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1 INTRODUCAO

Pesquisas a respeito de alguns tratamentos medicamentosos em
humanos demonstraram que as taxas de eficacia variam entre 25% a 80% e que,
de modo geral, somente um terco dos pacientes obtém os beneficios terapéuticos
desejados, enquanto no restante o principio ativo ndo atua como o esperado ou é
pouco tolerado (NORTON, 2001). A ocorréncia de reacdes adversas a
medicamentos constitui um problema importante para o profissional da area da
saude, pois aumenta significativamente o tempo de hospitalizacdo e foi
considerada como a quarta dentre as seis causas mais frequentes de morte de
pacientes humanos nos Estados Unidos (DESTENAVES & THOMAS, 2000;
PIRAZZOLI & RECCHIA, 2004).

Dentre as causas de variacdo na resposta individual a mesma
posologia de um farmaco podem-se destacar a idade, os fatores genéticos e
imunologicos, as enfermidades e a ocorréncia de interacdes entre principios
ativos (RANG et al.,, 2007). A variabilidade genética pode alterar tanto a
farmacodinamica, ou seja, a relacdo entre a dose administrada e os efeitos
produzidos, como a farmacocinética, que relaciona os eventos de absorc¢ao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo da substancia a sua concentracao sistémica
(WEINSHILBOUM & WANG, 2006).

Na medicina, as particularidades genéticas foram estudadas
previamente a determinacdo dos genes codificadores de receptores e enzimas
metabolizadoras, pois ja se relatavam diferencas nas respostas aos principios
ativos, relacionadas principalmente as vérias etnias (PESSOA et al., 2006).
Estudos primordiais que relacionavam as variacbes genéticas a acao dos
farmacos partiram da constatacdo da diversidade de respostas de pacientes
tratados com as mesmas doses de certo medicamento. Posteriormente, as
pesquisas associaram tais observacdes as diferencas nas concentracdes
plasmaticas ou urinarias da substancia e de seus metabdlitos (WEINSHILBOUM
& WANG, 2006).

Uma vez que os fatores genéticos contribuem para a eficacia e a
seguranca de um farmaco, pesquisas a respeito da farmacogenética e

farmacogendmica estdo sendo fomentadas. Esses estudos avaliam as influéncias



genéticas sobre as respostas a medicamentos, sendo que CHOWBAY et al.
(2005) afirmam que a farmacogenética se concentra nos efeitos de genes
isolados, enquanto que a farmacogendmica é uma evolucdo da primeira e analisa
simultaneamente varios genes e suas interacdes com alvos especificos.

As pesquisas farmacogenéticas e farmacogendmicas estdo focadas na
identificacdo de genes que predispdem as doencgas, modulam respostas aos
farmacos, afetam a farmacocinética e a farmacodindmica de medicamentos e se
associam as reacbes adversas (MUKHERJEE & TOPOL, 2003). A partir da
evolucdo desse segmento da farmacologia clinica, espera-se revolucionar a
pratica médica e alcancar o0 que especialistas denominam de medicina
personalizada, em contraposicdo a atual conduta terapéutica, na qual ha o
emprego de um mesmo farmaco e de uma mesma posologia para todos os
pacientes, de acordo com o diagnéstico (JAIN, 2004).

FLEISCHER et al. (2008) afirmam que apesar do crescente interesse
da medicina veterinaria pelas pesquisas gendmicas, principalmente ligadas a
producdo animal, poucas sao as informacdes disponiveis acerca da relacdo entre
variacfes genéticas e a acao dos farmacos nos animais. Entretanto, estudos com
racas distintas demonstraram respostas variadas a substancias endogenas e
exdgenas em bovinos (SALLOVITZ et al., 2002), ovinos (AMMOUN et al., 2006),
aves (OPDYCKE &. MENZER, 1984), suinos (SUTHERLAND et al., 2005) e
caninos (FLEISCHER et al., 2008).

Diante da importancia da variacdo genética na resposta aos farmacos,
nesta revisdo de literatura serdo abordados conceitos elementares relacionados a
farmacogenética e seu potencial para otimizar tratamentos. Uma vez que ha
pouca literatura veterinaria disponivel para a abordagem do tema, grande parte do

discorrido serd embasada em informac8es advindas de pesquisas em humanos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historia da farmacogenética

BOREM et al. (2003) resumem a trajetoria do desenvolvimento de
estudos genéticos em cinco fases. Como marco inicial, os autores consideram a
investigagcdo estrutural e comportamental dos cromossomos, considerados o
alicerce hereditario celular. A segunda fase é marcada pela intensificacdo do
conhecimento da base molecular hereditaria que determinou a conformacdo do
acido desoxirribonucleico (ADN) como de dupla hélice e o definiu como
responsavel pela informacgéo genética.

A terceira etapa foi regida pela tentativa inicial de leitura do cédigo
genético e a fase posterior pela decodificacdo dos primeiros genes com
informacBes acerca do controle e da modulacdo de suas expressdes. ApOs 0
sequenciamento de genomas inteiros, iniciou-se a realidade da genética atual e a
mudanca do protoétipo da pesquisa de genes isolados para um padrdo no qual o
material genético é analisado como um todo (BOREM et al., 2003).

Inicialmente, GARROD (1909), fundador da bioguimica genética, fez as
primeiras sugestbes de que variagcbes metabdlicas na populacdo seriam
caracteristicas herdaveis aos descendentes. Mais tarde, foi divulgado um estudo
em que se relatava escurecimento e auséncia da formacéo de bolhas apds o uso
tdpico de agua oxigenada em trés irmaos, dentre cinco, o que foi associado a uma
heranga autossOmica recessiva que ocasionava deficiéncia da enzima catalase
(TAKAHARA, 1952).

Em 1953, WATSON & CRICK descreveram a estrutura do ADN no
modelo de dupla hélice. Posteriormente, MOTULSKY (1957) associou a
ocorréncia de reacdes adversas aos farmacos com alteracdes na determinacao
genética da atividade de algumas enzimas e, em 1959, VOGEL propbs a
denominacéo do estudo dessas variacbes como farmacogenética. Na década de
70, demonstrou-se a semelhanca no metabolismo de alguns farmacos entre
gémeos idénticos, diferente das nitidas variacbes que ocorriam em relacdo a
gémeos heterozigotos (VESELL, 1973).



Com a intencdo de aplicar a tecnologia de andlise do ADN na
expansdo do mapeamento genético, originaram-se os estudos sisteméticos de
genomas completos (BOTSTEIN et al., 1980). Assim, a partir da elaboracdo de
mapas do genoma nuclear, iniciou-se a busca pela identificacdo de genes
especificos, sendo que o primeiro grande sucesso desta estratégia ocorreu na
genética humana, com a determinacdo do gene causador da doenca de
Huntington, mapeado no cromossomo quatro (GUSELLA et al., 1983).

Na medicina veterinaria o primeiro mapa genético publicado para
animais domeésticos foi o da galinha (Gallus gallus) (BUMSTEAD & PALYGA,
1992), seqguido pelo do bovino (Bos taurus) (BISHOP et al., 1994), suino (Sus
scrofa) (ROHRER et al., 1994), ovino (Ovis aries) (CRAWFORD et al., 1995),
canino (Canis domesticus) (PARKER & OSTRANDER, 2005) e, mais
recentemente, dos coelhos (Oryctolagus cuniculus) (CHANTRY-DARMON et al.,
2006). Atualmente, a maior parte dos estudos gendmicos com animais envolve o
melhoramento genético para a producdo animal, todavia pesquisas
farmacogenéticas estdo sendo desenvolvidas, principalmente para espécies
criadas para companhia, como os cades (FLEISCHER et al., 2008; COUTINHO &
ROSARIO, 2010).

2.2 Conceitos bésicos aplicados a farmacogenética

A partir de dados genéticos obtidos por técnicas biomoleculares, a
farmacogenética propde avaliar a farmacocinética e a farmacodindmica dos
principios ativos, sendo que o0 conteudo genético total de um organismo é
denominado de genoma (MUKHERJEE & TOPOL, 2003). Atualmente considera-
se a existéncia de dois genomas nos eucariontes, sendo um de origem
cromossomal, localizado no interior do nucleo celular, e outro mitocondrial,
encontrado no citoplasma das células, geralmente em formato circular (CORREIA
& CORREIA, 2007).

O material genético de um organismo é composto pela sequéncia de

bases nitrogenadas dos nucleotideos formadores de ADN, disposto no modelo de



dupla hélice (WATSON & CRICK, 1953). A estrutura primordial do ADN se dispde
em volta de pequenas proteinas denominadas histonas que se aglomeram em um
conjunto de oito unidades e originam o nucleossoma. Por meio dessa organizacao
o ADN se dispde no interior do nucleo e a compactacdo maxima em espiral de

seus filamentos origina o cromossomo (Figura 1) (VIDEIRA, 2001).
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FIGURA 1 — Gene em segmento de ADN no
modelo de dupla hélice
compondo a estrutura
cromossomal (Adaptado de
LYNCH & WALSH, 1998)

Formadores da fita de ADN, os nucleotideos sdo compostos por uma
base nitrogenada, um fosfato e uma pentose do tipo desoxirribose. No total, a
molécula de ADN é formada por quatro bases nitrogenadas, sendo duas puricas,
adenina e guanina, que se ligam as bases pirimidinicas, timina e citosina,
respectivamente (LEHNINGER et al., 2002). O acido ribonucleico (ARN) e
desoxirribonucleico diferem na composicdo de suas pentoses, sendo que O
prefixo desoxi do ADN indica a auséncia de um atomo de oxigénio que esta
presente na ribose do ARN (STRYER, 1996).



Por meio de uma ligacao fosfodiéster, os nucleotideos de uma mesma
fita de ADN se unem, de modo que o grupo 5’—hidroxila de uma unidade conecta-
se ao grupo 3’-hidroxila do nucleotideo seguinte (Figura 2). Essas ligacdes
possuem a mesma orientacdo ao longo da cadeia, sendo que cada fita linear do
acido nucleico possui polaridade especifica e distinta nas extremidades 5’ e 3’. No
modelo de dupla hélice as fitas de ADN sao dispostas de forma antiparalela, uma
vez que a direcdo dos nucleotideos de uma cadeia € oposta a da outra
(LEHNINGER et al., 2002).
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Figura 2 - Ligacdo 3’-5 fosfodiéster entre nucleotideos de
mesma fita de ADN e ligacdes de hidrogénio entre
bases nitrogenadas de nucleotideos de fitas de
ADN distintas (Adaptado de CONN & STUMPF,
1980)

De acordo com o conceito molecular classico, todo segmento de ADN
responsavel pela codificacdo de um produto funcional, representado por um
polipeptideo ou um ARN, é considerado um gene (WATSON & CRICK, 1953). De

forma resumida, nos eucariontes os genes sao transcritos em um ARN primario e



posteriormente processados em ARN mensageiro (ARNm), que entdo é traduzido
em uma cadeia polipeptidica pelos ribossomos, de modo que cada grupo de trés
nucleotideos representard um codon responsavel pela codificacdo de um
aminoéacido (LEWIN, 2000).

Descobertas acerca das propriedades e funcdes génicas iniciaram
discussbes em relacdo ao conceito mais adequado do termo gene (JOAQUIM &
EL-HANI, 2010). Dentre os novos achados podem-se ressaltar a distingdo entre
genes estruturais e reguladores, a determinacdo da necessidade de ativagao ou
inativacdo génica para o inicio de uma expressao genética e a compreensao de
que o ADN apresenta regifes que ndo sao transcritas em produtos, mas que se
relacionam a regulacéo da transcricdo (FOGLE, 1990; KELLER, 2002).

Atualmente sabe-se que, diferentemente dos organismos procariontes,
em que praticamente todos os genes sao formados por um fragmento de ADN
codificador de uma proteina, os genes dos eucariontes sdo constituidos por dois
tipos de sequéncias de ADN denominadas de introns e éxons (BERGET et al.,
1977). introns s&o partes transcritas apenas no ARN primario, que n&o codificam
proteinas, ja os éxons sdo definidos como a parte da sequéncia génica presente
no ARNm, que participa da codificagdo dos aminoacidos (Figura 3) (SHARP &
MATASSI, 1994).
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FIGURA 3 — Transcricdo de um ARN mensageiro maduro a partir de
éxons de um ARN primério (Adaptado de SOUTO et al.,
1997)

A concepcéao de que genes reguladores se apresentam espalhados em
varios locais dos cromossomos e constantemente distantes da sequéncia
codificadora ou inseridos em genes estruturais, modificou a ideia de que esses

elementos possuem um loco genético definido, ou seja, um local fixo no segmento



de ADN (GERSTEIN et al., 2007). Genes que ocupam 0 mesmo loco genético sao
denominados alelos e quando possuem a mesma forma e codificacdo séo
classificados como homozigotos, em contrapartida, 0os genes heterozigotos
possuem dois modelos alélicos distintos (Figura 4) (SAXENA et al., 1996). O
conjunto das informacgfes transmitidas pelos genes no organismo constitui seu
gendtipo que, juntamente com o meio, determinara as propriedades fenotipicas

que representam as caracteristicas gerais dos individuos (BOREM et al., 2003).
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FIGURA 4 — Genes alelos ocupando o
mesmo loco em
cromossomos homozigotos e
heterozigoto (Adaptado de
http://biologial.blogspot.com/
2008/07/gentica.html, 2011)

2.3 Polimorfismos ligados a farmacogenética
2.3.1 Aspectos gerais dos polimorfismos genéticos

Diversidades génicas sdo denominadas de mutagdo quando possuem
taxa de incidéncia menor que 1%. Acima desta frequéncia tais diferencas
genéticas sédo conhecidas como polimorfismos. Os polimorfismos de ADN surgem

a partir de delecdes, substituicbes e inser¢des de um ou mais nucleotideos,


http://biologia1.blogspot.com/2008/07/gentica.htmlrucleotídeos%20(os,%20ingl%20ediminuem%20ou%20causem%20raç
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variacbes no numero de copias de sequéncias repetidas ou insercbes de
elementos genéticos moveis (EVANS & RELLING, 1999).

Ha vérios tipos de polimorfismo, dentre 0os quais 0s mais comumente
observados séo o polimorfismo de base Unica, conhecido por sua sigla em inglés
SNP (single nucleotide polymorphism) e a variacdo no numero de sequéncias
repetidas, do inglés, variable number of tandem repeats (VNTR). Polimorfismos
do tipo SNP sado caracterizados por alteracdes em um unico nucleotideo que
ocorrem geralmente entre duas bases puricas ou por substituicdo de uma base
pirimidinica por outra (VIGNAL et al., 2002)

No genoma humano observa-se que as SNPs acontecem na razao de
um polimorfismo a cada 800 pares de bases nitrogenadas (FONTANA et al.,
2006). Além de relativamente frequentes, ha evidéncias de que as SNPs em
genes codificadores de proteinas transportadoras, enzimas que metabolizam
medicamentos ou da biossintese e reparo do ADN, poderiam modificar a eficacia
dos farmacos e sua toxicidade (INGELMAN-SUNDBERG, 2001).

Em condi¢cdes normais, as repeticoes de sequéncias de ADN sao
encontradas ao longo de todo o genoma e ocorrem num loco cromossdémico
especifico, quando um encadeamento de nucleotideos € repetido em série e de
forma adjacente. Todavia, quando ha presenca de polimorfismos do tipo VNTR,
esses sao classificados de acordo com o tamanho de suas unidades de repeticéo,
sendo que os mais abundantes no genoma de mamiferos sdo os com unidades
de repeticdo entre uma a 13 bases nitrogenadas, denominados de microssatélites
(CAVALLI-SFORZA & FELDMAN, 2003)

Os polimorfismos s&o utilizados como marcadores genéticos para
identificar alteracdes ao longo da cadeia de ADN. Os diferentes tipos de
marcadores polimorficos possuem uma taxa de evolucdo caracteristica, de forma
que os do tipo SNP séo classificados como lentos e possuem a vantagem de
diminuir a probabilidade de mutagdes recorrentes, mas se limitam a uma menor
quantidade de alelos na populacdo. Marcadores com taxas evolutivas rapidas,
representados pelas VNTRs, sdo altamente polimérficos e mais sujeitos as
mutacOes recorrentes, as quais podem causar interpretacbes erroneas das

informacdes genéticas (JOBLING et al., 2004).
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Polimorfismos que ocorrem em regides codificadoras dos genes
determinam variagbes na sequéncia de aminodcidos proteicos, que podem
modificar a estrutura, propriedades fisico-quimicas e funcdo da proteina
responsavel pelo metabolismo do farmaco ou seu sitio de acéo
(WEINSHILBOUM, 2003; TROTTA et al., 2004). Consequentemente, essas
alteracdes ocasionam diminuicdo ou aumento da atividade da proteina codificada
e do perfil metabdlico dos pacientes que sao classificados como metabolizadores
lentos, intermediarios e réapidos (Figura 5) (THORISSON & STEIN, 2003;
METZGER, et al., 2006).
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FIGURA 5 — Comparacéo entre individuos com metabolismos lento
(vermelho), intermediéario (azul) e rapido (cinza) em
relacdo a eficiéncia e ocorréncia de efeitos
adversos a mesma dose de determinado farmaco
(Adaptado de METZGER et al., 2006)
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Organismos com metabolizacéo lenta apresentam reducédo ou auséncia
da enzima metabolizadora, fatos que ocorrem devido a delecdo do gene ou a
instabilidade do ARNm, responséavel pela traducdo das informagbes do ADN
durante a formacdo dos aminoacidos. Pacientes que apresentam metabolismo
lento sdo mais propensos em apresentar reacfes adversas, toxicidade ou
diminuicdo da efichcia com doses padrbes de um determinado farmaco
(NORTON, 2001).

Ja os metabolizadores intermediarios apresentam o padrdo metabdlico
da maior parte da populagdo, considerado como normal. Um aumento na
producdo da enzima metabolizadora associado a duplicacbes do gene que
codifica tal enzima determinam o metabolismo rapido, no qual a dose padrédo
pode ser insuficiente para produzir o efeito esperado ou, se a substancia ativa for
0 metabolito, a dose administrada podera resultar em toxicidade, devido ao

alcance rapido de concentracfes elevadas do produto ativo (NORTON, 2001).

2.3.2 Farmacogenética na medicina de caes

A maior parte do conhecimento acerca da farmacogenética canina
surgiu a partir de observacdes previamente descritas sobre variagbes humanas.
Atualmente sabe-se que h&a grande semelhanca entre os genomas dessas duas
espécies e constatou-se que aproximadamente 360 alteracbes genéticas
associadas a doencas em humanos também s&o encontradas no genoma canino
(PATTERSON, 2000).

Ao contrario do que ocorre na medicina humana, ha poucos trabalhos
gue pormenorizam variacfes farmacogenéticas em animais, pois a maior parte da
ciéncia gendmica relacionada a medicina veterinaria enfoca caracteristicas de
interesse econdmico, ligadas a producéo animal (CAETANO, 2009). Entretanto, a
tendéncia mundial em associar conhecimentos genéticos as aplicacbes
terapéuticas € uma meta para as vertentes de todas as areas da salde e sabe-se

que diferencas genotipicas entre as racas caninas podem influenciar a eficiéncia
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terapéutica e a presenca de efeitos adversos a uma determinada posologia
(RODRIGUEZ, 2010).

CLUTTON-BROCK (1999) define raca como o resultado de uma
escolha de caracteristicas artificiais que podem nao estar necessariamente
relacionadas a estratégias de sobrevivéncia, contudo sao facilitadas e
estimuladas pela populacdo humana por razdes econémicas, estéticas, rituais ou
porque aumentam o poder social do proprietario. Dentre 0os animais domeésticos,
algumas das maiores diversidades fisicas sdo observadas entre as ragas caninas
(RODRIGUEZ, 2010).

Atualmente ha mais de 400 racas de cées reconhecidas mundialmente,
dentre as quais 156 se encontram registradas pelo American Kennel Club
(RODRIGUEZ, 2010). Ao comparar genomas de diferentes ragas caninas,
LINDBLAD et al. (2005) evidenciaram que animais de diferentes grupos
compartilham longos segmentos de ADN, o que permite a aplicacdo da mesma
metodologia e de algumas informacdes para o estudo de varias racas, além de
ser um indicativo de que esses animais possuem um ancestral em comum.

OSTRANDER & WAYNE (2005) identificaram 96 microssatélites em 85
racas caninas e observaram maior semelhanca entre grupos de cées
provenientes de mesma regido, que possuiam morfologia semelhante e que
desempenhavam atividades similares. Os autores afirmaram que provavelmente
essa informacdo também seria aplicavel em relagcdo a variacbes génicas e
presumiram a divisdo dos cdes em quatro grandes grupos com um ancestral
comum, 0S quais seriam racas asiaticas, de caca, pastoreio e Mastiff, sendo que
algumas ragas apresentaram caracteristicas de mais de um grupo (Figura 6).

A maior parte das doencas hereditarias estudadas em cées €
autossémica recessiva, entretanto, ha enfermidades de alta incidéncia, como a
osteoartrite, que sofrem influéncia genética e ambiental (PATTERSON, 2000).
Adicionalmente, pode haver subgrupos pré-definidos dentro de uma mesma racga,
como € o caso dos Poodles que sdo divididos em Poodle gigante (25 kg),
miniatura (até 15 kg) e toy (até 5 kg) (EIGENMANN et al., 1984).

RODRIGUEZ (2010) demonstrou que existe equivaléncia de 97 a 100%
no sequenciamento de ADN ao comparar cinco éxons do gene CYP2D15 de cées
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domeésticos com quatro espécies de canideos brasileiros, representados pelo

cachorro-do-mato, cachorro-vinagre,

Esse
estudo enfatizou a aplicabilidade e a importancia de estudos gendmicos de caes

lobo-guara e graxaim-do-campo.

domeésticos para o maior conhecimento e preservacao de espécies silvestres.
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FIGURA 6 - Divisdo de 85 racas caninas entre quatro grupos de acordo com
perfis genéticos. Racas circundadas pela linha azul possuem
caracteristicas semelhantes aos Mastiffs; linha vermelha, aos
caes de caca; linhas verde e amarela indicam cdes com perfil
pastoreio e asiatico, respectivamente (Adaptado de PARKER et

al., 2004)

Enquanto a maior parte das alteragbes metabolicas

ligadas a

informacdes genéticas humanas s&o atribuidas a mutagbes em genes

particulares, nos cdes a mesma variacdo € geralmente responsavel pelo
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desenvolvimento de uma enfermidade de determinada raca (SEWELL et al.,
2007). Isso ocorre porque apenas de cinco a 10% da variagdo genética nos
homens é associada a diferencas raciais, contudo, em canideos domésticos essa
relacdo é de 27%, sendo que pelo menos 50% das doencas hereditarias nesses
animais tém forte correlacdo com as diferentes racas (PATTERSON, 2000;
PARKER et al., 2004).

Dentre as enzimas organicas responsaveis pelo metabolismo dos
farmacos podem-se destacar as do citocromo P450 (CYP). Tratam-se de
hemoproteinas responsaveis principalmente pelo metabolismo oxidativo de
substancias endogenas e exogenas e que formam um grupo de mais de 30
familias de enzimas relacionadas no homem. Genes codificadores dessas
proteinas podem apresentar polimorfismos ou mutagbes genéticas com
consequente variacdo na estrutura e funcdo enzimaticas, além de alteracdo da
farmacodinamica e farmacocinética de medicamentos (CUMMINS et al., 2001).

Vérios genes codificadores das isoformas do CYP450 caninas foram
identificados por meio de clonagem e técnicas de sequenciamento, sendo que em
alguns desses os estudos demonstraram a presenca de polimorfismos genéticos
(UCHIDA et al., 1990). Apesar do conhecimento remoto em relacdo as funcdes
das enzimas do citocromo P450 em cées, sdo recentes os estudos acerca de seu
envolvimento com variacdes genéticas e alteracdes no metabolismo de
xenobidticos, ou seja, substancias que ndo sao produzidas pelo organismo
(KAMIMURA, 2006).

MISE et al. (2004) em um trabalho com cées da raca Beagle, avaliaram
a farmacocinética de um benzodiazepinico e determinaram a divisdo dos animais
em dois grupos de acordo com a velocidade de metabolizacdo do farmaco. Os
autores observaram que cdes com metabolismo lento apresentaram diminuicdo
ou auséncia de uma proteina do CYP450 que reduzia consideravelmente a taxa
de hidroxilacdo e depuracdo do principio ativo do organismo e correlacionaram
essa alteragdo com um polimorfismo no gene CYP1A2.

Adicionalmente, estudos metabdlicos sobre a oxidagdo do anti-
inflamatorio celecoxibe, administrado a Beagles demonstraram sub-populacdes

com metabolismo lento do farmaco, com meia-vida de aproximadamente cinco
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horas, ou rapido, apresentando meia-vida de uma hora e meia a duas horas
(PAULSON et al., 1999). Tais fatos foram relacionados a um polimorfismo
genético do tipo SNP no gene CYP2D15, que também foi encontrado em cées da
raca Poodle e Dachshund por RODRIGUEZ (2010).

Previamente sequenciado, o gene CYP2D15 canino ocupa o mesmo
loco no cromossomo dez do CYP2D6 humano e é composto por onze éxons que
possuem de 60 a 189 pares de bases e dez introns formados por um a 600 pares
de bases. A presenca de polimorfismos que causam diminuicdo ou auséncia da
enzima codificada por esse gene foi associada a reducdo da hidroxilizacdo do
antiarritmico bunitrolol e do antidepressivo imipramina, com conseguente atraso
no metabolismo desses farmacos (TASAKI et al., 1998).

Trabalhos realizados com cées de 13 racas distintas demonstraram
gue o polimorfismo ligado ao gene MDR1 ocorre com maior frequéncia nas racas
Collie (54%), Whippet de pélo longo (41,6%) e Pastor Australiano (25,9%) (NEFF
et al., 2004; GEYER et al., 2005). Este gene é responsavel pela codificacdo da
glicoproteina-P, uma molécula composta por aproximadamente 1.280
aminoacidos que funciona como uma via ativa de efluxo de xenobioticos e
transporta as substancias do meio intracelular para o limen do intestino, capilares
cerebrais, canaliculo biliar ou tibulo renal (CORNWELL, 1991).

Devido a propriedade de impedir a absorcdo de determinados
farmacos, a glicoproteina-P foi apontada como a maior responsavel pela baixa
biodisponibilidade dos medicamentos administrados pela via oral, ao se comparar
a aplicacdo intravenosa (JULIANO & LING, 1976). Entretanto, ao estudarem a
farmacocinética de principios ativos que se ligavam a glicoproteina-P em cées
normais e em animais com polimorfismo de delecdo do gene MDR1, MEALEY et
al. (2010) ndo observaram diferencas farmacocinéticas entre os dois grupos e
sugeriram que outros fatores também influenciariam na biodisponibilidade de
substancias administradas pela via oral em cées.

Foi constatado também que de 30 a 40% dos Collies sao sensiveis a
neurotoxicidade causada pelo antiparasitario ivermectina, devido a um
polimorfismo de delecdo do gene MDRL1. Esse fato ocorre porque a auséncia da
glicoproteina-P consequente do polimorfismo de seu gene codificador faz com
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gue haja maior permanéncia do farmaco no tecido cerebral (MEALEY et al.,
2001).

MEALEY & MEURS (2008) realizaram um estudo farmacogendmico
com caes de diferentes racas diagnosticados com linfoma e que seriam tratados
com o antineoplasico vincristina. Este farmaco é frequentemente associado a
episédios de toxicidade hematolégica causada por alteracbes na atividade da
glicoproteina-P. Os autores observaram alta correlacdo estatistica entre a
presenca do polimorfismo no gene MDR1 e a ocorréncia dos efeitos adversos,
principalmente neutropenia e trombocitopenia.

A deficiéncia do gene CYP2B11, que ocupa o mesmo loco do CYP2B6
no genoma humano, foi relacionada a diminuicdo nos niveis de hidroxilacdo do
propofol em Greyhounds (ZORAN et al., 1993). Raga oriunda do Reino Unido, o
Bedlington Terrier possui pré-disposicdo para o desenvolvimento de uma variacao
autossdmica recessiva no gene MURR-1, associada principalmente ao acumulo
de cobre devido a um defeito primario na excrecao pelos hepatdcitos, o que pode
acarretar problemas na metabolizacdo de farmacos no figado (CORONADO et al.,
2003; HYUN et al., 2004).

2.4 Técnicas moleculares utilizadas na farmacogenética

Para a determinacdo do sequenciamento gendmico, qualquer célula
nucleada do organismo pode ser utilizada, incluindo fragmentos de 6rgéos, saliva
e amostras sanguineas, desde que as amostras possuam &cidos nucleicos
integros e livres de contaminacdo. Uma particularidade da utilizacdo de sangue
periférico é que se o mesmo for colhido com o anticoagulante EDTA ou citrato a
amostra pode ser conservada em temperatura de quatro a 10 °C, entretanto,
qguando forem utilizados coagulos, esses devem ser armazenados a -20°C, antes
do processamento (HIRATA et al., 2006).
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2.4.1 Fase pré-analitica

Na fase pré-analitica deve-se determinar o método a ser empregado de
acordo com o tipo de amostra, conhecimento prévio ou ndo da mutacdo a ser
pesquisada, confiabilidade na técnica, rapidez, viabilidade econdémica e tipo de
acido nucleico que sera analisado (THORNTON et al., 2005). Ha particularidades
de técnicas de acordo com o tipo de amostra utilizada, por exemplo, no caso de
fragmentos teciduais é necessario realizar a ruptura do tecido com um
homogeneizador e se houver presenca de ARN residual, pode-se tratar a amostra
com ARNase isenta de ADNase (HIRATA et al., 2006).

O processo de extracdo de ADN é composto por duas etapas, sendo
que a primeira consiste no rompimento das membranas celulares, com
consequente exteriorizagcdo do material genético nuclear. Ja na segunda fase
ocorre a purificacdo do ADN para remover da solu¢cdo outros componentes
celulares como restos de membrana, proteinas ou ARN (ROMANO, 1999).

Na etapa de rompimento das membranas celulares, geralmente se
utilizam detergentes, sendo o tiocianato de guanidina uma boa opc¢éo, pois possui
uma propriedade adicional que impede o ADN de se ligar a outras moléculas e
facilita sua separacéo na segunda fase do processo. Em relacdo a separacao do
ADN, essa ¢ feita por meio da adicdo de substancias alcodlicas, como o fenol, ou
altas concentracfes de sal, que tornam a solucdo heterogénea, de forma que o
ADN permaneca dissolvido em apenas uma das fases. Posteriormente, realiza-se
a precipitacdo do ADN com etanol ou isopropanol como forma de garantir a
pureza do material (AZEVEDO et al., 2003).

O tratamento de amostras de ARN é semelhante ao anterior, sendo
qgue a lise celular pode ser realizada com detergente n&o-ibnico ou isotiocianato
de guanidina associado ao fenol e posterior precipitacdo do ARN com um &lcool.
Para a purificacdo da amostra, técnicas de extracdo de ARN que empregam
colunas de afinidade para este acido nucleico e tratamento da amostra com
ADNase sem ARNase fornecem um produto com alto grau de pureza
(SAMBROOK & RUSSELL, 2001).
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2.4.2 Técnicas analiticas

2.4.2.1 Reacéo em cadeia pela polimerase

Conhecida pela sigla PCR do seu home em inglés polymerase chain
reaction, a técnica de reacdo em cadeia da polimerasa € um dos métodos
moleculares mais empregados na identificacdo de mutacdes e polimorfismos
genéticos. E uma técnica que utiliza uma enzima ADN polimerase termoestavel
para a producdo de varias cépias dos segmentos de &cidos nucleicos in vitro
(MULLIS et al., 1992). Conforme diminui a frequéncia de alelos raros, aumentam
os erros na producdo das coOpias pela ADN polimerase e se reduz a
especificidade da PCR. Por isso, quando h& pouca quantidade de mutac6es ou
polimorfismos, deve-se realizar o sequenciamento de ADN para a confirmacao
dos resultados de triagem (REISS et al., 1990).

A técnica de PCR envolve trés fases, na primeira ocorre uma
desnaturacdo do fragmento de ADN com consequente separacdo da fita dupla,
por meio do aquecimento da amostra a 96°C. Posteriormente, a amostra é
resfriada & uma faixa de temperatura que varia entre 35 e 60°C, para promover o
anelamento dos iniciadores, também denominado de primers, a fita simples de
ADN molde. Na ultima etapa, a enzima ADN polimerase inicia a extensdo da
cadeia de ADN com a organizacdo dos desoxirribonucleotideos (dNTPS)
conforme o modelo de fragmento pré-selecionado.

Alguns fatores sdo essenciais para a pratica da técnica de PCR, como
a presenca de uma ADN polimerase termoestavel e de um par de iniciadores que
indicam o ponto de inicio da polimerizacdo. Para facilitar o processo, cations
divalentes séo introduzidos na solucdo, assim como moléculas de dNTPs com
quantidades equivalentes dos quatro tipos de bases nitrogenadas. O fragmento
do ADN molde pode se apresentar na forma de fita simples ou fita dupla e a
solucdo deve ser mantida em pH proximo a 8,3 e 9 (REGITANO et al., 2007).
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2.4.2.2 Polimorfismo do tamanho do fragmento de restri¢cao

Para a genotipagem de SNPs em regides especificas do genoma, o
método mais basico é baseado no polimorfismo de comprimento dos fragmentos
de restricdo, conhecido pela sigla RFLP, advinda de estriction fragment length
polymorphism, sua denominacédo em inglés. Nesta técnica, o fragmento composto
pelo SNP de interesse é amplificado por meio da PCR, purificado e tratado com
uma enzima de restricdo que reconheca apenas o alelo de uma das fitas de ADN
(REGITANO et al., 2007).

Tais enzimas de restricdo possuem a capacidade de reconhecer
sequéncias especificas de nucleotideos e promovem a quebra da fita de ADN
sempre que o sitio alvo esta presente, gerando fragmentos de diversos tamanhos
gue sao separados e analisados por eletroforese em gel de agarose ou acrilamida
e detectados diretamente por meio de um corante fluorescente ou ainda por
coloragdo com nitrato de prata. O limite de deteccdo do método de RFLP é de
uma célula polimérfica entre 50 a 100 células normais (CHEN & VIOLA, 1991).

Apesar de ser um método que ndo exige equipamentos avancados, o
RFLP possui desvantagens por se tratar de uma técnica trabalhosa, que
necessita de uma enzima de restricdo que diferencie os dois alelos, 0 que nem
sempre é possivel. Além disso, o RFLP ndo permite uma paralelizacdo de
ensaios, o que faz com que apenas um loco seja genotipado a cada prova (SAIKI
et al., 1986).

2.4.2.3 Eletroforese

Outra técnica frequentemente aplicada na avaliacdo genbmica € a
eletroforese, método empregado para separar, identificar e purificar o ADN
(MANIATIS et al., 1989). Este método é simples, rapido e apresenta basicamente
um sistema de suporte, como o gel de agarose, um tampao no qual esta imerso o

gel e conectado a esses elementos, os eletrodos.
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Por meio de um campo elétrico, as moléculas carregadas migram em
direcdo ao polo oposto com consequente separacéo das particulas (SAMBROOK
& RUSSEL, 2002). Devido ao grupamento fosfato, os acidos nucleicos possuem
carga elétrica negativa e migram em direcédo ao polo positivo, de forma que o fator
gue determinara a taxa de migracdo sera a massa da molécula (WESTERMEIER,
2005). Para observar os acidos nucleicos em gel de agarose, deve-se cora-los e
submeté-los a luz ultravioleta, sendo que o corante mais comumente utilizado é o
brometo de etideo, que se intercala entre as bases do ADN (AUSUBEL, 1994).

Nos ultimos anos, a técnica de eletroforese evoluiu para o sistema de
eletroforese capilar que possui vantagens em relacdo ao meétodo anterior,
principalmente em relacdo a analise simultinea de amostras. Atualmente ha
aparelhos que possuem até 384 capilares, o que possibilita a maximizacao do
tempo necessario para as mais diferentes analises (REGITANO et al., 2007)

A técnica de eletroforese capilar consiste na separacdo das particulas
em tubos de dimens@es variadas, preenchidos com um eletrélito. Neste método,
uma fonte de alta tenséo é aplicada em eletrodos situados nos reservatorios de
uma solucéo eletrolitica apropriada, nos quais as extremidades do capilar sao
imersas. Por métodos eletrocinéticos, as amostras séo introduzidas no capilar, de
forma que uma diferenca de potencial € estabelecida entre o capilar e o recipiente
que contém a amostra durante um tempo pré-determinado e para realizar a
leitura, o detector é posicionado proximo ao reservatério de saida (REGITANO et
al., 2007)

2.4.2.4 Método didesoxi

Em relagéo as técnicas de sequenciamento de ADN, a mais utilizada é
0 método didesoxi ou terminacéo da cadeia, a qual se baseia na incorporagéo de
dNTPs e didesoxinucleotideos (ddNTPs) a uma cadeia de ADN em crescimento, a
partir de um molde do ADN de interesse. A extensdo da cadeia de ADN é

interrompida quando os ddNTPs sao adicionados, uma vez que esses hao
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possuem na regiao terminal um grupo 3’-hidroxila (STERKY & LUNDEBERG,
2000).

O meétodo didesoxi pode ser sequenciado de forma manual ou
automatizada. Na primeira, sdo preparados quatro tubos de reacdo contendo o
ADN molde, a ADN polimerase e um iniciador. Cada tubo recebe varios
comprimentos aleatorios da cadeia de ADN e uma pequena quantidade de um
dNTP junto com um dos ddNTPs, marcados com fésforo radioativo que irdo
ocasionar o término do crescimento da cadeia. As amostras sdo submetidas a
eletroforese e posterior exposicdo em filme de raios X, para que a posi¢cado das
bases correspondentes possa ser determinada e lida manualmente ao longo das
quatro colunas do gel (REGITANO et al., 2007).

No sequenciamento automatico se utilizam sequenciadores com
eletroforese vertical em placa ou eletroforese em capilar, nas quais cada ddNTP
possui marcacao fluorescente. A geracdo de fragmentos € igual ao método
anterior, no qual dNTPs sédo adicionados a nova fita e no momento da adi¢édo de
um ddNTP, a extensdo da cadeia € interrompida e, assim, marcada com o ultimo
didesoxinucleotideo incorporado. No final de varios ciclos se obtém varias cadeias
de ADN com tamanhos distintos e terminadas com diferentes ddNTPs que,
posteriormente, serdo identificados por meio de leitura com sequenciador
automatico (REGITANO et al., 2007).

2.5 A ética na farmacogenética

Principios da ética cientifica argumentam que, apesar do progresso no
conhecimento e na tecnologia ligados a genética, os fenbmenos de ativacdo ou
inativacdo de genes ainda nao estdo totalmente compreendidos (ZINGG &
JONES, 1997). A despeito de toda notoriedade e expectativa, a evolugdo da
farmagenética e farmacogendmica, assim como outros avan¢cos em medicina,
estd imersa em questionamentos éticos, principalmente nos paises em
desenvolvimento (AZEVEDO, 2004).
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Tais criticas procedem do fato de que informacao genética codificadora
de determinada proteina ou enzima em niveis ideais para a acdo de um farmaco
pode ndo ser constatada por motivos externos. Dentre tais fatores pode-se
destacar a qualidade e a quantidade de alimentos, que variam de acordo com
particularidades culturais, sociais e étnicas (EVANS & MCLEOD, 2003).

Além disso, sabe-se que um dos principais fatores relacionados a
diferencas genéticas é a diversidade de etnias e, no caso dos animais, de racas.
Portanto, € provavel que a elaboracdo da medicacdo personalizada acentue a
desigualdade e divisbes da populacdo mundial (AZEVEDO, 2004). Outro ponto
preocupante é em relacdo ao custo dos mapeamentos genéticos, a capacitacdo
dos profissionais atuais para prescrever os novos medicamentos e a necessidade
do aconselhamento farmacogenémico na pratica médica (FREUND & WILFOND,
2002).

Em analogia a atual realidade de farmacos cujas pesquisas ndo sao
impulsionadas por tratarem de enfermidades de baixa frequéncia entre a
populacdo, poderdo existir grupos genéticos raros que, apesar de possuirem
capacidade de metabolizar certos medicamentos, ndo representem uma parcela
economicamente viavel para a elaboracéo de principios ativos (AZEVEDO, 2004).
Adicionalmente, permanecem incertezas acerca da precisdo genética em
determinar a farmacocinética e farmacodinamica ideais para determinado farmaco
(HARNELL et al., 2003).

Apesar de o emprego de estudos clinicos baseados em genoétipos nao
ter sido oficializado na medicina, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou a
prescricdo do dinitrato de isossorbida e hidralazina para o tratamento de
insuficiéncia cardiaca congestiva, em negros. Em 1997, a FDA havia negado a
autorizacdo para a producdo do medicamento apos estudos clinicos relatarem
baixo indice de eficiéncia terapéutica com seu emprego. Contudo, em 2004 novas
pesquisas constataram que em pacientes negros, 0s quais possuem quantidades
menores de &cido nitrico no organismo, a terapia medicamentosa com esse
farmaco reduziu em até 43% a mortalidade advinda de ataques cardiacos
(AZEVEDO, 2004).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A possibilidade de se analisar um paciente geneticamente e assim
prever sua resposta a um determinado farmaco proporcionara indmeros
beneficios para a medicina e a veterinaria. Dentre as vantagens proporcionadas
pela farmacogenética estd a reducdo da ocorréncia de eventos inesperados,
como por exemplo, efeitos adversos, a identificagdo de novos alvos terapéuticos e
a revisdo e otimizacdo de esquemas posologicos a partir da medicacdo
personalizada.

Adicionalmente, o emprego da farmacogenética diminuird os custos e
facilitara o desenvolvimento de novos farmacos pela industria farmacéutica, uma
vez que ao selecionar pacientes com perfis genéticos mais homogéneos, menor
guantidade de testes sera necessaria para padronizar posologias e aprovar a
comercializacdo dos medicamentos. Além disso, ha a possibilidade de reavaliar
farmacos anteriormente rejeitados por meio da revisdo dos perfis dos pacientes
testados e a possibilidade da entrada dos mesmos no mercado para atender a
grupos especificos da populacéo.

Na medicina veterindria, a maior compreensdo das diferencas
genéticas entre racas caninas, por exemplo, capacitard o profissional a aplicar
informacdes estudadas anteriormente em racas de perfil genémico préximo.
Conhecimentos acerca de enfermidades e variacbes farmacogenéticas em
animais também poderédo auxiliar na interpretacdo de estudos com humanos e
permitirdo prever se ha semelhanca entre as caracteristicas genéticas humanas e

dos modelos animais.
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