estabelecida para pelo menos 160 doencas e caracteristicas comuns dos seres
humanos, e este numero ndo para de crescer (14). O primeiro método a obter
consideravel sucesso em demostrar as influéncias genéticas em condigbes comuns
foi aquele estabelecido para os estudos de associacdo genémica ampla (GWAS -
genome wide association studies). Estes estudos sado geralmente realizados sob a
forma de um desenho do tipo caso-controle, onde sado procuradas diferencas
genéticas entre individuos doentes (casos) e individuos normais (controles) ao longo
de grandes extensdes do genoma. A premissa basica para a realizagédo deste tipo de
estudo € que uma combinagédo de variantes genéticas comuns influenciaria tanto o
desenvolvimento das caracteristicas individuais (p. ex. peso, altura, inteligéncia),
quanto a predisposicdo a diferentes doencgas. Contrariamente ao que € observado
em doencas mendelianas, em que a mutagdo geralmente tem um efeito
intensamente negativo sobre a capacidade de reprodugao do individuo (o que torna
a mutacao rara), as variantes que influenciariam condigdes comuns teriam efeitos
evolutivos levemente deletérios, neutros ou mesmo vantajosos, o que conferiria a
capacidade de transmissao da variagcdo aos descendentes dos individuos que as
possuissem (14). A hipotese “doenca comum / variante comum” foi testada
inicialmente em 2002(16), sendo repetidamente confirmada pela descoberta de

diversas associagdes desde entado (17) (figura 1.5).
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Figura 1.5 - Gréafico apresentando o numero crescente de estudos do tipo GWAS que foram

publicados desde o ano de 2005 até a metade do ano de 2012 (Fonte da imagem: National Human
Genome Research Institute).
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A rapida queda dos custos relacionados ao processo de sequenciamento
(figura 1.6) esta sendo fundamental para que novos projetos sejam conduzidos com
o objetivo de interpretar as informagdes funcionais contidas na sequéncia do
genoma. O projeto ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements) tem os objetivos de:
identificar todas as regides do genoma humano que sao transcritas, localizar todas
as sequéncias nas quais fatores transcricionais se ligam, descrever a dindmica
estrutural da cromatina e interpretar o codigo de modificagdes das histonas (18). Os
projetos HapMap (19) e 1000 Genomes (20) estdo catalogando as variagdes que
tém uma frequéncia de pelo menos 1%, quando localizadas em qualquer parte do
genoma, e de pelo menos 0,1%, quando ocorrem em regides que codificam
proteinas, comparando a frequéncia destas modificacbes nas mais diversas
populagdes ao redor do mundo. Os projetos Roadmap Epigenomics (21) e
International Human Epigenome Consortium (22) buscam identificar: os pontos de
metilacdo do DNA, decifrar o codigo de modificagdes de histonas, e entender a
regulacdo da acessibilidade ao DNA por modificagées da estrutura da cromatina. A
medida que o cddigo das informagdes gendmicas sobre os estados normal e doente
do ser humano é decifrado novas e importantes contribuicbes ocorrerao nos mais

diversos campos da medicina.

Moore's Law
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Figura 1.6 - Gréafico mostrando a queda dos custos associados ao sequenciamento do genoma de
uma pessoa ao longo do tempo. Os custos sdo apresentados em dolares, e caem de 100 milhdes
($100M) em 2001 para menos de 10 mil ($10K) em 2012. A linha hipotética identificada como Moore’s
Law representa a tendéncia de desenvolvimento da industria de informatica, que neste caso é usada
como um pardmetro de comparacdo para o desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento

genético (Fonte da imagem: National Human Genome Research Institute).
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1.3 INFLUENCIAS GENETICAS NO DIAGNOSTICO

Na préoxima década, espera-se que as mutacdes responsaveis pela maioria
das doengas monogenéticas mendelianas sejam identificadas. Completado este
estagio, o processo de diagnostico de doengas de origem genética sera em muito
facilitado, evitando-se a instituicdo de tratamentos ineficazes e melhorando o
aconselhamento dos pacientes e de seus familiares (23).

No caso das doengas poligénicas, um dos maiores beneficios da medicina
genbmica sera o de ajudar na estratificacdo de casos, identificando subtipos
genéticos especificos, que apesar de clinicamente semelhantes, respondem de
forma diferente aos tratamentos dispensados. Atualmente, pacientes diagnosticados
com cancer de mama ja tém sido estratificados desta forma (24).

Todas as doengas sao influenciadas em diferentes graus por variagbes
genéticas, fatores ambientais e habitos de vida. A integracdo de informacdes
genéticas aos determinantes classicos do desenvolvimento das doencas, a ser feita
por estudos observacionais dos tipos coorte e caso-controle, aumentara o
conhecimento a respeito da fisiopatologia das doengas, assim como melhorara as
estratégias de diagnostico, tratamento e prevengao atuais (23). Um dos mais
importantes estudos de coorte, o Framingham Heart Study, ja incorporou analises

genéticas em seu repertorio de avaliagdes clinicas (25).

1.4 INFLUENCIAS GENETICAS NA TERAPEUTICA

A medicina gendmica influenciara a farmacoterapia de diversas formas, dentre
elas: identificando novos alvos farmacolégicos, orientando o desenho de drogas,
proporcionando melhores desenhos de ensaios clinicos e, obtendo maior eficacia e
menor incidéncia de efeitos colaterais pela prescricdo personalizada de
medicamentos. Adicionalmente, abordagens terapéuticas nao baseadas em

farmacos, como mudancas dietéticas, intervengdes comportamentais e de habitos
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de vida, modificagdes da exposicdo a agentes externos, e agdes populacionais de

saude publica, também sofrerao influéncias significativas de informagdes genéticas.

1.5 FARMACOGENETICA

Estima-se que fatores genéticos contribuam em 20 a 95% na variagéo
interindividual no metabolismo e na resposta farmacolégica de medicamentos (26).
O termo farmacogenética tem sido utilizado para designar os estudos que avaliam a
influéncia de fatores genéticos nas diferencas entre as propriedades farmacolégicas
de medicamentos observadas entre os individuos.

Os primeiros estudos a documentar a presencga de influéncias hereditarias na
resposta a medicamentos datam da metade do século 20, e identificaram a
predisposi¢cao hereditaria para o desenvolvimento de reagdes adversas as drogas
isoniazida, primaquina e succinilcolina (5). Atualmente, o campo da farmacogenética
esta evoluindo para a farmacogenémica, onde ao invés da influéncia de genes
candidatos individuais, as variagdes genéticas estdo sendo pesquisadas numa
escala que abrange todo o genoma (ou pelo menos grandes regides do genoma).

Uma variagdo genética pode influenciar a resposta a um medicamento por
interferéncia direta ou indireta nas propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas de uma droga (figura 1.7). As variagdes genéticas associadas a
alteragdo da funcao de proteinas transportadoras e de enzimas metabolizadoras
causarao mudangas na disponibilidade da droga no sitio de acdo. Podemos citar,
como um exemplo, uma modificagdo no gene que codifica a enzima CYP2C9 da
familia do citocromo p450 que diminui o metabolismo da droga warfarina, que foi
associada a aumento do risco de sangramento em pacientes portadores desta
variacdo. Por outro lado, a presenga de mutagbes em genes que codificam
receptores farmacologicos ou enzimas alvo, também ja foram implicadas em
alteragdes da resposta farmacologica de certos medicamentos. Um exemplo é a
mutacao no gene da enzima vitamina K epoéxi-redutase, o alvo de acao da warfarina,
que foi associada a redugédo dos efeitos desta droga e necessidade de ajuste da
dose (27).
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A farmacogenética tem o potencial de melhorar a eficacia dos tratamentos,
prevenir eventos adversos e evitar tratamentos caros e ineficazes (28). Entretanto, o
uso de informagdes genéticas para orientar o planejamento terapéutico ainda é
muito pouco realizado. Um dos principais motivos para este fato é escassez de
estudos que demonstraram melhores desfechos clinicos quando uma conduta foi

tomada com base em informacgdes genéticas.
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Figura 1.7 - A figura mostra os efeitos que dois polimorfismos genéticos podem ter sobre as
caracteristicas farmacolégicas de uma droga. Os gendtipos apresentados sao: alelo normal em
homozigose (N/N); alelo mutante em homozigose (M/M); e heterozigoto (N/M). O grupo de graficos
superior mostra a concentragdo plasmatica de uma droga apds sua administragao. A medida que a
acdo de uma enzima que metaboliza essa droga é prejudicada pela presenga de uma ou duas
mutag¢des, ocorre um acumulo plasmatico crescente dessa droga, resultando em aumento de sua
meia-vida de metabolizagdo, com maior risco de superdosagem. O grupo de graficos inferior mostra a
curva de dose e resposta para os efeitos de uma droga, uma relagdo que é dependente da ligagéo da
droga ao seu alvo farmacoldgico (em geral um receptor). A presenga de mutagdes na proteina alvo
resulta em prejuizo da agdo da droga e falha terapéutica. E importante notar que neste caso o efeito
téxico é independente da ligagdo da droga ao seu alvo farmacolégico e, uma tentativa de compensar
o efeito da mutagdo com aumento de dose, pode resultar em efeitos toxicos. (Fonte da imagem: The
New England Journal of Medicine (26) - Direitos Autorais: Massachusetts Medical Society).

Para que a medicina gendmica atinja todo o seu potencial, sera necessaria a

realizagdo de um grande numero de estudos da associagdo genética nas mais
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diversas situagdes encontradas na pratica clinica. Paralelamente, também sera
fundamental a divulgacédo dos modernos conhecimentos sobre a genética humana
entre os profissionais de saude, para que assim possam incorporar €sses Nnovos

conceitos nos protocolos clinicos que serdao usados no futuro.
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2 PRINCIPIOS BASICOS

2.1 ESTRUTURA DO DNA

Todas as informagdes genéticas responsaveis pelo desenvolvimento e
funcionamento do corpo humano estdo codificadas em moléculas de acido
desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid - DNA). A estrutura do DNA se baseia em
duas cadeias de nucleotideos interligadas, que assumem uma conformagao
tridimensional em dupla-hélice (figura 2.1) (8). Os nucleotideos sdo as unidades
basicas do polimero de DNA, e sao constituidos por um anel sacarideo
(desoxirribose), um grupamento fosfato e uma base nitrogenada, que é especifica
para cada tipo de nucleotideo. Existem dois grupos de nucleotideos, as purinas
(adenina [A] e guanina [G]) e as pirimidinas (citosina [C] e timina [T]). O esqueleto
central da cadeia de DNA é composto pelos anéis de desoxirribose unidos pelos
grupamentos fosfato em ligacbes covalentes do tipo fosfodiéster. Por sua vez, a
juncao entre as duas cadeias de DNA se da por pontes de hidrogénio entre as bases
nitrogenadas de cada uma das cadeias, sendo que uma adenina forma par com uma
timina, enquanto que uma guanina forma par com uma citosina (9). Este
comportamento € denominado complementariedade das bases. A sequéncia do DNA
humano possui 3,2 bilhdes de pares de bases, e o termo genoma € usado em
referéncia a esta totalidade.

As informacbes genéticas estdo contidas na sequéncia dos nucleotideos da
molécula de DNA. Cada uma das bases (A, T, C e G) pode ser considerada como
uma letra de um alfabeto de quatro letras (9). A sequéncia é “lida” durante o
processo de expressdao génica, que também & chamado de transcricdo, pois as
informagdes contidas na “linguagem” de um acido nucleico (DNA) séo copiadas
usando a mesma linguagem, ou seja, um outro tipo de acido nucléico, mais
especificamente o acido ribonucleico (ribonucleic acid - RNA). Este processo cria
uma cadeia de RNA complementar a uma sequéncia especifica contida no genoma.

Uma fracdo dos produtos de transcricdo passa pelo processo de traducao,

onde as informagdes contidas na sequéncia do RNA sao interpretadas para a
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sintese de todas as proteinas do corpo. A traducao é feita no citoplasma por uma
organela chamada ribossomo, que é composta pela jungdo de subunidades
proteicas e de RNA. A forma encontrada pela natureza para que um “alfabeto de
quatro letras” (bases nitrogenadas dos acidos nucleicos) seja traduzido para um
“alfabeto de 23 letras” (23 aminoacidos usados para a sintese de proteinas) € pela
leitura simultdnea de trés bases, que se combinam em diferentes sequéncias

chamadas codons (figura 2.2) (9).

TO CHAIN

l

Figura 2.1 - Representacdo da estrutura do DNA como descrita por Watson e Crick (Fonte da

imagem: Nature (8) - Direitos Autorais: Nature Publising Group).

A estrutura do DNA também ¢é fundamental para a propagacado das
informagdes hereditarias durante os processos celulares de mitose e meiose.
Inicialmente, as cadeias s&o separadas pela dissociagéo das pontes de hidrogénio.
A seguir, uma nova fita de DNA é criada a partir de uma antiga pela incorporagao de
nucleotideos complementares a sequéncia que esta sendo usada como molde. A
caracteristica de complementariedade entre as bases nitrogenadas do DNA permite
que as informacgbes genéticas permanegcam praticamente intactas nas fitas recém

formadas (9).
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Figura 2.2 - Diagrama apresentando o cédigo genético que orienta a sintese proteica a partir dos
coddons compostos por triplices de bases nitrogenadas (Fonte da imagem: Open Clip Art Library).

A maior parte do material genético humano esta contida nos 22 pares de
cromossomos somaticos e nos 2 cromossomos sexuais (X e Y), perfazendo um total
de 46 cromossomos em cada célula do corpo. O material genético restante consiste
em DNA mitocondrial localizado exclusivamente em mitocéndrias e herdado a partir
do évulo materno. Os cromossomos sédo formados pela dupla-fita de DNA altamente
compactada em uma estrutura chamada cromatina (figura 2.3) (29). A unidade
basica da cromatina é o nucleossomo, um complexo formado pela fita de DNA
enovelada a um conjunto de oito proteinas chamadas histonas. Apesar do DNA
permanecer num estado altamente compactado dentro do nucleo celular, a estrutura
da cromatina € dinamica, uma caracteristica essencial para que as regides do DNA
programadas para expressao tornem-se acessiveis a maquinaria celular responsavel

pela transcrigao.
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Estrutura da dupla-
hélice de DNA

Estrutura minima
da cromatina

Fibra de 30 nm
composta pelo
empacotamento de
nucleossomos

Segmento de um
Cromossomo em
forma extendida

Segmento de um
€romossomo em
forma compactada

Cromossomo em
fase mitética

Figura 2.3 - Empacotamento do DNA nos varios niveis da estrutura da cromatina (Painel A). No painel
B esta demonstrado a estrutura cristalografica de um nucleossomo, mostrando como o DNA se
enovela ao redor do octamero de proteinas histonas (Fonte das imagens: Nature (29) - Direitos
Autorais: Nature Publising Group)

2.2 DEFINICAO DE GENE

O termo gene tem sido tradicionalmente usado em referéncia a um segmento
do DNA que, quando expresso, resulta na codificagdo de uma proteina. Este
conceito, entretanto, esta sofrendo modificacbes apds a descoberta de que a maioria
dos segmentos transcritos do genoma produzem moléculas de RNA que nao
codificam proteinas, apesar de ainda possuirem fungdes essenciais, como a
regulacdo do processo de transcricdo génica. Atualmente, qualquer regido do
genoma que é transcrita e se traduz em um trago identificavel, € chamada de gene
(30).
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A sequéncia de um gene possui diversos elementos funcionais constitutivos
(figura 2.4). A regido transcrita € composta por éxons e introns, sendo que as
regides intronicas sao retiradas da cadeia de RNA pelo processo de splicing, um dos
mecanismos que prepara o RNA para a tradug¢do. A sequéncia que da origem a uma
proteina durante a tradugao (composta pela juncdo dos éxons do RNA) encontra-se
intercalada por duas regides nao traduzidas (untraslated regions - UTR’S) que tém
fungcdes de regulacao da expressao génica e do processamento do RNA. Os
promotores sdo regides localizadas “acima” (em relagcdo a diregdo que o RNA é
sintetizado) da sequéncia que é transcrita em RNA, e estao relacionados a ligagao
de proteinas reguladoras do processo de transcrigdo. Existem também regides que
participam da regulagcédo da expressao génica mas que estao localizadas em pontos
distantes da sequéncia transcrita. Estas regides sdo chamadas de reforgadores
(enhancers) ou silenciadores, dependendo do efeito que impde sobre o processo de

transcrigéo (9).

Elemento 5' UTR
reforcador Regiao codificadora 3'UTR
(Enhancer) N >
- Exon 3
Regiao promotora A :
A Exon 1 Exon 2 ;
5 [ e e E—

Intron 1 Intron 2

Transcrito inicial

Splicing de RNA

mANA final
R I R N

Figura 2.4 - Representacdo de alguns dos elementos que constituem um gene tipico. Apds a
transcrigao inicial da sequéncia do DNA o processo de splicing retira as regides intrbnicas, sendo este
um dos processos necessarios para formagdo do RNA mensageiro maduro (Fonte da imagem: British

Journal of Anaesthesia (31) - Direitos Autorais: Oxford University Press).
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2.3 VARIACAO GENOMICA

Ao se comparar os genomas completos de diferentes pessoas, descobriu-se
que os seres humanos possuem um elevado grau de similaridade em suas
sequéncias, sendo que 99,6% dos pares de bases sdo iguais (32). Devido ao
tamanho do genoma, entretanto, uma diferenca de 0,4% ainda corresponde a um
volume substancial de variagbes, que podem chegar a 24 milhdes de pares de
bases entre dois individuos nao relacionados. Sendo assim, o conceito de
normalidade do ponto de vista genético tem se tornado cada vez mais complexo.
Quando mais de uma sequéncia é identificada para um mesmo gene, as variantes
sdo chamadas de alelos e aquele mais frequente é, por vezes, chamado de alelo
normal. Quando a frequéncia do alelo mais raro ultrapassa o valor de 1% em uma
determinada populacdo, esta variacdo € chamada de polimorfismo. Ja o termo
mutacdo tem sido reservado para variagdes genéticas associadas ao
desenvolvimento de doencgas (33).

As diversas caracteristicas individuais observaveis, em conjunto chamadas de
fendtipo, sdo um produto da interagdo entre o potencial genético individual, também
chamado de gendtipo, e todas as influéncias ambientais externas as quais uma
pessoa é exposta ao longo de sua vida. E importante notar que o potencial
genotipico nem sempre se manifestara em um fenétipo reconhecivel, assim como o
inverso também é verdade, e um mesmo fendtipo podera, ou nao, ser determinado

por efeitos genéticos.

2.4 TIPOS DE VARIACOES

As variagcdes genéticas podem ser classificadas em trés grandes categorias:
modificagdes de nucleotideo unico (single nucleotide polymorphisms - SNPs),
também chamados de mutagdes pontuais; inser¢ées ou delegdes de nucleotideos,
observadas em diferentes tamanhos e; rearranjos da estrutura do DNA, que alteram

a ordem da sequéncia de nucleotideos do genoma.
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Quando as modificagbes de nucleotideo unico ocorrem na sequéncia que é
transcrita de um gene, estas podem ainda ser classificadas pelos efeitos que impde
sobre a transcricado (figura 2.5). Uma modificagdo do DNA que resulta na troca de
um aminoacido da sequéncia de uma proteina é chamada de mutacido missense.
Por outro lado, mutagdes do tipo nonsense criam um sinal de terminagdo do
processo de transcricdo (um codon de terminagao) e o RNA transcrito tem a sua
sequéncia truncada, o que normalmente resulta em sua degradagao (7). Existem
mutagdes que apesar de modificarem o cédon, ndo modificam o aminoacido que é
codificado, um fato explicado pela redundancia de cdédons em relagdo aos
aminoacidos usados para tradugao de proteinas. Este tipo de mutagao é comumente
chamada de silenciosa, entretanto, ja foi descrito que este tipo de variagdo pode
modificar o processo de splicing de RNA (34), assim como interferir no processo de

dobramento de proteinas (35), alterando suas fungdes.

Sequéncia normal

| At | Aac| caT|cae]cca|T1ca|lcca|1TA |TTG |CcaT |

Metionina Arginina Prolina Prolina Leucina
Y Y

Asparagina Arginina Serina Leucina Arginina

Mutacao silenciosa

|arc | Aac|ceT|cae|cca|Tec|ceca|TTA [TTG |cGT |

Metionina Arginina Prolina Prolina Leucina
A Y A4
Asparagina Arginina Serina Leucina Arginina

Mutacao missense

| At | Aac| ceT|cGe|ccag|ccalcca|TTAlTTG |CaT |

Metionina Arginina Prolina Prolina Leucina j
¥ A4
Asparagina Arginina Treonina Leucina Arginina

Mutacao nonsense

|arc | aac|coT|cae|cca|TAA|cea|TTA [TTG |cGT |

Metionina Arginina Prolina
A4 A4
Asparagina Arginina STOP

Figura 2.5 - Exemplos de polimorfismos de nucleotideo Unico e suas repercussdes (Fonte da imagem:

The New England Journal of Medicine (7) - Direitos Autorais: Massachusetts Medical Society).
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As insercdes e delegdes de nucleotideos sao tipos de modificagcbes comuns e
podem variar de tamanho desde um par de base até grandes sequéncias de
milhares de pares de bases (33). Assim como os SNPs, as modificacbes do tipo
insercao e delecdo podem ter efeitos neutros (sem influéncias sobre o fendtipo) ou
efeitos deletérios que se associam ao desenvolvimento de doencas. Existem
segmentos do genoma varias vezes duplicados, e estas estruturas sdo chamadas de
variacdes do numero de copias (copy-number variations - CNVs) (36). Apesar deste
tipo de modificagao ja ter sido associado a diferentes doengas psiquiatricas (37, 38),
uma pessoa normal possui em média 100 CNVs em seu genoma (14).

A avaliacdo das variagbes genéticas de um individuo é chamada de
genotipagem e pode ser feita por diferentes métodos (39). No passado, os testes de
genotipagem se concentravam em uma ou apenas algumas poucas mutagdes na
sequéncia de um unico gene. Em geral, estes testes se baseavam na reagdo de
PCR, onde uma regido de interesse do genoma era amplificada e uma busca por
mutacdes era feita no produto de amplificacdo. Desenvolvimentos tecnoldgicos
recentes agora nos permitem avaliar milhdes de variagdes simultaneamente. Estes
novos metodos se baseiam primariamente em microarranjos de DNA e em

sequenciamentos de alta eficiéncia (next-gen sequencing) (33).

2.5 ESTUDOS DE ASSOCIACAO GENETICA

A capacidade de avaliagdo das variagbes genéticas de forma rapida e barata
tem possibilitado a realizagdo de um grande numero de estudos clinicos que estao
definindo a influéncia de fatores genéticos no diagndstico e tratamento de doengas
(23). O objetivo destes estudos de associacdo genética é estabelecer uma
associagao estatisticamente significativa entre uma ou mais variantes genéticas e
certos fenodtipos ou estados patologicos. Idealmente, o estabelecimento de uma
associacdo entre uma variante e um desfecho também geraria uma nova
compreensao sobre mecanismo bioldégico relacionado a essa associacao,
aumentando o entendimento sobre a fisiologia do estado normal e doente do

organismo.
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A a
B b Cromossomos
C ¢ Homélogos
D d
A A a a
B B b b Cromatdes
Irmas
CC cc
D D d d
A a A a A a A a
B b B b B b B b
Cc Cec CC cc
Dd Dd DD dd
Auséncia de Recombinacao
recombinacao Homéloga
A a A a A a A a
B b B b B b B b
Cc Cec CC c¢cc
D d D d D D d d
Gametas sem Gametas com
recombinacao recombinacao

Figura 2.6 - Recombinacdo homodloga durante o processo de meiose. Inicialmente, as células
germinativas duplicam o material genético de cada de seus cromossomos. O emparelhamento das
cromatides permite a troca de material genético entre cromossomos homologos, produzindo gametas
com ou sem recombinagdo da sequéncia genética. Os haplétipos correspondem a segmentos
conservados que sdo trocados durante este processo, e estdo demonstradas nos gametas com
recombinacao (alelo C é herdado juntamente ao alelo D, constituindo o haplétipo CD, assim como os
alelos ¢ e d que constituem o haplétipo cd).

Existem duas situacbes em que podemos identificar uma associacdo entre
uma variagao genética e um fendtipo ou doenca. Na primeira, a variante detectada
possui um efeito funcional direto sobre a caracteristica observada. A outra
possibilidade é que a variante identificada se encontra em desequilibrio de ligagao
com a mutagéo responsavel pelo efeito. O desequilibrio de ligagdo ocorre quando
dois ou mais alelos (localizados no mesmo ou em genes diferentes) se encontram
fisicamente préximos em um cromossomo, sendo geralmente herdados em conjunto.
Além da proximidade fisica entre as variantes genéticas, podemos citar como
determinantes da intensidade do desequilibrio de ligagdo a taxa de recombinagao

homologa (figura 2.6) daquela regido do cromossomo e o tempo desde o surgimento
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das variantes na populagao que esta sendo avaliada (40). Um grupo de alelos em
desequilibrio de ligagao entre si € denominado haplétipo. A identificagdo de um alelo
que pertence a um haplétipo especifico permite que se fagam inferéncias sobre
presenca de outros alelos associados ao mesmo haplétipo, mesmo que estes nao
sejam avaliados diretamente. Sendo assim, a herangca de um haplétipo se comporta
como aquela de um alelo unico.

O desenho de estudos de associagao genética segue aproximadamente os
mesmos principios gerais usados no planejamento de estudos clinicos
epidemioldgicos. Apesar de estudos do tipo coorte e ensaio clinico serem realizados,
o desenho mais tipico é o caso-controle, onde padrées genéticos sdo pesquisados
em individuos afetados (casos) e comparados ao perfil de individuos nao afetados
(controles). Os estudos podem também ser classificados pela estratégia adotada
para identificar os fatores genéticos relacionados a uma determinada caracteristica
ou doenga (40). Os estudos do tipo “polimorfismo candidato” avaliam a influéncia de
um polimorfismo especifico sobre o desfecho de interesse, sendo que esta
estratégia geralmente se baseia em mecanismos fisioldégicos que explicariam esta
associacdo. Estudos de “gene candidato” geralmente pesquisam um numero
variavel de polimorfismos (5 a 50 SNPs) na sequéncia de um gene, selecionado com
base em suas fungdes, ou por estar proximo a uma regido ampla do genoma que foi
associada ao fendtipo de interesse. Estudos mais amplos do tipo fine mapping
(avaliacdo de 1 a 10 milhdes de pares de bases) e estudos de associacdo gendbmica
ampla (GWAS) buscam associa¢cdes em regides amplas, que podem chegar até a
extensdo de todo o genoma (figura 2.7). Em consequéncia dos métodos que sao
adotados para sua realizacao, os estudos do tipo GWAS permitem uma busca nao-
enviesada de variagbes genéticas associadas a caracteristicas individuais e
doengas, mesmo que O mecanismo responsavel por esta associagdo seja
desconhecido. Interessantemente, a grande maioria dos SNPs identificados por
estudos GWAS se localizam em regides que ndo codificam proteinas (17).

A especificacdo de qual € o modelo de heranga genética que rege a
associagdao entre uma variagdo genética e o aparecimento de um efeito ou
caracteristica, definira como esta associagao deve ser testada nos estudos de
associagao genética. Quatro diferentes modelos podem ser descritos pela avaliagao

do efeito que a variagdo causa em individuos heterozigotos (41). No caso de um
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modelo genético dominante, a presenga de uma ou duas coépias da variagao
genética resulta no aparecimento do efeito. Por outro lado, em um modelo recessivo,
o efeito s6 surgira quando duas coépias da variagdo estiverem presentes (em
homozigose). Nestes dois casos, os individuos heterozigotos poderdo ser agrupados
junto a um dos grupos com genotipos homozigotos, selecionados de acordo com o
modelo. A escolha de um modelo genético aditivo atribui um efeito dose para a
variagcdo genética, onde os heterozigotos apresentam um efeito x, enquanto os
homozigotos para a variagdo apresentam um efeito 2x. Nos casos em que nao é
possivel prever qual o efeito que uma variagdo genética causara aos heterozigotos,
um modelo genérico de associagdo devera ser adotado, onde cada gendtipo é
considerado de forma independente, o que resultara na analise de trés categorias

diferentes: homozigoto A, heterozigoto AB e homozigoto B.

Figura 2.7 - Estudos GWAS publicados até julho de 2012. Estéo representadas as associagdes entre
diversos polimorfismos do genoma humano e diferentes caracteristicas clinicamente relevantes
(Fonte da imagem: National Human Genome Research Institute).
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Além dos efeitos de fatores de confusao e viés tradicionais, as conclusdes dos
estudos de associagdo genética também podem ser prejudicadas pela presenga de
subgrupos populacionais e pela realizacdo de multiplos testes de associacéo,
quando feitos de forma nao ajustada (41). Sendo assim, estes problemas devem ser
levados em consideragcdo durante as analises desse tipo de estudo. A presenga de
subgrupos populacionais pode ser testada pela comparacédo da distribuicdo alélica
observada aquela prevista pelo postulado de Hardy-Weinberg (equilibrio de Hardy-
Weinberg - EHW), pelo qual se afirma que a distribuicdo de alelos somaticos em
uma populacédo é constante entre as geragdes, desde que nao ocorram migragoes,
mutacdes ou efeitos de sele¢ao natural nesta populacido. Desta forma, a distribuicao
dos alelos A e B seguirdo a proporgdo p?+ 2pq + g2, onde p é a frequéncia do alelo
A e q é a do alelo B. Uma diferenga significativa entre as distribuicdes esperada e
observada sugere a existéncia de populagdes com perfis genéticos heterogéneos
dentro da amostra de individuos selecionados para o estudo, gerando confusao
sobre qual é a variante associada ao efeito.

Estudos recentes tém avaliado uma quantidade crescente de variacdes
genéticas, um numero que pode chegar a mais de 1 milhdo de SNPs avaliados
simultaneamente (17). Consequentemente, é esperado que uma grande quantidade
de falsas associacbes sejam criadas pela realizacdo de multiplos testes de
associagao. Existem duas estratégias metodoldgicas para lidar com este problema:
diminuir o numero de testes realizados, pela selegcao precisa dos desfechos de
interesse, por exemplo, ou pelo ajuste dos critérios que definem uma associagéo,
como pela utilizacdo do método de Bonferroni, que divide a probabilidade da

presencga de uma associagao pelo numero de testes realizados (figura 2.8).
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Figura 2.8 - Modelo para os estudos de associagdo gendmica ampla. O desenho tipico deste tipo de
estudo é o de caso-controle, onde a frequéncia de variantes genéticas sdo comparadas entre
pacientes que possuem uma determinada caracteristica ou doenga versus individuos nao
acometidos. A figura mostra um estudo que detectou uma associagéo forte (valor de P < 1 x 108)
entre dois polimorfismos (SNP 1 e 2) e uma caracteristica individual. O grafico inferior esquerdo
mostra a probabilidade (em valor de P) de cada um dos milhares de polimorfismos avaliados (ao
longo de todo o genoma) estarem associados a caracteristica de interesse do estudo. Este tipo de
grafico é bastante encontrado nas publicagdes de estudos GWAS e é comumente chamado de
“Manhattan plot’ (Fonte da imagem: The New England Journal of Medicine (17) - Direitos Autorais:
Massachusetts Medical Society).
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3 AVALIAGAO DE INFLUENCIAS GENETICAS SOBRE A RESPOSTA
HEMODINAMICA DE PACIENTES SUBMETIDOS A ANESTESIA

3.1 JUSTIFICATIVA

A hipotensdo arterial em gestantes submetidas a cirurgia cesariana é uma
complicacdo frequente da anestesia subaracnoide (42). A hipovolemia relativa
resultante da compressdo aorto-cava pelo utero gravidico, associada a
vasodilatagdo causada pelo bloqueio de fibras simpaticas pela droga anestésica,
explicam essa intercorréncia. Para que se evitem os efeitos deletérios da queda da
pressao arterial materna sobre a perfusao uteroplacentaria e o bem-estar fetal,
estratégias como o deslocamento uterino (43), a infusdo de quantidades variaveis de
cristaléides ou coldides (44) e o uso de diferentes vasopressores (45), tém sido
empregadas.

A descricdo de fatores genéticos que pudessem identificar as gestantes sob
maior risco de hipotensao arterial seria interessante do ponto de vista terapéutico. O
uso de doses anestésicas menores e medidas preventivas mais agressivas
poderiam ser implementadas em pacientes de alto risco. Além disso, as informacodes
obtidas aumentariam o conhecimento a respeito dos mecanismos de regulacao
hemodindmica e poderiam servir de base para estudos em outras situagdes clinicas,
como o choque séptico, por exemplo.

O controle da presséo arterial e do débito cardiaco depende em grande parte
da atividade dos receptores beta-2 adrenérgicos (ADRBZ2) (46). Quando ativado, o
receptor ADRBZ2 inicia uma cascata de sinalizacdo celular através da proteina G
resultando, entre outros efeitos, em broncodilatacado, vasodilatacdo e estimulacao do
inotropismo e cronotropismo cardiacos. O gene do receptor ADRB?2 ja foi identificado
como sendo polimérfico, possuindo pelo menos 19 variagcbes em sua sequéncia
genética, e ja foi demonstrado que alguns destes polimorfismos podem estar
associados ao desenvolvimento de hipertensao arterial sistémica, obesidade, asma

brénquica e doenca arterial coronariana (47).
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Os polimorfismos Arg16Gly (NCBI, RefSNP ID: rs1042713 - substituicdo do
residuo glicina por arginina no cédon 16) e GIn27Glu (NCBI, RefSNP ID: rs1042714
- substituicdo de uma glutamina por acido glutdmico no cédon 27) sao variagdes
frequentes do receptor ADRB2 (figura 3.1). Estudos seminais em cultura de células
mostraram que estas variagdes interferem no processo de dessensibilizacdo do
receptor ADRBZ induzida por agonistas (também chamado de downregulation) (48).
Desde entdo, estas variagdes genéticas foram estudadas em diferentes contextos
clinicos, como na resposta de pacientes asmaticos a terapia broncodilatadora
cronica (49) e como potenciais marcadores de risco do desenvolvimento de

hipertensao arterial sistémica (50).

Arg16Gly

000000 0000000000000 00l \\|sr

L)
¥ GIn27Glu

Figura 3.1 - Os polimorfismos Arg16Gly e GIn27Glu do receptor beta-2 adrenérgico estao
demonstrados, estando localizados nas posi¢ées 47 e 79 no dominio extracelular do receptor (Fonte
da imagem: The Pharmacogenomics Journal (51) - Direitos Autorais: Macmillan Publishers Limited).

Alguns estudos ja avaliaram a associagdo entre estes polimorfismos do
receptor ADRB2 e diferencas na resposta hemodinamica apds anestesia
subaracnoide para realizacdo da operacdo cesariana. Um primeiro estudo, que
comparou parturientes portando diferentes isoformas do receptor beta-2
adrenérgico, ndo demonstrou diferengas significativas na incidéncia de hipotensao
entre os grupos. No entanto, as pacientes homozigotas para a isoforma Gly16
precisaram de uma menor quantidade de drogas vasopressoras para controle da

hipotensédo apds a indugao da anestesia (52). Recentemente, nosso grupo realizou
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um estudo com formato semelhante (53). Nossos resultados, entretanto, foram
divergentes daqueles descritos previamente. Observamos que a presenca do
gendtipo Arg16 em homozigose conferiu estabilidade hemodindmica as gestantes
submetidas ao bloqueio subaracnéide para realizacdo de operagao cesariana. Além
de diminuir o risco de hipotensao arterial (razdo de risco), menos vasopressores
foram utilizados para normalizagdo da pressao arterial nas pacientes com isoforma
Arg16. Nosso estudo, no entanto, contava com um pequeno numero de pacientes
(50 parturientes) e os efeitos do polimorfismo GIn27Glu ndo foram avaliados.

Um forte desequilibrio de ligacao entre os polimorfismos Arg16Gly e GIn27Glu
ja foi descrito, indicando a presencga de haplétipos no gene ADRB?2 (figura 3.2) (54,
55). Haplétipos sao segmentos de um mesmo cromossomo contendo um grupo de
polimorfismos que s&do herdados como uma unidade. Sendo assim, um efeito
atribuido a um polimorfismo especifico pode, na verdade, ser a manifestacdo de
uma outra mutagdo proxima mas nao avaliada. O efeito de haplétipos do gene
ADRBZ2 sobre a regulagcdo hemodinamica de parturientes submetidas a anestesia

subaracnodidea ainda nao foi estudado.

Cys-19Arg
Gly16Arg
GIn27Glu
Thri64lle

ADRB2 ,
¢ ¢ 0

0.378 [
0.198 .
Frequéncias
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0.013

Figura 3.2 - Representagdo das mutacdes missense (losango vermelho) e silenciosas (retangulos
amarelos) encontradas no gene ADRB2. Abaixo dos pontos de polimorfismo estdo apresentados os
alelos comuns (em vermelho) e os alelos variantes (em branco). Os haplétipos e suas frequéncias
(segundo Zee et al. 2005 (56)) estdo identificados (Fonte da imagem: The Pharmacogenomics

Journal (55) - Direitos Autorais: Macmillan Publishers Limited).
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivos gerais

 Aumentar os conhecimentos a respeito de variagcbes genéticas que podem
influenciar a pratica da Anestesiologia.

» Gerar novos métodos de diagndstico molecular de variagdes genéticas.

3.2.2 Objetivos especificos

» Avaliar a associacao entre diferentes haplotipos compostos pelos polimorfismos
dos cédons 16 e 27 do gene do receptor beta-2 adrenérgico e o risco de
hipotensao arterial (medido pela razdo de risco) em parturientes submetidas a
anestesia subaracndidea para realizacdo de operacao cesariana.

* Avaliar quais os modelos de heranca genética dos hapldtipos do ADRBZ2 que
estdo mais fortemente relacionados com o risco de hipotensao arterial materna.

« Comparar a resposta hemodinamica subsequente a indugdo da anestesia
subaracnoidea entre grupos de pacientes formados de acordo com pela presenca
de haploétipos especificos do gene do receptor ADRB2.

» Estabelecer uma metodologia rapida e custo-efetiva de genotipagem dos
polimorfismos Arg16Gly e GIn27Glu do receptor beta-2 adrenérgico através da

técnica de PCR quantitativo alelo-especifico.
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3.3 METODOS

3.3.1 Populagao de Pacientes

Cento e ciquenta parturientes foram recrutadas no Hospital Universitario de
Brasilia e no Hospital Regional da Asa Sul durante o periodo de agosto de 2007 a
julho de 2010. As pacientes eram convidadas para participar da pesquisa se tinham
16 anos ou mais, se seriam submetidas a operagdo cesariana por indicagao
obstétrica e se eram classificadas como estado fisico | ou Il pela classificacdo de
estado fisico da Sociedade Americana de Anestesiologia (American Society of
Anesthesiologists - ASA) (Anexo E).

Os critérios de exclusao foram: presencga de contraindicagcdes para a técnica
de anestesia subaracnodidea; descricdo de alergias a anestésicos locais ou opioides;
falha parcial ou total do bloqueio anestésico; idade gestacional abaixo de 37
semanas; gestacdo multipla; peso acima de 100 kg; diagndstico de doencgas
cardiovasculares, eclampsia ou pré-eclampsia; tratamento com corticoesteroides,
magnésio, agonistas ou antagonistas adrenérgicos. Além disso, foram também

excluidas as pacientes incapazes e as consideradas analfabetas funcionais.

3.3.2 Procedimento Anestésico

A pressao arterial foi determinada de forma n&o-invasiva por um monitor
oscilométrico automatico com a bolsa pressurizadora posicionada no brago oposto
ao da puncao venosa. A medida basal da pressao arterial foi determinada por trés
medidas consecutivas, executadas antes da indugdo da anestesia subaracnoidea,
com a paciente posicionada em decubito lateral esquerdo. Todas as pacientes
receberam a injecdo anestésica na posigcao sentada, através dos espacos
intervertebrais L3-L4 ou L4-L5, usando uma agulha do tipo Quincke (tamanho 25 ou

27G). Uma dose anestésica unica contendo 10 mg de bupivacaina hiperbarica
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juntamente com 3 microgramas de sufentanil foi administrada. Ap6s a indugao da
anestesia, as pacientes permaneceram em posi¢cao supina em uma mesa operatoria
plana. A hidratagcao venosa foi feita com 2000 ml de solugao cristaldide (solugao de
Ringer lactato ou solugdo salina a 0,9%) infundida rapidamente através de um
cateter 18G posicionado em um dos membros superiores.

A hipotensao arterial materna foi definida por uma queda de 20 mmHg na
pressao arterial sistlica ou uma queda de 20% da pressado arterial média em
relacdo aos valores basais. O tratamento da hipotensdo era iniciado quando
qualquer dos limites pré-estabelecidos era ultrapassado. A terapia foi feita com uma
dose de 10 mg do vasopressor efedrina, inicialmente, e 5 mg em doses
subsequentes até o restabelecimento dos valores da pressao arterial acima dos
limites que definiam a hipotensao arterial.

O nivel sensitivo do bloqueio anestésico foi definido por um estimulo com
agulha, feito 15 minutos apds a indugdo da anestesia. O tempo desde a indugdo da
anestesia até o parto, os parametros hemodindmicos e a doses de efedrina
administradas foram registradas até que 30 minutos se passassem apos a indugao
da anestesia, sendo utilizados intervalos de 3 minutos entre as anotacgdes.

Ao final do procedimento uma amostra de 3 ml sangue venoso periférico foi
colhida em frascos contendo o anticoagulante EDTA (ethylenediamine tetraacetic
acid). Esta amostra foi mantida congelada (-20°C) até o momento da extracédo de
DNA.

3.3.3 Analise Laboratorial

O DNA genbdmico foi isolado de leucdcitos circulantes provenientes do sangue
total das pacientes. Foi usado o método da resina Chelex-100® (57) (BioRad,
Hercules, CA, EUA). Este procedimento se inicia com a mistura de 50 pl de sangue
com 1 ml de agua. A mistura é incubada por 5 minutos a temperatura ambiente, e o
resultado € a hemdlise do sangue. Em seguida, as células nucleadas sao
recuperadas por centrifugagdo da mistura por 3 minutos a 8000G. Apds descarte do

sobrenadante, € adicionado mais 1 ml de agua ao precipitado e os passos de
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incubacao, centrifugacao e descarte do sobrenadante sdo repetidos nas mesmas
condigbes descritas acima. A seguir, 200 pl de uma suspensdao da resina
Chelex-100® a 5% ¢é adicionada as amostras que sao misturadas em um vértice por
10 segundos. O lisado celular resultante € entdo incubado a 56°C por 30 minutos e a
seguir a 95°C por 8 minutos. As amostras de DNA extraido sdo entdo armazenadas
a -20°C para até sejam utilizadas.

A genotipagem dos polimorfismos Arg16Gly e GIn27Glu foi feita através do
sistema de amplificacdo refrataria a mutacido usando a reacdo de aplificagdo em
cadeia do DNA feita de modo quantitativo (58) (PCR quantitativo ou gPCR). Foram
utilizados quatro oligonucleotideos iniciadores (tabela 3.1) que quando combinados
em pares formavam 4 diferentes reagdes, cada uma gerando um produto de
amplificagdo com 82 pares de base (tabela 3.2 e figura 3.3). Os gendtipos foram
determinados pela comparagcado da eficiéncia das amplificacbes observadas nas
reacoes A, B, C ou D. Cada um dos tubos de reagao era composto por: 10 pl da
solucdo SYBR® Green (Maxima SYBR® Green qPCR Master Mix 2X, Fermentas,
Glen Burnie, MD, EUA), 100 ng de cada oligonucleotideo iniciador e 5 ul da solugéo
de DNA extraido em um volume final de 20 pl. Os controles negativos foram
compostos por tubos de reagcdo onde ndo era adicionado o DNA. O programa da
reagao no termociclador foi: ativagao da polimerase de DNA a 95°C por 10 minutos,
seguida por 31 ciclos compostos pelas etapas de desnaturacédo a 95°C por 10
segundos, anelamento a 60°C por 10 segundos e extensao a 72°C por 10 segundos.
A especificidade da reacdo foi confirmada pela analise da curva de desnaturacao,
feita pelo aquecimento dos produtos de amplificagdo de 60 a 90°C em incrementos
de 0,3°C enquanto o decaimento da emissao de fluorescéncia era detectado. Tanto a
amplificacdo quanto a analise da curva de desnaturacdo foram feitas no aparelho
StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

O protocolo de genotipagem foi validado pelo envio de produtos de reacdes
de amplificacdo em cadeia de polimerase convencional (PCR) para sequenciamento
da regiao que contém os polimorfismos. Este procedimento foi feito com as amostras
das primeiras 50 pacientes recrutadas para nosso estudo. As reagdes de PCR foram
feitas usando um kit comercial contendo a Tag DNA polimerase (Fermentas, Glen
Burnie, MD, EUA). Os oligonucleotideos iniciadores usados (tabela 3.1) geravam um

produto de amplificacdo de 367 pares de bases (figura 3.3). As condicbes das
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reagoes foram: desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos seguida por 35 ciclos
compostos pelas etapas de desnaturagédo a 94°C por 40 segundos, e anelamento/
extensao por 68°C por 1 minuto. A extensao final foi feita a 72°C por 5 minutos. A
amplificagdo foi feita em um termociclador TC-312 (Techne Inc. Burlington, NJ,
EUA). A especificidade da reacao de PCR foi testada por eletroforese em gel de

agarose.

Tabela 3.1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes de PCR convencional e PCR

quantitativo
L . Variante
Identificagao Sequéncia
identificada
ADRB2-1 5 - AGCGCCTTCTTGCTGGCACCCACTA -3’ Arg16
ADRB2-2 5 - AGCGCCTTCTTGCTGGCACCCACTG -3 Gly16
ADRB2-3 5" - CCACCACCCACACCTCGTCCCTCTC - % GIn27
ADRB2-4 5" - CCACCACCCACACCTCGTCCCTCTG -3 Glu27
ADRB2-5 5 - CACCCACACCACAGCCGCTGAATGA -3 Sequenciamento
ADRB2-6 5 - ATGACCAGATCAGCACAGGCCAGTGAAGT - 3 Sequenciamento
1
5 —A
—_— ——G

’ ’
Codon 16 Codon 27

G I<—
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367pb

Figura 3.3 - Os sitios de anelamento dos oligonucleotideos estédo indicados assim como os produtos

de amplificagao gerados pelas reagéo de PCR.

Tabela 3.2 - Configuragao das reag¢des de PCR quantitativo

Reagdo de PCR Combinacao de oligonucleotideos

ADRB2-1 + ADRB-3
ADRB2-1 + ADRB-4
ADRB2-2 + ADRB-3

o O W >

ADRB2-2 + ADRB-4
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Os produtos da reacdo de amplificagdo foram purificados enzimaticamente
usando o kit EXO-SAP em que 1 unidade de fosfatase alcalina (Promega, Madison,
WI, EUA) e 1 unidade de de exonuclease | (New England Biolabs, Beverly, MA,
EUA) foram adicionadas a 10 pl do produto da amplificagdo. A mistura foi incubada a
37°C por 30 minutos e a seguir a 80°C por 20 minutos. Os produtos de amplificagao
purificados foram enviados para a empresa de sequenciamento Macrogen
(Macrogen Inc, Coréia).

O sequenciamento de DNA foi realizado pela técnica descrita por Sanger (10)
(terminacao controlada da replicagcao), utilizando-se o produto BigDye® Terminator
Cycle Sequencing Kit e a plataforma de sequenciamento Applied Biosystems 3730x/
DNA Analyzer. Inicialmente, a sequéncia alvo € submetida a repetidos ciclos de
duplicagdo de forma semelhante a uma reacdo de PCR. Entretanto, além dos
componentes normalmente utilizados em reagdes de PCR, também compbe as
reagcdes didesoxirribonucleotideos trifosfatados (ddNTP) com marcagao
fluorescente. A incorporagao de nucleotideos do tipo ddNTP inibe o prolongamento
da cadeia de DNA, uma vez que possuem um grupamento hidroxila no carbono 3’ da
cadeia de pentose o que impede a fusdo de um novo nucleotideo a cadeia. Como a
incorporagao de nucleotideos ddNTP ocorre de forma aleatoria, apds varios ciclos de
duplicagao sao produzidas copias de diferentes tamanhos da sequéncia alvo. Estes
fragmentos de DNA sao separados pelo processo de eletroforese em capilares, e o
sequenciamento € feito pela detecgao dos nucleotideos fluorescentes incorporados

aos fragmentos de diferentes tamanhos.

3.3.4 Analise Estatistica

A frequéncia dos alelos foi avaliada para os polimorfismos Arg16Gly e
GIn27Glu do gene ADRB2, e a distribuicdo genotipica foi testada em relacdo ao
equilibrio de Hardy-Weinberg através do teste de qui-quadrado de Pearson.

A associagao entre a presenca de diferentes haplétipos do receptor ADRB2 e
o risco de hipotensdo materna foi testada em relacdo ao numero de copias

(nenhuma, uma ou duas copias) de cada um dos haplétipos encontrados,
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inicialmente assumindo um modelo genérico de heranga (cada grupo é avaliado de
forma independente). Caso uma associagédo fosse sugerida pelo teste de qui-
quadrado (valor de P < 0,1), ela seria melhor definida pela avaliagdo dos modos
dominante (pacientes com uma ou duas copias do haplétipo versus aqueles sem
copias), recessivo (pacientes com duas coOpias versus aqueles com uma ou
nenhuma copia) e aditivo (é considerado um efeito aditivo para cada copia do
haplétipo). O modelo genético que melhor se ajustava aos dados foi usado para
agrupar as pacientes nas demais analises. Os grupos foram comparados em relagao
as caracteristicas de base, os niveis sensitivos do bloqueio, os tempos desde a
inducédo da anestesia até o parto, os riscos de hipotensdo, as doses administradas
de efedrina e as variagbes na pressao arterial e na frequéncia cardiaca apos a
inducdo da anestesia.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para testar a distribuicdo normal
de variaveis continuas. As variaveis categéricas foram comparadas usando o teste
de qui-quadrado ou o teste exato de Fischer, a depender da situagao. O teste de
tendéncia de Armitage foi usado na andlise do modelo aditivo de heranga genética.
Dados paramétricos foram comparados pelo teste t de Student e, em caso de
distribuicdo ndo-paramétrica, pelo teste U de Mann-Whitney foi feito. Os parametros
hemodinamicos foram comparados usando o teste de analise de variancia (ANOVA)
de medidas repetidas. O método de Kaplan-Meier foi aplicado para avaliar a
propensao ao desenvolvimento de hipotensao ao longo do tempo apds a indugéo da
anestesia. As curvas de sobrevivéncia geradas foram comparadas usando o teste
log-rank. Um valor de P < 0,05 foi considerado significativo e a correcdo para
multiplas medidas foi feita pelo método de Bonferroni, resultando em um valor
corrigido de P < 0,002. As analises foram feitas pelo software SPSS (versao 17, IBM,
Chicago, IL, USA).
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3.3.5 Comité de Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina (Anexo C) e todos os pacientes assinaram um termo de consentimento

informado.
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3.4 RESULTADOS

A anestesia subaracndidea foi administrada com sucesso em todos os casos
e nenhuma complicagao grave ocorreu. A incidéncia geral de hipotensao arterial foi
de 71,3%. Durante analise dos dados coletados de 150 pacientes, verificamos que
sete pacientes nao preenchiam as especificagcbes do protocolo, sendo que uma
paciente tinha a idade inferior a especificada, a idade gestacional de cinco pacientes
era inferior a 37 semanas e em um caso a idade gestacional ndo era conhecida. A
analise foi realizada a partir dos dados de 143 parturientes.

Os padroes de amplificagdo obtidos podem ser visualizados na figura 3.4.
Houve uma correlagao perfeita entre os dados da genotipagem por PCR quantitativo
e os resultados das 50 amostras enviadas para sequenciamento. A frequéncia dos
alelos, gendtipos e haplétipos pode ser verificada na tabela 3.3. A distribuicdo
genotipica dos polimorfismos do codon 16 e 27 estava em equilibrio com as
proporgdes estimadas pelo modelo de Hardy-Weinberg (valor de P de 0,3 e 0,25,
respectivamente). Apenas trés haplotipos, dentre os quatro tipos possiveis, foram
identificados. Nenhuma das pacientes apresentava o haplétipo ArgGlu, que seria

identificado caso a reagcdo de gPCR com a maior eficiéncia fosse a do tipo A.
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Figura 3.4 - Os diferentes padroes de amplificacdo encontrados na populagdo estudada. Cada um
dos quadros apresenta quatro reagdes feitas paralelamente para cada uma das amostras, que eram
entdo comparadas em relagao as suas eficiéncias de amplificagao.



Tabela 3.3 - Variagbes genéticas encontradas na nossa populagao

95

Polimorfismo do cédon 16 Polimorfismo do cédon 27
Alelos Alelos

Arg 122 (42,7) Gln 216 (75,5)

Gly 164 (57,3) Glu 70 (24,5)
Genétipos Gendétipos
Arg16Arg 23 (16,1) GIn27GIn 79 (55,2)
Arg16Gly 76 (53,1) GIn27Glu 58 (40,6)
Gly16Gly 44 (30,8) Glu27Glu 6 (4,2)

Valor P do EHW 0.30 Valor P do EHW 0.25

No. de cépias dos haplétipos

Haplétipos Sem cépias 1 cépia 2 cépias Total de copias
ArgGIn 44 (30,8) 76 (53,1) 23 (16,1) 122 (42,7)
GlyGIn 68 (47,5) 55 (38,5) 20 (14) 95 (33,2)
GlyGlu 80 (55,9) 57 (39,9) 6 (4,2) 69 (24,1)

Os valores séo apresentados como numero (porcentagem)
EHW - equilibrio de Hardy-Weinberg

Tabela 3.4 - Descricdo da razdo de chance de hipotensdo materna em associa¢ao aos haplétipos do

gene do receptor beta-2 adrenérgico

No. de copias dos haplétipos

Haplétipos Sem coépias 1 copia 2 copias X2 Valorde P
ArgGIn 1 1,21 0,41 5,09 0,078
GlyGIn 1 1,4 1,43 0,86 0,65
GlyGlu 1 1,1 2,14 0,48 0,49

No. de copias ArgGin

Modelo Sem coépias 1 copia 2 copias X2 Valorde P

Aditivo 1 0,71 0,5 1,93 0,16
Dominante 1 0,9 0,9 0,06 0,8
Recessivo 1 1 0,36 4,92 0,027

Os valores de risco correspondem as razdes de chance
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A associacgao entre o numero de cépias dos hapldtipos e o risco de hipotensao
materna estd demonstrado na tabela 3.4. Apenas o haplétipo ArgGln parecia estar
relacionado com o risco de hipotensdo (X? = 5,09; P = 0,078) quando o efeito dos
haplétipos foi pesquisado de maneira nédo especifica. Quando as diferentes formas
de heranca genética foram testadas para o haplétipo ArgGin, o modelo recessivo
(onde a presenga de duas copias € comparada a presenga de uma ou nenhuma
copia) refletia com mais precisao o efeito genético sobre o risco de hipotensao (P =
0,027).

Baseado nestas informacdes, as pacientes foram divididas em dois grupos de
acordo com a numero de copias do haplétipo ArgGIn: aquelas com uma ou nenhuma
copia (N=120) e aquelas com duas copias (N=23). Nao foram observadas diferencas

nas caracteristicas basais entre os grupos, como pode ser observado na tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Caracteristicas basais das pacientes, comparadas em relagdo a presenca do haplétipo

ArgGIln em homozigose

No. de cépias ArgGln

<1 (N=120) 2 (N=23) Valor de P
Idade; anos 26,0 (6,3) 23,3 (4,9) 0,061
Idade gestacional; semanas 40 [39-40] 39 [38-40] 0,59
Altura; cm 159,6 (6,8) 160,4 (6,6) 0,60
Peso; kg 72,4 (10,2) 70,7 (7,7) 0,44
indice de massa corpérea; kg.m2 28,5 (4,2) 27,6 (3,4) 0,31
Estado fisico I (89%) Il (11%)  1(91%) Il (9%) 0,76
Pressao arterial sistélica; mmHg 117,8 (14,3) 114,5 (12,7) 0,31
Pressao arterial média; mmHg 82,9 (11,6) 81,9 (10,8) 0,72

Valores sao médias (desvio padrdo), medianas [intervalo interquartil] ou nimero (porcentagem %)

A comparacao dos desfechos apds a inducédo da anestesia esta apresentada
na tabela 3.6. Os niveis do bloqueio sensitivo ficaram localizados nos mesmos
dermatomos em ambos os grupos, e nao foram detectadas diferengas nos intervalos
desde a inducdo da anestesia até o parto.

A presenca de duas copias do haplétipo ArgGin parecia estar associada a
reducdo tanto o risco de hipotensao arterial materna (52,2% versus 75%; razédo de
risco de 0,36; IC 95% 0,15-0,91; P = 0,042) quanto nas doses administradas de

efedrina para elevacéo dos niveis pressoéricos acima dos limites de hipotensao (P =
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0,038). Entretanto, estas diferengas nao atingiram significancia estatistica apés
corregdo por multiplas analises. Um efeito protetor similar do haplétipo ArgGin foi
observado quando a incidéncia de hipotensdao materna ao longo do tempo foi
comparada entre os grupos pelo teste log rank (P = 0,042), mas novamente sem

significancia estatistica apos a corre¢cao de Bonferroni (figura 3.5).
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Figura 3.5 - Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier mostrando a incidéncia de hipotensao materna

ao longo do tempo. As pacientes foram agrupadas em relagao a homozigose para o haplétipo ArgGin:
pacientes com uma ou nenhuma cépia (linha pontilhada com circulo fechado para dados censurados)
e pacientes com duas copias (linha solida com quadrado fechado para dados censurados).

Apos a inducdo da anestesia, as pacientes com duas copias do hapldtipo
ArgGIn apresentaram um menor decréscimo da pressao arterial em relagdo aos
valores basais, além de valores consistentemente maiores da pressao arterial
durante o periodo avaliado (tabela 3.6 e figura 3.6). Estas diferengas entre os grupos
se mantiveram significativas mesmo apods corregdo para multiplas medidas em
relagdo a diminuicdo maxima da pressao arterial média em relagdo aos valores
basais (P < 0,001) e a variagao acumulada da pressao arterial sistélica em relagéao
aos valores basais (P < 0,001). Quando os parametros hemodinamicos consecutivos
foram comparados entre os grupos, através da analise de variancia de medidas
repetidas, observamos diferengas significativas em relagdo a variagao da pressao

arterial sistolica em relagéo aos valores basais (P = 0,001), mas n&o para a variagao
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da pressao arterial média em relagdo aos valores basais (P = 0,012) e para os

valores da frequéncia cardiaca (P = 0,85).

Tabela 3.6 - Desfechos observados apds a indugédo da anestesia subaracnoidea

No. de cépias ArgGlIn

<1 (N=120) 2 (N=23) ValordeP
Nivel do bloqueio sensitivo; dermatomo T5 [T4-T5] T5 [T4-T6] 0,30
Tempo até o parto; minutos 9[9-12,75] 12 [9-12] 0,76
Incidéncia de hipotensido materna; N 90 (75%) 12 (52,2%) 0,042
Dose de efedrina; mg 10 [0-20] 10 [0-15] 0,038
Diminuicao maxima da PAS*; % -20,0 (13,6) -12,0(13,4) 0,011
Diminuigado maxima da PAM{t; % -26,0 (11,6) -16,0(12,2) < 0,001
Variagdo acumulada da PAS*; % -2,7 (8,2) 4,2 (9,3) < 0,001
Variagdo acumulada de PAMYt; % -5,1 (10,1) 1,6 (10) 0,004

Valores sdo médias (desvio padrao), medianas [intervalo interquartil] ou nimero (porcentagem %)
*PAS - presséo arterial sistélica

TPAM - pressao arterial média
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Figura 3.6 - Variagdo da presséo arterial sistolica em relacdo aos valores basais entre os grupos. As

pacientes foram agrupadas em relagao a homozigose para o haplétipo ArgGin: pacientes com uma ou
nenhuma copia (linha e circulo fechado cinzas) e pacientes com duas cépias (linha e quadrado

fechado pretos). As barras de erro representam o desvio padrdo da média.
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3.5 DISCUSSAO

Realizamos um estudo buscando associacdes entre diferentes haplétipos do
gene do receptor beta-2 adrenérgico e diferengas na resposta hemodindmica de
pacientes submetidas a anestesia subaracndidea para operacdo cesariana. O
desenho que utilizamos foi o de um estudo do tipo caso-controle, feito a partir de
dados prospectivos. Adotamos uma estratégia de analise dividida em duas etapas,
inicialmente agrupando as pacientes de acordo com a presencga de haplotipos que
pareciam influenciar a incidéncia de hipotensdo materna e, posteriormente,
comparando estes grupos em relagdo as caracteristicas gerais e os desfechos
hemodindmicos apo6s a indugao da anestesia.

Durante a etapa inicial, procuramos associagdes entre o0 numero de cépias dos
diferentes haplétipos do gene do receptor ADRB2 e o risco de hipotenséo arterial
apos a inducao da anestesia. Observamos que a presenca do haplétipo ArgGin
estava relacionada a uma menor incidéncia de hipotensao. Pela avaliacdo de
diferentes modelos de heranca genética, percebemos que o modelo recessivo era o
que refletia com mais precisdo os possiveis efeitos do haplétipo ArgGin. Desta
forma, as pacientes foram divididas em dois grupos de acordo com a presenga ou
auséncia do haplétipo ArgGln em homozigose. Apesar destes dois grupos
apresentarem caracteristicas de base semelhantes e ambos terem apresentado uma
queda inicial da pressao arterial apos a instalagdo do bloqueio anestésico, as
pacientes que possuiam duas coépias do haplétipo ArgGln apresentaram um
decréscimo significativamente menor assim como maiores valores presséricos ao
longo do procedimento. Estas diferengcas foram estatisticamente significativas
mesmo apds correcao por multiplas analises.

Nosso estudo fornece novas informagdes em relacdo a associacdao entre
variagbes do gene ADRBZ2 e os mecanismos de regulagdo hemodinamica. Em um
estudo prévio, ndés observamos que as parturientes portadoras do genétipo Arg16
em homozigose apresentaram menor risco de hipotensao arterial apds instalagéo do
bloqueio anestésico para realizacdo da operagao cesariana (53). Agora, avaliando a
interrelacdo entre os polimorfismos do cédon 16 e do cédon 27, verificamos que os

efeitos atribuidos ao gendtipo Arg16 ndao podem ser dissociados dos efeitos do
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haplétipo ArgGln, ja que todas as cépias do alelo Arg16 estavam acompanhadas no
mesmo cromossomo por uma copia do alelo GIn27 em uma organizagao haplotipica.
Este resultado sugere que outras mutagbes n&o avaliadas, dentro deste mesmo
haplétipo, poderiam ser responsaveis pelos efeitos protetores observados em
relagcao a hipotensao materna.

Estudos prévios ja trataram deste assunto e descreveram efeitos algo
contraditérios em relagdo aos nossos resultados no mesmo contexto clinico. No
primeiro, feito em uma coorte de pacientes norte americanos, mostrou que as
parturientes com gendtipos Gly16 e Glu27 receberam menos vasopressores para
manutengao da pressao arterial acima do limiar de hipotensdo nos 15 minutos apos
a indugao da anestesia subaracndidea (52). Em um estudo mais recente, conduzido
em uma coorte chinesa, ndo foram detectadas influéncias dos gendtipos do codon
16 e 27 do ADRBZ2 sobre a dose necessaria de vasopressores para manter a
pressao arterial materna proxima dos valores medidos antes da inducdo da
anestesia subaracnoide. Interessantemente, a menor concentracdo plasmatica de
efedrina necessaria para manter a pressao arterial proxima aos valores basais, foi
observada em parturientes com o genétipo Arg16 em homozigose (59). E importante
ressaltar que para entender a discrepancia entre os resultados dos diferentes
estudos, deve-se considerar que a avaliagao do risco de hipotensao arterial materna
nao é igual a avaliar a dose de vasopressor utilizada, apesar destas duas variaveis
serem obviamente relacionadas. Além disso, as analises do presente estudo
focaram em haplétipos do gene ADRB2, ao invés dos outros estudos que focaram
em genoétipos dos polimorfismos do cédon 16 e 27.

Os polimorfismos Arg16Gly e GIn27Glu sdo modificagdes frequentes do gene
do receptor beta-2 adrenérgico e tém sido associados a modificacbes de aspectos
farmacolégicos e clinicos da fungdo do receptor (47, 60). Estudos seminais in vitro
mostraram que a variante Gly16 aumenta a desensibilizagao induzida pelo agonista,
enquanto que a variante Glu27 confere resisténcia a desensibilizacéo (48, 61). A
traducao clinica destas mutacdes foi descrita para o tratamento crénico de asma
(49), a susceptibilidade a hipertensdo arterial sistémica (50) e o aumento da
mortalidade relacionada ao choque séptico (62) e a insuficiéncia cardiaca (63).
Entretanto, resultados conflitantes sdo frequentemente observados entre os estudos,

sendo que em alguns casos uma associagao previamente descrita ndo € observada
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(64) e, em outros, € demonstrado uma associagao inversa aquela que havia sido
previamente descrita (65). Além do mais, ja foram descritas associa¢gdes para uma
raca especifica, e esta ocorréncia € geralmente explicada pela influéncia de outras
variagbes genéticas nao avaliadas (66).

Uma associagado entre o tbnus autonémico e o risco de hipotensdo materna
apos inducdo de anestesia subaracnoidea ja foi descrita (67). A partir da avaliagao
espectral da variacdo da frequéncia cardiaca, foi demonstrado que parturientes com
aumento da atividade simpatica basal apresentam maior risco de desenvolver
hipotensao arterial. Uma possivel explicagdo seria que o bloqueio da inervagao
simpatica pelo anestésico local ndo seria adequadamente compensado pelos outros
sistemas responsaveis pela elevagdao da pressdo arterial, uma vez que estes
sistemas ja estariam adaptados a uma situacao basal de elevado ténus autonémico
simpatico. Paralelamente, ja foi descrito que os polimorfismos do gene ADRB?2 se
associam a diferencas na atividade do sistema nervoso autondmico. Individuos
homozigotos para o gendétipo Arg16 apresentaram menor atividade simpatica e um
maior ténus parassimpatico em relagdo a pacientes portadores do alelo Gly16 (68,
69).

Com base nos resultados de estudos anteriores e nas observagcdes de nosso
grupo, nossa atual hipétese é que os pacientes com 2 coépias do haplotipo ArgGin
apresentam menor risco de desenvolver hipotensao arterial apds inducdo da
anestesia subaracnoidea para operagao cesariana, possivelmente em consequéncia
de um decréscimo da atividade simpatica basal, apesar de que esta associacao
ainda precisa ser confirmada. Estas observagbes podem nao ser reproduzidas em
populagdes com um perfil genético diferente em relagdo ao da populagéo brasileira.

Nosso estudo apresenta diversas limitagdes. O pequeno tamanho amostral ndo
confere o poder estatistico adequado para realizagdo de uma analise multivariada,
que eventualmente sera necessaria para confirmar a associacdo independente de
variagdes genéticas do gene ADRB2 e risco de desenvolvimento de hipotensao
materna apo0s a anestesia subaracndidea. Além disso, devido a escassez de
pacientes com o haplétipo GlyGlu, e a auséncia de pacientes portadores do
haplétipo ArgGlu, nao foi possivel avaliar adequadamente a associagao entre estas
variantes aos desfechos hemodinamicos de nossa amostra.

Um outro ponto passivel de criticas € o fato de nao termos agrupado as
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pacientes de acordo com suas ragas ou perfis étnicos (além de todas serem
brasileiras) e, desta forma, que nossa populagdo pudesse estar composta por
diferentes subpopulagdes genéticas. Entretanto, observamos que a distribuicao
alélica seguiu o equilibrio de Hardy-Weinberg, e que as propor¢gdes dos gendtipos
foram semelhantes a um outro estudo realizado em uma coorte brasileira, ambos
fatos argumentando contra a hipdtese da presenca de subpopulagdes. Além do
mais, a populacdo brasileira € altamente heterogénea do ponto de vista genético
(70), e a identificacdo individual como pertencendo a raga branca, parda ou negra,
guarda pouca correspondéncia com o padrao genético de raga de individuos
brasileiros (71). Acreditamos que quando os efeitos genéticos sdo avaliados na
‘populacdo em geral” os resultados obtidos se aproximam da pratica clinica, por
outro lado, esta estratégia também torna o estabelecimento de associagbes mais

arduo.
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3.6 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que variagdes em haplotipos do gene do receptor
beta-2 adrenérgico podem influenciar a resposta hemodinamica de pacientes que
sdo submetidas a anestesia subaracndidea para realizacdo da operagao cesariana.
Nossa sugestdo é que mais trabalhos sejam realizados para esclarecer os efeitos
genéticos de variagbes do gene ADRBZ2, utilizando analises multivariadas e

concomitantemente avaliando a atividade autonémica perioperatoria.
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PROJETO 2

AVALIAGAO DE INFLUENCIAS GENETICAS SOBRE AS AGOES DO RECEPTOR
OPIOIDE-MU
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4 AVALIAGAO DE INFLUENCIAS GENETICAS SOBRE AS AGOES DO
RECEPTOR OPIOIDE-MU

4.1 JUSTIFICATIVA

O receptor opidide-mu (mu-opioid receptor - MOR) tem um papel fundamental
em importantes vias de sinalizagao celular da fisiologia humana, participando de
mecanismos relacionados a dor, ao estresse e a adigédo (72). Os farmacos que agem
pela ativacdo do MOR tém sido usados por séculos para o tratamento de sindromes
dolorosas agudas e crOnicas, e ainda figuram entre os medicamentos mais
prescritos da atualidade (73). Apesar de muito utilizados, a resposta farmacoldgica
aos opidides € caracterizada por uma elevada heterogeneidade interindividual, um
fato que pode ser parcialmente atribuido a variagées genéticas que influenciam as

caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinédmicas destes medicamentos (74, 75).
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Figura 4.1 - Mecanismo de sinalizagdo celular pelo receptor opiéide-mu. A ligacao de agonistas ao
receptor causa a ativagdo da proteina G;i com consequente inativagdo da adenilato ciclase,
fechamento de canais de calcio e abertura de canais de potassio. Estes eventos resultam em
diminuicdo da disponibilidade de calcio intracelular e hiperpolarizagcdo da membrana celular. Além
disso, os opidides sao capazes de regular a expressao génica, principalmente através da ativagédo da
cascata de fosforilagdo de enzima MAP quinase. ATP: trifosfato de adenosina. AMP: monofosfato de
adenosina (Fonte da imagem: Miller's Anesthesia, 71" Edition (76)- Direitos Autorais: Elsevier Inc).
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A partir de estudos que analisaram os efeitos de modificagdes no gene do
receptor opidide-mu (OPRMT7), identificou-se que o polimorfismo A118G (NCBI,
RefSNP ID: rs1799971) esta associado a modificagées de propriedades do receptor.
Esta mutagao do tipo missense esta localizada no primeiro éxon do gene OPRM1, e
resulta na substituicdo de um residuo de asparagina por acido aspartico na posi¢cao
40 na sequéncia de aminoacidos da proteina do MOR. A troca dos aminoacidos
causa a perda de um dos cinco sitios de glicosilagao descritos para o receptor (77).
Os resultados obtidos por estudos experimentais (78, 79) e clinicos (80, 81) sugerem
que a presenca do alelo G esta associada a um aumento da percepgao dolorosa e a
diminuicdo dos efeitos de analgésicos opiodides. Entretanto, mais estudos ainda sao
necessarios para que a avaliagdo deste polimorfismo seja incorporada em uma
estratégia individualizada da terapia analgésica com opidides. Paralelamente, esse
mesmo polimorfismo foi associado a alteragdes na resposta de recompensa apés o
contato com nicotina (82), a diferentes taxas de sucesso de uma terapia antitabagica

(83) e a susceptibilidade ao vicio de diferentes substancias (84).

Tabela 4.1 - Frequéncia alélica do polimorfismo A118G em diversos povos

Genétipos Africa Américas Asia Europa Total
Alelo A 97% 65% 39% 70% 81%
Alelo G 3% 35% 61% 30% 19%

Estudos prévios mostraram que a prevaléncia do alelo G varia
substancialmente entre os diferentes povos (tabela 4.1) (20). A descricdo da
frequéncia e distribuicdo alélica do polimorfismo A118G do gene OPRM1 ainda nao

foi descrita entre brasileiros.
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Figura 4.2 - O polimorfismo A118G do receptor opidide-mu, localizado na posigdo 40 do dominio
extracelular do receptor (Fonte da imagem: Journal of Biological Chemistry (85) - Direitos Autorais:
The American Society for Biochemistry and Molecular Biology).
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4.2 OBJETIVOS

4.2.1 Objetivos Gerais

Aumentar os conhecimentos a respeito de variagdes genéticas que podem
influenciar a pratica da Anestesiologia.

Gerar novos métodos de diagndstico molecular de variagdes genéticas.

4.2.2 Objetivos Especificos

Definir a frequéncia alélica do polimorfismo A118G do receptor opidide-mu na
populagao de pacientes do Distrito Federal internados no Hospital Universitario de
Brasilia.

Avaliar possiveis consequéncias funcionais do polimorfismo A118G na
prevaléncia de tabagismo e na exposi¢ao ao tabaco entre brasileiros.

Estabelecer uma metodologia rapida e custo-efetiva para estudo do polimorfismo
A118G do receptor opidide-mu através da técnica de PCR quantitativo alelo-

especifico.
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4.3 METODOS

4.3.1 Populacao de Pacientes

Os pacientes foram convidados para participar do estudo se tivessem 18 anos
ou mais, se possuissem nacionalidade e ancestralidade brasileiras (até a segunda
geracao) e se fossem moradores do Distrito Federal. Os pacientes foram recrutados
de forma probabilistica entre os pacientes que seriam submetidos a cirurgias eletivas
no Hospital Universitario de Brasilia durante o periodo de janeiro a julho de 2012. Os

individuos incapazes e os analfabetos funcionais foram excluidos do estudo.

4.3.2 Questionario e Coleta de Amostra Sanguinea

A coleta de informacgdes foi realizada no dia anterior ao da cirurgia, e os dados
sobre a idade, 0 sexo, o estado civil, a raga, o tempo de educagao, a presenga do
habito de tabagismo e a carga tabagica foram obtidos (Anexo D). A carga tabagica
corresponde ao numero de magos (de 20 cigarros) que um individuo fuma por dia
multiplicado pelo tempo em anos desde o inicio do habito de fumar, sendo
apresentada na unidade de macos-ano. Ao final da entrevista, uma amostra de 3 ml
de sangue venoso periférico era colhida em um tubo contendo o anticoagulante

EDTA, sendo em seguida congelada (-20°C) até o momento da extracdo de DNA.

4.3.3 Analise Laboratorial

A extracao de DNA foi realizada usando o método da resina Chelex-100®

(57), da mesma forma como descrita no item 3.3. Materiais e métodos do Projeto 1.
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A genotipagem dos polimorfismos A118G foi feita através do sistema de
amplificagéo refrataria a mutacao (58), também como descrito no item 3.3 Materiais
e métodos do Projeto 1. Os oligonucleotideos iniciadores alelo-especificos foram
desenhados seguindo recomendacgdes publicadas previamente (86), sendo que os
demais oligonucleotideos foram desenhados usando o software PRIMER3PIus (87)
(tabela 4.2). Duas reagdes de qPCR foram conduzidas em paralelo, cada uma
usando um dos oligonucleotideos iniciadores diretos alelo-especificos, e ambas
gerando um produto de amplificacdo de 275 pares de base. Cada um dos tubos de
reagcao era composto por: 5 pl da solugcdo SYBR® Green (Maxima SYBR® Green
gPCR Master Mix 2X, Fermentas, Glen Burnie, MD, EUA), 100 ng de cada
oligonucleotideo iniciador (Direto A ou G, e Reverso) e 1 ul da solucédo de DNA
extraido em um volume final de 10 ul. Os controles negativos foram compostos por
tubos de reacdo onde nao era adicionado DNA. O programa da reagdao no
termociclador foi: ativagdo da polimerase de DNA a 95°C por 10 minutos, seguida
por 35 ciclos compostos pelas etapas de desnaturagdo a 95°C por 10 segundos,
anelamento e extensdo a 72°C por 1 minuto. A especificidade da reacdo foi
confirmada pela analise da curva de desnaturagao, feita pelo aquecimento dos
produtos de amplificacdo de 60 a 90°C em incrementos de 0,3°C enquanto o
decaimento da emissao de fluorescéncia era detectado. Tanto a amplificacdo quanto
a analise da curva de desnaturagcao foram feitas no aparelho StepOne™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Tabela 4.2 - Os oligonucleotideos iniciadores utilizados

Identificacdo Sequéncia Uso

Direto A 5 - GTCAACTTGTCCCACTTAGATGGAA- 3 Identificagédo do alelo A
Direto G 5 - GTCAACTTGTCCCACTTAGATGGAG - 3 Identificagéo do alelo G
Reverso 5 - AGCCTTGGGAGTTAGGTGTCTC - 3’ Comum a todas as reagodes
Direto S 5 - GAAAAGTCTCGGTGCTCCTG - 3’ Sequenciamento

Novamente, o protocolo de genotipagem foi validado pelo envio de produtos
de reacbes de amplificagdo em cadeia de polimerase convencional (PCR) para
sequenciamento da regido contendo o polimorfismo. Este procedimento foi feito com

as amostras dos primeiros 25 pacientes selecionados para participagdo em nosso
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estudo. As reacdes foram feitas usando um kit de PCR usando a enzima Taqg DNA
polimerase (Fermentas, Glen Burnie, MD, EUA). Os oligonucleotideos iniciadores
utilizados (Direto S e Reverso) geravam um produto de amplificacdo de 427 pares
de bases. As condi¢cdes da reagao foram: desnaturacgao inicial a 95°C por 5 minutos
seguida por 30 ciclos compostos pelas etapas de desnaturacdo a 95°C por 30
segundos, anelamento a 55°C por 45 segundos e extensdo por 72°C por 45
segundos. A extensao final foi feita a 72°C por 7 minutos. A amplificacao foi feita em
um termociclador TC-312 (Techne Inc. Burlington, NJ, EUA). A especificidade da
reacao de PCR foi testada por eletroforese em gel de agarose. Os produtos de
amplificagdo foram enviados para a empresa de sequenciamento Macrogen
(Macrogen Inc, Coréia). A técnica utilizada para o sequenciamento foi a mesma
descrita anteriormente para o Projeto 1. Os resultados das reagdes de
sequenciamento foram comparados aos resultados da genotipagem usando a

reacao de qPCR.

4.3.4 Anadlise Estatistica

O tamanho da amostra foi de 200 pacientes, sendo que o calculo da
estimativa foi baseado no estudo de Ott (férmula 4.1) (88), onde assumimos que 0s
alelos A e G teriam a mesma frequéncia, o que torna o calculo mais conservador. A

margem de erro do calculo foi selecionada para 2,5%.

1

m>3(1-3)/ (ad?)

Férmula 4.1 - Férmula usada para o célculo do tamanho da amostra. A variavel m corresponde ao
numero de individuos, a variavel a corresponde ao numero de alelos de um mesmo lécus e a variavel
d corresponde a margem de erro selecionada.

A distribuicdo genotipica encontrada foi avaliada quanto ao equilibrio de
Hardy-Weinberg pela comparagcdo com a distribuicdo esperada pela formula A2 +

2AG + G2 = 1, onde A e G correspondem a frequéncia dos alelos em nossa amostra
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de pacientes. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para testar a distribuicao
normal das variaveis continuas. As variaveis categoricas foram comparadas pelo
teste de qui-quadrado. Os dados paramétricos foram comparados pelo teste t de
Student. Um valor de P < 0,05 foi considerado significativo. As analises foram feitas
pelo programa SPSS for Mac versao 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

4.3.5 Comité de Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina (Anexo C) e todos os pacientes assinaram um termo de consentimento

informado.
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4.4 RESULTADOS

A determinagdo dos gendtipos foi feita pela comparagdo das curvas de
eficiéncia das reacbes de gPCR alelo especificos. Se a eficiéncia da reacdo de
amplificagdo foi maior (definida por um valor de C: inferior) quando um
oligonucleotideo direto especifico foi usado (Direto A ou G), o paciente era
identificado como homozigoto para a variante associada aquele oligonucleotideo. Os
individuos heterozigotos eram identificados quando a eficiéncia das reagdes de
amplificacdo era similar entre as duas reagdes de gPCR. Obtivemos perfeita
correlagao entre a genotipagem feita por gPCR e os resultados do sequenciamento
(figura 4.3).

L US—— N——.

Figura 4.3 - Correlacao entre os achados do sequenciamento e da genotipagem por gPCR. O painel
A mostra o resultado de um paciente homozigoto A, enquanto que no painel B, estd demonstrado um
paciente heterozigoto.
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As demais analises foram feitas a partir dos dados completos de 200
pacientes. O intervalo de idade dos individuos foi de 18 a 92 anos (média de 50,8
15,6), sendo que 79 deles eram mulheres. Entre os 400 alelos avaliados,
observamos a variante A em 336 casos e a variante G em 64 casos. Desta forma, a
frequéncia do alelo G entre os pacientes foi de 16% (intervalo de confianga de 95%
de 12,7-19,9%). A distribuicdo dos alelos e dos gendtipos correspondentes esta
demonstrada na tabela 4.3. A maioria dos pacientes se identificou como sendo da
raca branca (49%), seguidos pelos de raga parda (35,5%), de raga negra (15%) e
apenas um individuo que se identificava como da etnia indigena (0,5%). Nao
detectamos diferengas nas frequéncias alélicas entre as ragas branca, parda e negra
(X2 = 0,94, P = 0,62). A distribuicdo observada em todos os pacientes ndo
correspondeu aquela esperada pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (X? = 6,59; P =
0,01).

Tabela 4.3 - Distribuigdo de alelos e gendtipos entre as racas da populagao estudada

Brancos Pardos Negros indios Total
Alelos
A 163 (83,2) 119 (83,8) 53 (88,3) 1(50) 336 (84)
G 33 (16,8) 23 (16,2) 7(11,7) 1(50) 64 (16)
Gendétipos
AA 70 (71,4) 53 (74,6) 23 (76,7) 0 146 (73)
AG 23 (23,5) 13 (18,3) 7 (23,3) 1(100) 44 (22)
GG 5(5,1) 5(7) 0 0 10 (5)
Valor de P do EHW 0,10 6 0,47 - 0,01

Os valores em parénteses correspondem a porcentagens

Devido as repercussdes funcionais da variante G, os pacientes foram
divididos em dois grupos (pacientes homozigotos para o alelo A e os heterozigotos
somados aos homozigotos para o alelo G) de acordo com um modelo dominante de
heranga genética. As caracteristicas gerais dos pacientes podem ser verificadas na
tabela 4.4. Nao observamos diferengcas entre os grupos em relacdo a idade e a
distribuicdo de sexos, estados civis e racas. Entretanto, os pacientes com alelo G
presente apresentaram niveis de educacgao superiores em relagdo aos homozigotos
A.
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A prevaléncia de tabagismo nao diferiu entre os pacientes homozigotos para o
alelo A e os que possuiam uma ou duas cépias do alelo G. Entretanto, os pacientes
com a variante G mostraram cargas tabagicas significativamente maiores que os
homozigotos para a variante A (28,9 12,5 versus 21,5 £10,8 respectivamente; P =
0,02), como visto na tabela 4.5. A distribuicao alélica entre os fumantes nao diferiu
dos valores esperados segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg (X2 = 1,78; P =
0,18).

Tabela 4.4 - Comparagéo das caracteristicas gerais dos pacientes, quando divididos de acordo com a
presenca do alelo G

Homozigoto A Alelo G presente Valor de P
o Feminino, 53 (36,3) Feminino, 26 (48,1)
Sexo, N (%) Masculino, 93 (63,7) Masculino, 28 (51,9) 0.13
Idade, anos (DP) 51,5 (16) 48,8 (14,8) 0,29
Casado 93 (63,7) Casado 40 (74,1)
- Solteiro 27 (18,5) Solteiro 6 (11,1)
Estado civil, N (%) Separado 19 (13) Separado 5 (9,3) 0.48
Viavo 7 (4,8) Viavo 3 (5,6)
Branco, 70 (47,9) Brﬁ’;ccr’(')zg ((f;)’g)
Raga, N (%) Negro, 23 (15,8) gro, 0,37

Moreno, 53 (36,3)

Moreno, 18 (33,3)
Oriental, 1 (1,9%)

Nao frequentou, 2 (1,4)
1 a4 anos, 77 (53,1)
5a9 anos, 52 (35,9)

10 anos ou mais, 14 (9,7)

1 a4 anos, 17 (31,5)
5a 9 anos, 30 (55,6) 0,03
10 anos ou mais, 7 (13)

Tempo de educacgio, N (%)

Tabagismo, N (%) 52 (35,2) 18 (32,7) 0,76

Tabela 4.5 - Caracteristicas dos pacientes fumantes quando comparados em relagdo a presenga do

alelo G
Homozigotos A Alelo G presente Valor de P
Feminino, 11 (21,2) Feminino, 8 (44,4)
Sexo, N (%) 0,07
Masculino, 41 (78,8) Masculino, 10 (55,6)
Idade, anos (DP) 53,5 (£14,5) 56,7 (£11) 0,40

Branco, 25 (48,1) Branco, 10 (55,6)

Raga, N (%) Negro, 8 (15,4) Negro, 2 (11,1) 0,84

Moreno, 19 (36,5) Moreno, 6 (33,3)
21,5 (£10,8)

Carga tabagica, magos-ano (DP) 28,9 (x12,5) 0,02
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4.5 DISCUSSAO

Nés desenvolvemos um método de genotipagem rapido e reprodutivel para
identificacdo da distribuicdo alélica do polimorfismo A118G do gene do receptor
opidide-mu entre pacientes cirurgicos da regido Centro-Oeste do Brasil. Os dados de
prevaléncia deste polimorfismo em uma populagao brasileira ainda nao haviam sido
descritos.

O método de amplificacao refrataria a mutacéo através de PCR quantitativo
tem sido frequentemente usado para a genotipagem de SNPs, e apresenta
consideraveis vantagens em relacdo aos métodos que foram previamente descritos
para genotipar o polimorfismo A118G (89). Esta técnica apresenta maior eficiéncia e
facilidade em comparagdo a métodos complexos e trabalhosos como
sequenciamento e aqueles baseados em eletroforese de DNA (39). Paralelamente,
os custos do ensaio de amplificacdo refrataria a mutagao sao inferiores em relagao
ao método igualmente eficiente que usa sondas de DNA cuja extremidade 5’ possui
acao hidrolitica (90).

Nossos resultados indicam que a frequéncia da variante 118G se aproxima de
16% (encontrados 64 entre os 400 alelos avaliados) entre os individuos da regiao
Centro-Oeste do Brasil. De modo interessante, a regido Centro-Oeste foi ocupada
nos ultimos 50 anos por imigrantes do todo o pais, e pode ser considerada uma boa
representante da composicédo genética da maioria das outras regides geograficas
brasileiras, com excecado da regiao Sul (91). Apesar de nao termos observado
diferengas significativas entre a frequéncia do alelo G nas ragas avaliadas,
verificamos que os pacientes que se identificavam como negros apresentaram uma
frequéncia menor em relagdo as outras etnias. A distribuicdo genotipica observada
desviou ligeiramente da distribuicdo esperada pelo modelo de Hardy-Weinberg,
sugerindo a existéncia de subpopulagcbes geneticamente diversas em nossa
amostra. Apesar disso, acreditamos que se trata de uma ocorréncia espuria uma vez
que a populacéo brasileira é altamente mesclada do ponto de vista genético, uma
caracteristica que nao se encontra relacionada a aparéncia fisica individual (71).

Apoés agruparmos os pacientes de acordo com a presenga da variante G, nos

observamos uma prevaléncia de tabagismo semelhante entre os grupos. Entretanto,
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notamos que os pacientes fumantes que possuiam o alelo G referiam uma maior
carga tabagica em relagédo aos pacientes homozigotos para o alelo A, sugerindo uma
possivel associacdo entre o polimorfismo A118G e um aumento da vontade de
fumar. Nossos resultados sdo compativeis com achados recentes na literatura que
mostraram que individuos portadores do alelo G apresentaram maior liberacao de
dopamina em regides cerebrais associadas a resposta de recompensa, apds
fumarem cigarros contendo nicotina (92). Um efeito semelhante em relacdo a
liberacdo de dopamina também foi observado apdés o consumo de alcool por
individuos com o alelo G (82). Por outro lado, os resultados de estudos clinicos tém
sido, na maioria das vezes, inconclusivos a respeito do efeito deste polimorfismo na
susceptibilidade ao vicio de tabaco (93, 94). Diferengas entre os desenhos dos
estudos realizados, assim como variagdes na frequéncia do alelo G nos diferentes
grupos étnicos pesquisados, poderiam explicar a falta de concordancia desses
resultados. E importante frisar, entretanto, que nossos resultados devem ser vistos
apenas como preliminares em relagao aos efeitos funcionais do polimorfismo A118G,
uma vez que este projeto ndo foi desenhado especificamente para avaliar os
comportamentos associados a adi¢ao ao cigarro.

Os mecanismos moleculares que explicariam a associacao entre a presencga do
alelo 118G e modificagbes na funcdo do MOR ainda nao foram completamente
estabelecidos. Estudos in vitro mostraram que a modificacdo A118G resulta em
reducao da expressdo do gene OPRM1 (95) (tanto no nivel do mRNA quanto da
proteina), atenuacédo da sinalizag&o intracelular induzida por agonistas opidides e
diminuicdo da inibicdo de correntes de calcio em neurdnios tratados com morfina
(79, 96). Comparavelmente, estudos experimentais que usaram um modelo de
camundongo, portando uma mutagao equivalente a humana, revelaram redugao da
expressao do receptor opidide-mu em regides cerebrais relacionadas a dor, ao
estresse e a recompensa (78). Quando estes animais foram testados em um ensaio
com estimulo doloroso (uso de uma placa aquecida sob as patas), os camundongos
que portavam o alelo G apresentaram diminuicdo da resposta antinociceptiva apés
administragao de morfina (79). Um estudo que avaliou o tecido cerebral de autépsias
humanas demonstrou menor expressdao de mRNA do gene OPRM1 em individuos
que possuiam o alelo G (97). Ao contrario dos resultados inconsistentes vistos nos

estudos relacionados ao vicio, as evidéncias clinicas dos efeitos do polimorfismo
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A118G do OPRM1 na percepgao dolorosa estdo cada vez mais claras, e foi
mostrado que as doses de morfina administradas para individuos com o alelo G
foram maiores, tanto para o tratamento da dor aguda pés-operatéria (98, 99), quanto

para alivio da dor crbnica relacionada ao cancer (80, 100).
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4.6 CONCLUSAO

Até que a avaliacdo do polimorfismo A118G do OPRM1 se torne uma rotina no
planejamento da terapia de pacientes que receberéo drogas opibides, mais estudos
ainda precisam ser feitos. Esperamos que os métodos e os resultados que
descrevemos serdao uteis no planejamento destes estudos e que, uma vez
estabelecido o papel clinico do polimorfismo A118G, a terapia dispensada aos
pacientes acometidos por sindromes dolorosas e diferentes vicios melhore,

especialmente entre pacientes brasileiros.
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SUMMARY

We investigated whether genetic variations of beta-2 adrenergic receptor
modulate the haemodynamic response following spinal anaesthesia for caesarean
delivery. We focused on the effects of haplotypes formed by combinations of the
Arg16Gly and GIn27Glu polymorphisms. Clinical data from 143 healthy parturients
was collected. Only the ArgGIn haplotype appeared to influence the risk of
hypotension, most probably through a recessive mode of inheritance (X?=4.92,
P=0.027). Therefore, patients were grouped according to ArgGIn homozygosity in two
groups: presence of one or no copies of the haplotype (N=120) or two copies of the
haplotype (N=23). Both groups presented similar baseline characteristics.
Comparatively, patients homozygous for the ArgGIn haplotype presented consistently
higher blood pressure levels throughout the evaluated period (F=11.2, P=0.001 for
repeated-measures ANOVA of systolic arterial pressure variation from baseline). In
conclusion, our results demonstrate that haplotype variations of the beta-2
adrenergic receptor modulate the haemodynamic response following spinal

anaesthesia for caesarean delivery.
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INTRODUCTION

Maternal arterial hypotension is a frequent complication following spinal
anaesthesia for caesarean delivery [1]. The relative hypovolaemia resulting from
aortocaval compression by the gravidic uterus, associated with the sympathetic
blockage caused by local anaesthetics can explain this occurrence. The main
treatment strategies involve the use of different vasopressors [2], manual uterine
displacement [3] and variable amounts of crystalloids or colloids [4].

The description of genetic markers that could identify parturients more
susceptive to develop hypotension would have a therapeutic interest, and a more
individualised approach could be undertaken. Moreover, the informations collected
would improve our knowledge of the genetic mechanisms involved with
haemodynamic regulation, contributing to investigations in different clinical scenarios,
like septic shock for example.

The beta-2 adrenergic receptor (ADRB2) is an important player in the
sympathetic nervous system modulation, causing primarily bronchodilatative,
vasodilatative, inotropic and chronotropic stimulating effects. The ADRB2 gene
(NCBI, Gene ID: 154) contains several variations, and the polymorphisms Arg16Gly
(changing an arginine for a glycine at position 16 of the receptor protein) and
GIn27Glu (glutamine for glutamic acid at position 27) are known to modulate ADRB2
agonist induced desensitisation [5]. These genetic polymorphisms have been studied
in diverse clinical contexts like the chronic treatment of asthma [6] and as potential
risk factors for chronic arterial hypertension [7].

The role of ADRB2 genetic variations in modulating haemodynamic responses
following spinal anaesthesia for caesarean delivery is still controversial. Preliminary
results from our group [8], and others [9], have suggested an association of ADRB2
genotypes with different haemodynamic responses following spinal anaesthesia
induction. Nevertheless, results have been conflicting regarding which genotype
confers a protective effect and, in a more recent study, a genotype associated effect
was not detected at all [10].

A strong linkage disequilibrium between the Arg16Gly and GIn27Glu
polymorphisms has been demonstrated [11], indicating conserved haplotype

structures in the ADRB2 gene. Consequently, a genotype associated effect could
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actually represent the manifestation of non-evaluated mutations, located in adjacent
DNA regions within the same haplotype as the imputed allele.

In the present study, we further explored the influences of ADRB2 variations
on haemodynamic response following spinal anaesthesia for caesarean delivery,
focusing our analyses on the effects of different ADRB2 haplotypes. Our results
demonstrate that haplotype variations of the beta-2 adrenergic receptor modulate
haemodynamic outcomes, and that patients homozygous for the ArgGIn haplotype

appear to be protected against arterial hypotension.

METHODS

Study design and patient selection

The study was approved by the University of Brasilia ethics committee and
written informed consent was obtained from all participants. The design was a case-
control evaluation of prospectively collected data. One hundred new subjects were
added to our previous cohort of 50 patients [8], all recruited from a tertiary public
hospital during the period of january of 2008 to july of 2010.

Patients were eligible if aged 16 or above, scheduled for elective caesarean
delivery and classified as American Society of Anesthesiologists physical status | or
Il. The exclusion criteria were: contraindications for the selected anaesthetic
technique; allergy to local anaesthetics or opioids; partial or full anaesthetic failure;
gestational age < 37 weeks; multiple pregnancy; body weight = 100 kg; diagnosis of
cardiovascular diseases, eclampsia or pre-eclampsia; current treatment with

corticosteroids, magnesium, adrenergic agonists or antagonists.

Anaesthetic procedure

Arterial blood pressure was determined non-invasively using an automated
oscillometric monitor with the cuff positioned on the patient’'s arm. Baseline blood
pressure was defined by the mean of three consecutive measurements executed
before spinal anaesthesia induction, with the patient in a left lateral decubitus

position. All patients received spinal anaesthesia in the sitting position, between the
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L3-L4 or L4-L5 intervertebral spaces, with a 25G or 27G Quincke type needle. A fixed
dose of 10 mg of 0,5% hyperbaric bupivacaine added with 3 pug of sufentanil was
administered. Patients were positioned supine on a flat operating table, and left
lateral displacement of the uterus was performed manually until delivery. Fluid
coloading with 2000 ml of a crystalloid solution (lactated Ringer’s or 0,9% saline) was
administered at maximum infusion rate (~80 ml.min") through an 18G intravenous
catheter positioned on the superior member. After initial fluid administration, infusion
was decreased so as to maintain a pervious venous line.

Maternal hypotension was defined by a 20 mmHg reduction from the baseline
systolic arterial pressure (SAP) value or a 20% drop from the baseline mean arterial
pressure (MAP) value. Either of these two definitions were considered at each time
unit as a trigger to initiate therapy. Hypotension treatment was made with a 10 mg
dose of ephedrine initially, and 5 mg doses subsequently, until arterial blood pressure
increased above both hypotension threshold values.

The sensory block level was tested with a pinprick 15 minutes after spinal
injection. Time from anaesthesia induction to delivery, haemodynamic parameters
and ephedrine administration were recorded until 30 minutes after spinal anaesthesia
induction, using 3 minute time units. Clinical data was prospectively collected during
the anaesthetic procedure by an investigator directly involved with the study,

unaware of genetic profiles of the patients.

ADRB2 genetic profiling

Blood samples were collected in EDTA containing vials. DNA was isolated
from peripheral leukocytes using the CHELEX 100® (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California, USA) resin method. Genotyping was determined using the
amplification refractory mutation system [12], in which four quantitative real-time
polymerase chain reactions (QPCR) were run in parallel, each using a different primer
pair combination (see appendix). The forward primers 5-AGCGCCTTCTTG
CTGGCACCCACTA-3 and 5-AGCGCCTTCTTGCTGGCACCCACTG-3’ were used
to genotype the Arg16Gly polymorphism (NCBI, RefSNP ID: rs1042713), while the
reverse primers 5-CCACCACCCACACCTCGTCCCTCTC-3' and 5-CCACCA
CCCACACCTCGTCCCTCTG-3 identified the GIn27Glu polymorphism (NCBI,
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RefSNP ID: rs1042714). Amplification analysis of gPCR products were made using a
SYBR® green based assay (Maxima SYBR® Green qPCR Master Mix 2X,
Fermentas, Glen Burnie, MD, USA) in a Step One™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Our qPCR genotyping protocol was
validated by sequencing of the region containing the polymorphisms, performed in 50

of our patient samples.

Statistical analysis

The allele and genotype frequencies were calculated for each polymorphism
and tested for Hardy-Weinberg equilibrium among all patients using Pearson’s chi-
squared test (X?).

The genetic effects on maternal hypotension incidence and haemodynamic
response were studied using a two-step approach: selection of relevant haplotype
associations followed by clinical outcomes comparison between haplotype groups.
Initially, each detected haplotype was tested for association between copy number
and risk of arterial hypotension using the X? test, assuming a general genetic model
(each category is independently analysed). If an association was inferred (by a value
of p<0.1), the mode of inheritance was further examined using dominant (patients
with one or two haplotype copies versus patients with no copies), recessive (patients
with two copies versus patients with one or no copies) and additive (each haplotype
copy is assumed to have an addictive effect) models, and the one that provided the
best fit to the data (highest X? value, and lowest p value) was used to group patients
for further analyses.

The groups were compared with respect to baseline characteristics, sensory
block level, time from anaesthesia induction to delivery, arterial hypotension
incidence, dosage of administered ephedrine and haemodynamic variations. The
systolic and mean components of the arterial blood pressure were compared
between the groups in regard to the maximal drop from baseline value, the
sequential variation from baseline and the cumulative mean variation from baseline
(the averaged variation of each time unit).

Depending on skewness, continuous data is presented as mean (SD) or

median [interquartile range], while categorical data is presented as number
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(proportion), unless stated otherwise. Kolmogorov-Smirnov test was employed to
check for normality distribution of continuous data. Categorical variables were
compared with Pearson’s chi-squared test or Fisher’'s exact test, as appropriate.
Armitage’s test for trend was used in the additive genetic model analysis. Normally
distributed data was compared with Student’s t-test and, in case of non-parametric
distribution, Mann-Whitney-U test was performed. Sequential haemodynamic
parameters were contrasted with two-way repeated-measures analysis of variance
(two-way ANOVA). The Kaplan-Meier method was applied to evaluate the
hypotension propensity during the 30 minutes following spinal anaesthesia. Survival
curve differences were studied with the log rank test. A two-tailed p value of less than
0.05 was considered significant and correction for multiple comparisons was made
by the Bonferroni procedure (resulting in a corrected p value <0.002). Analyses were
made with SPSS for Windows (version 17, SPSS, Chicago, IL, USA).

RESULTS

During analyses of data collected from 150 patients, we found that seven
patients did not meet the protocol specifications: one was underaged; the gestational
ages of five patients were under 37 weeks; the gestational age of one patient was
missing. Analyses were conducted using clinical data from 143 parturients.
Anaesthesia was successfully administered to all patients and no major
complications occurred. The overall arterial hypotension incidence was 71,3%.

Allele, genotype and haplotype frequencies are summarised in table 1.
Genotype distribution of the codon 16 and 27 polymorphisms were in equilibrium with
expected proportions of the Hardy-Weinberg model (X?=1.06, P=0.3 and X?=1.35,
P=0.25 respectively). Only three haplotypes, among four possible combinations of
genotypes, were detected. None of our patients were carrying the ArgGlu haplotype.

The association between haplotype copy number and maternal hypotension risk
is displayed in table 2. Only the ArgGIn haplotype appeared to influence the risk of
hypotension (X?=5.09, P=0.078), when the effect of each haplotype was evaluated
using a general genetic model (table 2, upper section). When testing different forms
of inheritance of the ArgGIn haplotype (table 2, lower section), the recessive genetic

model (comparison of patients with two haplotype copies against those with one or
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no copies) provided the best fit for the data (X?=4.92, P=0.027).

Based on these initial observations, patients were divided in two groups
according to ArgGIn copy number: those with one or no copies of the haplotype
(N=120) and those with two copies of the haplotype (N=23). When baseline patient
characteristics were compared, no significant differences were detected between the
groups (table 3).

The clinical outcomes following spinal anaesthesia induction are presented in
table 4. The sensory block level, was generally located at the same dermatomes, and
no differences in the time to delivery after anaesthesia induction were noticed among
the groups.

The presence of two copies of the ArgGIn haplotype appeared to reduce the risk
of arterial hypotension (52.2% vs 75.0%; odds ratio 0.36; 95% confidence interval,
0.15 to 0.91; P=0.042), and reduce the dosage of ephedrine required for elevation of
blood pressure above hypotension threshold values (P=0.038). Nevertheless, these
differences did not reach statistical significance after correcting for multiple
comparisons.

Time to hypotension occurrence was studied using the Kaplan-Meier method
(figure 1). A similar protective effect of the ArgGIn haplotype was observed when
survival curves were compared using the log rank test, but again it did not reach
corrected significance (X?=4.13, P=0.042).

After spinal anaesthesia induction, patients with two copies of the ArgGin
haplotype presented less arterial blood pressure decrease from baseline values, and
higher averaged arterial blood pressure (table 4 and figure 2). These effects reached
corrected statistical significance when maximal MAP decrease from baseline
(p<0.001) and cumulative SAP variation from baseline (p<0.001) were compared
between the groups. Repeated-measures ANOVA of sequential haemodynamic
parameters showed significant differences between the groups for SAP variation from
baseline (F=11.2, P=0.001), but not for MAP variation (F=6.47, P=0.012) and heart
rate values (F=0.04, P=0.85).
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DISCUSSION

We evaluated the role of ADRB2 haplotypes on the haemodynamic response
following spinal anaesthesia for caesarean delivery using a nested case-control study
design. Our analyses followed a two-step approach: selection of grouping variables
followed by comparison of outcomes between groups.

For grouping variable selection, we searched for associations between
haplotype copy number and arterial hypotension risk following anaesthesia induction.
Interestingly, we found that only the ArgGIn haplotype appeared to influence the
hypotension risk. By comparing different forms of inheritance, we observed that the
recessive model, where two copies of the genetic variation need to be present for the
effect to manifest, portrayed more accurately the ArgGin haplotype effect. Therefore,
patients were divided in two groups, according to homozygosity for the ArgGin
haplotype.

Even though both groups presented similar baseline characteristics, and both
presented an initial drop in arterial blood pressure following spinal anaesthesia,
patients homozygous for the ArgGIn haplotype appeared to be protected against this
decrease, as this group of patients presented consistently higher blood pressure
levels throughout the evaluated period. These differences remained significant even
after statistical correction for multiple analyses, which strengthened our results.

Our present study provide new insights into the relationship between genetic
variations of the beta-2 adrenergic receptor and haemodynamic regulation, adding up
to our previous report [8]. In this small, preliminary study, we had observed that
patients homozygous for the Arg16 genotype were protected against arterial
hypotension after spinal anaesthesia induction for caesarean delivery. Now,
evaluating both Arg16Gly and GIn27Glu polymorphisms and their interrelations, we
found that effects attributed to the Arg16 genotype cannot be dissociated from the
ArgGIn combination, since every Arg16 copy was accompanied by a GIn27 variation,
in an haplotype organisation. This represents that other non-evaluated mutations
inside the ArgGIn haplotype, could be responsible for the observed protective effects
against maternal hypotension.

Previous reports have described somewhat contradictory results in the same

clinical context as ours. The first study, made in a North American cohort, found that
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the homozygous Gly16 and Glu27 genotypes conferred less necessity for
vasopressor infusion to maintain blood pressure above hypotension thresholds,
during the first 15 minutes after spinal anaesthesia for caesarean delivery [9]. In a
more recent paper, made in a Chinese cohort, no genotype variations were found to
significantly influence vasopressor requirements to maintain blood pressure near the
baseline value. Intriguingly, the lowest plasmatic concentration of ephedrine required
to maintain arterial pressure near baseline values, was observed in parturients
homozygous for the Arg16 genotype [10]. Nonetheless, these discrepancies should
be considered in light of the fact that evaluating vasopressor use is not the same as
measuring arterial hypotension incidence, even though both variables are clearly
related. Also, our analyses concentrated on the effects of beta-2 adrenergic receptor
haplotypes instead of individual genotypes.

The Arg16Gly and GIn27Glu polymorphisms are frequent modifications of the
beta-2 adrenergic receptor, and have been implicated in modulating pharmacological
and clinical aspects of receptor function [5,13]. Seminal in vitro studies showed that
the Gly16 variation enhanced agonist induced receptor desensitisation, while the
Glu27 form conferred desensitisation resistance [14,15]. Clinical translation of these
mutations have been found in chronic treatment of asthma [6], susceptibility to
chronic arterial hypertension [7,16] and in septic shock [17] and heart failure mortality
risk [18]. Nonetheless, several studies present conflicting results, sometimes
negating a previously described genotype effect [19], while other times associating
the same effect with another genotype [20]. Also, differences in genotype effect have
been found for specific races, and this is generally explained by influences of other
non-evaluated genetic factors [21].

The autonomic system function has been linked to maternal arterial
hypotension after spinal anaesthesia induction [22]. Data obtained from heart rate
variability analysis (HRV) showed that patients with an increased sympathetic activity
before spinal anaesthesia induction had an increased risk of arterial hypotension.
One explanation would be that anaesthetic sympathectomy would not be adequately
compensated by the other systems responsible for blood pressure elevation, already
adapted to a state of higher sympathetic tone. In parallel, ADRB2 polymorphisms

have been shown to influence the autonomic nervous system. Individuals
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homozygous for the Arg16 genotype demonstrated lower sympathetic activity and
higher parasympathetic drive when compared to carriers of the Gly variation [23,24].

Based on previous observations and our results, we speculate that patients
with two copies of the ArgGIn haplotype of the beta-2 adrenergic receptor have a
decreased risk of hypotension incidence and severity following spinal anaesthesia for
caesarean delivery, possibly due to a decreased sympathetic activity prior to spinal
anaesthesia induction, although this association remains to be tested. These
inferences may not apply for populations with a different ethnic background from the
Brazilian people.

Our study has several limitations. Our small sample size does not provide the
necessary power for adequate multivariate regression analyses, that will be
necessary to confirm the relevance of ABRB2 genetic variations among several other
variables that could also modulate the haemodynamic response of parturients
subjected to spinal anaesthesia. Also, due the scarcity of patients homozygous for
the GlyGlu haplotype and the absence of patients with the ArgGlu haplotype, few
conclusions could be definitely draw from the influences of these variants in our
sample.

Another possible criticism is that we did not grouped patients according to race
or ethnic background (aside from them being Brazilians), and our sample could be
contaminated by subpopulations. Nonetheless, allele distribution followed the Hardy-
Weinberg model and, genotype proportions were very similar to another study of
ADRB2 variations in a Brazilian cohort [16], both facts argue against subpopulation
stratification. Besides, Brazilian people are highly genetically heterogeneous [25],
and self identification as being white, brown or black has little correspondence with
genetic background [26]. We believe that by evaluating genetic effects in the “general
population”, results become more pertinent in real, every day practice, even though it
makes the association process more arduous.

The perspective of personalised medicine is very appealing for patients and
doctors alike, and the identification of genetic influences on the haemodynamic
regulation and its disturbances would be of great interest to medical specialties that
care for the critically ill, like anaesthesiology and critical care medicine [27,28].

Several difficulties exist in the process of translating genetic association studies to
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the clinical practice. Contextualising discovered effects, especially if they are small,
can be very challenging and should be evaluated in specific clinical situations.

In conclusion, our results suggest that haplotype variations of the beta-2
adrenergic receptor modulate the haemodynamic response of patients subjected to
spinal anaesthesia for caesarean delivery. We propose that more studies should be
conducted to better clarify these effects with larger sample sizes, using multivariate
regression analyses and concomitantly evaluating the perioperative autonomic

activity.
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Table 1 Genetic variations of the beta-2 adrenergic receptor encountered in our
population. Frequencies are described according to allele, genotype or haplotype.

Values are number (proportion). Genotype distribution for the codon 16 and 27
polymorphisms were in Hardy-Weinberg equilibrium.

Codon 16 polymorphism Codon 27 polymorphism

Alleles Alleles
Arg 122 (42.7) Gln 216 (75.5)
Gly 164 (57.3) Glu 70 (24.5)
Genotypes Genotypes
Arg16Arg 23 (16.1) GIn27GIn 79 (55.2)
Arg16Gly 76 (53.1) GIn27Glu 58 (40.6)
Gly16Gly 44 (30.8) Glu27Glu 6 (4.2)
HWE p value 0.30 HWE p value 0.25
No. of haplotype copies
Haplotypes No copies 1 copy 2 copies Total haplotype copies
ArgGin 44 (30.8) 76 (53.1) 23 (16.1) 122 (42.7)
GlyGIn 68 (47.5) 55 (38.5) 20 (14) 95 (33.2)

GlyGlu 80 (55.9) 57 (39.9) 6 (4.2) 69 (24.1)
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Table 2 Description of maternal hypotension risk according to the effects of beta-2
adrenergic receptor haplotypes. The upper section presents risk according to a
general mode of inheritance for all haplotypes. The lower section presents risk when

different modes of inheritance were tested for the ArgGIn haplotype. Values represent

odds ratios.
No. of haplotype copies
Haplotypes No copies 1 copy 2 copies X? p value
ArgGIn 1 1.21 0.41 5.09 0.078
GlyGiIn 1 1.4 1.43 0.86 0.65
GlyGlu 1 1.1 2.14 0.48 0.49
No. of ArgGIn copies
Genetic model No copies 1 copy 2 copies X? p value
Additive 1 0.71 0.5 1.93 0.16
Dominant 1 0.9 0.9 0.06 0.8

Recessive 1 1 0.36 4.92 0.027
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Table 3 Baseline characteristics. Patients were grouped according to homozygosity

for the ArgGin haplotype. Values are mean (SD), median [IQR] or number

(proportion).
No. of ArgGIn copies
<1 (N=120) 2 (N=23) p value
Age; years 26.0 (6.3) 23.3 (4.9) 0.061
Gestacional age; weeks 40 [39-40] 39 [38-40] 0.59
Height; cm 159.6 (6.8) 160.4 (6.6) 0.60
Weight; kg 72.4 (10.2) 70.7 (7.7) 0.44
BMI; kg.m2 28.5(4.2) 27.6 (3.4) 0.31
Physical status [ (89%) Il (11%)  1(91%) Il (9%) 0.76
Systolic Blood Pressure; mmHg 117.8 (14.3) 114.5 (12.7) 0.31
Mean Blood Pressure; mmHg 82.9 (11.6) 81.9 (10.8) 0.72
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Table 4 Clinical outcomes following spinal anaesthesia induction. Patients were

grouped according to homozygosity for the ArgGIn haplotype. Values are mean (SD),

median [IQR] or number (proportion).

No. of ArgGIn copies

<1 (N=120) 2 (N=23)

p value

Sensory block level; dermatome

Time to delivery; min

Hypotension incidence; n

Ephedrine dosage; mg

Maximal SAP* decrease from baseline; %
Maximal MAPt decrease from baseline; %
Cumulative SAP* variation from baseline; %

Cumulative MAPT variation from baseline; %

T5[T4-T5]  T5[T4-T6)
9[9-12.75]  12[9-12]
90 (75%) 12 (52.2%)
10[0-20]  10[0-15]
-20.0 (13.6) -12.0 (13.4)
-26.0 (11.6) -16.0 (12.2)
27(82)  42(93)
-51(10.1) 1.6 (10)

0.30
0.76
0.042
0.038
0.011
<0.001
<0.001
0.004

*SAP; systolic arterial pressure

TMAP; mean arterial pressure
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Figure 1 Time to arterial hypotension occurrence following spinal anaesthesia
induction plotted as Kaplan-Meier survival curves. Patients were grouped according
to homozygosity for the ArgGIn haplotype as: patients with one or no copies of the
haplotype (dotted line, and e for censored data) and patients with two copies (solid
line, and m for censored data). No significant differences were detected between the

curves after correcting for multiple analyses (X?=4.13, P=0.042 by the log rank test).
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Figure 2 Systolic arterial pressure (SAP) percentage variation from baseline after
anaesthesia induction. Patients were grouped according to homozygosity for the
ArgGiIn haplotype as: patients with one or no copies of the haplotype () and patients
with two copies (m). Error bars represent SD. Patients homozygous for the ArgGin
haplotype presented higher SAP values throughout the evaluated period in
comparison to patients with one or no copies of the haplotype (F=11.2, P=0.001 by

two-way repeated-measures ANOVA).
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ABSTRACT

Background: The mu opioid receptor (OPRM1) A118G polymorphism has been
associated with decreased analgesic effects of opioids and predisposition to
addiction. However, its role in specific clinical scenarios and in different ethnicities
must be better defined. No studies evaluating the A118G polymorphism in the

Brazilian population have yet been published.

Methods: Genomic DNA was isolated from peripheral leucocytes of 200 surgical
patients of the Center-West region of Brazil. Our genotyping protocol was developed
based on the real-time amplification refractory mutation system and validated by
comparison to cycle sequencing. Functional consequences of the A118G
polymorphism were studied by comparing tobacco smoking prevalence and exposure

between genotype groups.

Results: We observed perfect correlation between genotyping and sequencing
results. Frequency of the G allele was 16% (IC 95% 12.7-19.9%) in our sample.
Genotype distribution revealed 146 (73%) patients 118A homozygous, 44 (22%)
heterozygous and 10 (5%) homozygous for the G variant. After grouping patients
according to the presence of the G allele, we did not observe differences in smoking
prevalence, however patients with one or two copies of the 118G allele reported
higher tobacco exposure than patients 118A homozygous measured in pack-years
(28.9 £12.5 vs. 21.5 +£10.8 respectively, P = 0.02).

Conclusions: We developed a fast and reliable genotyping method to identify the
allele frequency distribution of the OPRM1 A118G polymorphism among patients
from Center-West Brazil. Our preliminary results suggest functional consequences of

the polymorphism on smoking behavior among Brazilians.

Keywords

mu-opioid receptor; genetic polymorphisms; genotyping techniques; smoking; pain

management
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INTRODUCTION

The mu-opioid receptor (MOR) takes central stage in important signaling
pathways of human physiology and disease, influencing mechanisms of pain, stress
and addiction.! Agonists targeting MOR have been used to treat acute and chronic
pain syndromes for centuries and still figure among the most commonly prescribed
pharmaceuticals in clinical practice today.? Despite their widespread use,
considerable heterogeneity in response to these drugs is observed, which can be
partially attributed to genetic variations that influence their pharmacodynamic and

pharmacokinetic profiles.3 4

A number of reports analyzing mu-opioid receptor gene (OPRM1)
modifications have described an association between the single nucleotide
polymorphism A118G (NCBI, RefSNP ID: rs1799971) and altered receptor function.
Located in exon 1, this genetic mutation results in the substitution of an asparagine
residue for an aspartic acid at position 40 of the mu-opioid receptor protein, causing
the loss of a putative glycosylation site.> Data from experimental® 7 and clinical® °
studies suggest that the presence of the 118G allele translates to increased pain
perception and decreased analgesic effects of administered opioids. However, further
studies are still needed before an individualized approach to opioid therapy is
developed. In parallel, the A118G polymorphism has also been linked to altered
nicotine reward signaling,'® relapse after anti-smoking therapy'' and addiction

susceptibility to various substances.?

The design of studies to evaluate the influences of the A118G polymorphism in
diverse clinical scenarios should consider a priori the allele distribution of the study
population. It has been demonstrated that the frequency of 118G carriers differs
considerably between ethnic groups around the globe.'® We are not aware of studies
evaluating the allele frequency distribution of the OPRM1 A118G polymorphism in

Brazilian individuals.

Our primary objective was to facilitate the design and conduct of studies
evaluating the effects of the A118G polymorphism by means of two approaches: (i)

present an affordable and reliable genotyping technique based on real-time
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polymerase chain reaction (QPCR) technology, and (ii) describe the allele frequency

distribution of the A118G polymorphism in individuals from Center-West Brazil.

Because of the importance of mu-opioid receptor signaling in addictive disorders,
we also evaluated functional consequences of the 118G allele by comparing tobacco

smoking prevalence and exposure between genotype groups.

METHODS

Patients

The study was approved by the University of Brasilia ethics committee and
written informed consent was obtained from all participants. Patients were invited to
participate if aged 18 years or above, born in Brazil and of Brazilian descent (for 2 or
more generations) and living in the Federal District. Patients were randomly recruited
among those scheduled to undergo an elective surgery at the University Hospital of
Brasilia from January to July of 2012. Individuals with cognitive impairments and

those who could not read and write were excluded from the study.

Patients were interviewed the night before their scheduled surgeries.
Information regarding age, gender, self-reported race, smoking status and tobacco
exposure (pack-years) was collected. At the same time, a 3 ml sample of peripheral

blood was obtained for DNA isolation, collected in EDTA containing vials.

DNA isolation

Genomic DNA was isolated from the blood sample using the Chelex® 100
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) resin protocol.'s In brief, 50 ul of
whole blood was mixed with 1 ml of ultrapure water and incubated for 5 minutes at
room temperature, causing lysis of erythrocytes. Leukocytes were recovered by
centrifugation of samples for 3 minutes at 8.000g. The supernatant was discarded

and another 1 ml of water was added to the pellet. The incubation, centrifugation,
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and supernatant discard steps were repeated under the same conditions. Then, 200
Ml of Chelex® 100 5% suspension was added to the samples, which were vortex
mixed for 10 seconds. The resulting leukocyte lysate was incubated at 56°C for 30
minutes and then at 95°C for 8 minutes. Prepared samples were stored at -20°C for

later use in PCR reactions.

Genotyping

We selected the real-time amplification refractory mutation system (ARMS-
gPCR) as the genotyping method.'® Allele-specific forward primers (ForwA and
ForwG) were designed using published guidelines,!” while reverse (Rev) and
sequencing (ForwS) primers were designed using PRIMER3PIlus software'8 (Table
1). Two gPCR reactions, each using one of the allele-specific forward primers, were
run in parallel (duplicates), both producing an amplification product of 275 bp. The
reaction mixtures contained: 5 yl of SYBR® Green Mix (Maxima SYBR® Green
gPCR Master Mix 2X, Fermentas, Glen Burnie, MD, USA), 125 nM of each primer
and 1 pl of isolated DNA in a final volume of 10 pl. The amplification program was:
DNA polymerase activation at 95°C for 10 minutes, followed by 35 repeated cycles of
denaturation at 95°C for 10 seconds and anneling-extension at 55°C for 1 minute.
Amplification specificity was tested by melt curve analysis, which was performed by
heating the samples from 60°C to 95°C at increments of 0.3°C, while recording the
fluorescence signal decay. Reactions were conducted in a Step One™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Sequencing

The genotyping protocol was validated by standard PCR amplification followed
by DNA sequencing of the region containing the A118G polymorphism, performed in
the first 25 patients enrolled. PCR reactions were carried out using a standard Taq
DNA polymerase kit (Fermentas, Glen Burnie, MD, USA). The designed primers
(ForwS and Rev) produced a 427 bp amplification product. The PCR cycling
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conditions were as follows: initial denaturation at 95°C for 5 minutes followed by 30
cycles of denaturation at 95°C for 30 seconds, annealing at 55°C for 45 seconds and
extension at 72°C for 45 seconds. Final extension was carried out at 72°C for 7 min.
The reactions were performed using a TC-312 thermocycler (Techne Inc., Burlington,
NJ, USA). Agarose gel electrophoresis of the PCR products confirmed the specificity
of the reaction. Amplification products were sent to Macrogen Sequencing Service
(Macrogen Inc., Korea) for cycle sequencing using the ForwS primer. Results were
compared to reference sequences flanking the A118G polymorphism from the NCBI
refSNP database, using the software Sequencher (Gene Code Corporation, Ann
Arbor, MI, USA).

Statistical analyses

The sample size was calculated to be 200 patients, as described by Ott"®
(Formula 8). The margin of error was set to +2.5%, and we assumed an equal
distribution of the alleles to produce a conservative sample size estimate. Data are
presented as mean (£SD) or number (percentage), unless stated otherwise. Allele
distribution is presented as frequency with 95% confidence intervals. Normal
distribution of continuous variables was tested by the Kolmogorov-Smirnov test.
Categorical variables were contrasted using Pearson’s chi-squared test or Fisher’s
exact test, as appropriate. Parametric data was analyzed with Student’s t-test. A two-
tailed P value of < 0.05 was considered significant. Analyzes were performed using
SPSS for Mac version 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

RESULTS

Genotypes were determined by comparing the efficiency of allele-specific
gPCR reactions. If amplification efficiency was higher (defined by a lower C; value)
when a particular forward primer (ForwA or ForwG) was used, the patient was
identified as homozygous for the variant associated with the primer. Heterozygous

individuals were identified when amplification efficiency was similar between qPCR
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reactions, independent of the forward primer used. We observed perfect correlation
between the results of our genotyping protocol and the sequencing data from the 25

samples used for the validation procedure.

Further analyses were conducted using data from 200 patients. Subjects
ranged in age from 18 to 92 years (50.8 £15.6), 79 (39.5%) of whom were women.
Among the 400 alleles evaluated, we observed 64 copies of the G variant (16%; IC
95% 12.7-19.9%). Allele and genotype distribution, considering self-reported race, is
shown in Table 2. Most patients identified themselves as whites (49%), followed by
browns (35.5%), blacks (15%) and only one Amerindian (0.5%). Allele frequency did
not differ significantly between white, brown and black races (X? = 0.94; P = 0.62).

Assuming a dominant model of inheritance of the G allele, we did not observe
significant differences in smoking prevalence between 118A homozygous patients
versus those with one or two copies of the G allele (35.6 vs. 33.3% respectively; P =
0.76). However, patients with the 118G allele reported higher tobacco exposure, even
though the other patient characteristics were similar (Table 3). We did not detect
differences in genotype distribution among smokers (G allele frequency of 15%)
when compared to predicted numbers by the Hardy-Weinberg equilibrium (X2 = 1.78;
P =10.18).

DISCUSSION

We developed a fast and reliable genotyping method to identify the allele
frequency distribution of the OPRM1 A118G polymorphism among surgical patients
from Center-West Brazil. The ARMS-qPCR technique we adopted has been
extensively used for SNP genotyping,?° and it has considerable advantages over
some of the methods previously used to genotype the OPRM1 A118G polymorphism.
It offers increased throughput performance and ease of use in comparison to
cumbersome and labor intensive sequencing and gel-based methods.2! Additionally,
reagent costs for the ARMS-qPCR assay are lower than those for the similarly

effective method featuring 5’ nuclease hydrolysis probes (TagMan® probes).22

Our results indicate that prevalence of the 118G allele among individuals from

Center-West Brazil is close to 16%. Previous reports described substantial G allele
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frequency variability in different regions of the world (Table 4). Interestingly, the
Center-West region has been occupied in the last 50 years by streams of immigrants
from all over the country and can be considered a good proxy for the genetic
composition of most other regions of Brazil.33 Genotype distribution diverged from
expected proportions of the Hardy-Weinberg equilibrium to a small degree,
suggesting the presence of genetically diverse subpopulations in our sample. The
divergence was especially strong among individuals self-reported as brown or
“pardo” (a mixture of white, black and Amerindian races). Nonetheless, we believe
this was a spurious occurrence as Brazilians are generally highly genetically admixed

presenting significant genomic overlapping regardless of physical appearance.3*

After grouping patients according to the presence of the G variant, we
observed similar prevalences of tobacco smoking between the groups. However,
patients with the 118G allele reported higher tobacco exposure than 118A
homozygous individuals, suggesting a possible association between the G variant
and increased craving for smoking. Our observations are compatible with recent
findings that carriers of the 118G allele have greater release of dopamine in brain
regions associated with the reward response after smoking nicotine cigarettes.3® A
similar increase in dopamine release was also observed after alcohol consumption
by individuals with the 118G allele.'® Clinical studies, however, have been
inconclusive about the effect of this polymorphism on susceptibility to nicotine
addiction.36. 37 One possible reason for these inconsistencies is related to different
study designs and variability in the 118G allele frequency among different ethnicities.
It is important to note that our results should be viewed only as preliminary as the

present study was not specifically designed to evaluate craving behavior.

The precise mechanistic consequences of the 118G allele on MOR function
still remain unclear. In vitro studies have described decreased MOR expression,38
reduced agonist-induced signaling efficiency and attenuated inhibition of calcium
currents.” 3° Comparably, experimental data, using a mouse model with an
equivalent mutation, demonstrated decreased mRNA and MOR expression in brain
regions related to pain, stress and reward.® When tested with the hot-plate assay,
mice harboring the G allele showed impaired morphine-induced antinociceptive
response.” A study of human autopsy brain tissues also revealed decreased OPRM1

mRNA expression in carriers of the 118G allele.#? Contrary to the inconsistent results
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seen in addiction behavior studies, clinical-translational studies evaluating pain
perception present considerable evidence regarding the association between the
118G allele and increased postoperative morphine consumption*'- 42 and higher

doses of morphine to relieve pain of cancer patients.8 43

Before the evaluation of OPRM1 A118G polymorphism is used to guide the therapy
of patients receiving opioid drugs, further studies are still needed to clarify the
influences of the 118G allele on the analgesic effects of opioids used during acute
and chronic pain episodes, as well as its effects on human behavior especially in
relation to addiction to opioids, nicotine and alcohol. In this context, the correct
protocol design, based on sufficient sample size to account for confounding variables
and genotype distribution in different ethnicities, should be considered critical

prerequisites for the generation of trustable results.

CONCLUSION

To our knowledge, this is the first report to evaluate allele frequency
distribution and functional consequences of the mu-opioid receptor A118G
polymorphism among Brazilians. We expect our results and described methods will
be useful in future studies that will define the clinical role of the OPRM1 A118G
polymorphism, hopefully improving the care of patients afflicted by pain and

addiction, particularly among the Brazilian population.
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Table 1. Primers utilized in qPCR and sequencing reactions
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Primer ID Sequence Use
ForwA 5 - GTCAACTTGTCCCACTTAGATGGAA- 3 Detecting A variant
ForwG 5" - GTCAACTTGTCCCACTTAGATGGAG - 3 Detecting G variant
ForwS 5 - GAAAAGTCTCGGTGCTCCTG - 3’ Sequencing

Rev 5 -AGCCTTGGGAGTTAGGTGTCTC - 3’ Common to all reactions




Table 2. Allele and genotype distribution according to self-identified race

White Brown Black Amerindian Total
Alleles
A 163 (83.2) 119 (83.8) 53 (88.3) 1 (50) 336 (84)
G 33(16.8) 23 (16.2) 7 (11.7) 1 (50) 64 (16)
Genotypes
AA 70 (71.4) 53 (74.6) 23 (76.7) 0 146 (73)
AG 23 (23.5) 13 (18.3) 7 (23.3) 1 (100) 44 (22)
GG 5(5.1) 5(7) 0 0 10 (5)
HWE* P value 0.10 0.006 0.47 - 0.01

Values are number (percentage)

* HWE - Hardy-Weinberg equilibrium
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Table 3. Characteristics of smokers when compared according to the presence
of the G allele

Homozygous A G allele present* P value

Women, 11 (21.2) Women, 8 (44.4)
Gender, N (%) 0.07
Men, 41 (78.8) Men, 10 (55.6)
Age, years (SD) 53.5 (£14.5) 56.7 (x11) 0.40
White, 25 (48.1)  White, 10 (55.6)
Race, N (%) Black, 8 (15.4) Black, 2 (11.1) 0.84

Brown, 19 (36.5)  Brown, 6 (33.3)

Tobacco exposure, pack-years (SD) 21.5(x10.8) 28.9 (x12.5) 0.02

*Among the smokers with the 118G allele, three were homozygous.



Table 4. Frequency of the G allele in different regions of the world
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G allele frequency*

Region Country Ethnicity Author (year) N Reference
(%)
Europe
Italy Caucasian Troisi (2011) 214 13.8 23
Germany  Caucasian Franke (2001) 365 12.1 24
Norway Caucasian Klepstad (2004) 207 104 8
Finland Caucasian Bergen (1997) 184 11.1 25
Asia
Israel  Not described  Ginosar (2009) 99 15.2 26
Korea  Not described Kim (2004) 140 31.1 27
Japan  Notdescribed Fukuda (2009) 280 43.75 28
China Han Zhang (2010) 174 31.3 29
India Not described Kumar (2012) 200 17.7 30
Americas
USA Caucasian Dlugos (2011) 161 12.4 31
USA  Latin-american Du (2009) 338 23.7 32

*In reports with case-control design, the displayed allele frequency corresponds to

that of controls.



ANEXO C - PARECERES DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM

PESQUISA

D | 4
Univmbdce Brasilia

Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

Campus Universitirio, Asa Norte — CEP 70910-9000 — Brasilia, DF - Tel.: (061) 3307-2520 / 32734065

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de projeto:  CEP-FM 061/2006
Avaliagdo da influéncia do polimorfismo do cddon 16 do receptor Beta-2
Titulo: adrenérgico na incidéncia de hipotenslio e uso de efedrina em gravidas
submetidas a anestesia subaracndide
Pesquisador responsdvel: Edno Magalhdes
Documentos analisados:  Folha de rosto, carta de encaminhamento, declaracao de
Responsabilidade, protocolo de pesquisa, termo de consentimento livre e esclarecido,
cronograma, biblografia pertinente e curriculo(s) de pesquisador(es)
Data de entrada:  21/08/2006

Proposi¢io do(a) relator(a)
( x ) Aprovacdo
( ) N&o aprovagdo

Data da primelira andlise pelo CEP-FM/UnB: 24/10/2006
Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UnB:  31/01/2007

PARECER

Com base nas Resolugdes CNSMS N° 196/1996 e CSNMS N.° 340/2004, que
regulamentam a matéria, o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia decidiu APROVAR, na reunifio ordindria de 31/01/2007,
conforme parecer do(a) relator(a), o projeto de pesquisa acima especificado, quanto aos
seus aspectos éficos.

1 - Modificagbes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificacio
imediata de eventos adversos graves;

2 - O(s) pesquisador(es) deve(m) apresentar relatérios penddicos do andamento da
pesquisa ao CEP-FM.
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UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE MEDICINA
Comité de £tica em Pesquwsa em Seres Humanos

ANALISE DE PROJETO DE PESOQUISA

Registro de Projeto: CEP FM 0872011,

Titulo: “Avalingdo da prevaléncia polimorfismo ATISG do receptor Oprorde U cm pacientes
cirirgicos do Brasil™.

Pesquisador Responsay el: Maunicw Daber Andrade Gomes

Documentos analisados: Folha de rosto, carta de encamimhamento. declaragdo de responsabelidade.
protoecolo de pesquisa, termo de consentimento livre ¢ esclarecido, cronograma. bibliogralia pertiente
¢ curmiculo (s) de pesquisador (es)

Data de entrega: 091277011

Parecer do (2) relator (a)

(N ) Aprosagio

() Nio aprovacio.

Data da primcira analise pelo CEP-FM/UNB: 1312 2011

Data do parceer final do projeto pelo CEP-FM/UNB: 11122011

PARECER

Com base na Resolugho ONSMS 0" 19696 ¢ resolugdes postenones, gue renulamentam a makeria. o
Conmiie de Ftca em Pesquisa da Facubdade de Medwma da Unnversididde de Brasilaa decidm
APROVAR. na reunidio ordingria de THI2T000 conforme parecer do () relator €ad o progeto de
pesquisa acima especificado, quanto a0s seus aspecios 1o

1. Modificagoes no protocolo devem ser submetidas ao CLP. assem como a notificagio mediala
de eventos adversos granves,
O (3) pesquisador (es) deve (m) apeesentar relatonos peradicos do andamento da pesquisa 2o

CEP FM. sendo o 17 previsto para 20 de junho de 2012

Brasila, 16 de Dezembro de 2011

Campus Universtano Darcy Ribowo, Asa Norte Brasila DF - CTP /0910 %00
Telefone!Fax (61) 3107 1918
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ANEXO D - MODELO DO QUESTIONARIO APLICADO AOS PACIENTES DO
PROJETO 2-

Avaliacdo da Prevaléncia do Polimorfismo A118G
Dados Demograficos

— ldentficagio

Sexo
Nome Regisuo HUB Masculino
Feminino
Morador do Distrito Federal? Cidade de Residéncia
Nascido no Brasil? Data de Nascimento Pais e avods nascidos no Brasil?
Anos de educagdo Estado civil Com qual raga se identifica?
ol Casado Branco
1-4 Solteiro Negro
5.9 Separado Moreno
10 ou mals Vidvo indio
Oriental
Tabagista? Carga tabagica (magos/ano)
— Cirurgia
Qual é a especialidode cirdrgica responsével? Qual é a cirurgia planejoda?
—Genética
Data da extragho de DNA Gendtipo A118G Confirmado por sequenciamento?
. 18A -
186G
Data da genotipagem
r~ Coleta dos dados
Data da coleta dos dados Responsavel pela coleta
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ANEXO E - CLASSIFICAGAO DE ESTADO FiSICO SEGUNDO A SOCIEDADE
AMERICANA DE ANESTESIOLOGISTAS

(AMERICAN SOCIETY OF ANESTHESIOLOGISTS - ASA)

Estado Fisico

Descrigao

ASA1 (P1)
ASA2 (P2)

ASA3 (P3)

ASA4 (P4)

ASAS5 (P5)

ASAG (P6)
E

Paciente sadio sem alteragbes organicas
Paciente com alteragao sistémica leve

ou moderada causada pela doenga cirurgica
ou doenga sistémica

Paciente com alteracao sistémica grave de
qualquer causa com limitagao funcional
Paciente com alteracao sistémica grave que
representa risco de vida

Paciente moribundo que nao é esperado
sobreviver sem cirurgia

Paciente doador de 6rgéos

Condicao de emergéncia




