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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Viviane da Conceigdo Silva

A hanseniase é uma doenca infecciosa crénica, com alto poder incapacitante e endémica no
Brasil. O tratamento se baseia em um esquema de poliquimioterapia (PQT/WHO), que envolve
basicamente trés farmacos: dapsona (DDS), rifampicina e clofazimina. Embora a
implementacdo desta tenha possibilitado a cura da hanseniase, a ocorréncia de reacdes
adversas (ADRs) associadas a intolerancia aos farmacos tem se tornado frequente. Dados da
literatura indicam que DDS é responsavel por cerca de 70% das ADRs identificadas durante o
tratamento da hanseniase. Dentre as ADRs induzidas por DDS a anemia hemolitica (AH)
merece destaque, pois acarreta sérios riscos principalmente em pessoas com deficiéncia da
enzima glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD). A AH leva a hemdlise prematura da hemacia
e pode resultar em oObito do paciente. A G6PD é a enzima responséavel por catalisar a primeira
etapa do ciclo das pentoses, sendo esta crucial para a protecdo das hemécias contra o
processo oxidativo. Esta enzima é codificada pelo gene G6PD localizado no cromossomo X.
MutagBes pontuais (SNPs) nesse gene podem levar a deficiéncia na G6PD. Atualmente 180
variantes genéticas da G6PD ja foram descritas. Contudo, somente 20 delas resultam na
deficiéncia da atividade enzimatica e estdo associadas a AH. A variante Canton apresenta uma
troca de um nucleotideo G por um T na posi¢cdo 1376, 0 que ocasiona uma baixa atividade
enzimatica (menos de 10%). A troca de um nucleotideo A por G na posi¢do 376 corresponde a
variante A que ndo, que esta relacionada a AH aguda. Ja a variante Asahi, descoberta em
meninos asiaticos, é resultado da troca de um nucleotideo G por um A na posigdo 202. A troca
do nucleotideo C por T na posi¢éo 563 origina a variante Mediterranea, a qual também confere
menos de 10% da atividade enzimética residual associada a AH aguda. No caso dessa Ultima
variante, a atividade enzimatica da G6PD chega a ser nula jA nas hemécias jovens. No
presente estudo, foram avaliados 537 pacientes portadores de hanseniase, oriundos de quatro
macrorregides brasileiras e que haviam sido tratados através da PQT/WHO. Os individuos
selecionados foram avaliados para sete SNPs no gene G6PD. De acordo com os resultados,
na populacao estudada, o nimero de pacientes do género feminino foi significativamente maior
gue do género masculino (p=0,000001). Além disso, a frequéncia maior de pacientes
multibacilares na populacao do género feminino também foi observada. A variante A foi a mais
frequente, sendo observada em 14,8% da populagéo, seguida da variante A202A378G ghservada
em 4,8% e a variante Asahi em 3,9% da populacdo estudada. 39% dos pacientes
desenvolveram algum tipo de ADR associada a dapsona e destes 19% apresentaram AH. Dos
pacientes que desenvolveram AH 31% apresentavam alguma mutacdo em G6PD sendo a
variante A?%?"¥%¢ 3 mais frequente nesse grupo. A variante A apresentou uma distribuicio
homogénea em trés macrorregides, todavia, ndo foi observada na regido sul. Estudos
posteriores devem ser realizados para avaliar a influéncia de cada mutacdo na ocorréncia da
AH medicamentosa. Esses resultados sugerem que a deficiéncia de G6PD tem uma tendéncia

a agravar as ADRs atribuidas a DDS e que a variante A202M378G & 3 mais severa nesse quesito.

xii



Abstract

Leprosy is a chronic infectious disease with high incapacitating power and endemic in Brazil.
The treatment is based on a multidrug therapy scheme (MDT/WHO) that involves basically
three drugs: dapsone (DDS), rifampicin and clofazimine. Although the implementation of MDT /
WHO has made possible to cure leprosy, the occurrence of adverse reactions (ADRS)
associated with drug intolerance has become common. Data from the literature indicate that
DDS accounts for about 70% of ADRs identified during leprosy treatment. Among the DDS-
induced ADRs, hemolytic anemia (HA) deserves to be highlighted, as it makes serious risk,
especially in people with deficiency of the enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase
(G6PD). The HA leads to premature hemolysis and may result in death of the patient. G6PD is
the enzyme responsible for catalyzing the first step of the pentoses cycle, being crucial for the
protection of the red blood cells against the oxidative process. This enzyme is encoded by the
G6PD gene located on X chromosome. Point mutations (SNPs) in this gene can lead G6PD
deficiency. Nowadays, 180 genetic variants of G6PD have been described. However, only 20 of
these Result in deficiency of enzymatic activity and are associated with HA. The Canton variant
shows a nucleotide change from G to T at position 1376, which lead to a low of the enzymatic
activity (less than 10%). The change of the nucleotide A by G at position 376 corresponds to
variant A, that is not related to acute HA, but the Asahi variant, discovered in Asian boys results
from the change of nucleotide G to A
at position 202. The change of the nucleotide C to T at position 563 gives rise to the variant
Mediterranean which also confers less than 10% of the residual enzyme activity associated
with the acute HA. In the case of this last variant, the enzymatic activity of G6PD gets to be null
already in young red blood cells. In the present study, were evaluated 537 leprosy patients from
four Brazilian macro regions and already treated with MDT / WHO. The selected individuals
were evaluated for seven SNPs in G6PD gene. According the results, in the studied population,
the number of female patients was significantly higher than the male patients (p = 0.000001).
Besides that a higher frequency of multibacillary within women was also seen. The A variant
showed to be the most frequent being observed in 14.8% of the population , followed by the A-
202A 1 378G yiariant, being observed in 4.8% and the Asahi variant in 3,9% of the studied
population. Thirty nine per cent of the patients presented any type of ADR associated with DDS
from which, 19% presented HA. From patients who developed HA, 31% presented any mutation
in G6PD being the variant A-°*#/37% the more frequent in this group. The variant A presented a
homogeneous distribution among the three macro regions, however, not observed in the
southern region. Further studies should be performed to assess the influence of each mutation
on the occurrence of drug-induced HA. These results suggest that the G6PD deficiency has a

202A / 376G

tendency to get worse, the DDS-induced ADRs and that the variant A- is the most

important regarding this issue
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1- Introducéao
1.1- A hanseniase

A hanseniase € uma doenca infectocontagiosa crbnica, de evolucéo
lenta e decorrente da infeccdo por Mycobacterium leprae, um parasito
intracelular obrigatorio, com tropismo pelos filetes nervosos periféricos, o que
pode ocasionar lesdes cutaneas e neuropatias periféricas. A doenca €
transmitida pelas vias aéreas superiores apds contato prolongado com
pacientes das formas multibacilares virgens de tratamento. As manifestacoes
clinicas dessa enfermidade dependem do equilibrio entre a multiplicacédo
bacilar e a suscetibilidade especifica e individual (genética e imunoldgica) do
paciente, seja para a regressdo espontdnea ou para O agravamento
progressivo (Harboe&Hastings, 1985). Os principais sinais e sintomas da
doenca sdo os dermatoneuroldgicos: lesdes na pele e nos nervos periféricos,
sobretudo nos olhos, méos e pés, que podem ocasionar sérias incapacidades
fisicas e sociais (Coura et al., 2005). A hanseniase é considerada como
problema de saude publica, principalmente nos paises em desenvolvimento ou
subdesenvolvidos. O diagndstico na fase inicial da doenca e o tratamento dos
casos, com o objetivo de interromper a cadeia de transmissdo, sdo ainda, na
atualidade, os principais métodos usados em seu combate. O tratamento é
capaz de devolver bem estar ao paciente e reduzir as incapacidades
permanentes, sendo considerado estratégico para a eliminacdo da doenca
como problema de saude publica, principalmente quando iniciado na fase

precoce da doenca.
1.2- Agente etioldgico

Descrito por Armauer Hansen em 1873, o bacilo M. leprae foi o primeiro
agente infeccioso a ser relacionado a uma doenca especifica. E um parasito
intracelular obrigatorio pertencente ao género Mycobacterium que infecta
preferencialmente macrofagos da pele e as células de Schwann nos nervos
periféricos (Nathet al., 2015). Morfologicamente, o bacilo apresenta-se na
forma de pequenos bastonetes com caracteristicas de coloracdo gram-positiva
e alcool-acido resisténcia. Além disso, apresenta uma taxa de crescimento
muito lenta (a mais lenta ja descrita em um membro do género
Mycobacterium), o que é um dos fatores responsaveis pelo longo periodo de

1



incubacdo da doenca (periodo desde a infeccdo até o aparecimento das
primeiras manifestacdes clinicas), que pode variar de 2 a 12 anos (Portaels et
al.,, 1988). O tropismo de M. leprae pela célula de Schwann causa o
comprometimento, ndo apenas de terminacbes nervosas da pele, mas o
acometimento dos troncos nervosos periféricos, que pode ocorrer de forma
progressiva e silenciosa ou de modo agudo através das neurites (Garbino,
2007). Quando a doenca néo é tratada, a neuropatia periférica € progressiva e
resulta em anestesia, amiotrofias, paralisias e intensos disturbios autonémicos,
gue em conjunto promovem o surgimento das deformidades fisicas nas maos,

nos pés e nos olhos.

1.3- Clinica

A apresentacdo clinica da hanseniase esta diretamente ligada as
caracteristicas imunoldgicas e genéticas do paciente. A doencga apresenta uma
classificacdo espectral que, além destas caracteristicas citadas anteriormente,
leva também em consideracdo as alteracbes senso-motoras, as lesdes
cutaneas e a carga bacteriana. Assim, as chamadas formas clinicas da doenca
sdo agrupadas nas seguintes denominacdes, de acordo com Ridley & Jopling
(1966): indeterminada (I), tuberculéide (TT), borderline-tubercul6ide (BT),
borderline-borderline (BB), borderline-lepromatosa (BL) e lepromatosa (LL).
Embora o historico envolvendo a classificacdo da hanseniase seja grande, a
classificacdo segundo Ridley & Jopling € a mais usada para fins de pesquisa.
No entanto, como a identificagdo da forma clinica da doenca é extremamente
importante para determinar o tratamento, especificamente para esta finalidade,
a Organizacdo Mundial de Saude (WHO- do inglés World Health Organization)
prop6s uma classificacdo operacional mais simples, na qual os pacientes sdo
enquadrados de acordo com o0 numero de lesdes que apresentam em:
paucibacilares (PB), aqueles com até cinco lesdes cutaneas, e multibacilares
(MB), aqueles com mais de cinco lesbes cutaneas (WHO, 1982). Normalmente
as formas I, TT e BT sdo denominadas de paucibacilares (PB) devido a
auséncia de bacilos nos testes de baciloscopia, e as formas BB, BL e LL séo

denominadas de multibacilares (MB).



1.4- Transmisséao

Embora existam varios relatos de infeccdo por outras vias como
penetracdo do bacilo através da pele, especialmente apds tatuagens e outros
traumatismos (Ghorpade, 2002; Brandsma et al.,2005) e por outras fontes,
como animais infectados, considera-se que a mucosa nasal seja a porta de
entrada mais importante para a infeccdo com M. leprae. Tendo em vista 0
longo periodo de incubacdo da hanseniase, o completo entendimento sobre
sua transmissao € um capitulo ainda nao totalmente elucidado. Assim, hoje &
mundialmente aceito pelos hansenologistas que o bacilo de Hansen é
transmitido predominantemente a partir das vias aéreas superiores de um
paciente multibacilar ndo tratado para um individuo suscetivel com quem
mantém contato préximo. No entanto, vale a pena ressaltar que pacientes
paucibacilares eventualmente podem apresentar uma carga bacilar alta o
suficiente para viabilizar a transmissdo (Martinez et al., 2010). Contudo, o
simples fato do individuo se infectar ndo significa que o mesmo ira progredir

para a doenca ativa.

1.5- Suscetibilidade genética

7

M. leprae é um microrganismo com alta infectividade e baixa
patogenicidade, ou seja, muitas pessoas sdo infectadas, mas poucas
desenvolvem a doenca. Embora muitos genes candidatos para suscetibilidade
a infeccdo por M. leprae estejam sendo estudados, ainda ndo se sabe muito
sobre a predisposi¢cao genética para a ocorréncia da doenca.

Nas ultimas décadas, com o sequenciamento do genoma humano, o
avanco da gendmica e de tecnologias robustas de sequenciamento, foi
possivel identificar uma série de polimorfismos genéticos com diferentes
caracteristicas e em diferentes genes. Desta forma, estudos de associacao
comecgaram a ser realizados com hanseniase; inicialmente relacionando os
polimorfismos genéticos com os desfechos de suscetibilidade e prote¢édo a
ocorréncia da doenca ativa; posteriormente, outros desfechos como
suscetibilidade e a ocorréncia de rea¢fes hansénicas ligadas com a severidade
da doenca (Roy et al., 1997; Santos et al., 2000; 2002; Moraes et al., 2004;
Malhotra et al., 2005; Cardoso et al.,, 2010; Grant et al., 2012). Todos estes

estudos, no ambito da imunogenética, foram desenvolvidos seguindo a



estratégia de genes candidatos, onde pequenas variacées estruturais podem
gerar alteracfes funcionais que interferem na defesa do organismo contra M.
leprae. Com o avanco dos estudos ao longo dos anos, novos modelos como a
avaliacdo de familias e, mais recentemente, os estudos pangendémicos de
associacdo ou GWAS (do inglés, Genome wide association study) tém
permitido a identificagdo de genes supostamente relacionados ao desfecho de
interesse (Marquet&Schurr, 2001).

A importancia da genética, entretanto, continua a se evidenciar para
desfechos nédo ligados ao adoecimento em si. A identificacdo de marcadores
genéticos, principalmente os polimorfismos de base Unica (SNPs) em genes
que codificam para enzimas envolvidas na biotransformacdo de farmacos e
xenobidticos tem representado um campo altamente explorado
(farmacogenética/genémica) e com aplicabilidade direta nas condutas

terapéuticas empregadas para diferentes doencas (Matsumoto et. al., 2014)1.6
1.6- Epidemiologia

De acordo com o boletim da WHO em 2015 foram detectados 210.758
casos novos de hanseniase no mundo, representando um coeficiente anual de
deteccdo de 3,2 casos novos/100 mil habitantes (Figura 1.1). Neste cenario, a
india figura mundialmente como o pais com maior nimero absoluto de casos
novos, 127.326, seguida pelo Brasil, que ocupou a segunda posicdo com
26.395 casos novos (WHO, 2016), sendo o pais o primeiro da América Latina
(Ministério da Saude, 2015)(Figura 1.2).

Torna-se importante ressaltar que em 2007, o Ministério da Saude do Brasil
deixou de utilizar o coeficiente de prevaléncia pontual como indicador de
monitoramento da hanseniase, substituindo-o pelos coeficientes de deteccdo
de casos novos e deteccdo em menores de 15 anos (Ministério da Saude,
2007). O coeficiente de deteccdo em menores de 15 anos € prioridade da
politica atual de controle da hanseniase no pais, pois indica focos de infeccéo
ativos e transmissdo recente; desta forma, tornou-se uma das metas
estabelecidas no Programa de Aceleracéo do Crescimento (PAC) (Ministério da
Saude, 2010).



Total no. of sew-cases detected - Nombre total
do nowveaur cas dipistes

| a
[ RN
100-999
B 1co-99%

Bl 000
[:] ot repored — hor sigraké

Source: World Health Organization/ National leprosy programmes — Organisation mondiale de la santé / Programmes nationaux de lutte contre |a lépre
Map: Global leprosy programme — Carte: Programme mondial de lutte contre la lépre
© WHO 2016. All rights reserved — © OMS 2016. Tous droits réservés

Figura 1.1: Distribuicdo geografica dos novos casos de hanseniase em 2015. Em preto estdo areas com mais
de 10.000 novos casos. Em azul escuro estdo areas que tiveram entre 1.000 e 9.999 novos casos. Em cinza
estdo representadas as regides que tiveram entre 100 e 999. As regiées em azul claro tiveram até 99 casos e
as regifes brancas ndo apresentaram reportaram dados em 2015. Fonte: Weekly epidemiological record, WHO
2016
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Figura 1.2: Distribuicdo geografica dos novos casos de hanseniase por paises ou grupos de paises. india e
Brasil ocupam a primeira e segunda posicéo, respectivamente, somando 73% dos casos novos. Onze
paises reportaram entre 1000 e 10 000 casos e 92 reportaram menos de 1000 casos de hanseniase em
2015. Fonte: Adaptado de Weekly epidemiological record, WHO 2016

A realidade mostra, no entanto, que ao mesmo tempo em que 0S

coeficientes de prevaléncia vém diminuindo, as taxas de deteccéo, que indicam



a endemicidade, continuam elevadas em virtude da continuidade da
transmissao da doenca (12,1 por 100 mil habitantes em 2014), ou ainda pela
deteccéo tardia dos casos em menores de 15 anos (1.793 novos casos em
2014) (Rodrigues et al., 2015).

A WHO recolhe anualmente informacfes dos programas nacionais sobre
a prevaléncia, novos casos detectados e conclusdo do tratamento. Em 2015
foram avaliados o total de casos, os casos MB, os casos em mulheres,
criancas e com incapacidades de grau dois em 136 paises (28 paises
africanos, 23 paises americanos, 20 paises do oriente médio, 28 paises
europeus, 11 paises asiaticos e 26 paises da regidao do pacifico). A regido
asiatica corresponde a 74% e a regido americana a 14% desses novos casos.
A Tabela 1.1 mostra a tendéncia da deteccdo desses novos casos nessas

regides nos ultimos 10 anos.

A proporcdo de casos MB indica a presenca de casos avancados e
consequentemente a magnitude da infecgcdo na comunidade. Dados da WHO
indicam que, dos pacientes diagnosticados em 2015, 60,2% (n=126.783) s&o
MB. A proporcéo de mulheres afetadas pela doenca foi analisada para avaliar o
acesso ao tratamento, uma vez que estas sd0 as que mais procuram 0 Servigo
de saude, e a possivel discriminacdo de mulheres com hanseniase em alguns
paises. A porcentagem mundial de novos casos em mulheres foi de 38,8%
(n=81.860). A deteccdo em criancas indica a continuidade da transmisséao da
doenca dentro da comunidade. Esse nimero chegou a 8.9% (n=18.796). A
porcentagem de novos casos com incapacidade grau dois foi de 6.7%
(n=14.059). Este dado reflete a demora no diagnostico da doenca (Tabela 1.2).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, em 2014, o Brasil
apresentava 0 maior coeficiente de deteccdo entre os paises endémicos.
Dentre os casos diagnosticados no ano, 45,4% ocorreram em mulheres, 7,5%
em menores de 15 anos de idade e 6,5% foram diagnosticados tardiamente,
com incapacidades fisicas instaladas (WHO, 2015). Entre os estados
brasileiros existem consideraveis diferencas nos coeficientes de deteccéao,
sendo que no ano de 2015 variaram de 1,08 novos casos /100 mil hab no Rio

Grande do Sul a 93 novos casos/100 mil hab. no Mato Grosso (Brasil, 2016a)



Tabela 1.1: Novos casos detectados nos Ultimos 10 anos em paises com mais de 1000 casos por ano.
Regido da OMS 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

América 47 612 42 135 41 891 40 474 37 740 36 832 36178 33084 33789 28 806

Sudeste da Asia 174 118 171 576 167 505 166 115 156 254 160 132 166 445 155 385 154 834 156 118

Europa 18

Fonte: Adaptado de Weekly epidemiological record, WHO 2016



Tabela 1.2: Perfil epidemioldgico dos novos casos de hanseniase reportados em 2015 em paises com mais
de 100 novos casos.

Regido da % de casos % de mulheres % de criancas % casos com grau
OMS multibacilares 2 deincapacidade
Africa Senegal: 94.76% Burkina Faso: Comores: 38.19% Burkina Faso:
Comores: 47.52% 49.20% Niger: 0.79% 31.02%
Senegal: 25.00% Mali: 3.15%
América Argentina: 91.03% Cuba: 48.79% Rep. Dominicana: Colémbia: 16.91%
Estados Unidos: Venezuela: 12.32% Venezuela: 2.90%
55.06% 32.59% Argentina: 1.72%
Mediterranea Egito: 90.74% Paquistéo: Somadlia: 8.41% Somaélia: 42.06%
Oriental Paquistéo: 74.44% 48.21% Sudéo: 3.37% Egito: 7.72%
Sudéo: 33.33%
Sudeste da Indonésia-84.55% Siri Lanka- Siri Lanka: Myanmar: 13.61%
Asia Bangladesh- 49.92% 11.28% Nepal: 4.33%
43.03% Timor Leste- Myanmar: 3.83%
22.52%
Pacifico Filipinas- 92.21% Kiribati 54.44% Nova Guiné: China 18.58%
Ocidental Kiribati- 27.78% Micronésia 30.41% Micronésia: 1.83%
27.44% Vietn&: 2.81%

Fonte: Adaptado de Weekly epidemiological record, WHO 2016

1.7- Diagnostico

O diagnostico da hanseniase € essencialmente baseado no exame
clinico, com a avaliacdo de sinais e de sintomas detectados na pele. Através
dessa andlise, busca-se a identificacdo de lesdes ou areas com alteracdo de
sensibilidade e/ou comprometimento de nervos periféricos (sensitivos, motores
e/ou autondmicos) como espessamento, perda de sensibilidade e forca
muscular (Ministério da Saude, 2009). Além disso, exames laboratoriais
complementares como a baciloscopia e o exame histopatoldgico realizado na
biépsia cutanea da lesdo suspeita ou do nervo acometido (Ministério da Saude,
2002) também sao realizados.

O exame histopatolégico € atil no diagnostico da hanseniase, na
classificacdo das formas clinicas e na caracterizacdo dos estados reacionais.
Esse evidencia os bacilos e a morfologia do tecido de bidpsias de pele e nervos

sensitivos de pacientes, permitindo a identificacdo de caracteristicas essenciais
8



das lesdes hansénicas (Antunes et al.,, 2012). O indice baciloscopico (IB)
representa a escala logaritmica com avaliacdo quantitativa dos bacilos por
campo e € um exame importante no diagnostico, pois é de facil execucéo e de
baixo custo. Nas formas multibacilares, a baciloscopia geralmente é positiva,
auxiliando o diagnéstico definitivo da doenca. Nas formas paucibacilares ela é
negativa, porém nao exclui o diagndstico da hanseniase, mas auxilia na

escolha terapéutica adequada.

1.8- Tratamento

O tratamento da hanseniase se baseia em esquema de
poliquimioterapia (PQT/WHO) de acordo com a classificacdo clinica do
paciente (WHO, 1982). Atualmente, envolve a combinacéo de trés farmacos,
rifampicina, clofazimina e dapsona. A dapsona (4,4’-diamino-difenil-sulfona —
DDS) produz um efeito bacteriostatico contra o M. leprae enquanto a
rifampicina e a combinacdo de dapsona com clofazimina produzem um efeito
bactericida. O esquema da PQT/WHO para pacientes adultos multibacilares
consiste de rifampicina 600mg/més (dois comprimidos de 300mg) + clofazimina
300mg/més (dose supervisionada) e 50mg/dia (autoadministradas) associadas
a dapsona 100mg/més (dose supervisionada) e 100mg/dia (autoadministradas)
(Figura 1.3). O paciente recebe alta ao concluir 12 doses supervisionadas em
até 18 meses. Na 12° dose o paciente deve ser submetido a exame

dermatolégico e neuroldgico para entdo receber alta por cura.

Dapsona
Dose mensal /
supervisionada |
Clofazimina
L)
L e g
Rifampicina
L
Dose diaria o
auto-administrada
& Dapsona
. 2!
. i Clofazimina
”

Figura 1.3: Cartela com os medicamentos utilizados no esquema terapéutico de pacientes
adultos portadores da forma multibacilar.



Para pacientes adultos paucibacilares, o tratamento consiste de
rifampicina 600mg/més (dose supervisionada) associada a dapsona 100mg/dia
(autoadministrada) e 100mg/més (dose supervisionada) (WHO, 1982b). A
duracdo do tratamento para pacientes paucibacilares é de seis doses
supervisionadas administradas em até nove meses. ApOGs este periodo o
paciente deve ser submetido a exames dermatologicos e neurolégicos para

receber alta por cura (Figura 1.4).

Dapsona
Dose mensal

supervisionada |

Dose diaria

Rifampicina
auto-administrada E

Dapsona

Figura 1.4: Cartela com os medicamentos utilizados no esquema terapéutico de pacientes
adultos portadores da forma paucibacilar.
Em criancas ou adultos com peso inferior a 30 kg, as doses dos
medicamentos devem ser ajustadas de acordo com o peso conforme indicado
na Tabela 1.3.

Tabela 1.3: Tabela com indicag@o das doses dos farmacos utilizados no tratamento da
hanseniase para pacientes com menos de 30 kg.

DOSE MENSAL DOSE DIARIA
Rifampicina (RFM) - 10 a -
20mg/kg
Dapsona (DDS) - 1,5mg/kg Dapsona (DDS) - 1,5mg/kg
Clofazimina (CFZ) - 5mg/kg Clofazimina (CFZ) - 1mg/kg

Nos casos de criancas MB, o tratamento consiste em rifampicina
450mg/més (dose supervisionada) + dapsona 50mg/més (dose supervisionada)
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e 50mg/dia (autoadministrada) + clofazimina 150mg/més (dose supervisionada)

e 50mg em dias alternados (Figural.5).

Dapsona
(50mg)
[~ Clofazimina
(50mg)

\ Rifampicina

(150mg)

Dose mensal
supervisionada

o~

Rifampicina
(300mg)

Medicagio \
didria auto- Dapsona
administrada (50mg)
\ Clofazimina
(50mg)

Figura 1.5 Cartela com os farmacos utilizados no esquema terapéutico de criangas portadoras
da forma multibacilar.

Para casos de criangas PB, sdo administradas seis doses compostas de
rifampicina 450mg/més (dose supervisionada) + dapsona 50mg/més (dose

supervisionada) e 50mg/dia autoadministrada (Figura 1.6).

i Dapsona

(50mg)

Dose mensal
supervisionada e Rifampicina

(150mg)

\ Rifampicina

(300mg)

Medicagio
didria auto-
administrada

\

Dapsona
(50mg)

Figura 1.6: Cartela com os farmacos utilizados no esquema terapéutico de criancas
portadoras da forma paucibacilar.

Como j& mencionado, ndo existe um critério de cura atribuido ao

tratamento da hanseniase. Desta forma, o paciente que completa o tratamento
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recebe alta por cura e sai do registro de casos ativos de hanseniase, nao
sendo mais considerado um caso mesmo que ainda permanec¢a com alguma
sequela da doenca. Todavia pacientes MB ainda apresentam bacilos (n&o

viaveis) no organismo que sao eliminados lentamente.
1.8.1-Tratamento alternativo

Esquemas terapéuticos alternativos sdo utilizados quando o paciente é
impossibilitado de fazer uso de algum componente da PQT/WHO seja por
causa das ADRs, de outras doencgas, ou porque esta infectado por cepas de
M.leprae resistentes a rifampicina ou a dapsona. As Tabelas 1.4, 1.5 e 1.6
mostram 0s esquemas terapéuticos alternativos para pacientes impossibilitados
de receber dapsona, rifampicina e clofazimina respectivamente (Ministério da
Saude, 2009).

Os esquemas alternativos sdo disponibilizados apenas nos servicos de
referéncia municipais, regionais, estaduais ou nacionais. J& os critérios de alta
bem como a duragédo do tratamento seguem o mesmo padréo utilizado para o

tratamento convencional.

Tabela 1.4: Esquema terapéutico para pacientes impossibilitados de receber dapsona.

Classificacao Paucibacilares
Medicamento
Rifampicina Dose mensal de 600mg
Clofazimina Dose mensal de 300mg e doses diarias de 50mg
Classificacéo Multibacilares
Rifampicina Dose mensal de 600mg
Clofazimina Dose mensal de 300mg e doses diarias de 50mg
Ofloxacina Dose mensal de 400mg e doses diarias de 400mg
Ou ou
Minociclina Dose mensal de 100mg e doses diarias de 100mg
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Tabela 1.5: Esquema terapéutico para pacientes impossibilitados de receber rifampicina.

Classificacao Paucibacilares
Medicamento
Dapsona Dose mensal de 100mg e doses diarias de 100mg
Ofloxacina Dose mensal de 400mg
Ou Ou
Minociclina Dose mensal de 100mg e doses diarias de 100mg
Classificacéo Multibacilares
Dapsona Dose mensal de 100mg e doses diarias de 100mg
Clofazimina Dose mensal de 300mg e doses diarias de 50mg
Ofloxacina Dose mensal de 400mg e doses diarias de 400mg
Ou Ou
Minociclina Dose mensal de 100mg e doses diarias de 100mg

Tabela 1.6: Esquema terapéutico para pacientes impossibilitados de receber clofazimina

Classificagéo Multibacilares
Medicamento
Dapsona Dose mensal de 100mg e doses diarias de 100mg
Rifampicina Dose mensal de 600mg
Ofloxacina Dose mensal de 400mg e doses diarias de 400mg
Ou Ou
Minociclina Dose mensal de 100mg e doses diarias de 100mg

1.9- Metabolizacdo e mecanismo de acao dos farmacos do esquema PQT/WHO

A dapsona administrada por via oral € quase que completamente
absorvida pelo organismo através da metabolizacdo pela enzima N-
acetiltransferase2 (NAT2) e por enzimas do complexo citocromo P450 (CYP).
O mecanismo de acdo da dapsona consiste na competicdo com 0 acido
paraminobenzéico, o que impede a formacdo do acido folico da bactéria.
Apesar de ser considerado um farmaco seguro nas dosagens indicadas pela
WHO, diversos efeitos colaterais tém sido atribuidos a dapsona, sendo um dos
mais comuns a anemia hemolitica. A doenca € agravada em pacientes que

possuem deficiéncia na enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD).
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A rifampicina é um farmaco semissintético, derivado do piperazinico da
Rifampicina SV extraida do Streptomyces mediterranei, de amplo espectro e
considerado o0 mais importante da terapia anti-hansénica. O farmaco é
rapidamente absorvido e seu mecanismo de acao consiste na inibicdo da RNA
polimerase dependente de DNA de M. leprae. Apesar de ser considerado um
medicamento seguro pela WHO diversos autores relatam efeitos colaterais
atribuidos a rifampicina, tais como: erupc¢des cutaneas, hepatite entre outros
(Girling, 1977). Na maioria dos casos estes feitos ocorrem quando o farmaco &

administrado de maneira intermitente.

A clofazimina (Lampren, B663) foi originalmente sintetizada em 1954.
Seu mecanismo de a¢do ndo é muito bem conhecido, porém acredita-se que
interaja diretamente com o DNA bacteriano (Jopling, 1985). O farmaco é mais
ativo quando administrada diariamente e quase ndo apresenta efeitos
colaterais (WHO, 2003). Trata-se de um corante rimino-fenazinico administrado
em doses de 50mg diarias e 300mg mensais supervisionadas apenas para 0S
pacientes portadores da forma MB. A clofazimina apresenta acao
bacteriostatica e anti-inflamatdria. Ainda ndo se tem registros de resisténcia a
clofazimina e dentre os efeitos colaterais destaca-se a coloragéo cinza-azulado

que ela provoca na pele.
1.10- Metabolizacédo da Dapsona e as reacdes adversas

A combinacdo medicamentosa da PQT/WHO normalmente é eficaz no
tratamento da hanseniase, contudo, a ocorréncia de reagOes adversas (ADRS)
induzida por farmacos tem se tornado muito frequente, sendo a dapsona a
principal responsavel (70,7%) (Jopling1983; 1985). A dapsona foi o primeiro
guimioterapico a ser utilizado no tratamento da hanseniase. Até os dias atuais
€ um dos componentes do esquema de tratamento em virtude de seu baixo
custo e eficacia, pois a dose diaria de 100mg proporciona niveis séricos 500
vezes superiores a concentracao inibitoria minima (Baohong et al., 1996). Em
relacdo aos efeitos colaterais, embora todos os trés farmacos utilizados no
tratamento da hanseniase induzam algum tipo de reacdo adversa, as ADRs
mais comumente atribuidas a dapsona sao: anemia hemolitica, meta-
hemoglobinemia, eritrodermia, sindrome de hipersensibilidade a dapsona,
fotodermatite, agranulocitose, hepatite e neuropatia periférica, as quais
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precisam ser monitoradas e tratadas, muitas vezes com interrupcdo do uso da

dapsona e adog¢éo de esquemas alternativos.

O uso cada vez mais intenso da dapsona seja em esquema de
monoterapia ou no regime de poliquimioterapia, ndo somente no tratamento da
hanseniase, mas também no tratamento de outras doencas como malaria,
policondrite, lUpus eritromatoso entre outras aumentou a preocupacdo no que
se refere a sua associagdo a ocorréncia de reacdes adversas. Na hanseniase,
mais especificamente, dentre as ADRs induzidas pela dapsona, a anemia
hemolitica (AH) merece destaque, pois acarreta sérios efeitos, principalmente
em criancas, idosos e pessoas com deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PD). A Anemia Hemolitica Hereditaria compreende um
grupo de distarbios nos quais as hemécias de seus portadores apresentam um
fendmeno conhecido como “hemdlise”, que acarreta o rompimento prematuro
destas, ocorrendo assim, um quadro de anemia. A hemacia atua carregando o
oxigénio, que é o principal combustivel para os 6érgéos e tecidos, através da
hemoglobina, que é uma proteina rica em ferro. O oxigénio é captado pela
hemoglobina quando ela passa pelos pulmdes e é distribuido para diferentes
orgaos e tecidos no corpo. Quando a quantidade de hemoglobina esta baixa,

h& ocorréncia da anemia.

No caso das Anemias Hemoliticas Hereditarias, as hemécias séo
destruidas (hemolisadas), j& que estruturalmente apresentam capacidade de
funcionamento inadequada. Embora existam trés tipos de Anemias Hemoliticas
Hereditarias: a) Esferocitose, b) Eliptocitose e c¢) Deficiéncia de G6PD, no
presente estudo iremos focar na deficiéncia de G6PD.

Os principais mecanismos de metabolizacdo da dapsona sédo a acetilacédo
e a hidroxilacdo, mediados pela enzima N-acetiltranferase2 (NAT2) e pelas
enzimas do citocromo P450, respectivamente. A acetilacdo ocorre no figado e
na mucosa jejunal. Neste processo um grupamento amino da dapsona é
acetilado formando o monoacetildapsona (MADDS). O processo de
desacetilagdo da MADDS também pode ocorrer, o que gera (ou forma) DDS.
Existe um equilibrio entre os processos de acetilacdo e de desacetilagdo que é
alcancado apds algumas horas de administracdo oral de DDS (Gelber et al.,
1971). Estudos genéticos ja demonstraram que existe uma variacao

interindividual na velocidade de acetilacdo da dapsona, com a excrecdo do
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farmaco e seus metabdlitos toxicos do organismo, produzidos no processo de
metabolizacdo. Assim, o fendtipo de acetilacdo, caracterizado a partir dos
genotipos de NAT2 esta diretamente relacionado com a resposta terapéutica
do paciente tratado com esquemas contendo dapsona (Guo et al., 1996; Bluhm
et al., 1999).

No processo de hidroxilagdo, compostos como a dapsona hidroxilamina
(DDS-NOH) e monoacetildapsona-hidroxilamina (MADDS-NOH), formados
durante a participacdo destas enzimas na metabolizacdo da dapsona, sdo
apontados como responsaveis pelas ADRs hematoldgicas. Esses metabdlitos
sao altamente oxidantes e podem levar a alteracdes estruturais na membrana
dos eritrécitos. Os pacientes portadores de deficiéncia no gene G6PD sdo mais
suscetiveis a este tipo de ADR, pois nestes o sistema de defesa contra o stress

(estresse) oxidativo € bastante reduzido.

Deps e colaboradores (2007), demostraram em estudo realizado no
estado do Espirito Santo, que aproximadamente 44% dos pacientes
submetidos a PQT para o tratamento da hanseniase apresentaram ADRS
atribuidas a dapsona. Deste total, 54% tiveram que interromper o uso do
farmaco (Deps et al.,, 2007). Dados mais alarmantes, entretanto, foram
reportados por Goulart e colaboradores em 2002. Neste estudo, realizado no
estado de Minas Gerais, 0s autores mostraram que o percentual de ADRs
atribuidas a dapsona pode chegar a 80%, sendo que 18,8% destes pacientes

tiveram anemia hemolitica. (Goulartet al., 2002).

1.11- A ciéncia da Farmacogenética

Muitos pacientes nédo respondem da maneira esperada ao tratamento
com determinados medicamentos, o que ocasiona desfechos desfavoraveis
como ADRs. As ADRs sao causas comuns de hospitalizacdo, geram um alto
custo para a sociedade e prejuizos sOcio econdmicos e emocionais para o
paciente. Dentre 0s custos estdo as despesas com o tratamento da doenca
causada pelas ADRs e as despesas para evitar que esses efeitos colaterais
ocorram durante a administracdo do farmaco (Neto et al., 2006). A ocorréncia
de ADRs graves e fatais tem sido extensivamente analisada em pacientes

hospitalizados. Uma meta-andlise com aproximadamente 40 estudos
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prospectivos em hospitais dos Estados Unidos da América (EUA) sugere que
6-7% dos pacientes internados sofrem de ADRs graves, sendo que 0,32%
apresentam ADRs fatais (Huget al., 2003). Isso resulta em aproximadamente
100.000 mortes por ano nos EUA e um custo anual de mais de 100 bilhdes de
dolares para a sociedade norte-americana. Este valor esta associado ao maior
tempo de hospitalizacdo do paciente, o que consequentemente resulta numa
reducdo da produtividade do individuo. Além disso, foi estimado que as ADRs
sdo responsaveis por mais de 7% das internacdes nos hospitais do Reino
Unido e 13% das admissdes em clinicas médicas na Suécia. Esses numeros
demonstram que as ADRs constituem um problema ainda maior do que se
pensava no contexto da quimioterapia e do desenvolvimento de novos
farmacos.

Amplas evidéncias suportam o conceito de que variacdes genéticas
inter-étnicas podem influenciar, pelo menos em parte, na variabilidade da
resposta (farmacoldgica ou toxicologica) aos farmacos, na suscetibilidade a
algumas doencas, na incidéncia de efeitos adversos e nas interacoes
medicamentosas. Em alguns casos, fatores genéticos sdo responsaveis por 20-
40% da variacédo interindividual de resposta aos farmacos (Ingelman-Sundberg,
2001).

A ocorréncia de mutac6es € um processo recorrente evolucdo, podendo
ocorrer de maneira natural através de erros no processo de replicacdo do DNA.
Mutacbes na sequéncia de DNA que ocorrem com frequéncias igual ou
superior a 1% e sdo passadas para a geracao subsequente sdo chamadas de
polimorfismos. Dentre os trés principais tipos de polimorfismos estdo VNTRsS
(do Inglés: Variable Number of Tandem Repeats), Indels (insercbes/delecdes
de bases) e SNPs (do Inglés: Single Nucleotide Polymorphisms). Estes ultimos
sao os mais amplamente estudados pela farmacogenética (Crettolet al., 2010).

Os polimorfismos presentes nos genes que codificam para enzimas
metabolizadoras de farmacos desempenham um papel fundamental no
desfecho final das mesmas, principalmente em relacdo a ma absorcdo, a
biotransformagdo ou ainda a excregdo. A ciéncia da farmacogenética visa
otimizar a eficicia do tratamento, combinando as informagfes genéticas do
individuo com a sua possivel resposta ao uso de uma determinado farmaco.

Desta forma, é possivel compreender as alteracfes na eficacia do tratamento,
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as interacOes farmaco-farmaco e o risco relativo de ADRs. Essa ciéncia analisa
polimorfismos genéticos, principalmente em genes que codificam para
receptores, transportadores e metabolizadores de farmacos, com o objetivo de
identificar pacientes ou grupos de pacientes em populagbes para os quais
poderiam ser feitos ajustes no tratamento com o intuito de melhorar a

seguranca e a eficacia do mesmo.

1.12- A glicose-6-fostafo desidrogenase (G6PD) — Atividade Biologica

A G6PD é uma enzima citoplasmatica, expressa em todos os tecidos e
essencial & sobrevivéncia das células, pois impede o estresse oxidativo. E
responsavel por catalisar a primeira etapa do ciclo das pentoses (produzindo
NADPH) que é uma das vias alternativas no processo de obtencao de energia
pela célula e crucial para a protecdo das hemacias contra o processo oxidativo
(Figura 1.7). A oxidacdo pode lesar estruturas vitais nos globulos vermelhos,
como a hemoglobina. A transformacédo da hemoglobina da forma reduzida
para a forma oxidada gera obstaculos na circulagdo e no transporte de
oxigénio, além de facilitar a fragmentacao da célula nesse processo. Fosfato de
nicotinamida adeninico reduzido (NADPH) € um doador de elétrons (co-factor)
para muitas reacfes biossintéticas e o responsavel pela manutencdo do
equilibrio intracelular, entre a glutationa reduzida (GSH) e a glutationa oxidada
(GSSG), permitindo a detoxificacdo das células. Este ciclo é de crucial
importancia para o eritrocito. Os globulos vermelhos contém concentracfes
relativamente altas de GSH, que atua como um agente redutor intracelular
protegendo a célula contra os danos das substancias oxidativas, tais como:
radicais de oxigénio e o peroxido de hidrogénio. Estas substancias séo
formadas no interior dos eritrocitos como consequéncia das reacfes de
oxidacdo da hemoglobina, podendo também ser produzidas através de fatores

exodgenos como: farmacos e infec¢gbes (Gladeret al., 2010).
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Figura 1.7: Ciclo das pentoses. Nesta via ocorre a producdo de NADPH através da acdo da
G6PD. O NADPH servird de doador de elétrons para a regeneracao da glutationa reduzida que
€ responsavel em proteger a célula do stress oxidativo. Fonte: Cappellini & Fiorelli, 2008

O gene da G6PD clonado em 1986 esta localizado na regido telomérica
do braco longo do cromossomo X (banda Xg28). Possui 13 éxons (que
codificam um total de 515 aminoéacidos) e 12 introns, distribuidos por cerca de
20Kb de DNA genomico (Cappellini&Fiorelli, 2008). A clonagem e o
sequenciamento do gene humano permitiram a identificacdo de mais de 140
mutacBes, sobretudo pontuais, das quais muitas resultam na deficiéncia da
enzima (Figura. 1.8). Todavia, extensas mutagfes deletérias no gene G6PD ou
de mutacdes que provoquem alteracdo na matriz de leitura (frameshift
mutations) (Vulliamy et al., 1998) nao foram identificadas, o que sugere que a
auséncia completa de G6PD pode ser letal.

As heméacias nao realizam o ciclo de Krebs, portanto se a G6PD for
deficiente havera um comprometimento na obtencdo de NADPH. Desta forma,
a integridade celular sera perturbada, o que pode ocasionar a anemia
hemolitica ndo esferocitica e 0 aumento dos niveis de meta-hemoglobina.

Os sintomas da deficiéncia aparecem devido a ruptura das hemacias,
que € induzida pela presenca de agentes oxidantes que podem ser endégenos
ou exogenos. Atualmente 180 variantes genéticas da G6PD (Minucci et al.,
2012) que se diferenciam por suas caracteristicas cinéticas, mobilidade
eletroforética e especificidade de substrato ja foram descritas. Contudo, metade
destas variantes é imperceptivel clinicamente porque a atividade enzimatica é

normal ou pouco deficiente. Cerca de 20 destas tém como efeito a atividade
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enzimatica deficiente e estdo associadas a anemia hemolitica ndo esferocitica
crdnica constitucional e o restante, mesmo com a baixa atividade enzimatica,
esta associada a hemodlise quando a pessoa que a possui é exposta aos
fatores que desencadeiam esse processo, como por exemplo determinados

farmacos.
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Figura: 1.8: Representacdo do gene G6PD com suas principais mutagBes. Os circulos
vermelhos representam mutacdes esporadicas que originam variantes de classe | (severas).
Circulos em branco representam mutac¢des que ocasionam varias das classes Il e Ill. As elipses
representam mutacdes que originam variantes classe 1V. Os quadrados vermelhos representam
pequenas delecdes. f representa uma mutacéo no sitio de splicing. Fonte: Cappellini & Fiorelli,
2008

A WHO classifica as variantes enzimaticas em cinco classes distintas
baseadas na manifestacdo clinica individual e no nivel de atividade enzimatica
medida nas heméacias. As variantes agrupadas na classe | sdo as que
apresentam o fenétipo mais severo, tendo a anemia hemolitica ndo esferocitica
crdnica, ou seja, apresentam quadro de hemdlise sem interferéncia de nenhum
fator externo ou interno. Normalmente as variantes dessa classe apresentam
menos de 10% da atividade enzimatica normal, no entanto, estas sdo mais
raras e ocorrem em frequéncias muito baixas ao redor do mundo. As variantes
agrupadas na classe Il ttm menos de 10 % da atividade enzimatica, porém nao
estdo associadas com a anemia hemolitica ndo esferocitica crénica (CNSHA).
As variantes de classe Ill tém entre 10 e 60 % da atividade enzimética e
também nédo estdo relacionadas com a CNSHA (Tabela 1.7). Apesar das
variantes de classe Il e Ill muitas vezes serem assintomaticas elas sao
importantes clinicamente, uma vez que seus portadores podem desenvolver a
anemia hemolitica aguda induzida por farmacos como, por exemplo,
primaquine e dapsona. As variantes de classe IV apresentam atividade

enzimatica normal, superior a 60% e as de classe V apresentam uma atividade
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superior a atividade normal, porém esse fendtipo s6 foi descrito uma vez
(Relling et al.,2014).

Tabela 1.7:Classificac@odas variantes de G6PD segundo a WHO de acordo com o fenétipo e
os niveis de atividade enzimatica

Classe da Atividade Fenotipo Exemplos de variantes
WHO Enziméatica
Anemia hemolitica ndo Volendam (C514T)
I Deficiéncia Severa esferocitica crénica
A->*TRC Mediterranea
Il <10%- deficiéncia Risco de anemia hemolitica (C563T), Canton
severa aguda (G1376T)
A (A376G),Asahi
1l 10-60% deficiéncia Risco de anemia hemolitica (G202A),A-2%37%¢ A
moderada aguda 680T/376G1A_968C/376G
60-150% atividade Sem manifestacdes S&o Borja (G337A)
Y, normal clinicas
Vv >150% atividade - Hektoen
aprimorada

1.12.1- Deficiéncia de G6PD

A deficiéncia de G6PD foi descoberta na década de 50, quando alguns
soldados americanos desenvolveram anemia hemolitica aguda ao serem
tratados com primaquine (8-amino-6-metometoxquinoline), um farmaco
antimalarico (Carsonet al., 1956). Trata-se da enzimopatia mais comum nos
humanos, estima-se que cerca de 400 milhdes de pessoas em todo o mundo
sdo portadoras de, pelo menos, uma mutacdo responsavel pela reduzida
atividade enzimatica (Hedrick, 2011). Na Africa subsaariana existem trés
variantes que apresentam frequéncias polimorficas: G6PD B, G6PD A, G6PD
A- (Galiano et al., 1990; May et al., 2000), dentre as quais a variante G6PD A-é
a mais comum e esta relacionada com as manifestacdes esporadicas de
anemia hemolitica (May et al., 2000;). A prevaléncia desta enzimopatia varia
entre 5% a 25% em areas de elevada endemicidade como a Africa, o Oriente
Médio, a Asia, o Mediterraneo e a Papua Nova Guiné; incidéncias entre 0,5% e
6,9% foram descritas nas Américas do Norte e do Sul, respectivamente (Figura
1.9).
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Figura 1.9: Distribuicdo geografica da deficiéncia de G6PD ao redor do mundo. Fonte: Cappellini &
Fiorelli, 2008

Essa enzimopatia é causada por mutacdes no gene G6PD, localizado no
cromossomo X. A expressdo fenotipica é mais frequente em homens
hemizigotos e mulheres homozigotas e tém padréo de heranca recessiva ligado
ao sexo. Para que ocorra a expressao total dos seus efeitos adversos, a
mutacdo nos cromossomos nao deve ser antagonizada por um cromossomo X
normal, por isso 0 homem expressa com maior intensidade a deficiéncia por
ser sempre hemizigoto. Na mulher, a expressdo da doenca também pode

ocorrer desde que os dois cromossomos apresentem genes com mutacao.

1.12.2- Diagndstico de deficiéncia de G6PD

Rotineiramente o diagnostico da deficiéncia de G6PD é realizado atraves
de testes recomendados pela OMS, baseados principalmente na geracdo de
NADPH a partir de NADP" (Betke et al., 1979; WHO,1989). Basicamente
existem os testes semiquantitativos e quantitativos. Os testes semiquantitativos
normalmente séo testes de triagem realizados em areas com altas frequéncias
de deficiéncia em G6PD e endemismo de malaria. Sao testes rapidos, de facil

execucdo e baixo custo que determinam indiretamente a concentracao de
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NADPH, através dos niveis de metahemoblobina produzida depois da oxidacao
do NADPH, ou a estabilidade do GSH. O teste quantitativo € realizado através
do ensaio de espectrofotometria no qual a absorbancia de uma mistura
contendo glicose-6-fosfato e NADP* é medida em um comprimento de onda de
340nm e assim se mensura a razdo da geracdo de NADPH. Embora a
metodologia da espectrofotometria seja bastante eficiente, alguns problemas
podem ocorrer no diagnostico quando o teste é realizado apds episédio de
hemolise aguda, em alta contagem de reticuldcitos no sangue, em neonatos, e

em mulheres que sejam heterozigotos.

O conhecimento da mutacdo especifica do gene G6PD é importante
para melhor descrever os fendtipos clinicos. Para isso, existem diversas
metodologias de diagndsticos moleculares dentre elas a analise do fragmento
de restricdo (RFLP). O RFLP pode ser acoplado a reacdo da polimerase em

cadeia (PCR) e assim ser um método rapido, valido e confiavel de diagnostico.

Os testes para deficiéncia em G6PD sédo recomendados quando ao ser
exposto a farmacos oxidantes o paciente desenvolve quadro de hemodlise
aguda ou quando essa € disparada por infec¢bes ou ingestdo de fava. Além
disso, o teste também é recomendado para neonatos que desenvolvem um
quadro prolongado de ictericia neonatal, e membros de familias que
apresentam casos recorrentes de ictericia, esplenomegalia ou colelitiase. O
diagnéstico pode ser feito através da triagem neonatal ampliada (teste do
pezinho ampliado), que ainda ndo é disponivel no sistema Unico de saude

brasileiro (SUS), ou em qualquer etapa da vida do individuo.

Uma vez que os individuos do sexo masculino sdo hemizigotos eles sé
podem ter dois fenotipos para G6PD, ou seja, ou serdo deficientes ou terdo a
expressdo normal do gene com enzimas saudaveis. Entretanto, no que diz
respeito aos individuos do sexo feminino o0 mesmo né&o pode ser dito. Mulheres
possuem duas copias do gene G6PD, uma em cada cromossomo X, assim
sendo elas podem ser homozigotos selvagens, apresentando um fendtipo
saudavel para G6PD, homozigotos mutantes, com fenétipo de deficiéncia em
G6PD, ou ainda serem heterozigoto com um alelo mutante e um alelo
selvagem o que gera o fendtipo variavel. Devido a inativagdo aleatéria de um

dos cromossomos X (em cada uma das células um dos cromossomos €
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inativado, porém células diferentes podem desativar cromossomos diferentes)
as mulheres heterozigotos sdo um mosaico de G6PD mutantes e G6PD

selvagem.
1.11.3- Variantes de G6PD

Embora G6PD seja um gene bastante polimorfico produzindo enzimas
com diversos niveis de atividades enzimaticas, existem algumas variantes que
sdo estudas com maior frequéncia, pois sdo aquelas encontradas em maior
abundéancia em determinadas populacdes. A distribuicdo dessas variantes varia
de acordo com a regido geogréfica e com o grupo étnico estudado. Assim,
populacdes mistas podem apresentar diversidade também no que diz respeito
a deficiéncia de G6PD. A seguir uma breve descricdo das variantes avaliadas

nesta dissertagao.
Variante negroide ou A (rs1050829)

Ocorre em individuos negros, italianos, judeus, arabes, gregos, orientais
e persas. Juntamente com a variante mediterranea, a variante negroide ou A
esta comumente associada a deficiéncia de G6PD. Mesmo que a atividade
enzimatica dos individuos portadores dessa variante seja de 8% a 20% menor
do quede uma enzima normal, o risco de hemdlise fatal € pequeno. Isso se
deve ao fato de que as hemacias perdem a atividade enzimética conforme vao
envelhecendo, desta forma, as hemacias mais jovens ainda apresentam

atividade suficiente para evitar o efeito hemolitico medicamentoso.

Esta variante corresponde a troca do nucleotideo adenina (A) para uma
guanina (G) na posigcéo 376. Essa mutacao resulta na mudanga do aminoacido
asparagina (Asn) para o aminoécido acido aspargico (Asp) na posicao 126 da
proteina. Esta mutacdo ndo esta relacionada com a anemia hemolitica (classe
[1I-1V), pois mantém a termo estabilidade e os niveis de atividade enzimatica

normais. Sua frequéncia em populacées da Africa Subsaariana é de 0.1 a 0.34.
Haplo6tipos A

Os haplétipos A" sdo a combinagdo da mutagdo A—G na posigcédo 376
com um segundo SNP. Neste caso, verificou-se que a enzima inicialmente

descrita como G6PD A’ pode ser dada por trés hapldtipos diferentes: A™2%24/37¢,
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AEBOTRIEG o A-SCBCRT8G ha acordo com a classificacdo da OMS as enzimas

G6PD A" pertencem a classe lll, ou seja, possuem niveis de atividade
enzimatica entre 10 e 60% do considerado normal e sdo suscetiveis a anemia

hemolitica induzidas por farmacos.

Estas enzimas séo mais faceis de serem encontradas em tetrameros do
que a G6PD A e a G6PD B (selvagem), o que pode explicar o fato de serem
rapidamente inativadas (Babalola et al., 1976). A interacdo sinergética das
duas mutacdes proximas entre si no espaco da estrutura tridimensional da
enzima provoca o dobramento inadequado da enzima, 0 que compromete a

estabilidade e resulta em uma menor atividade (Gomez et al., 2000).
Variante G6PD A 20243766(151050828)

Também chamada de Distrito Federal, Matera e Bética, este haplétipo
encontrado em diversos lugares do mundo. Trata-se de uma mutacdo, com
troca de uma guanina por uma adenina na posicao 202, o que resulta na
alteracdo do aminoécido metionina (Met) pelo aminoécido valina (Val) na
posicdo 68 da proteina juntamente com uma mutacdo ocasionada pela variante
A. Este haplotipo € encontrado em frequéncias superiores a 0.24 em

populacdes africanas.
Variante G6PD A 8073766 (5 137852328)

Consiste na alteracdo de uma guanina por uma timina (T) na posi¢ao
680, o que resulta na troca de um aminoacido arginina (Arg) pelo aminoacido
leucina (Leu) na posicdo na posicao 227 da proteina combinada com a variante
A.

Variante G6PD A %8376y 76723693)

Trata-se da alteracdo de uma timina por uma citosina na posi¢ao 680, o
gue resulta na troca do aminoacido leucina pelo aminoacido prolina (Pro) na

posi¢cdo 323 da proteina combinada coma variante A.
Variante Santa Maria (rs5030872)

E caracterizada pela combinacdo da variante A com a mutacdo A—T na

posicdo 542, com alteracdo do aminoacido acido aspargico para o aminoacido
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valina na posicao 181 da proteina. Embora seja uma combinacéo da Variante A
com um segundo SNP, a variante Santa Maria ndo € considerada um haplétipo
do tipo A’, pois mesmo causando deficiéncia de G6PD essa alteracdo ndo
altera a carga da proteina, que mantém suas propriedades eletroforéticas
idénticas as de G6PD A (Beutler et al., 1991; Saenz et al., 1984).

Variante Asahi (rs 1050828)

Essa mutacdo foi originalmente descrita em meninos japoneses que
desenvolveram ictericia, anemia e que tinham sido previamente diagnosticados
com ictericia neonatal. Essa variante corresponde a mutagcdo A—G na posigao
202, com alteracdo do aminoacido valina para o aminoacido metionina na
posicdo 68 da proteina (Beutler et al., 2002). Segundo a WHO, esta variante
pertence a classe Ill. Analises de sequenciamento mostraram que uma
delecdo de um Unico par de bases no intron cinco pode interferir no risco de

hemolise (Hironoet al., 2002).
Variante Mediterranea (rs 5030868)

Essa variante consiste na alteracao do nucleotideo C—T na posigao
563, 0 que ocasiona a mudanca do aminoacido serina (Ser) para o aminoacido
fenilalanina (Phe) na posicdo 188 da proteina. A proteina derivada desta
variante possui menos de 10% da atividade enzimatica, tal caracteristica
relaciona essa variante com a anemia hemolitica medicamentosa e a enquadra
na classe IlI, segundo a WHO. Com base nas regides do planeta em que
ocorre, esta variante também pode ser denominada de Dallas, Sassari,

Panama entre outros (Vulliamy et al., 1988).
Variante Canton (rs72554665)

A variante canton foi descrita pela primeira vez em 1966. Caracteriza-se
pela alteracdo G—T na posi¢ao 1376, que resulta na mudang¢a do aminoacido
arginina para o aminoacido leucina na posi¢cao 459 da proteina. Assim como a
variante mediterranea, essa variante também recebe outros nomes como:
Taiwan-Hakka e Gifu-like. Trata-se de uma variante de classe Il que esta
associada com AH, desta forma, encontram-se reduzidas a atividade

enzimatica (em niveis préximos a 10%) e termo estabilidade. Esta variante &
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comumente encontrada na China, onde estudos mostraram uma frequéncia de

2% em homens e 0,9% em mulheres, e no Sudeste da Asia (Iwai et al., 2001).
2- Justificativa

A variabilidade interindividual de resposta a farmacos é um grande
problema na pratica clinica e pode ocasionar falhas no tratamento ou a
ocorréncia de ADRs em pacientes (individualmente ou em grupos) (Meyer et
al., 2002; Lazarou et al.,1998). Estudos realizados nos EUA mostraram que 6-
7% dos pacientes internados no pais sofrem de ADRs, sendo que 0,32% tém
alguma ADR fatal, o que resulta em 100.000 mortes por ano (Hug et al., 2003).
O gasto com o tratamento dos pacientes que sofrem ADRS, incluindo
internacdes e reducdo de sua produtividade, foi estimado em 100 bilhdes de
dolares nos EUA (Marshall et al., 1997).

A genotipagem preditiva de genes candidatos pode ser benéfica em 10-
20% dos pacientes tratados através da terapia com farmacos, pois pode
prevenir a ocorréncia de ADRs através da administracdo posologica correta
para cada individuo. Isso certamente podera melhorar o desfecho terapéutico
em relacdo a eficacia e a seguranca numa fracdo significativa de pacientes
(Sundberg et al., 2001). A frequéncia dos principais polimorfismos de G6PD
pode variar de acordo com a etnia juntamente com o padréo de resposta aos
farmacos. Assim, tendo em vista a miscigenacdo da populacdo brasileira,
resultante da participacdo de diferentes grupos étnicos em sua colonizacao, a
realizacdo de um estudo de diversidade genética torna-se de grande

relevancia.

Sendo os testes rotineiros para a identificacdo da deficiéncia de G6PD
baseados na quantificacdo de NADPH e derivados, ndo avaliando a
variabilidade genética presente e mostrando apenas a atividade enzimatica
(enzima ativa ou inativa), torna-se necessario a identificacdo destas tendo em
vista que as mesmas possuem diferentes niveis de atividade e com isso podem
resultar na ocorréncia de ADRs induzidas por diferentes xenobiéticos, inclusive
farmacos (DDS).

O estudo da frequéncia destas variantes se torna relevante a partir do

momento em que o Brasil € o segundo pais em numero de casos de

27



hanseniase no mundo, sendo endémico para a doenca. Além disso, o
esquema terapéutico da doenca é padrdo, tanto na posologia quanto na
combinacao dos farmacos, para todo o territério nacional. Em sua composicéo
e utilizada a dapsona, que é sabidamente um farmaco indutor de anemia
hemolitica podendo ser agravada em pacientes deficientes para a enzima
G6PD.

O mapeamento das variantes encontradas em diferentes regides
geograficas do Brasil podera contribuir para o melhor entendimento acerca da
influéncia das mesmas separadamente no tratamento adequado ao paciente de
hanseniase, com o objetivo de evitar ADRs ao serem tratados com esquemas

terapéuticos contendo dapsona.
3- Objetivos
3.1- Objetivo principal

Identificar e descrever a frequéncia das variantes do gene G6PD
(G202A, A376G, A542T, C563T, G680T, T968C e G1376T) que estdo
presentes nos pacientes hansenianos de quatro macrorregides do Brasil

tratados com esquema terapéutico contendo dapsona.
3.2- Objetivos especificos

e Descrever as variantes presentes nas populacdes de estudo;

e Identificar os haplétipos com papel funcional definido com relacéo

a atividade da enzima G6PD;

e Determinar a frequéncia dos SNPs mais estudados do gene
G6PD em amostras de pacientes hansenianos provenientes de

guatro macrorregides brasileiras;

e Mapear a distribuicdo das variantes alélicas ao longo das quatro

macrorregides geograficas através da genotipagem.
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4- Metodologia
4.1- Delineamento do Estudo

Estudo retrospectivo descritivo observacional, que visa avaliar a
prevaléncia das variantes mais estudadas do gene G6PD através da analise de
amostras de pacientes hansenianos oriundos de 4 macrorregioes brasileiras (
Norte, Nordeste, Sul e Sudeste) tratados com esquema terapéutico contendo

dapsona.

4.2- Tempo de duragcédo do Estudo

O presente estudo teve duracéo de dois anos.
4.3- Local de Estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular Aplicada a
Micobactérias/ Instituto Oswaldo Cruz - IOC/ Fiocruz (LABMAM), situado em
Manguinhos - Rio de Janeiro/RJ com amostras coletadas em diferentes
Instituicdes situadas em diferentes estados brasileiros, mais especificamente,
as amostras foram coletadas de trés municipios da regido sudeste (Rio de
Janeiro/RJ, Campos dos Goytacazes/RJ e Vitoria/ES), um municipio da regido
sul (Curitiba/PR), quatro municipios da regido norte (Palmas/TO, Gurupi/TO,
Rio Branco/AC e Porto Velho/ RO) e dois municipios da regido nordeste
(Recife/PE e Natal/RN) (Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Dados demograficos das amostras arroladas no estudo por

Numero de Mulheres Homens Faixa etéria
Regiéo amostras
Sul 10 4 6 30-57
Sudeste 298 188 110 18-90
Norte 181 116 65 18-72
Nordeste 48 27 21 18-69
Total 537 335 202 18-90

4.4- Consideracdes Eticas

As amostras utilizadas foram provenientes de um projeto maior realizado

no LABMAM no periodo de 2013-2015. Nessa primeira abordagem, outros
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genes de interesse farmacogenético foram estudados. O protocolo para
obtenc&o e processamento das amostras foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Fiocruz com o numero 449/08, tendo todos

pacientes assinado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
4.5- Critérios de incluséo

Neste estudo foram incluidos portadores e/ou ex-portadores de
hanseniase que estavam ou estiveram sob tratamento utilizando esquema
terapéutico padrdo, contendo dapsona, que estavam ou utilizaram regimes
alternativos e que apresentaram ou ndo ADRs, diagnosticadas clinica ou
laboratorialmente, atribuidas a dapsona. Foram incluidos pacientes de ambos

0S géneros e maiores de 18 anos.
4.6- Critérios de Excluséo

Foram excluidos do estudo pacientes de hanseniase infectados com
HIV, pacientes menores de 18 anos e pacientes que apresentam problemas de

alcoolismo ou com histérico de hepatites virais B e C.

4.7- Escolha das variantes genéticas

As variantes genéticas de G6PD analisadas neste projeto foram
escolhidas com base no conhecimento prévio das frequéncias observadas
mundialmente e na importancia clinica das mesmas de acordo com a
classificacdo da OMS. Paralelamente, a falta de dados referente a incidéncia

das mesmas no Brasil também foi critério para a selecéo.

Sete diferentes polimorfismos foram avaliados individualmente ou sob a
forma de haplétipo. O numero de amostras avaliadas para cada variante nos
diferentes estados divergiu devido a alguns problemas na genotipagem (Tabela
4.2).
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Tabela 4.2:NUmero amostral estudado para cada variante de acordo com o estado de oriaem.

Estado/Regido  N* G202A A376G  A542T C563T  G680T T968C G1376T

RO 61 61 56 58 59 56 59 57
AC 48 48 44 44 43 46 48 47
TO 72 72 68 72 70 38 72 71
Norte 181 181 168 174 172 140 179 175
PE 21 21 18 20 16 21 21 20
RN 27 27 24 18 19 23 27 26
Nordeste 48 48 42 38 35 44 48 46
ES 69 69 68 68 67 65 69 64
RJ 229 229 222 197 105 205 221 201
Sudeste 298 298 290 265 172 270 289 265
PR 10 10 9 8 10 10 10 10
Sul 10 10 9 8 10 10 10 10
Total 537 537 509 485 389 464 526 496

*NUmero de total de individuos por estado

4.8- Extracdo de DNA Gendmico

Foram coletados 1,5mL de sangue periférico de cada paciente apto a
participar do estudo, em tubo com vaccuntainer contendo EDTA ou tamp&o
citrato como anticoagulante. ApOs agitacdo por inversdo o mesmo foi

congelado a -20°C até o momento da extracdo de DNA.

O DNA genbmico foi extraido a partir de 200uL de sangue periférico
congelado, utilizando o Kit comercial “QUIAamp DNA blood® (Quiagen),
seguindo as orientacdes do fabricante. Resumidamente, um tampéo de lise foi
adicionado ao sangue e esta mistura foi submetida a centrifugacdo para
precipitacdo dos nudcleos e mitocbndrias das células. Posteriormente, foi
adicionado um tampdo de desnaturacdo que contém um sal caotrépico
(Guanidina hidrocloridrico) e proteases. A solucdo formada foi passada através
de uma coluna de silica onde o DNA ficou retido, sendo posteriormente lavado
duas vezes por centrifugacgao utilizando os tampdes de lavagem “Buffer AW1” e
“Buffer AW2”. A eluicdo do DNA ocorreu por centrifugacao utilizando tampao
com baixo sal (10mM Tris-Cl pH 9,0; 0,5mM EDTA). O material foi

armazenado a -20°C até o momento de ser utilizado
4.9- Amplificacao

Uma vez realizada a extragdo do DNA genbmico iniciou-se a

amplificac@o dos diferentes éxons que continham as possiveis mutacdes. Cada
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exon foi amplificado separadamente utilizando iniciadores descritos na
literatura (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Sequéncia de iniciadores utilizados na amplificacdo de cada variante.

Mutacéao Iniciador Fragmento (pb) Referéncia
G202A 5GTGGCTGTTCCGGGATGGCCTTCTG 109 Beutler e col. 1989
3GTTTGTCTCACTCGGGAAGAAGTTC
A376G 5TGGCCAGTACGATGATGCAG 90 Beutler e col. 1989
3TGGCGGAGAAGATGGACCGG
A542T 5’ACTCCCCGAAGAGGGGT 131 Nafae col. 1994
5’AGGAGATGTGGTTGGACATCCGG
C563T 5'-CATCATCGTGGAGAAGC 127 Hirono e col. 1989
5'-CACCATCTCCTTGCCCA
5’ACATGTGGCCCCTGCACCAC 242 Beutler e col. 1989
G680T 3'GTCCCACCGTCTCGGTCAGTG
5TCCCTGCACCCCAACTCAAC 282 Beutler e col. 1989
3'CGGGTCGTTCCGTCTTGACC
T968C
G1376T 5’ACGTGAAGCTCCCTGACGC3’ 214 Huang e col. 1996

5 GTGAAAATACGCCAGGCCTTAZ

Para todas as mutacOes utilizou-se o kit para PCR KAPA2G Fast
HotStart Ready Mix em um volume final de 25uL [contendo 1,5mM MgCly,
0.2mM de DNTPs, 0.5 U de KAPA2G Fast HotStart DNA polimerase e
aproximadamente 50ng do DNA alvo, variando apenas a concentragdo dos

iniciadores conforme descrito na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Concentracdo dos e temperaturas de anelamento dos iniciadores para cada sistema.

Mutacéo Exon Conc. dos Temp. de anelamento
iniciadores

G202A 5 25uM 63°C

A376G 6 25uM 63°C

A542T 7 15uM 61°C

C563T 7 15uM 62°C

G680T 8 25uM 69°C

T968C 10 25uM 66°C
G1376T 13 15 uM 63°C
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As condicdes de amplificacdo foram similares para todos os éxons, com
variacdo apenas da temperatura de anelamento conforme descrito na Tabela
4.3. O programa utilizado consistia em uma desnaturacao inicial de 3 minutos
a 95°C, com 30 ciclos de 95°C por 15 segundos, 61-69 por 15 segundos e 72°C

por 1 segundo, com uma extensao final de 72°C por 5 minutos.
4.10- Eletroforese em gel de agarose

Todos os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 2%.
Apés a eletroforese, o material foi corado com brometo de etideo (0,5 ug/mL) e

visualizado sob luz UV em um transiluminador.
4.11- Digestéo dos produtos com enzimas de restricédo

Apo6s a amplificacdo e analise em gel de agarose, os produtos de PCR
foram submetidos a digestdo com enzimas de restricdo (RFLP, do Inglés:
Restriction Fragment Length Polymorphism) descritas na literatura (Tabela 4.5).
Resumidamente, 5uL do produto amplificado foram digeridos com 2 unidades
da enzima correspondente a 37°C por 2 horas e 30 minutos. Ao final do tempo
de digestdo a reacdo foi interrompida com adicdo do tampao de aplicagcéo
(Loading Buffer 5X), contendo azul de bromofenol, xilenocianol e glicerol. A
identificacdo dos gendtipos foi realizada através da analise dos perfis de

digestédo apos a eletroforese em gel de poliacrilamida 15%.

Tabela 4.5: Enzimas de restricdo utilizadas para cada mutacéo

Mutacéao Enzina de Tamanho do Referéncias
- Sitio da enzima
restricdo fragmento (pb)
5'CATG| Beutler e col. 1989
G202A Nla lll 63,46 3'|GTAC
5GGATG(N)g|  Beutler e col. 1989
A376G Fok | 58,32 3'CCTAC(N)13 |
5T|CCGGA Nafae col. 1994
A542T BspEl 108, 23 3’AGGCC|T
5'GAAGA(N)g|  Vives-Corronse col.
C563T Mboll 54,73 3'CTTCT(N); | 1990
213,29, 5CCW |GG Beutler e col. 1989
G680T BstNL 98,115,29 3GGW/|CC
5CC|SGG Beutler e col. 1989
T968C Ncil 162,120 3'GGS|CC
G1376T Afl 1l 194,20 5'C|TTAAG Huang e col. 1996
3'GAATT|C
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4.12- Sequenciamento automatizado

Com o objetivo de confirmar os resultados da genotipagem obtidos
através da PCR/RFLP realizou-se o sequenciamento automatizado (padréo
ouro) de 5% das amostras para cada mutacdo estudada. Para isso, 0s
produtos da PCR das amostras escolhidas randomicamente foram purificados
utilizando o kit ChargeSwitch® PCR Clean-Up (Invitrogen) que é capaz de
eliminar de maneira eficiente sais, iniciadores, DNTPs e outros reagentes que

ndo acidos nucléicos.

Uma vez purificadas, as amostras foram submetidas a reacdo de
sequenciamento utilizando o kit “ABl PRISM® Big Dye®Terminator v3.1” (PE
Applied Biosystems) de acordo com as instrucdes do fabricante. As reacfes
foram analisadas no sequenciador de 96 capilares “ABI PRISM® 3730 XL DNA
Analyzer’(Applied Biosystems), situado no Laboratério de Gendmica Funcional
e Bioinformatica da FIOCRUZ/ Plataforma PDTIS.

4.13- Anélise estatistica

As frequéncias alélicas e genotipicas foram estimadas pelo método de
contagem génica e serdo dadas com um intervalo de confianca de 95%. As
mesmas foram testadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg usando o teste do
x2 considerando o valor de 5% (p<0.05) como limiar de significancia estatistica
entre os valores esperados e observados. Todos os testes estatisticos foram

realizados utilizando o softwere EPI info™.

5- Resultados

5.1-Caracterizacao da populacao de estudo

O presente estudo foi desenvolvido como subprojeto de uma avaliagcao
realizada em nivel nacional acerca da variabilidade de genes de interesse
farmacogenético associados a metabolizacdo da dapsona e com historico de
associacado com efeitos adversos. Naquele estudo, cujo modelo epidemiolégico
era um estudo do tipo caso-controle, todos os individuos arrolados eram
pacientes diferindo somente em relagéo a presenca (casos n=223) ou auséncia
(controles n=314) do desfecho estudado (ocorréncia de ADRs). Os dados de
diagnéstico com forma clinica ndo foram disponibilizados para os controles,

assim, como nosso interesse maior foi descrever a distribuicdo das variantes
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genéticas encontradas em nivel de frequéncias, utilizamos as amostras a

despeito da falta destas informacgdes.

Ao todo foram arroladas 537 amostras de pacientes com hanseniase
pertencentes a todas as formas do espectro clinico da doenca, que para fins de
tratamento foram agrupados em paucibacilares (n=126) e multibacilares (n=97).
As amostras foram procedentes de 10 municipios pertencentes a oito estados
diferentes (Rondonia, Acre, Tocantins, Pernambuco, Rio Grande do Norte,
Espirito Santo, Rio de Janeiro e Parand) de quatro macrorregides brasileiras
(Norte, Nordeste, Sul e Sudeste). A Tabela 5.1 demonstra a distribuicdo das

amostras por estado e regido, bem como o género do paciente.

Tabela 5.1: Distribuicdo geogréfica e género das amostras arroladas no estudo

Estado/ N Mulher Homem P valor

Regido
RO 61 29 32 0.87
AC 48 36 12 0,007
TO 72 51 21 0,005
Norte 181 116 65 0,001
PE 21 14 7 0,28
RN 27 13 14 1,0
Nordeste 48 27 21 0,5
ES 69 44 25 0,75
RJ 229 144 85 0,001
Sudeste 298 188 110 0,0002
PR 10 4 6 0,7
Sul 10 4 6 0,7
Total 537 335 202 < 0,001

*valores de p significativos para a diferenca entre o nimero de pacientes femininos e

masculinos.

Podemos observar que, neste estudo, o numero de pacientes do género
masculino foi significativamente menor do que o feminino nas regides norte (p=
0,001) e sudeste (p<0,001).Em total, foram arrolados mais pacientes com a

forma MB do que com a forma PB. (Figura 5.1).
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Pacientes multibacilares

m Masculino

® Feminino

Figura 5.1: Distribuicdo de pacientes da forma multibacilar em relacdo ao género.

5.2- Extracdo de DNA

O isolamento do DNA foi realizado a partir de aliqguotas de 200uL de
sangue periférico, através de kit comercial seguindo a orientacéo do fabricante.
Tanto o rendimento (quantidade mensurada por espectrometria Gtica) quanto a
qualidade (integridade avaliada por eletroforese em gel de agarose) dos DNAs

obtidos foram satisfatorios (Figura5.2).

Figura 5.2: Eletroforese em gel de agarose 1.5% contendo DNA gendmico extraido
de sangue periférico de sete diferentes amostras. Pocos 1-7 amostras pacientes
oriundo da cidade de Recife (PE).

5.3- Genotipagem

A genotipagem das diferentes variantes genéticas do gene G6PD foi
realizada através da técnica de PCR\RFLP, que consiste na amplificacdo do

fragmento de interesse e posterior clivagem com enzima de restricdo. Para
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cada polimorfismo avaliado foi utilizada uma enzima diferente para a

genotipagem, conforme descrito na Tabela 4.5.

Tendo em vista as dificuldades inerentes a cada sistema de amplificacéo

e genotipagem, o niumero amostral divergiu para cada variante analisada.

Para a mutacdo G202A foram analisadas 537amostras (202 homens e
335 mulheres). Os trés perfis eletroforéticos correspondentes aos trés
possiveis genotipos desta mutacédo foram observados na populacdo avaliada e

estdo representados na Figura 5.3.

e |

Figura 5.3: Gel de poliacrilamida 15% com o produto da digestdo com a enzima de
restricdo Nla Ill. Pocos1,3,4,6,7,9 e 10 amostras com o0 genétipo selvagem, poco 5,
gendtipo homozigoto mutante e poco 8, gendtipo heterozigoto. Pogo 2DNA leadder de

Do total de amostras genotipadas para esta variante (n=537) o alelo
202A foi observado em 49 (9,1%) pacientes na populacdo de estudo. A tabela
5.2 mostra a distribuicdo dos genoétipos de acordo com as regides estudadas.
Podemos observar que esta mutacdo ndo foi encontrada nas regides sul e

nordeste do Brasil.

Para a mutacdo A376G foram analisadas 509 amostras (94,7%) do total,
sendo 179 do género masculino e 330 do género feminino. Nessa analise
observou-se a presenca dos trés genotipos possiveis (Figura 5.4), todavia

houve a predominancia do genotipo selvagem.
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Tabela 5.2: Distribuicdo da mutacao G202A nas diferentes localidades de estudo

Estado/ N Selvagens  Homozigoto  Heterozigoto Hemizigoto Total
Regido mutante
RO 61 58 - 1 2 3
AC 48 43 - 5 - 5
TO 72 39 - 5 1 6
Norte 181 140 - 11 3 14
PE 21 21 - - - -
RN 27 27 - - - -
Nordeste 48 48 - - - -
ES 69 58 1 7 3 11
RJ 229 204 1 17 6 24
Sudeste 298 262 2 24 9 35
PR 10 10 - - - -
Sul 10 10 - - - -
Total 537 460 2 35 12 49

58pb S —
 —
32pb
 —

Figura 5.4: Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) contendo o perfil da digestdo coma
enzima Fok |. Possol: marcador de peso molecular (DNA leadder) de 25pb, posso 2,
representacdo do gendtipo selvagem; poco 3: genétipo heterozigoto e poco 4: gendtipo
homozigoto.

Do total de amostras genotipadas para esta variante (n= 509), o alelo
376G foi observado em 93 (18,2%) pacientes na populacdo de estudo. A
distribuicdo das amostras de acordo com o genotipo nas diferentes regides é
demonstrada na Tabela 5.3. Esta variante s6 ndo foi encontrada nas amostras

da regiéo sul do Brasil.
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Tabela 5.3: Distribuicdo da variante A376G para as diferentes regides

Estado/ N Selvagem Homozigoto  Heterozigoto Hemizigoto Total
Regido
RO 56 49 - 7 - 7
AC 44 31 - 13 - 13
TO 68 63 - 4 1 5
Norte 168 143 - 24 1 25
PE 18 11 - 7 - 7
RN 24 22 - 2 - 2
Nordeste 42 33 - 9 - 9
ES 68 56 1 7 4 12
RJ 222 173 8 31 10 47
Sudeste 290 232 9 36 14 59
PR 9 9 - - - -
Sul 9 9 - - - -
Total 509 417 9 69 15 93

Para as mutacdes A542T, C563T, G680T, T968C e G1376T foram
analisadas respectivamente 470, 380, 462, 513 e 496 amostras, porém nao
foram encontradas mutacdes nestas posicdes. Todas as amostras avaliadas

demonstraram o gendtipo selvagem, conforme mostrado na Figura 5.5.
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( CORE T

..

Figura 5.5 : Géis de poliacrilamida 15% contendo os produtos da digestédo para as variantes A542T
(A), C563T (B), G680T (C) e T968C (D), utilizando as enzimas BspEl, Mboll, BstNL e
Ncil,respectivamente. Todas as amostras aqui apresentada demonstram o genétipo selvagem.
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5.4- Sequenciamento automatico

Ao final da genotipagem, para o controle de qualidade da técnica
utilizada no estudo, o sequenciamento automatico (considerado como padréao
ouro para a genotipagem) foi empregado para avaliar 5% (n=26) das amostras
para cada variante. Os resultados obtidos com PCR/RFLP foram confirmados
em 100% das amostras testadas. A Figura 5.6 mostra o eletroferograma de
uma amostra genotipada como sendo do tipo selvagem para o SNP na posicéo

968, confirmado pela técnica de sequenciamento.
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Figura 5.6: Eletroferograma do sequenciamento do fragmento do éxon 10 que

demonstra o nucleotideo T na posi¢éo 968. Nesse caso a amostra avaliada
apresenta o genotipo selvagem.

5.5- Frequéncia das rea¢cfes adversas a Dapsona

De acordo com a andlise dos dados em relacdo a ocorréncia de ADRs
induzidas pela DDS, do total da amostragem de 537 pacientes arrolados, 207
(39%), desenvolveram algum tipo de ADR. Destes, 39 (19%) apresentaram

anemia hemolitica (Figura 5.7).
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Frequéncia de Anemia Hemolitica

® Anemia Hemolitica
m QOutras ADRS

Figura 5.7: Representacéo grafica da frequéncia de anemia hemolitica em pacientes que
desenvolveram ADRs induzidas pela dapsona.

5.6- Frequéncia da deficiéncia de G6PD

Devido a localizacdo do gene G6PD no cromossomo X, para
determinacdo da frequéncia de deficiéncia baseada na genotipagem das
variantes genéticas, consideramos apenas 0s pacientes femininos portadores

do gendtipo homozigoto e os pacientes masculinos.

Dos pacientes estudados, 142 (26,4%) apresentavam mutagdo em uma
ou duas posicdes do gene caracterizando as variantes Asahi, A e A202A3766
(Figura 5.8). Destes, 38 (27%), apresentaram deficiéncia em G6PD (Figura

5.9), equivalente a (7%) do total de pacientes arrolados no estudo.

Frequéncia de mutacgdes

m Selvagens

® Mutantes

Figura 5.8: Frequéncia das mutacdes do gene G6PD no total de pacientes arrolados
no estudo
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Deficiéncia de G6PD

m Mutacgbes

m Deficiéncia

Figura 5.9: Frequéncia de pacientes que apresentaram mutacdes e sdo deficientes
para G6PD. Aqui foram excluidas as mulheres com genétipo heterozigoto.

Os pacientes femininos heterozigotos (n=104) ndo puderam ser
considerados quanto a deficiencia de G6PD. Portanto, 16% da populacdo

deixou de ser caracterizado (Figura 5.10).

Pacientes nao caracterizados

m Mulheres heterozigoto mIndividuos estudados

Figura 5.10: Pacientes femininos heterozigotos que nao puderam ser caracterizados
quanto a deficiéncia de G6PD

Dos pacientes que desenvolveram anemia hemolitica (n=39) 12 (31%)
apresentavam alguma mutagdo no gene G6PD. Destes sete (18%) eram
pacientes do género feminino heterozigotos para uma das duas mutacdes e 5
(13%) eram deficientes. A variante mais frequente nos deficientes foi a A

202A378G com 3 pacientes (60%) seguida da Asahi com 40% (n=2).
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5.7- Frequéncias das variantes

Os SNPs observados neste estudo caracterizam as variantes Asahi
(G202A) e A (A376G), porém estes também podem ser combinados gerando o
haplétipo A2%?A37%G Nessa avaliacdo esse haplétipo foi observado em 26
pacientes (4,8%) do total de amostras testados, sendo observado uma vez em
Rondo6nia, duas vezes no Tocantins, cinco vezes no Acre, quatro vezes no
Espirito Santo e 14 vezes no Rio de Janeiro. Ao analisar a frequéncia dessas
variantes, foi possivel observar que a variante mais frequente em todas as

-202A/376G
A

regibes foi a variante A, tendo o haplotipo uma distribuicdo mais

homogénea do que a variante Asahi (Tabela 5.4) (Figura 5.11).

Tabela 5.4:Frequéncia das variantes encontradas por regidao estudada.

Estado/ Asahi A - Z0ZAT3TEG
Regido N (%) N (%) N (%)
RO 1(1,6) 6(10,7) 1(L6)
AC - 8 (18,1) 5(10,4)
TO 4(55)  10(14,7) 2(2,7)
Norte 5(2,7) 24 (13,4) 8 (4,4)
PE - 7 (38,8)
RN - 2 (8,3)
Nordeste - 9 (18,75)
ES 7(10,1) 8 (11,7) 4(5,7)
RJ 93,9 38 (17,0) 14 (6,1)
Sudeste 16 (5,3) 46 (15,6) 18 (6,0)
PR - B .
Sul - - .
Total 21(3,9) 79(148) 26 (4,8)
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Figura 5.11: Os mapas mostram as frequéncias das variantes Asahi (mapa A), A
(mapa B) e do haplétipo A?%***"**(mapa C) encontradas no estudo de acordo com a
regido de origem das amostras.

A Tabela 5.6 demonstra uma comparacao entre as frequéncias das variantes

observadas em nosso estudo e dados da literatura para a populacao brasileira.

Tabela 5.6: Dados da literatura a respeito da frequéncia de algumas variantes abordadas no estudo.

Regido Variante Literatura (%) Encontradas (%) Referéncia
G6PD A 3 18,7 Moura-Neto et
Nordeste Asahi 3 - al., 2008
A202A137GG 818 _
PAZOPABI06 82.1 8,4 Hamelet al.,
Norte A\IBECRT6G 7.1 - 2002
A542T/376G 22 _
Sul AZ0AABT86 94.4 - Castro et al.,
Mediterranea 0.6 - 2007
Weimeret al.,
1993
Sudeste AZOAABTE6 18.6 6,0 Belisarioet al.,
2016

6- Discussao

De modo geral, o numero de mulheres arroladas para o estudo foi
superior ao numero de homens, o que diverge das tendéncias epidemiologicas,
as quais o numero de pacientes do sexo masculino tende a ser superior ao de
mulheres. Esse fato era justificado anteriormente pela crenca de que o0s

homens estariam mais expostos a doenca do que as mulheres. Todavia,
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atualmente, com a constante insercdo das mulheres no mercado de trabalho
esta possibilidade se tornou muito remota. Uma das possibilidades aceita
atualmente e a de que as mulheres se cuidam melhor que os homens, e assim,
procuram mais o servico de saude do que os homens, 0 que aumenta o

namero de casos diagnosticados entre individuos desse género.

Embora ndo se tenha informacdes sob a forma clinica de todos os
pacientes arrolados neste estudo, observamos que o numero de pacientes
multibacilares foi superior ao nimero de pacientes paucibacilares. Sendo o
Brasil um pais endémico para a doenca estes resultados sdo esperados e
demonstra que o bacilo continua sendo transmitido na nossa populacdo uma

vez que 0 mesmo é transmitido por pacientes multibacilares virgens de

tratamento.

Rotineiramente o diagnostico de deficiéncia em G6PD é realizado
através do teste do pezinho ampliado, que ndo estd disponivel no Sistema
Unico de Saude (SUS). Normalmente, em caso de necessidade, este teste é
requisitado, porém, o mesmo sé revela se a enzima estd ou ndo ativa, ndo
sendo possivel identificar qual variante genética esta presente. Este tipo de
teste, por ser quantitativo, pode nao ser eficiente na identificacdo das fémeas
heterozigotas, que podem apresentar enzimas ativas ou inativas. Essa
populacdo especificamente pode ter ADRs tdo graves como as de mulheres

homozigotas ou homens hemizigotos para a deficiéncia (Pamba et al., 2012).

Outro problema em relacdo a este tipo de teste diagnostico é a
impossibilidade de identificar o tipo de variante genética. Dependendo da
variante, pode haver ou néo interferéncia na atividade enzimatica durante toda
a vida do eritrocito ou somente na fase mais madura do mesmo e isto esta

diretamente associado ao desfecho de AH.

Embora os alelos 202A e 376G tenham sido observados em um total de
142 amostras (49 e 97 respectivamente), nem todos os portadores puderam
ser considerados deficientes para a enzima G6PD. Devido a inativacéo
aleatéria do cromossomo X, fémeas heterozigotos sdo um mosaico de G6PD
saudaveis e G6PD deficientes. Assim, torna-se impossivel determinar o

fendtipo apenas por metodos moleculares nestes casos para determinar o
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fendtipo destas pacientes seria necessario realizar previamente os testes

preconizados pela WHO.

Neste trabalho, um total de 104 pacientes (16%) foram heterozigotas
para uma das duas mutagbes observadas e por isso deixaram de ser
caracterizadas quanto a deficiéncia de G6PD. Contudo, numa analise
preliminar de associacdo dos polimorfismos encontrados neste grupo de
pacientes excluidos com a ocorréncia de anemia hemolitica verificamos que
sete por cento (7%) destas pacientes desenvolveram AH ao serem tratadas
com esquemas terapéuticos contendo dapsona, 0 que sugere que estas sejam
também deficientes para G6PD, neste caso, o que nos daria uma frequéncia de
8,3% de deficientes no total da populagéo. Estes achados, embora preliminares
tendo em vista 0 numero reduzido de amostras avaliadas, sugerem que
pacientes do género feminino com gendtipo heterozigoto devem ser
submetidas ao teste quantitativo paralelamente ao teste genético para evitar

que as mesmas sejam subestimadas em relacdo a deficiéncia de G6PD.

Dados da literatura relatam uma frequéncia de deficiéncia de G6PD
variando entre trés e nove por cento (Cappellini&Fiorelli, 2008). Os dados
encontrados nesse estudo corroboram com o0 ja descrito uma vez que a
frequéncia de deficientes foi de 7 % do total da populacdo estudada quando
nao consideramos 0s pacientes femininos heterozigotos, se controlarmos estas
pela ocorréncia de AH, como descrito anteriormente, esta frequéncia sobe para
8,3% no total.

A WHO classifica as variantes de G6PD em cinco classes, de acordo
com a atividade da mesma nos eritrocitos e com as manifestagfes clinicas de
individuos portadores destas variantes. Nesta classificacdo as variantes de
classe Il seriam mais severas do que as de classe Ill. No entanto estudos
realizados em criangcas portadoras de variantes de classe Il mostraram que
98% dos meninos desenvolveram AH (Pamba et. al.,2012). Assim, esta divisdo
entre as duas classes pode ndo ser clinicamente (til e ao invés disso deve ser
utilizados trés classes de fendtipos, sendo as variantes de classe Il e de classe

[l agrupadas em uma Unica classe.

Estudos de associacdo vém sendo realizados com o objetivo de
relacionar a ocorréncia de AH medicamentosa a deficiéncia de G6PD. Em sua
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maioria estas pesquisas sao realizadas em areas com endemismo de malaria
ja que sabidamente o0s medicamentos utilizados em seu tratamento
(primaquine e dapsona) sao indutores de AH (Poirot et al., 2015) Entretanto,
nao encontramos relato de estudo semelhante realizado em pacientes de

hanseniase sendo este portanto um estudo pioneiro.

Hoje, a utilizacdo de marcadores genéticos em genes de interesse
farmacogenético jA& sdo utilizados para nortear modificacbes na conduta
terapéutica de véarias doencas visando, através de um tratamento
personalizado, aumentar a seguranca e eficacia dos medicamentos. Como
exemplo destes, a presenca do alelo HLA-B*5701 (Hughes et al., 2004) no
tratamento da infeccdo pelo HIV j4 é utilizado de rotina. O teste do impacto
deste kit preventivo no modelo de doenca HIV foi devidamente avaliado em trés
paises diferentes com significativa redu¢cdo de ADRs nos trés paises. Em
relacdo a doencas infecciosas, a genotipagem do gene NAT2, cujo fendétipo de
acetilacdo lenta estd associado a ocorréncia de hepatite/hepatotoxicidade
induzida pela isoniazida também ja é utilizado de rotina no Japao. Embora o
foco deste trabalho seja avaliar as frequéncias das muta¢des do gene G6PD
nos pacientes de hanseniase de quatro macrorregides brasileiras uma analise
preliminar assim, como demonstrado em outros estudos ja citados, sugere que
existe uma tendéncia dos pacientes deficientes de G6PD desenvolvam AH ao
serem tratados com dapsona. Assim, este trabalho pode servir como base para
outros estudos que tenham por objetivo esclarecer a influéncia de cada
variante na ocorréncia de AH induzida por farmacos bem como estabelecer
metodologias para a genotipagem preditiva das mutac¢des relacionadas com o
desfecho de AH.

Assim como os dados a respeito da frequéncia da deficiéncia de G6PD
os dados referentes as frequéncias de ADRs induzidas pela dapsona e de AH
corroboram o ja descrito na literatura. Dos farmacos utilizadas no tratamento da
hanseniase a dapsona € a principal indutora de ADRs, podendo representar
até 70% dos relatos (Goulart et al., 2001). Em nosso estudo 39% dos pacientes
tiverem ADRs que foram atribuidas a farmacos um namero bem préximo ao ja
descrito na literatura a na populacéo brasileira (Deeps et al., 2007). Estudos
prévios de nosso laboratério mostraram que, assim como ja foi descrito, as

ADRs hematoldgicas sdo as mais frequentes e que dentro dessas a AH € a
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segunda mais frequente. Em nosso trabalho encontramos que 19% dos
pacientes com ADRs apresentaram AH mais uma vez corroborando com dados
da literatura (Goulart et al., 2001).

Neste estudo observamos que dos pacientes que desenvolveram AH
31% apresentavam alguma mutacdo no gene G6PD. Este dado sugere que a
deficiéncia pode agravar o desfecho de AH que ja é descrito para a dapsona.
Destes pacientes sete (16%) eram mulheres heterozigotas sugerindo que as
mesmas ndo podem ser desconsideradas no que se refere ao desfecho de
ADR. Cinco pacientes (13%) eram seguramente deficientes e nestes a variante

mais frequente foi a \-202A/376G

com 60% dos pacientes seguida da variante
Asahi com 40% nao sendo observada a variante A neste grupo que também
corrobora com a literatura que coloca essa variante como ndo associada ao

desfecho de AH.

A frequéncia das variantes genéticas do gene G6PD varia em funcéo do
grupo étnico e da regido geografica. Sendo a populacdo brasileira a mais
miscigenada em todo mundo, era de se esperar uma variacdo na presenca e
na distribuicdo destas variantes. Algumas mutacdes que ja haviam sido
descritas na populacdo brasileira, embora tenham sido também investigadas
em nossa avaliacdo ndo foram encontradas. Este fato pode ser explicado pelo
enviesamento destes estudos. Nestes casos antes da genotipagem é feito uma
triagem, através de testes quantitativos, para verificar a deficiéncia de G6PD.
S6 entéo é realizada a genotipagem molecular nos pacientes G6PD negativos.
Tendo estas variantes uma frequéncia relativamente baixa € de se esperar que
0 enviesamento aumente consideravelmente a probabilidades destas serem

encontradas.

Embora ndo apresentem diferencas significativas com relacdo as demais
regides abordadas, as frequéncias relativamente baixas das variantes do gene
G6PD na regido norte (Asahi 2,7%, A 13,4% e A-2°%A378G8 494) podem estar
relacionadas com a ancestralidade (amerindios) dos povos daquela regido.
Estudos realizados anteriormente ja demonstraram que populacdes indigenas
tém a tendéncia de apresentarem a variante G6PD B (selvagem) (Weimeret al.,
1993) .
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Em estudo realizado por Weimer e colaboradores (1993), a variante
mediterranea (C563T) foi encontrada com uma frequéncia de 0.6% na
populacdo do sul do pais, porém nao foi encontrada em outras regides. Em
nosso estudo n&o encontramos a variante mediterrdnea. Possivelmente devido
a baixa frequéncia desta mutacdo em conjunto com 0 nosso n amostral

reduzido nesta populagéo.

Dados da literatura a respeito das frequéncias das variantes no Brasil

202A/376G
A

demonstram que a variante € observada com maior frequéncia.

Todavia, os dados do presente estudo mostraram que a variante A20?V37€C ¢
mais frequente apenas na regiao norte (4.4%), ndo sendo observada em duas
das regifes estudadas (sul e nordeste). Desta forma, a variante A acaba
sendo a mais frequente na nossa populagéao de estudo (14,8%). Este resultado
estéa relacionado a auséncia da mutacdo G202A nas populacdes estudadas nas
regides nordeste e sul e, portanto ndo havendo a combinacdo da mesma com a

mutacdo A376G para formacao da variante A20?4376¢,

Um estudo realizado com neonatos em Salvador (BA) mostrou que a

variante A—202A/37GG

€ a mais frequente nessa populacdo (81,8%) (Moura-Neto et
al., 2008). No entanto, em nosso estudo essa variante nao foi observada na
regido nordeste. Uma das possibilidades para explica essa diferenca pode
estar relacionada ao fato de que no presente estudo amostras da Bahia néo
foram avaliadas, o que corrobora com o fato de haver diferenca na distribuicéo

das variantes de acordo com a regido geografica.

Embora as variantes A%8C/3766 g 5423766

ja tenham sido descritas na
populacao brasileira (Hamelet al., 2002), mais especificamente em pacientes
de Belém (PA), as mesmas nao foram observadas em nosso estudo. Uma das
explicagbes poderia ser porque em nossa analise ndo foram avaliadas
amostras dessa localidade. Além disso, embora o estado do Para esteja
localizado na regido norte e por isso tenha caracteristica parental dos
amerindios, sua populacdo possui uma contribuicdo significativa de negros
(16%) e caucasianos (49%) (Santos & Guerreiro, 1995) o que pode influenciar

no aparecimento destes alelos.
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7- Limitacdes do estudo

Por ser este projeto a ramificacdo de um estudo maior que analisou outros
genes de interesse farmacogenético, a selecdo das amostras foi feita com o
objetivo de estabelecer grupos de pacientes que possuiam desfechos definidos
de tratamento. Todavia, por te sido feita uma selecdo retrospectiva, 0s
desfechos de interesse variaram de acordo a regido/estado e por este motivo a

amostragem avaliada néo € representativa da populacéo regional na regiao sul.

A dificuldade para aquisicdo de insumos, 0 tempo nhecessario para
importacdo e entrega dos mesmos também foi fator limitante deste estudo, uma
vez que foram realizados diferentes sistemas de genotipagem o0s quais

demandavam um processo de padronizacao.

A qualidade dos dados referentes a caracterizacdo clinica dos pacientes
variou de acordo com a origem das amostras. O instrumento utilizado para
coleta de dados clinicos apresentou falhas gerando perda de informacdes a
cerca da forma clinica e da ADR de alguns pacientes.

8- Conclusdes

Embora ndo se tenha nenhum estudo que correlacione a ocorréncia de
anemia hemolitica com a deficiéncia de G6PD no tratamento da hanseniase os
dados apresentados neste trabalho com relacdo as frequéncias de ADRs
atribuidas dapsona, a frequéncia de AH e a frequéncia de deficiéncia de G6PD

corroboram com o descrito na literatura.

Nossos dados sugerem que a deficiéncia de G6PD pode estar relacionada
com o agravamento de reacOes adversas a dapsona, mais precisamente a
anemia hemolitica. Isto porque 30% dos pacientes que tiveram anemia
hemolitica possuiam alguma mutacdo no gene G6PD. Além disso, nossos
dados também sugerem que mesmo 0s pacientes portadores do genotipo
heterozigoto podem ter as ADRs agravadas quando submetidas ao tratamento
com DDS. Nestes casos além do teste molecular devem ser realizados testes
guantitativos preconizados pela WHO para verificar a atividade enzimética. De
acordo com estes resultados ndo recomendariamos o0 uso de DDS a pacientes
que sao seguramente deficientes e nem aos portadores do gendtipo
heterozigoto.
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O desenvolvimento de metodologias de genotipagem preditiva para este
gene, portanto traria beneficios ndo somente para o pacientes que teriam uma
maior seguranca em seu tratamento diminuindo o risco de desenvolver ADRS,
mas também para os cofres publicos que reduziriam os gastos com o
tratamento destas além de manter a produtividade do paciente. Assim, estas
metodologias seriam de grande valia, pois além de prevenir a ocorréncia de

ADRs também melhora o desfecho terapéutico em relacdo a seguranca e

eficacia do procedimento para o paciente.

Novos estudos devem ser realizados para avaliar a influéncia de cada
mutacdo na ocorréncia de AH bem como desenvolver metodologias
moleculares a fim de se realizar a genotipagem preditiva a ser utilizada pelo
sistema de saude garantindo uma reducdo no custo do tratamento, e maior

seguranca para o paciente.

Juntos estes resultados sugerem que nao apenas a deficiéncia de G6PD
tem uma tendéncia de agravar as ADRs atribuidas a dapsona como também a

variante A-2A378C garig a mais severa neste quesito.

A aplicacao da genotipagem podera contribuir, no futuro, como instrumento
de farmacovigilancia no tratamento da hanseniase, e também como uma
medida preditiva permitindo uma melhor compreenséo e prevencao dos efeitos
adversos, diminuicdo da eficacia ou quaisquer problemas relacionados, o0s
quais podem aumentar a morbidade, a mortalidade e/ou os custos do

tratamento.
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