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RESUMO

Introducio: As tiopurinas, 6-mercaptopurina (6-MP) e azatioprina (AZA), sdo utilizadas no
tratamento das Doengas Inflamatérias Intestinais (DII), englobando retocolite ulcerativa
(RCU) e doenga de Crohn (DC). Apesar dos beneficios, a eficicia e a seguranga das
tiopurinas apresentam importante variagdo interindividual, explicada, pelo menos em parte,
por variacOes genéticas relacionadas a farmacocinética. Objetivo: Avaliar a associagdo entre
polimorfismos em genes relacionados a metabolizagdo das tiopurinas e a resposta 3 AZA em
pacientes com DII. Materiais e Métodos: Estudo observacional transversal (2016 a 2023),
com coleta de amostras sanguineas e dados clinicos de pacientes com DII, em tratamento com
AZA ha pelo menos 3 meses, atendidos pelo Centro de DII do Hospital Universitario (HU) da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Foram quantificados os niveis intraeritrocitarios de 6-
metilmercaptopurina (6-MMP) e 6-tioguanina (6-TGN) utilizando Cromatografo Liquido de
Alta Eficiéncia, acoplado ao detector ultravioleta. Os pacientes foram genotipados para 13
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) por Reacdo em Cadeia da Polimerase
Quantitativa em Tempo Real nos genes da tiopurina metil transferase (TPMT) (rs1800462,
rs1800460 e rs1142345), da inosina trifosfato pirofosfatase (rs9101, rs8362, rs1127354 e
rs7270101), da hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferase (HPRT) (rs1468266) e da xantina
oxidase (XO) (rs4407290, rs17323225, rs1884725, 1s2295475 e rs17011368). Foram
aplicados testes estatisticos apropriados considerando o nivel de significancia de 0,05.
Resultados: Incluiu-se 151 pacientes com DII (59,6% mulheres), sendo que 30 tiveram
intervengdes cirirgicas; 59 complicagdes da DII ou do tratamento com tiopurinas e 112
estavam em remissdao. Desses, 33 pacientes (21,9%) apresentaram pelo menos um evento
adverso relacionado a farmacoterapia. Os metabdlitos 6-TGN e 6-MMP variaram de 4,5 a
2456,0 pmol/8x10% eritrocitos e 25,8 a 97800,0 pmol/8x10¥ eritrocitos, respectivamente.
Pacientes em remissao mostraram maiores concentracdes de 6-TGN em comparacao aqueles
com a doenca ativa enquanto pacientes em terapia com AZA apresentaram maiores medianas
de 6-MMP quando comparados aqueles associados com alopurinol. As frequéncias das
variantes alélicas para os genes investigados variaram entre 1,3 e 33%. Os pacientes
heterozigotos mostraram maiores concentragdes de 6-TGN comparados aos homozigotos
TPMT*1/*1. Ademais, pacientes carregando o alelo A para o rs1884725 da XO também
apresentaram maior concentracdo medianas de 6-TGN em relagdo aos pacientes GG.
Observou-se que pacientes com pelo menos um alelo variante da HPRT apresentaram valores
aumentados de enzimas hepaticas. A leucopenia foi mais frequentemente observada em
pacientes com alelos variantes para os genes da TPMT e da XO (rs4407290). Este ultimo
associou-se a neutropenia, sendo mais frequente em heterozigotos. As queixas relacionadas a
terapia com AZA foram mais frequentes nos pacientes com genotipo TPMT*1/*1.
Conclusio: este trabalho € pioneiro em avaliar a frequéncia de distribuicdo de polimorfismos
em genes associados a farmacocinética da AZA em pacientes em Minas Gerais. Os achados
apontam para a associacdo entre os polimorfismos nos genes da TPMT e XO com a
concentracdo de 6-TGN, sendo maior em pacientes carregando o alelo variante. Variagdes nos
genes da TPMT, HPRT e XO também se mostraram associadas a reagcdes adversas, incluindo
elevacao de enzimas hepaticas, leucopenia e neutroprenia. Tais achados podem impactar a
pratica clinica, contribuindo para a personaliza¢ao da terapia.

Palavras-Chaves: Azatioprina. Doen¢a inflamatoria intestinal. Farmacogenética.
Polimorfismo. TPMT. XO/XDH. ITPA. HPRT.



ABSTRACT

Introduction: Thiopurines, 6-mercaptopurine (6-MP) and azathioprine (AZA), are used in
the treatment of Inflammatory Bowel Diseases (IBD), including ulcerative colitis (UC) and
Crohn's disease (CD). Despite the benefits, the efficacy and safety of thiopurines show
significant interindividual variability, which is at least partly explained by genetic variations
related to pharmacokinetics. Objective: To evaluate the association between polymorphisms
in genes related to the metabolism of thiopurines and the response to AZA in patients with
IBD. Materials and Methods: Cross-sectional observational study (2016 to 2023), including
the collection of blood samples and clinical data from IBD patients, treated with AZA for at
least 3 months, attending the IBD Center at the University Hospital (HU) of the Federal
University of Juiz de Fora. The intraerythrocytic levels of 6-methylmercaptopurine (6-MMP)
and  6-thioguanine (6-TGN) were quantified wusing High-Performance Liquid
Chromatography, coupled with ultraviolet detection. Patients were genotyped for 13 single
nucleotide polymorphisms (SNPs) by Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction in
the genes of thiopurine methyltransferase (TPMT) (rs1800462, rs1800460, and rs1142345),
inosine triphosphate pyrophosphatase (rs9101, 1s8362, rs1127354, and rs7270101),
hypoxanthine-guanine-phosphoribosyltransferase (HPRT) (rs1468266), and xanthine oxidase
(XO) (14407290, rs17323225, rs1884725, 1s2295475 and rs17011368). Appropriate
statistical tests were applied considering a significance level of 0.05. Results: The study
included 151 IBD patients (59.6% women), with 30 having undergone surgical interventions;
59 had complications from IBD or thiopurine treatment, and 112 were in remission. Of these,
33 patients (21.9%) experienced at least one adverse effect related to pharmacotherapy. The
metabolites 6-TGN and 6-MMP ranged from 4.5 to 2456.0 pmol/8x10® erythrocytes and 25.8
to 97800.0 pmol/8x10® erythrocytes, respectively. Patients in remission showed higher
concentrations of 6-TGN compared to those with active disease, while patients on
monotherapy with AZA had higher median levels of 6-MMP compared to those associated
with allopurinol. The allele frequencies for the investigated genes ranged from 1.3 to 33%.
Heterozygous patients showed higher concentrations of 6-TGN compared to TPMT*1/1
homozygotes. Additionally, patients carrying the A allele for rs1884725 of XO also had
higher average concentrations of 6-TGN compared to GG patients. Patients with at least one
variant allele of HPRT showed increased liver enzyme values. Leukopenia was more
frequently observed in patients with variant alleles for TPMT and XO genes (rs4407290). The
latter was associated with neutropenia, being more frequent in heterozygotes. Complaints
related to AZA therapy were more frequent in patients with TPMT1/*1 genotype.
Conclusion: This is a pioneering study in evaluating the frequency of distribution of
polymorphisms in genes associated with the pharmacokinetics of AZA in patients in Minas
Gerais. The findings indicate an association between polymorphisms in the TPMT and XO
genes with 6-TGN concentration, which is higher in patients carrying the variant allele.
Variations in TPMT, HPRT and XO genes were also associated with adverse reactions,
including elevated liver enzymes, leukopenia and neutropenia. These findings may impact
clinical practice, contributing to personalized therapy.

Keywords: Azathioprine. Inflammatory bowel disease. Pharmacogenetics. Polymorphism.
TPMT. XO/XDH. ITPA. HPRT.



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ... eee et eeeeeeeeeeeeeneneneeas 12
2 REVISAO DA LITERATURA . ......coomitiieeeeeeeeeeee e esnans 15
2.1 DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINALIS..........coooivmieeiereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeseseessennes 15
2.1.1 Retocolite Ulcerativa e Doenca de Crohn cesessestesesssensnnsastesssessenassessssnnannes 15
2.1.2 Epidemiologia.... . ceseessseessnnessanesssaessseessaassssnessnsanes 19
2.1.3 Patogénese da DII . . . . . w21
2.2 TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA DII ..o 24
2.3 EVENTOS ADVERSOS RELACIONADOS AO TRATAMENTO COM TIOPURINAS.... 31
2.4 FARMACOGENETICA NO TRATAMENTO DA DII COM AZA........cocooverrerreeernane. 35
2.5 MONITORIZACAO TERAPEUTICA DA AZATIOPRINA........c.cooovieeeeeeeeeeeeeeeereeeennn s 40
3 OBIETIVOS. ..o eeeeee e s s s s aes s aeeeseneeeen 42
3.1 OBIETIVO GERAL........ooovmiioieeeeeeeeee et e 42
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.........oooiiiieeeeeeeeeeeeeee e 42
4 MATERIAIS E METODOS........oooeieieeseeeeeeeeee e 43
4.1 PACIENTES. ..o ees e e e aseas erennas s 43
42 APLICACAO DOS QUESTIONARIOS E ANAMNESE DO PACIENTE...........cccccoouean.... 45
4.3 OBTENCAO DA AMOSTRA SANGUINEA........cccovioiiieeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeee e 45
4.4 ANALISES BIOQUIMICAS E HEMATOLOGICAS........cooiveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeserenesee e 46

4.5 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS E QUANTIFICACAO DOS METABOLITOS DA
AZATIOPRINA. ...ttt ettt sttt et sb e saeesa ettt et e it e saneeaeeeanes

4.5.1 Coleta e Preparo das Papas de Hemacias (Matriz/Branco) ... cesresssresansesassesans jg
4.5.2 Coleta e Preparo das Amostras dos Pacientes ...... . cesrosensesens . 47
4.5.3 Tratamento das Amostras (Matriz/Branco e dos Pacientes) ceeseresssnseesssnnseesananes 48
4.5.4 Quantificacao dos Metabdlitos 6-TGN e 6-MMP. . 48
4.6 GENOTIPAGEM DOS PACIENTES. ... ..ottt 49
4.6.1 Extracao de DNA..... cesesnesseeessssnes . . 50
4.6.2 Genotipagem para os Polimorfismos nos Genes da TPMT, ITPA, XO e HPRT............ 51
4.7 ANALISE ESTATISTICA ...ttt sesse sttt 52
4.8 REVISAO SISTEMATICA. ..o 53
5 RESULTADOS. ...ttt ettt ettt ettt sttt e st e st et e bt e teasbeanbeenseenseensesnsesns saeenseenseenseensenns 54
5.1 REVISAO SISTEMATICA........omtruimrimreimeriineseisesiessesssessssesesssesssssssssesesssssssssssesssesssne 54
5.1.1 Fontes de informacdes e estratégias de busca..........cccecereunen. . . 54

5.1.2 Processo de selecio...... . . . . 54




5.1.3 Avaliacao de risco de viés . . eeesetesssnttesssnnsesssnntesssensesssnnsaenane 54

5.1.4 Selecio e caracteristicas dos estudos . . . ceessressnnsiesnene 55
5.2 CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES........covvucrrermreimeremmreesereesessesssesesens 55
5.2.1 Analises de Amostras de Pacientes................c.occooiiiiiiiiiiiiiieit e 57
5.3 PERFIL GENETICO DOS PACIENTES TRATADOS COM AZA.......ocooooveeeererseerernns 60
5.3.1 Associacao entre os polimorfismos e a terapia com AZA e seus metabolitos.........ccceee. 63

5.3.2 Associacoes dos SNPs com Eventos Adversos e Intolerincias nas terapias com AZA... 67

6 DISCUSSAD. ...t st s st en s aes s sanannns 70
T CONCLUSAO. ...coooeeeeeeeeeeeee ettt ee s s ssenan s 84
8 AGRADECIMENTOS. .....c.oooooeieieeeeeeee oot se s enase 85
REFERENCIAS. ..o e 86
APEIAICE Aottt ettt ettt et e e be et e e bt e st et e et et e st e s e et saeeeteeesae s tesaeseeasaeataennrenraensaens 97
F N 153 1 e B (0TS 2 J PP 98
F N 153 1 e B (0TS RSP SUSSI 104
APENAICE Dottt et et b e e tb e et be e tbeetbeerbeett e et beerbeerbeesbeartesreensrenes 109
APECNAICE E....ooeiieeeeee et ettt et ettt e et e e ta e e as b e e etbe e st e e atbe e tnaeenteeenaeeenaas 116
YN 115, (o Y A O 117
g N 115, o 30 > J SRRt 119



LISTA DE FIGURAS E FLUXOGRAMAS

Figura 1 - Ilustrago da localizagdo do processo inflamatdrio na doenga de Crohn e na retocolite

ULCETALIVA. ...ttt ettt sttt ettt b e et a e et eae et n et eas 16
Figura 2 - Caracteristicas tipicas da doenca de Crohn (imagens endoscOpicas) ..........ccceeveereeenenne 17
Figura 3 - Mecanismos envolvidos na patogénese da doenca inflamatodria intestinal...................... 21
Figura 4 - Vias metabolicas da AZatiOPriNa...........coceevuerireeierienenieteieie ettt eee e 29
Figura 5 - Distribui¢@o de frequéncia trimodal da Tiopurina Metil transferase (TPMT)................. 36
Figura 6 - Cromatogramas de um dos pacientes incluido no estudo e da matriz............ccceeeeueenee. 57
Fluxograma 1 - Casuistica dO €StUAO.........ccieriieriieiieiecie ettt 44
Fluxograma 2 - Coleta de amostras sanguineas para @ PESQUISA..........cveeververevererereerseesseesseesseessenns 46

Fluxograma 3 - Preparo das amostras e quantificacdo dos metabolitos intraeritrocitarios da
A ZATIOPTINA. ..ttt ettt ettt b et et s h e eb et et e s bt beeh e et e e e bt e bt eb e et e bt e bt ea b e e et e ebt et enbeebeebaenee 49



LISTA DE GRAFICOS, QUADROS E TABELAS

Grafico 1 - Avaliagdo das concentragdes dos metabolitos 6-TGN ¢ 6-MMP em pacientes com
doenga em remissdo e em atividade trataddos com Azatioprina...........cceccvereerverieneeneeneensensneenns 58

Grafico 2 - Avaliagdo das concentragoes dos metabdlitos 6-TGN e 6-MMP quanto a terapia
com Azatioprina ou terapia combinada com AlOPUTriNOl...........cccveevirvieiiiircierciiriereee e 59

Grafico 3 - Concentragdes de 6-TGN e 6-MMP conforme polimorfismos genéticos das enzimas

ITPA e XO/XDH em pacientes usando AZA.........cccooiririiererireeeieeie ettt 63
Grafico 4 - Concentragdes de 6-TGN e 6-MMP conforme polimorfismo genético da TPMT em
pacientes USANAO AZATIOPTING........c.eerveerveerrerrerrerteseeteeteeseeseassesssesssessesssesssesseesseesseesseesse seesssens 64
Grafico 5 - Relagdo entre a enzima hepatica TGO/AST e gendtipos da enzima ITPA................... 69
Quadro 1 - Terapia farmacologica na doenca inflamatoria intestinal.............ccoeceeveeienieniencenen. 27
Quadro 2 - Condigdes de amplificagdo por QPCR.......cccvieiieiiiiiiiiieeeee e 52
Quadro 3 - Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes do estudo............ 56
Quadro 4 - Caracteristicas dos pacientes com DII que participaram do estudo............ccecverveennnnn. 98
Quadro 5 - Dosagens bioquimicas, hematologicas e dos metabolitos da AZA dos pacientes........ 104
Quadro 6 - Caracteristicas genéticas ¢ farmacologicas dos pacientes com DIL............cccceeveneennee. 109
Quadro 7 - Valores dos metabolitos relacionados a atividade ou remissao da DII........................ 58

Quadro 8 - Valores dos metabdlitos e dos pardmetros hematoldgicos relacionados a terapia com
Azatioprina em pacientes COm DIL.........ccoociiiiiiiiiiiii e 60

Tabela 1 - Gene, polimorfismo, troca de base nitrogenada, atividade normal enzimatica e a
influéncia do polimorfismo na atividade enzimatica e na concentragdo dos metabolitos da AZA. 40

Tabela 2 - Gene, referéncia do SNP, troca de base nitrogenada, modificagcdo do aminoacido e
identificacdo dos ensaios ULHIZAAOS. ........ccueieeuiiiiiiiiii ettt ettt e ere eaee e 51

Tabela 3 - Frequéncia dos SNPs para os genes da TPMT, ITPA, HPRT ¢ XO/XDH em
pacientes com DII tratados com AZA atendidos no Hospital Universitario da UFJF................... 61

Tabela 4 - Associagdo dos genotipos relacionados ao grupo racial e a atividade da doenga ......... 62

Tabela 5 - Parametros hematologicos e concentragdo dos metabdlitos relacionados aos SNPs e a
terapia farmacologica Utilizando AZA...........cccveiieiiieiieiieieecre ettt ereebesvestvesbestaesraesaaesreens ens 66

Tabela 6 - Eventos adversos, complicagdes da doenga e intolerancias associadas com as terapias
medicamentosas € 0S POlIMOIfISIMOS GENELICOS. .......eivviiriieriierierieieeeeeteetesaesree e e sreeseeseesseesneens 68

Tabela 7 - Frequéncias em diferentes populacdes do alelo de menor frequéncias (MAF) para
polimorfismos no gene de quatro enzimas relacionadas a metaboliza¢do da Azatioprina.............. 116



LISTA DE SIGLAS E ABREVIACOES

6-MeTIMP - 6-metilmonofosfato

6-MMP - metabolito intraeritrocitario 6-metilmercaptopurina
6-MP - 6-mercaptopurina

6-TGDP - 6-tioguanina difosfato

6-TGMP - 6-tioguanina monofosfato

6-TGN - metabolito intraeritrocitario nucleotideos 6-tioguanina
6-TGTP - 6-tioguanina trifosfato

6-TIMP - 6-tioinosina monofosfato

6-TITP - pirofosfohidrolise do 6-tioinosina trifosfato

6-TU - metabdlito inativo 6- acido tiotrico

6-TXMP - 6-tioxantosina monofosfato

AINEs - anti-inflamatérios ndo esteroidais

anti-TNFa - anticorpos monoclonais anti-fator de necrose tumoral alfa
ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AZA - azatioprina

AZA/ALOQ - terapias combinadas azatioprina/alopurinol
AZA/ALO/BIO - terapias combinadas azatioprina/alopurinol/biologicos
AZA/BIO - terapias combinadas azatioprina/biologicos

CDALI - Crohns Disease Activity

CEP - Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
CLAE-UV - cromatografo liquido de alta eficiénca

DC - doenga de Crohn

DII - doengas inflamatorias intestinais

DNA - 4cido desoxirribonucleico

gDNA - DNA gendmico

GMP - guanosina monofosfato

GMPS - guanidina 5-monofosfato sintetase

GSH - glutationa redutase

GST - enzimas glutationa S-transferases

GWAS - estudos de associagdo gendmica ampla

HPRT ou HGPRT - enzima hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferase
HU - Hospital Universitario

HU/CAS - Centro de Atenc¢ao a Saude do Hospital Universitario
ICAM-1 - molécula de adesdo intercelular 1

ICB - Instituto de Ciéncias Bioldgicas



IHB - indice de Harvey-Bradshaw

IMP - inosina monofosfato

IMPDH - enzima inosina-5-monofosfato desidrogenase

IPTA - inosina trifosfato pirofosfohidrolase ou inosina trifosfatase
ITW - indice de Truelove and Witts

LaFaCE - Laboratério de Farmacologia Clinica ¢ Experimental
LIP - Laboratorio Integrado de Pesquisa

MS - Ministério da Saude

MTF - monitoramento terapéutico de farmacos

NF-kB - fator nuclear kB

PCR - dosagens da proteina C-reativa

PRPP - fosforibosilpirofosfato

gPCR - reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
Racl - proteinas Rho GTPases

RBC - contagem total de eritrocitos

RCU - retocolite ulcerativa

RNA - 4cido ribonucleico

SAES - Secretaria de Atencdo Especializada a Satde

SAS - Superintendéncia de Assisténcia Socioeducativa

SCTIE - Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos
SNPs - polimorfismos de nucleotideo tinico

TCLE - termo de consentimento livre e esclarecido

tdGTP - trifosfato de desoxitioguanosina

TGO/AST - transaminase glutamico-oxalacética/transaminases aspartato aminotransferase
TGP/ALT - transaminase glutdmico-piravica/alanina aminotransferase
tGTP - trifosfato de tioguanosina

TPMT - enzima tiopurina metil transferase

UFJF - Universidade Federal de Juiz de Fora

VCAM-1 - molécula de adesao celular vascular

XO/XDH - enzima xantina oxidase/xantina desidrogenase
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1 INTRODUCAO

A doenga inflamatoria intestinal (DII) ¢ uma doenca inflamatoria recorrente cronica
incuravel de etiologia desconhecida, consistindo principalmente de doenca de Crohn (DC) e
retocolite ulcerativa (RCU), que pode afetar qualquer segmento do trato gastrointestinal,
associada a manifestagdes extraintestinais e outras alteragdes imunologicas (Bangma et al.,
2020; Chebli et al., 2007; Crohn et al., 2000; Eltantawy et al., 2023). A apresentagao clinica
depende da localizacdo da doenga e inclui diarreia, dor abdominal, perda de peso, febre,
sangramento gastrointestinal, abscessos entre outros. Fissuras ou fistulas perianais, obstrucio
do colon e intestino delgado sdo comuns na DC, enquanto hematoquezia e a presenga de
muco ou pus sao comuns apenas na RCU (Koh et a., 2023; Yeshi et al., 2020).

O comportamento da doenga caracteriza-se por periodos de exacerbagdo alternados com
periodos de remissdo. A apresentagdo tipica ¢ o envolvimento descontinuo de segmentos do
sistema gastrointestinal, podendo levar ao desenvolvimento de complicacdes, como estenoses,
abscessos ¢ fistulas (Ruiz et al., 2020).

A causa da DII ¢ multicausal, entretanto, estudos recentes demonstram que sua
prevaléncia e incidéncia variam de acordo com os fatores ambientais, habitos de vida, fatores
genéticos e respostas inadequadas do sistema imunoldgico a microbiota bacteriana intestinal
do individuo. Desta forma, devido a importancia que o sistema imune desempenha nas DII, a
terapéutica farmacoldgica se baseia especialmente na modulagdo imune (Eltantawy et al.,
2023; Koh et al., 2023; Ruiz et al., 2020).

Os farmacos tiopurinas, 6-mercaptopurina (6-MP) e o seu pro-farmaco azatioprina
(AZA), continuam sendo os imunomoduladores mais indicados na terapia em conjunto com
uso de glicocorticoides, visto que estudos afirmam que essa terapéutica mantem a remissao
clinica duradoura para prevenir complicagdes e sua progressao por alguns anos (Andoh et at.,
2021; Bangma et al., 2020; Chen et al., 2020).

Apesar de as tiopurinas serem a primeira linha de escolha no tratamento da DII, tais
farmacos estdo associados a inimeros eventos adversos como pancreatite, hepatotoxicidade e
mielossupressao, além de apresentar falha terapéutica em cerca de 30 a 40% dos pacientes,
ocorrendo normalmente nos primeiros trés meses de tratamento (Anandi et al., 2020; Andoh
et at., 2021; Chebli et al., 2015).

Estudos fornecem evidéncias de que os pacientes podem se beneficiar da adi¢do do
medicamento alopurinol a terapéutica, promovendo reducdo na dose de tiopurinas e
diminui¢do do uso de glicocorticoides, melhorando de forma geral, a qualidade de vida destes

pacientes (Houwen et al., 2021).
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Cabe destacar que a variabilidade interindividual na resposta a terapia com as tiopurinas
contribui para as altas taxas de falha terapéutica na DII e possiveis ocorréncias de eventos
adversos como a mielossupressdao, que ¢ um fator dependente da dose, com incidéncia
cumulativa de 7% (Bangma et al., 2020). A maioria dos pacientes com mielossupressdo €
assintomatica, no entanto, infec¢des oportunistas graves levam 30% dos pacientes a
hospitalizagdo, com uma mortalidade estimada de 1% (Anandi et al., 2020; Bangma et al.,
2020).

E importante ainda ressaltar que as falhas terapéuticas ao tratamento convencional da
DII implicam em sofrimento ao paciente, avango da morbidade, além de elevado custo para os
sistemas de satde, uma vez que nesses casos O tratamento passa a ser realizado com
anticorpos monoclonais anti-fator de necrose tumoral alfa (anti-TNFa), como o infliximabe
ou adalimumabe, os quais possuem custo dezenas de vezes mais elevado do que a combinagao
de AZA com alopurinol (Anandi et al., 2020; Brasil, 2017; Brasil, 2020).

Ainda que a variabilidade na resposta farmacoldgica seja compreendida como um
evento multifatorial e complexo, os fatores genéticos sdo capazes de influenciar, pelo menos
em parte, na eficacia ou na falha da resposta individual a um determinado farmaco (Franconi
et al., 2007). No que se refere ao metabolismo da tiopurinas, variagdes nos genes da tiopurina
S-metiltransferase (TPMT), da inosina trifosfato pirofosfatase (ITPA), da xantina oxidase
(XO) e da hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferase (HPRT) estdo associadas a um risco
aumentado de mielossupressdo e de pancreatite. Essa variabilidade interindividual contribui
para a ocorréncia de eventos adversos, sendo, portanto, necessaria uma melhor estratificagao
dos pacientes para maximizar o beneficio do tratamento e minimizar o dano causado por
eventos adversos (Bangma et al., 2020).

Nesse sentido, a realizacdo da monitorizacdo terapéutica das tiopurinas poderia permitir
a individualizacdo da dose do medicamento, ao contrario da dose padronizada em miligramas
do farmaco por massa corporal do paciente (mg/kg). Além disso, esta pratica possibilita a
adequacgdo dos niveis dos metabolitos ativos da AZA, os nucleotideos 6-tioguanina (6-TGN),
a faixa terap€utica e a manutencdo das concentragdes destes metabodlitos em niveis adequados,
reduzindo a prevaléncia de eventos adversos e toxicidade. Outro beneficio da monitorizagao
terapéutica ¢ a identificagdo de pacientes que ndo aderem ao tratamento, ja que a falta de
adesdo ¢ uma causa conhecida de recorréncia da doenca na evolugao das DII (Ribeiro et al.,
2022; Ribeiro et al., 2023).

Entretanto, no Brasil, a monitorizacdo terapéutica de fairmacos ainda ¢ pouco utilizada
devido a falta de laboratorios devidamente equipados, de profissionais qualificados ou, ainda,

desconhecimento desta ferramenta. No caso da monitorizacdo das tiopurinas, ainda ha a
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dificuldade de ndo existirem conjuntos diagnosticos disponiveis comercialmente para
quantificagdo destes metabolitos (Ribeiro et al., 2022; Ribeiro et al., 2023).

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi ampliar o conhecimento acerca da influéncia
dos polimorfismos em genes candidatos relacionados a metabolizagdo da AZA em pacientes
com DII atendidos no Hospital Universitario da UFJF, correlacionando os gendtipos com as
concentragdes sanguineas dos metabdlitos da AZA e aos efeitos terapéuticos e adversos nos
pacientes. Tais dados irdo ampliar as informagdes genéticas referentes a populagdo brasileira,
contribuindo para que a terapéutica farmacoldgica possa ser realizada de forma otimizada e
racional, visando o maximo de eficacia com o minimo de efeitos adversos. Além disso, a
otimizagdo terapéutica através da individualiza¢do das doses de AZA pode contribuir para
aumentar o sucesso da terapia medicamentosa, reduzindo a substitui¢do destes medicamentos
por outros de custos mais elevados, como os anticorpos monoclonais anti-TNFa,
proporcionando um impacto positivo na farmacoterapia e na qualidade de vida destes e de

outros pacientes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

2.1.1 Retocolite Ulcerativa e Doenca de Crohn

As doengas inflamatorias intestinais (DII) compreendem um grupo heterogéneo de
entidades que afetam o trato gastrointestinal, sendo os principais representantes a retocolite
ulcerativa (RCU) e doenca de Crohn (DC), doencas autoimunes cronicas € recorrentes,
responsaveis por causar inflamagdo da mucosa do trato gastrointestinal, podendo ser limitada
a zona intestinal ou abranger outros 6rgaos subjacentes (Eltantawy et al., 2023; Ferreira et al.,
2021; Graham; Xavier, 2020; Ramos; Papadakis, 2019).

Atualmente, a exata etiologia, bem como os eventos fisiopatologicos que deflagram a
DII, sao desconhecidos. Acredita-se que surjam da interagdo multicausal - ambiental,
genético, microbiota e imunoldgico -, ocasionando resultado de imunidade intestinal anormal
e microbiota alterada devido a fatores ambientais, como dieta, localizacdo geografica,
tabagismo, etilismo, estresse, depressao, apendicectomia, atividade fisica e padrdo de sono
(Da Silva Venito et al., 2022; Eltantawy et al., 2023; Ferreira et al., 2021; Matsuoka et al.,
2018). Parentes de primeiro grau de pacientes acometidos por DII sdo mais suscetiveis do que
a populacdo geral (Da Silva Venito et al., 2022).

Apesar de semelhangas com a RCU, descrita pela primeira vez em 1859, o diagnostico
diferencial reconhecendo a DC como uma enfermidade diferente foi relatado primeiramente
em 1932, com a publicacdo do artigo “Regional Ileitis: A Pathologic and Clinical Entity” pelo
Burril B. Crohn e seus colaboradores Ginzburg e Oppenheimer (Crohn; Ginzburg;
Oppenheimer, 1952; Crohn et al., 2000). Porém, como a DC foi inicialmente chamada de
"ileite regional"” ou "enterite regional", alguns casos foram relatados como sendo RCU, e
atualmente, sabe-se que eram, na verdade, relatos de DC (Crohn et al., 2000; Mulder et al.,
2014).

A diferenciacdo de ambas, por muitas vezes, ¢ um desafio para os profissionais de
saude, uma vez que apresentam heterogeneidade em muitas caracteristicas clinicas e
patologicas, sendo comum apresentarem dores abdominais, diarreia, com sério risco de
sangramento importante, astenia, emagrecimento, febre, anemia e déficit nutricional. Elas sdo
distinguidas por sua localizacdo e natureza da inflamacdo (Huang et a., 2020; Yeshi et al.,
2020).

Atualmente, a RCU ¢ considerada uma doenga inflamatoria do intestino grosso e reto, €

caracteriza-se por inflama¢do, hemorragia e ulceragdo continua da camada superficial do
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colon e reto. J& a DC, ¢ definida como uma DII progressiva transmural, que pode afetar
qualquer segmento do sistema gastrointestinal, da boca ao anus, incluindo o intestino delgado
e intestino grosso (co6lon), tipicamente envolvendo toda a espessura da parede intestinal,
podendo haver areas de intestino normal entre as areas doentes, chamadas areas “poupadas”.
A inflamacdo persistente pode evoluir para formas complicadas, levando a formagdo de
estenose ou fistulas, que eventualmente, podem exigir tratamento cirtrgico (Figura 1)
(Eltantawy et al., 2023; Ferreira et al., 2021; Van Den Bosch; Coenen, 2021; Yeshi et al.,
2020).

Figura 1 - Ilustrag@o da localizacdo do processo inflamatdrio na doenga de Crohn e na retocolite
ulcerativa

Proctite Retocolite unilateral Retocolite extensiva

Doenca de Crohn ileocecal Colite de Crohn Doenca de Crohn fistulizante

Retocolite ulcerativa

Doenga de Crohn

Nota: Diferentes tipos de doencas inflamatdrias intestinais. Retocolite ulcerativa: procitica, colite do lado
esquerdo e colite estendida. Doenga de Crohn: doenca de Crohn ileocecal, colite de Crohn e doenga de Crohn
fistulizante. Em vermelho indica a area de inflamac&o.

Fontes: Yeshi et al. (2020).

J4

O diagnostico da DII geralmente ¢ realizado com estudos de imagem, endoscopia,
marcadores soroldgicos e avaliagdo dos marcadores de atividade inflamatdria (Figura 2). A
colonoscopia ¢ usada para estabelecer o diagndstico, onde sdo observadas ulceragdes entre
areas de aparéncia normal (poupadas) e alteragdes nas mucosas intestinais. A colonoscopia
com ileoscopia permite a visualizacdo direta e biopsia da mucosa do reto, colon e ileo
terminal, e devem ser realizadas durante a avaliac¢do inicial de pacientes com quadro clinico

sugestivo de DII (Papalia et al., 2021; Da Silva Venito et al., 2022).
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Figura 2 - Caracteristicas tipicas da doenga de Crohn (imagens endoscopicas)

Lo

Nota: (A) tlceras longitudinais, (B) Glceras com aparéncia de paralelepipedos, (C) tlceras aftosas.
Fonte: Lee e Lee (2016).

Os exames laboratoriais devem incluir a avaliagdo dos pardmetros inflamatorios no
sangue (contagem e diferencial de leucocitos, contagem de plaquetas, dosagens da proteina C-
reativa (PCR)) e nas fezes (concentracdo de calprotectina ou lactoferrina). Um valor de
calprotectina fecal abaixo de 150-200 pg/g de fezes € considerado um marcador confiavel de
remissdo. O principal diagnostico diferencial ¢ para a DC, seguida por tipos mais raros de
colite, por exemplo, colite induzida por anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) e colite
isquémica, linfogénica, colagenosa ou eosinofilica (Da Silva Venito et al., 2022).

A DII pode afetar as pessoas no inicio da infincia até idade adulta, mas os individuos
mais jovens s3o os mais afetados, incluindo adolescentes e adultos na faixa de idade mais
produtiva - dos 15 aos 40 anos - o que se repercute em custos a longo prazo para o doente,
para o sistema de saude e para a sociedade. A doenca ¢ ligeiramente mais comum em
mulheres e representa uma das principais causas de morbidade e mortalidade relacionadas a
problemas gastrointestinais em adultos jovens no Ocidente (Simmons; Jewell, 2001; Van Den
Bosch; Coenen, 2021).

Ademais, ¢ notoria a diminui¢do na qualidade de vida nestes pacientes, por sua
significativa morbidade. Esta doenga apresenta, ainda, um impacto econdmico, além de
impactos psicoldgicos e sociais significativos na qualidade de vida, devido a maioria dos
pacientes serem afetados em seus anos produtivos (Geller; De Campos, 2015; Simmons;
Jewell, 2001).

A avaliacdo do grau e atividade da doenga nos individuos com DII ¢ realizada através
dos Indices de Atividade da DII (indice de Harvey-Bradshaw (IHB) - DC e indice de Truelove
and Witts (ITW) - RCU), desenvolvidos na década de 70 e que tém sido amplamente utilizados
na avalia¢do clinica da doenga. O IHB ¢ uma simplificagdo do Crohns Disease Activity
Index - CDAI, projetado para fazer a coleta de dados e computagdo mais facil (Best, 2006).

Tal avaliagdo ¢é desejavel para que se possa correlacionar a doenca com possiveis desfechos
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clinicos e com o prognostico, selecionando a melhor estratégia terapéutica e o seguimento
mais adequado para cada paciente (Bechara et al., 2015; Singh et al., 2023).

As manifestagdes clinicas das DII sdo variadas devido ao comprometimento do sistema
gastrointestinal, manifestacdes extraintestinais e gravidade. Cerca de 45% dos pacienete
apresentam o envolvimento do intestino delgado, predominantemente no ileo, enquanto 20% a
25% tém a doenca confinada ao célon (Pariente; Laharie, 2014). A associagdo com
granulomas nao necrosante epitelidides esta presente em aproximadamente 30% dos casos de
DII. Alguns pacientes t€ém a doenga perianal e, raramente, podem ter clinica isolada na regido
oral, esofagica ou gastroduodenal. Conforme apontado por estudos de revisdo, muito
frequentemente, os sintomas da DII estdo presentes em dois ou trés anos antes de o
diagnostico ser estabelecido (Geller; De Campos, 2015; Pizzi et., 2015).

Podem ocorrer complicagdes como estenoses, comprometendo pequenas ou grandes
areas do intestino, e causar sintomas obstrutivos de distensdo abdominal, nausea e vomito.
Fistulas podem resultar em ulceragdo profunda, permitindo assim comunicagdo do intestino
com outros 0rgaos, como a bexiga, vagina ou a pele (Simmons; Jewell, 2001).

Cabe destaque para o fato de que pacientes com DII apresentando lesdes extensas por
um longo periodo de tempo, possuem incidéncia de cancer colorretal significativamente
aumentada, com probabilidade acumulada de 18% na RCU e 8% na DC, e incidéncia alta de
neoplasias no intestino delgado e grosso, principalmente na regido do reto e canal anal, em
pacientes com DC (Da Silva Venito et al., 2022; Ferreira et al., 2021; Pochard et al., 2018).

Dados epidemioldgicos tém demonstrado que os sintomas da DII podem ocorrer em até
30% dos pacientes apos episddios de gastroenterite infecciosa, observado pelo aumento do
numero de células imunocompetentes ativadas, em particular de mastocitos, nas mucosas do
intestino dos pacientes com DC (Burisch; Munkholm, 2015; Geller; De Campos, 2015; Mak
et al., 2020).

A manifestagdo clinica mais frequente ¢ a diarreia sanguinolenta (> 90%), combinada
com colicas (tenesmo, > 70%) no quadrante inferior esquerdo ou ao longo de todo o
comprimento do coélon em pacientes com pancolite. A urgéncia fecal também ¢ comum
(>70%) (Da Silva Venito et al., 2022).

Clinicamente, DC e RCU compartilham sintomas, como diarreia, dor abdominal, dor e
alteragdes no habito intestinal, febre e, as vezes, sangramento retal, apesar de diferirem da
localizagdo e profundidade da inflamagdo, assim como da prevaléncia de complicagdes.
Também podem ocorrer perda de apetite e subsequente perda de peso, e progressdo cronica
com ciclos repetidos de recaida e remissdo. Além disso, pode desenvolver complicagdes

extraintestinais em orgaos sist€émicos, como articulagdes, pele e olhos. Os sintomas podem
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variar de leve a grave, mas em geral, as pessoas podem ter vidas ativas e produtivas (Da Silva
Venito et al., 2022; Ferreira et al., 2021; Navratil et al., 2021; Neurath, 2020).

Em relagdo as manifestagdes extraintestinais, estas sdo frequentemente observadas (6 a
7%) e contribuem consideravelmente para a morbidade e mortalidade em pacientes com DII
(Greuter; Vavricka, 2019; Mak et al., 2020; Navratil et al., 2021). A causa nao ¢ conhecida;
ha hipdteses de que possam estar relacionadas com os efeitos periféricos da ativagao
imunitaria no intestino. Tem sido sugerido que podem ser causadas por complexos imunes
circulantes ou por um auto-antigeno que ¢ comum no intestino € em outros locais
extraintestinais (Karmiris, et al., 2016; Navratil et al., 2021).

Podem se apresentar, incluindo patologias oculares, artropatias, doengas hepaticas como
colangite esclerosante primdria e manifestagdes dermatologicas. Ademais, as lesdes orais
como a pioestomatite vegetante, erup¢do e espessamento da mucosa oral com multiplas
pustulas tipicamente indica RCU (Chang et al., 2020). A manifestagdo cutanea comum € o
eritema nodoso, que apresenta nddulos vermelhos dolorosos na pele, coxa ou brago. Uma
manifestagdo clinica mais grave ¢ o pioderma gangrenoso, que comeg¢a cComo uma erupgao
pustulosa e, posteriormente, se torna ulcerosa (Card; Langan; Chu, 2016; Greuter; Vavricka,
2019; Mak et al., 2020; Navratil et al., 2021).

Também pode ocorrer comprometimento da regido ocular, onde cerca de 3% a 14% dos
pacientes apresentam inflamagdes como uveite anterior, episclerite e conjuntivite. No caso da
presenca de uveite, esta pode estar presente na fase ativa da doenga como muitas vezes pode
permanecer apos o procedimento cirtrgico da retirada das areas afetadas do intestino (Card,
Langan; Chu, 2016; Navratil et al., 2021).

A doenca hepatica estd presente em cerca de 5% dos pacientes e ¢ causada,
principalmente, por colangite esclerosante, caracterizada por um processo inflamatorio e por
fibrose do sistema biliar, ocasionando alteragdoes dos ductos. Isso possibilita a ocorréncia de
cirrose e disfun¢do hepdtica cronica, associado a um risco aumentado de malignidade biliar
(Karmiris et al., 2016). Surgiram também estudos sobre a possibilidade de a inflamacao
cronica ocasionar disfungdes neuromusculares persistentes nos pacientes, assim como um
possivel aumento dos niveis de fadiga relacionada aos sintomas psicologicos e

gastrointestinais, que afetam diretamente na qualidade de vida (Piche et al., 2010).

2.1.2 Epidemiologia
Nao s6 a DII traz grande morbidade, como sua incidéncia vem aumentando nos tltimos
anos, configurando uma verdadeira epidemia mundial. A incidéncia e prevaléncia da DII

variam com a localiza¢do geografica e etnia. O diagndstico pode ser dificil devido as variadas
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manifestagdes clinicas, e as diferencas nos sistemas de saide também contribuem para a
estimativa imprecisa dos casos pelo mundo (Ferreira et al., 2021; Singh et a., 2020).

A DII ¢ altamente prevalente, 9 a 20 casos notificados em 100.000 pessoas por ano, em
paises ocidentais, com os maiores indices no norte da Europa, América do Norte, Reino
Unido e Australia, pondendo estar relacionado ao ambiente e a estilos de vida do ocidente.
Nos ultimos anos, houve aumento nos casos em paises da América Latina, com taxas de
prevaléncia tdo altas quanto 24 por 100.000 no Brasil. E rara em paises orientais, porém, a
incidéncia nestes tem aumentado nos Ultimos anos. Aproximadamente 0,5% dos adultos dos
paises ocidentais sofrem de DII (Da Silva Venito et al., 2022; Eltantawy et al., 2023; Ferreira
etal., 2021).

A DC ¢ menos comum do que a RCU, com taxa de incidéncia anual de 1,5 a 20,3
diagnosticos por 100.000 habitantes, ¢ uma prevaléncia de 21 a 243 casos por 100.000
habitantes na Europa (Singh et al., 2020). Percebeu-se uma tendéncia de aumento no nimero
de casos de DC em alguns paises, como os da América do Norte, norte da Europa e Inglaterra.
Esta tendéncia ao aumento do niimero pode ser atribuida ao aperfeicoamento dos métodos
diagnosticos ou a um real crescimento da populagao doente (Papacosta et al., 2017; Ramos;
Papadakis, 2019; Singh et al., 2020).

Na ultima década, a taxa de incidéncia na China foi de 1,21 por 100.000 pessoas/ano e a
taxa de prevaléncia foi de 2,29 por 100.000 pessoas. Essas taxas sao mais altas do que aquelas
de 1950 a 2002, que eram de 0,28 por 100.000 pessoas/ano ¢ 1,38 por 100.000 pessoas,
respectivamente (Lin et al., 2021). Na América do Norte, a taxa de incidéncia varia de 6,0 a
15,6 casos por 100.000 pessoas/ano e a prevaléncia varia de 38 a 246 casos por 100.000
pessoas (Singh et al., 2020).

Parece haver uma variagdo étnica na incidéncia de DII. Um grupo étnico com alta
incidéncia desta doenca sdo as populagdes judaicas, no entanto, os primeiros estudos
relataram que a DII é rara em pretos, o que pode estar relacionado ao fato de a maioria desses
estudos ter sido realizado em regides com populagio preta limitada. Na India, foi relatado que
a prevaléncia de RCU ¢ substancialmente menor do que entre os europeus (Singh et al.,
2020).

No Brasil, os dados de incidéncia e prevaléncia sdo restritos, pois as DII ndo sao
doencas de notificagdo compulsoéria, levando a deficiéncia de registros nos servicos publicos
e na rede privada. No entanto, alguns estudos tém apontado um aumento das DII no Brasil,
mostrando um indice anual de ocorréncia de 0,08 casos/100.000 habitantes/ano, em 1988,
para 1,53 casos/100.000 habitantes/ano, em 2007, e 12,8 casos/100.000 habitantes/ano em
2012 (Yeshi et al., 2020).
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O aumento da prevaléncia em populagdes especificas ao redor do mundo sugere um
importante componente genético no desenvolvimento de DII, e a nova tendéncia
epidemiologica revela que os fatores ambientais, como mudancas no estilo de vida, podem

desempenhar um papel critico na patogénese da DC e RCU (Ramos; Papadakis, 2019).

2.1.3 Patogénese da DII

A patogénese da DII ¢ complexa e envolve multiplos fatores (Figura 3). Estudos
destacam que sua prevaléncia e incidéncia variam de acordo com os fatores genéticos,
ambientais, barreira intestinal e respostas inadequadas do sistema imunologico (Eltantawy et
al., 2023; Koh et a., 2023; Ruiz et al., 2020). A interacdo entre a suscetibilidade genética e o
impacto ambiental no microbioma pode levar, através de uma barreira intestinal enfraquecida,
a ativacdo imunoldgica inadequada, responsavel pelos achados clinicos e endoscopicos

observados em pacientes com DII (Figura 3) (Ramos; Papadakis, 2019).

Figura 3 - Mecanismos envolvidos na patogénese da doenca inflamatoria intestinal

FATORES GENETICOS FATORES AMBIENTAIS
- Suscetibilidade - Fumar
- Heranga - Dieta
- GWAS - Medicamentos
- Variagdo nao codificada - Microbiota
DII
BARREIRA INTESTINAL RESPOSTA IMUNE
- Permeabilidade - Resposta inata
- Células caliciformes - Citocinas
- Células de Paneth - Células efetoras
- Autofagia - Células reguladoras

Nota: A patogénese da DII ¢ resultado da interagdo entre fatores genéticos, ambientais, de barreira
intestinal e de resposta imune. GWAS = estudos de associagdo gendmica ampla.
Fonte: Adaptado de Ramos; Papadakis (2019).

Dentre os fatores genéticos, estudos de revisdo apontam que o desenvolvimento da DII
estd ligado a 200 - 240 loci genéticos humanos, dos quais 110 loci genéticos sdo comuns, 30
loci genéticos especificos para DC e 23 loci genéticos especificos para RCU. No entanto,
mais de 50% dos loci de genes suscetiveis a DIl também estdo associados a outras doencas
inflamatoérias e autoimunes (Schirmer et al., 2019; Yeshi et al., 2020).

A andlise dos genes e loci genéticos identificados na DII indica que vdrias vias
desempenham papéis importantes na manuten¢do da homeostase do intestino, como fung¢ao de

barreira epitelial, defesa inata da mucosa, regulacdo imunoldgica, migragao celular, autofagia,
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imunidade adaptativa e vias metabdlicas associadas com homeostase celular (Guan, 2019;
Schirmer et al., 2019; Yeshi et al., 2020). Foram identificados loci genéticos que aumentam o
risco de desenvolvimento da DII. Em sua revisdo, Da Silva Venito et al. destacaram que a
presenca de mutacdes homozigotas no gene NOD2, um gene associado a uma resposta
imunolégica inadequada ou exagerada a bactérias intestinais, estd relacionada a um risco de
20 a 40 vezes maior para o desenvolvimento da doenca de Crohn, em comparagdo a
heterozigosidade (Da Silva Venito et al., 2022).

Apesar dos avangos nos estudos genéticos, apenas cerca de 25% da herdabilidade da DII
parece ter sido explicada (Ramos; Papadakis, 2019). A revisdo conduzida por Yeshi e
colaboradores (2020) mostrou que menos de 50% de concordancia para DII ocorre em
gémeos, ressaltando que os fatores ambientais podem ter um papel significativo no
desenvolvimento de DII. Além disso, o estudo mostrou que ndo hd a mesma concordancia
genética entre as duas doengas (DC e RCU) entre gémeos, onde uma analise de uma coorte de
gémeos suecos mostrou maior concordancia para DC (50%) do que para RCU (18,8%),
sugerindo que a influéncia genética ou herdabilidade ¢ maior em DC do que em RCU (Yeshi
et al., 2020).

Novas tendéncias epidemiologicas em paises em desenvolvimento sugerem que fatores
ambientais podem desempenham um papel importante na promogdo da doenca em pacientes
geneticamente suscetiveis, e suas interacdes com sistema imunologico, genes de
suscetibilidade e alteragdes do microbioma do hospedeiro, levando a ruptura da mucosa
intestinal. O papel das células inflamatorias na manutencdo de uma doenca ativa ¢ bem
conhecido e a maioria das terapias visa interromper a cascata de citocinas inflamatorias e pro-
inflamatoérias (Da Silva Venito et al., 2022; Ramos; Papadakis, 2019).

Embora a causa definitiva da DII permanecga por ser completamente elucidada, muitos
estudos apontam para 10 fatores causais diferentes: o uso excessivo de antibidticos, dieta,
cigarro, higiene, susceptibilidade genética, microbiota intestinal, apendicetomia, sono,
estresse e inatividade fisica, fatores ambientais, com trés fatores principais sendo genéticos,
ambientais e dieta, que influenciam a microbiota intestinal humana (Yeshi et al., 2020).

Ha relatos de aumento do risco de DII associado a exposi¢do na primeira infancia a
antibioticos e a falta de exposi¢cdo a microrganismos devido a vida mais limpa, urbanizagado e
o uso generalizado de antibioticos, afetando a imunidade e a maturagdo (conhecida como
“Hipotese da higiene”). Essa falta de exposi¢do na primeira infancia gera a hipdtese de uma
perda de vias regulatorias negativas, resultando em hiperatividade de respostas imunes do

intestino a microbiota (Schirmer et al., 2019; Yeshi et al., 2020).
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A microbiota intestinal tem um papel importante na saide humana, incluindo o
amadurecimento de respostas imunes, protecdo contra proliferacdo de patdégenos entéricos e
resposta a farmacos. A interacdo da suscetibilidade genética e impacto ambiental no
microbioma de um intestino enfraquecido leva a ativacdo da imunidade inadequada,
responsavel pela sinais clinicos e achados endoscopicos observados em pacientes com DII
(Graham Xavier, 2020; Schirmer et al., 2019).

Estudos relatam que uma das causas da DII ¢ a resposta imunologica desregulada para a
microbiota intestinal em individuos geneticamente suscetiveis, podendo causar o desequilibrio
entre os antigenos luminais e a resposta imune da mucosa intestinal e assim, ampliar e
perpetuar a reagdo de inflamag¢do (Choung et al., 2016; Papacosta et al., 2017). Em seu estudo
de revisdao, os Simmons e Jewell afirmam que a citocina pro-inflamatoria TNF-a desempenha
um papel fundamental no imunopatogénese de DC. O surgimento e a prograssao da doenga
estdo relacionados com a integridade da mucosa. Alguns pacientes podem ter o aumento da
permeabilidade intestinal, mesmo estando em remissdo, devido a uma anormalidade na
camada epitelial ou na restituicao epitelial apos dano (Simmons; Jewell, 2001).

A fisiologia humana pode ser alterada por sinalizagao celular induzida pelo microbioma,
com a proliferacdo e biossintese de neurotransmissores, levando a alteragdes sistémicas das
mucosas, afetando a fun¢do de barreira e das respostas da imunidade inata e adaptativa
(Beaugerie et al., 2020; Graham; Xavier, 2020). Devido ao amplo efeito do microbioma na
fisiologia e seu papel na inducdo e fungao do sistema imunologico, pesquisadores buscam
compreender a interrelagdo entre a microbiota e doencas relacionadas ao intestino, como DII e
disturbios metabodlicos (Graham; Xavier, 2020; Ramos; Papadakis, 2019).

A maioria dos gatilhos ambientais pode mediar a patogénese de DII por meio de seu
impacto sobre o microbioma. No entanto, para que as alteracdes da microbiota intestinal
possam resultar em inflamagdo continua, a integridade da barreira intestinal que separa o
limen e a mucosa também deve ser comprometida (Ramos; Papadakis, 2019; Yeshi et al.,
2020).

Fatores dos pacientes associados com a industrializacdo, como indice de massa
corporal, resposta glicémica, colesterol de lipoproteina de alta densidade, o consumo de
lactose, fumo, dieta, uso de medicamentos e ritmo circadiano também tém papéis dominantes
na modulagcdo da microbiota e efeitos sobre o desenvolvimento da DII (Schirmer et al., 2019;
Yeshi et al., 2020).

O tabagismo tem sido um dos fatores mais estudados no contexto a DII. Clinicamente,
notou-se que fumar cigarro ¢ prejudicial em pacientes com DC. Estudos posteriores

apontaram para a hipotese do prejuizo na autofagia, toxicidade para o sistema imunologico e
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inducdo de alteragdes na microbiota (Ramos; Papadakis, 2019). Foi observado também que
dieta rica em 4cidos graxos saturados e carnes processadas esteve relacionada com o aumento
de risco de DII. Por outro lado, dieta com alto teor de fibra foi associada a redugdo de doenca
em 40%, devido ao metabolismo da fibra alimentar por bactérias colonicas em acidos graxos
de cadeia leve que possuem propriedades antiinflamatérias, o que poderia potencialmente

explicar este efeito protetor (Ramos; Papadakis, 2019; Yeshi et al., 2020).

2.2 TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA DII

A terapia farmacologica na DII possibilita desde o controle dos sintomas até a
promocao da remissao "profunda" da doenga com a cicatrizagdo e cura da mucosa, remissao
clinica e bioquimica, podendo ser alcangada em maiores taxas quando os pacientes obtem o
diagnostico precoce, ou quando ndo t€ém doenca transmural irreversivel (presenca de estenose
ou fistula) ou ainda quando ndo apresentam a necessidade de tratamento cirtrgico (Hazel;
O’Connor, 2020; Pariente; Laharie, 2014).

As estratégias para o manejo da DII mudaram nos ultimos anos, com foco na prevengdo
da progressdo da doenga, na indugdo e manuten¢do da remissdo clinica, na melhora dos
resultados a longo prazo, no controle de sintomas e da inflamag¢ao, monitorados por resultados
clinicos como cicatrizacdo da mucosa e reparo de fistula, em vez de controlar apenas os
sintomas. Cicatrizacdo da mucosa no estagio inicial da doenga muitas vezes prediz remissao
sustentada e pode estar associada a redugdo de hospitalizagdo e cirurgia (Beaugerie et al.,
2020; Colombel et al., 2020; Van Den Bosch; Coene, 2021). A cirurgia mantém um papel
fundamental no tratamento de complicagdes como estenoses, perfuragdes, fistulas e abscessos.
A recorréncia cirtrgica é conhecida por afligir mais de 80% dos pacientes operados (Da Silva
Venito et al., 2022; Eltantawy et al., 2023).

O manejo farmacoldgico inclui aminossalicilatos, glicocorticoides, imunomoduladores e
medicamentos biologicos. Tais tratamentos possuem eficdcia variavel no controle da doenga,
demonstrando importantes reagdes adversas sistémicas inerentes as substancias utilizadas (Da
Silva Venito et al., 2022; Eltantawy et al., 2023).

Muitas vezes, a obten¢ao de remissao ¢ demorada, afetando o curso natural da doenca, a
qual passa a necessitar de terapia com imunossupressores ou terapias biologicas mais
recentes, tais como anticorpos anti-TNFa. Ambas as classes de fairmacos estdo associadas a
efeitos adversos e a ultima terapia ainda apresenta um alto custo (Beaugerie et al., 2020;

Colombel et al., 2020; Pariente; Laharie, 2014; Van Den Bosch; Coene, 2021).
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A classe de farmacos S5-aminossalicilatos compreende compostos como mesalazina,
sulfassalazina, balsalazida e olsalazina. Esses medicamentos sdo amplamente utilizados em
pacientes com RCU e em alguns casos, na DC. O tratamento com farmacos 5-
aminossalicilatos se mostra eficaz tanto para inducao quanto para manutengao da remissao em
pacientes com RCU leve a moderada, sendo, portanto, sugerida a sua utilizacdo nesses casos.
Para DC, a eficacia ¢ menos clara (Brasil, 2017; Brasil, 2020; Da Silva Venito et al., 2022;
Duijvestein et al., 2018; Hande et al., 2006; Van Den Bosch; Coenen, 2021).

A sulfassalazina foi eficaz no tratamento da doenca coldnica com a indugdo da
remissdo, mas ndo para terapia de manutencdo em DC nem para o tratamento de doenga
restrita ao intestino delgado, sendo menos eficaz do que os glicocorticoides. No entanto,
recomenda-se iniciar o tratamento da doenga colonica ou ileocolonica leve a moderada com
sulfassalazina e ndo com a mesalamina ou derivados (Brasil, 2017; Duijvestein et al., 2018).

Estudos clinicos mostraram a efic4cia dos glicocorticoides no tratamento da fase aguda
da DII. Ja nos casos moderados da DII, graves ou apresentando doenca extensa, a escolha
terapéutica deve iniciar com a prednisona, porém estudos ndo evidenciaram beneficio na
associacao deste com aminossalicilatos. Conforme protocolos e estudos clinicos, os
glicocorticoides convencionais (prednisona e prednisolona) e os mais recentes, como a
budesonida, apresentam inicio de ag¢do rapido e se mostram tendo maior eficacia na inducao
da remissdo da DII, por apresentarem melhor perfil de seguranga e tolerabilidade (Brasil,
2017; Brasil, 2020; Duijvestein et al., 2018; Hazel; O’Connor, 2020).

E improvavel que um paciente que tenha necessitado de glicocorticoides para induzir a
remissdo permanega assintomatico por mais de um ano sem tratamento de manutencido.
Ademais, parece nao haver beneficio da manutengdo de sulfassalazina ou mesalazina como
profilaxia de reagudizacdes apds remissao clinica, nem ¢ indicado o uso de glicocorticoides
como terapia de manutengdo, portanto, a remissdo pode ser mantida com tratamentos
utilizando imunomoduladores e farmacos anti-TNF-a, em combina¢do ou como monoterapia
(Brasil, 2017; Brasil, 2020; Hazel; O’Connor, 2020).

Quanto a terapia biologica no tratamento da DII, os farmacos sao divididos em grupos.
O primeiro grupo, e atualmente o mais utilizado, ¢ o dos anticorpos anti-TNF-a, onde estao
incluidos os medicamentos infliximabe, adalimumabe, certolizumabe e golimumabe. O
segundo grupo ¢ formado pelos medicamentos anti-integrinas, como o natalizumabe, o
vedolizumabe, brazikumabe e miriquizumabe; e o terceiro grupo compreende farmacos de
outras classes, principalmente, as anti-interleucina, como o ustekinumabe e os inibidores da
JAK, o tofacitinibe, filgotinibe, upadacitinibe (Anvisa, [20--?]; Duijvestein et al., 2018;
Trindade et al., 2019).
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No Brasil, a maioria dos farmacos citados possuem registros para comercializagdo e
alguns estdo inclusos na pratica clinica para tratamento da DII, exceto o brazikumabe,
miriquizumabe e filgotinibe, cujos estudos clinicos estdo na fase IIl para solicitacio dos
registros junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Anvisa, [20--7]).

A terapia de indugdo com os anticorpos monoclonais anti-TNF-a, infliximabe,
adalimumabe, vedolizumabe, ustekinumabe, pode ser considerada para pacientes com DII
sem resposta clinica significativa a glicocorticoides, AZA e metotrexato, ou com
contraindicacdo ou intolerancia a glicocorticoides e imussupressores. Essa terapia, porém,
deve ser suspensa se nao houver resposta apds duas doses ou os riscos devem ser ponderados
em relacdo a seus beneficios, sendo o tratamento indicado para pacientes com grande
comprometimento do estado geral, perda de peso, dor abdominal acentuada e fezes diarreicas,
correspondendo a um IHB de 8 ou mais ou em atividade moderada a grave pelo ITW (Brasil,
2017; Brasil, 2020).

Apesar dos enormes avancos nos ultimos anos na terapéutica de DII, cerca de 30% dos
pacientes nao respondem aos farmacos anti-TNF-a e, daqueles que respondem a terapia, até
10% perderdo a resposta a droga a cada ano de tratamento. Além disso, os medicamentos
atuais da DII, principalmente a classe dos farmacos anti-TNF-a, sdo associados a infecgdes e
neoplasias com efeitos adversos significativos, além do alto custo do tratamento (Hazel;
O’Connor, 2020; Yeshi et al., 2020).

Alguns trabalhos na literatura evidenciaram um aumento do risco de infec¢des fingicas
oportunistas em pacientes expostos a agentes anti-TNF-a, como infeccdo por Legionella
pneumophila, particularmente em pacientes idosos, e tuberculose (Beaugerie et al., 2020). O
tratamento realizado com a combinagdo de anti-TNF-a e tiopurinas expde os pacientes a
maiores riscos de infecgdes graves e oportunistas, quando comparado a monoterapia com anti-
TNF-a, uma vez que este, por si s0, j& expdem os pacientes a maiores riscos de infecgdes
fungicas e bacterianas graves (Beaugerie et al., 2020).

Nos tratamentos com imunomoduladores, destacam-se os andlogos da purina, a 6-
mercaptopurina (6-MP) e seu pro-farmaco precursor, a AZA. As principais indicagdes para o
tratamento com estes fArmacos incluem a dependéncia ou refratariedade aos glicocorticoides,
o tratamento da doenca fistulizante e, possivelmente, a prevengdo de recorréncia poOs-
operatoria. Ambos imunomoduladores podem ser utilizados nestes casos, com a escolha
geralmente baseada na experiéncia prévia do clinico (Quadro 1) (Colli et al., 2008;

Duijvestein et al., 2018; Sousa et al., 2014; Yeshi et al., 2020).



Revisdo de Literatura

27

Quadro 1 - Terapia farmacoloégica na doenca inflamatoria intestinal

Farmacoterapia na Doenca Inflamatdria Intestinal

Doenca Retocolite Ulcerativa

Pacientes pediatricos

Mulheres gravidas e
nutrizes
Pacientes (geral)

- Azatioprina: 2-2,5 mg/kg por dia, dose Unica
diaria;

- Azatioprina: 2-2,5 mg/kg/dia

- Aminossalicilatos: 1-2 mg/kg/dia, em 1 ou 2
administragoes;

- Prednisona: 0,75- 1 mg/kg/dia (ndo excedendo
60 mg)

* Evitar uso cronico

- Refratarios ao corticoides e azatioprina:
infliximabe 5 mg/kg (indugdo) e 0,2-6 mg/kg
(manutengdo) a cada 8 semanas

- Refratarios aos aminossalicilatos ou
prednisona: azatioprina: 2-2,5 mg/kg/dia

Doenca de Crohn

Pacientes pediatricos

Mulheres gravidas e
nutrizes
Pacientes (geral)

- Azatioprina: 2-2,5 mg/kg por dia, dose Unica
diaria;
- Azatioprina: 2-2,5 mg/kg/dia

- Prednisona; 40-60 mg/dia. Recomenda-se
reduzir a dose até suspender o tratamento.

- Azatioprina (2-2,5 mg/kg/dia, em dose unica
diaria) >> inducdo da remissdo e na manutengao

- Nao recomendado associa¢do com alopurinol.

- Refratarios a azatioprina:considerar
associagdo de alopurinol (100 mg/dia), com
reducdo de 50% na dose de azatioprina.

pacientes sem resposta clinica significativa a
corticosteroides, azatioprina e metotrexato, ou
com contraindicac¢do ou intolerancia a
corticosteroides e imussupressores, considerar
a terapia infliximabe (5 mg/kg nas semanas 0,
2 ¢ 6) ou adalimumabe (160 mg na semana 0 ¢
80 mg na semana 2).

Fonte: Adaptado de Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Retocolite Ulcerativa e Protocolo Clinico
e Diretrizes Terapéuticas para Doenga de Crohn (Brasil, 2017; Brasil, 2020).

No tratamento a longo prazo da doenga, estes imunomoduladores sdo os farmacos mais

utilizados. Foram descobertos e introduzidos no mercado em 1950, originalmente destinados
para tratamentos quimioterapéuticos. Em 1960, tais medicamentos comegaram a ser utilizados
em tratamentos de doengas autoimunes e em 1980 em pacientes com DII para a prevengdo de
recorréncias clinicas (Itagaki et al., 2012).

Em razdo do seu efeito anti-inflamatdrio, também tém sido utilizados em pacientes com
outras doengas autoimunes, como lupus eritematoso sistémico, vasculites, alteragdes
dermatoldgicas e artrite reumatoide. Outra utilizacdo muito frequente da AZA tem ocorrido
em numerosas doencas imunomediadas para a prevencdo da rejeicdo de Orgdos pos-
transplante (Broekman et al., 2017; Colli et al., 2008; Sousa et al., 2014).

O tratamento da DII atualmente ¢ individualizado por estratificagdo de risco, levando
em consideracdo a gravidade da doenga, localizagdo, comportamento, complicacdes e resposta
as terapias (Duijvestein et al., 2018). De acordo com a portaria SAS/SCTIE/MS n° 14,
28/11/2017, o protocolo terapéutico para DC orienta o tratamento com os farmacos

sulsassalazina ou mesalazina (por tempo indeterminado), AZA e metotrexato (por tempo
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indeterminado ou tempo necessario para manter a remissdo), € com os imunobioldgicos
adalimumabe, infliximabe e certolizumabe (terapia mantida na doenga ativa, devendo ser
reavaliada a cada 12 meses). As orientagdes para o tratamento da RCU, conforme protocolo
terapéutico publicado na portaria conjunta SAES/SCTIE n° 6, 26/03/2020 sao semelhantes a
DC, com uso de sulfassalazina e mesalazina, hidrocortisona e prednisona, AZA, ciclosporina,
infliximabe ¢ vedolizumabe (Brasil, 2017; Brasil, 2020).

A AZA ¢ o pro-farmaco da 6-mercaptopurina (6-MP), que apesar do bom perfil de
absor¢ao apos administragdo oral, nao ¢ detectdvel na forma intacta no plasma devido a
passagem pelo extenso metabolismo de primeira passagem (meia-vida plasmatica de 10
minutos). J4 o seu metabdlito ativo, 6-MP, possui uma biodisponibilidade oral entre 47,4 a
60%, com concentragdes sanguineas maximas atingidas dentro de 1 a 2 horas apds
administracdo. Tanto a AZA quanto a 6-MP ligam-se moderadamente as proteinas
plasmaticas (30%) e sdo rapidamente removidos do plasma no figado ou pelos eritrocitos,
com meia-vida dos nucleotideos intraeritrocitarios entre 3 ¢ 13 dias (Brunton; Goodman;
Gilman, 2012; Singh et al., 2020; Turbayne; Sparrow, 2022; University of Minnesota,
[2016]).

Com ampla distribuigdo por todos os liquidos corporais, cerca de 88% da AZA sao
convertidos rapidamente em 6-MP e metil-nitroimidazol ndo enzimaticamente pela glutationa
reduzida e enzimaticamente pela acdo da glutationa-S-transferase (GST) (Cuffari, 2014;
Wilson et al., 2021; Zochowska et al., 2016).

O 6-MP ¢ absorvido rapidamente pelos progenitores dos globulos brancos alvo,
particularmente a linhagem mieloide, na medula dssea e o seu metabolismo intracelular ocorre
ao longo das trés vias enzimaticas concorrentes catalisadas pela xantina oxidase, hipoxantina-
fosforibosil transferase e tiopurina S-metil-transferase, formando os metabdlitos
intraeritrocitarios tioandlogos da purina (Figura 4). A 6-MP sofre agdo da enzima xantina
oxidase ou xantina desidrogenase (XO/XDH) que a oxida, no figado ¢ na mucosa intestinal,
dando origem ao metabolito inativo 6-TU (6- acido tiotrico). A taxa de conversao varia entre
os individuos e o processo de eliminagdo das tiopurinas ocorre, principalmente, na forma de
metabolito inativo oxidado (Singh et al., 2020; Turbayne; Sparrow, 2022; Wilson et al.,
2021).

Outra enzima intraeritrocitaria que atua sobre o firmaco ¢ a tiopurina metil-transferase
(TPMT), a qual promove a metilagdo da 6-MP, produzindo o metabdlito inativo intracelular
6-MMP (6-metil mercaptopurina). Uma terceira via enzimatica envolve a enzima hipoxantina-
guanina-fosforibosil-transferase, responsavel pela produgdo dos principais metabolitos ativos,

os nucleotideos ativos da 6-TGN: 6-tioguanina monofosfato (6-TGMP), 6-tioguanina



Revisdo de Literatura 29

difosfato (6-TGDP) e 6-tioguanina trifosfato (6-TGTP), que exercem a agdo
imunossupressora da AZA, sendo o 6-TGTP particularmente mais ativo na inibi¢do de Racl
(proteinas Rho GTPases) (Lin et al., 2021; Turbayne; Sparrow, 2022; Wilson et al., 2021).
Nessa ultima etapa, 6-MP ¢ transformada pela hipoxantina-fosforibosil transferase
(HPRT) em 6-tioinosina monofosfato (6-TIMP), a qual pode seguir dois caminhos: ou ¢
metilada pela TPMT para 6-metilmonofosfato (6-MeTIMP); ou é convertida pela inosina-5-
monofosfato desidrogenase (IMPDH) em 6-tioxantosina monofosfato (6-TXMP), que,
finalmente, pela acdo da guanidina 5-monofosfato sintetase (GMPS), gera a 6-TGN e seus
nucleotideos farmacologicamente ativos, promovendo o efeito mielossupressor e atuando
como um antagonista de purina que se integram nas moléculas de DNA e RNA para
exercerem efeitos citotoxicos e imunossupressores. Além disso, o 6-TGTP também se liga ao
Racl, resultando na diminuicao da ativagao das células T e reducdo da migracao de leucdcitos
para locais inflamatdrios, levando finalmente ao aumento da apoptose de linfocitos T ativados

(Figura 4) (Lin et al., 2021; Sousa et al., 2014; Chen et al., 2021).

Figura 4 - Vias metabolicas da Azatioprina
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Nota: AZA: azatioprina; GST: glutationa S transferases; 6-MP: 6-mercaptopurina; TPMT: tiopurina metil-
transferase; 6-MMP: 6-metil mercaptopurina; XO: xantina oxidase; 6-TU: 6- acido tiourico; HPRT:
hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferase; 6-TIMP: 6-tioinosina monofosfato; 6-MeTIMP:  6-
metiltioinosina monofosfato; ITPA: inosina trifosfatase; 6-TITP: 6-tioinosina trifosfato; IMPDH: inosina-5-
monofosfato desidrogenase; 6-TXMP: 6-tioxantosina monofosfato; GMPS: guanidina 5-monofosfato
sintetase; 6-TGN: nucleotideos de 6-Tioguanina; 6-TGMP: 6-tioguanina monofosfato; 6-TGDP: 6-
tioguanina difosfato; 6-TGTP: 6-tioguanina trifosfato.

Fonte: Franca et al. (2019).
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Apesar da eficacia comprovada da AZA/6-MP no tratamento da DC e RCU, o uso das
tiopurinas ¢, frequentemente, acompanhado de efeitos adversos como hepatotoxicidade
induzida pela tiopurina, queixas gastrointestinais, sintomas gripais ou até mesmo
mielossupressao, representada por leucopenia ou neutropenia, fato que pode contribuir para
que o paciente abandone o tratamento (Anandi et al., 2020; Bangma et al., 2020; Broekman et
al., 2017; Trindade et al., 2019).

Em termos de via metabolica das tiopurinas, o fArmaco alopurinol, inibidor da enzima
xantina oxidase (XO), promove um desvio do metabolismo gerando um aumento da produgdo
dos nucleotideos ativos 6-TGN e diminuicdo da 6-MMP, aumentando o risco de
mielotoxicidade, porém reduzindo o risco de hepatotoxicidade. O mecanismo pelo qual o
farmaco conduz a uma reducdo nas concentragdes do metabolito inativo 6-MMP ocorre
porque o aumento das tioxantinas inibe a TPMT (Curkovic et al., 2013; Wilson et al., 2021).

Uma possibilidade ¢ que o alopurinol possa inibir um cofator enzimatico envolvido no
metabolismo da tiopurina. O fosforibosilpirofosfato (PRPP) é um substrato necessario para
varias enzimas envolvidas na sintese de ribonucleotideos a base de purinas, incluindo o 6-
MMP. Estudos indicam que o alopurinol causa rapida deple¢ao do PRPP eritrocitario, o que
inibe a produ¢do de 6-MMP. Ha também dados que sugerem que o proprio alopurinol
apresente acdes anti-inflamatdrias no tratamento da DII por eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio intestinal (Turbayne; Sparrow, 2022). Em estudos clinicos e relatos de casos, as
doses de tiopurinas foram reduzidas entre 25 e 50% da dose inicial quando combinada com
doses didrias de alopurinol (100mg a 200mg ou até 300mg) (Curkovic et al., 2013; Pacheco
Neto et al., 2012; Wilson et al., 2021).

Os efeitos dessa combinacdo de AZA com alopurinol (AZA/alopurinol) levam a um
aumento da produgdo de 6-TGN, normalizacdo da funcao hepatica, a resolugdo de diversos
efeitos adversos a AZA, a um melhor controle da doenca e menor uso de glicocorticoides,
melhorando de forma geral, a qualidade de vida destes pacientes (Curkovic et al., 2013). De
modo geral, a intervengdo terapéutica, associando-se a tiopurina com alopurinol tem mostrado
resultados importantes no tratamento da doenca, aumentando a adesao ao tratamento e
reduzindo os efeitos adversos, impactando diretamente sobre a satide publica, com redugao
dos gastos com medicamentos de alto custo, hospitalizagdes e procedimentos cirtirgicos
(Pacheco Neto et al., 2012).

Atualmente, ja € usual a associagdo AZA/alopurinol como escolha terapéutica em casos
particulares, conforme recomendado pelo Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas — DC -
Portaria SAS/MS n° 14, de 28 de novembro de 2017, com o objetivo de melhorar a adesdao ao

tratamento e reduzir, ou at¢ mesmo eliminar, os efeitos adversos da AZA (Quadro 1).
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Entretanto, ha uma preocupacao com relacdo a dose da AZA que, quando associada ao
alopurinol, necessita ser reduzida, o que atualmente, ocorre de forma empirica (Brasil, 2017;
Misdagq et al., 2015).

Torna-se evidente a importancia do conhecimento do metabolismo da AZA, bem como
a eficécia da associacdo do alopurinol a AZA em pacientes que apresentem perfil metabdlico
desfavoravel, isto ¢, com producdo preferencial de 6-MMP em relagdo a 6-TGN (Lin et al.,
2021).

Pacientes que apresentam mau progndstico da doenca, ndo sao necessariamente aqueles
que irdo respondem melhor ou pior a certas terapias. Embora a personalizagdo da terapia em
DC ainda ndo seja uma realidade de todos, a previsao confidvel de resposta ao tratamento,
combinada com indicadores clinicos de doenga agressiva, permite uma melhor selegdo de
candidatos ao tratamento, favorecendo a escolha de terapias mais eficazes e menos toxicas
(Cravo et al., 2014). Além disso, pacientes que apresentam falha & terapéutica ou que sdo
intolerantes as tiopurinas, geralmente necessitam ser tratados com terapia anti-TNF-o
(infliximabe, adalimumabe ou certolizumabe), no entanto sdo medicamentos de custo muito

elevado e de disponibilidade mais restrita que as tiopurina (Anandi et al., 2020).

2.3 EVENTOS ADVERSOS RELACIONADOS AO TRATAMENTO COM TIOPURINAS

Os eventos adversos podem ser divididos em reacdes idiossincraticas/alérgicas, reagdes
dependentes da dose (metabolito) e malignidades. Numa revisdao, foram destacadas como
reacOoes idiossincraticas/alérgicas a toxicidade gastrointestinal, toxicidade cutanea,
pancreatite, sintomas constitucionais ¢ reagdes de hipersensibilidade induzidas por
medicamentos. Mudar a farmacoterapia de um paciente em uso de AZA para 6-MP pode
superar intolerancias em até 50% dos casos, consistente com o metil-nitrotioimidazol ser a
causa da intolerancia nesses pacientes (Turbayne; Sparrow, 2022).

Os eventos adversos dependentes da dose (e do metabdlito) incluem mielossupressao,
hepatotoxicidade e infecgdes. Suspeita-se que aproximadamente 20% dos pacientes que
iniciaram o tratamento com AZA apresentardo efeitos adversos devido aos niveis toxicos dos
metabolitos 6-MMP (> 5.700 pmol/8x10% eritrocitos) e/ou 6-TGN (> 450 pmol/8x103
eritrocitos). O risco aumentado de malignidades em pacientes com DII tratados com
tiopurinas pode incluir leucemia, linfoma, cancer de pele ndo melanoma, cancer urotelial e
cervical. Embora a associagdo com cancer de pele ndo melanoma (taxa de risco 1,4-4,3) e
linfoma (taxa de risco 2,2—5,3) seja consistente em varios estudos reunidos em uma revisao de

literatura, os riscos de outras doengas malignas, especialmente em comparagdo com pacientes
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tratados com medicamentos bioldgicos, permanecem menos definidos (Turbayne; Sparrow,
2022).

Mudangas na atividade das enzimas que participam da farmacocinética das tiopurinas,
principalmente da TPMT, podem afetar os niveis de 6-TGN e 6-MMP e, portanto, podem
contribuir para as diferengas interindividuais observadas na resposta terapéutica ou na
toxicidade apos a administragdo de tiopurina (Franca et al., 2019). Os pacientes com baixa
atividade enzimatica TPMT, apresentam elevadas concentragdes de 6-TGN, portanto, quando
tratados com doses padrao de AZA, estdo sujeitos a um maior risco de mielossupressao.
Entretanto, os pacientes com alta atividade de TPMT sdo normalmente resistentes as
tiopurinas ou requerem uma dose mais elevada para alcangar eficacia terapéutica, o que
aumenta o risco de ocorréncia da hepatotoxicidade (Broekman et al., 2015; Liu et al., 2015;
Turbayne; Sparrow, 2022).

Os nucleotideos de 6-TGN produzidos agem como substratos antagonistas competitivos
pela enzima hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferase (HGPRT), e sdo incorporados ao
DNA como falsos metabdlitos (antimetabdlitos), interferindo na sintese proteica com a
incorporagdo de trifosfato de tioguanosina (tGTP) no RNA e do trifosfato de
desoxitioguanosina (tdGTP) no DNA, danificando os &cidos nucléicos, prejudicando a
replicagdo do DNA, resultando assim em parada do ciclo celular e apoptose (Franca et al.,
2019; Petit et al., 2008; Prefontaine et al., 2009; Turbayne; Sparrow, 2022).

Shin e colaboradores (2016) relataram outra possivel explicagdo para os efeitos
imunossupressores em linfocitos T. O metabdlito ativo da 6-MP, o 6-TGN, e o tGTP inibem a
acdo da proteina guanosina trifosfato, a Racl, (Figura 4), potencializando os efeitos
antiproliferativos das tiopurinas nos linfécitos (Shin et al., 2016). As patologias autoimunes e
rejeigdes de transplantes sao mediadas por essa proteina transmembrana. A inibi¢do da Racl
impossibilita a ativacdo de genes importantes, alvos de cascatas, como a do gene
antiapoptotico Bel-x1 e do fator nuclear kB (NF-«kB) (Franca et al., 2019; Shin et al., 2016).

Vérios estudos compilados em uma revisao relataram que as variantes da enzima ITPA
podem aumentar o risco de toxicidade hematologica relacionada a tiopurina,
hepatotoxicidade, sintomas semelhantes aos da gripe, pancreatite e erup¢do cutdnea em
pacientes com DII (Lee et al., 2022).

A mielossupressdo, que se caracteriza pela contagem de leucocitos < 2,5 x 10° / L e/ou
pela contagem de neutrofilos < 1,0 x 10° / L, é um evento adverso dependente da dose da
AZA, e apresenta uma incidéncia de 2,5 a 10% nos pacientes com DII tratados com
tiopurinas, gerando uma grande preocupacdo, visto que o risco da mielossupressao ¢

aumentado em pacientes com deficiéncia da enzima citoplasmatica TPMT e se tornam
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susceptiveis a infecgdes oportunistas graves que levam a hospitalizagao de 30% dos pacientes,
com uma mortalidade estimada de 1% (Anandi et al., 2020; Bangma et al., 2020; Chang et al.,
2020; Shin et al., 2016).

A leucopenia ¢ a forma mais comum de mielossupressdao induzida por tiopurina. A
maioria dos casos de leucopenia grave se desenvolve no primeiro més de terapia com
tiopurinas, no entanto, pode ocorrer a qualquer momento durante o tratamento, de forma
abrupta, sem quaisquer sintomas ou sinais de alerta (Chang et al., 2020).

Estima-se que a incidéncia de leucopenia induzida por tiopurina € cerca de 5% em
pacientes caucasianos com DII, enquanto observa-se incidéncia mais alta em populagdes do
Leste Asiatico, incluindo coreanos (31,2% - 39,6%), chineses (15,6%) e japoneses (20,8%).
Tais diferencas étnicas na incidéncia de leucopenia parecem estar relacionadas a
polimorfismos em genes que regulam o metabolismo da tiopurina (Chang et al., 2020).

Os eventos adversos sdo significativamente mais graves em pacientes com uso de doses
mais elevadas de AZA. Estudos clinicos na Asia tém mostrado que a mielotoxicidade ocorre
em aproximadamente 20 a 40% dos pacientes que receberam AZA para o tratamento da DII
(Lin et al., 2021; Shi et al., 2016). Por conseguinte, achados clinicos evidenciam que a
maioria dos médicos do continente asidtico tendem a iniciar a AZA numa dose mais baixa e
aumentam gradualmente a fim de evitar efeitos secundarios (Roman et al., 2012; Shi et al.,
2016).

Pacientes que apresentam maior risco de desenvolver leucopenia fatal no tratamento
com tiopurinas sdo os homozigotos para uma variante genética da TPMT, pois muitas vezes
mostram uma perda completa da atividade de TPMT e, consequentemente, um aumento dos
niveis toxicos de 6-TGN (Van Den Bosch; Coenen, 2021). A atividade reduzida ou nula da
TPMT ocasiona no risco de supressao da medula 6ssea devido a altos niveis de 6-TGN em
relacdo a dose usual recebida. Por essa razdo, a realizacdo de testes farmacogendmicos antes
do inicio da terapia poderia otimizar a selegdo de medicamentos apropriados e suas doses,
bem como reduzir seus efeitos adversos (Eltantawy et al., 2023; Turbayne; Sparrow, 2022).

Outros metabdlitos metilados das tiopurinas como o 6-MMP, gerados pela agdo da
enzima TPMT sdo considerados sem atividade terapéutica e apresentam efeito hepatotoxico,
que se manifesta como hepatites ou pancreatites. Na maioria dos casos, ¢ uma
hepatotoxicidade imprevisivel, cujos mecanismos patogé€nicos permanecem desconhecidos
(Franca et al., 2019; Gearry; Barclay, 2005; Kirchherr et al., 2013).

O aparecimento de hepatite foi registrado em 3,5% a 10% dos pacientes adultos com
DII tratados com AZA. Outros achados histopatologicos foram observados na

hepatotoxicidade induzida por AZA, como pancreatite, hiperplasia nodular regenerativa,
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doenca venooclusiva, peliosis hepatica, fibrose perisinusoidal, reacdo idiossincratica
colestatica e danos nas células endoteliais hepaticas. A colestase, associada ou ndo a necrose
dos hepatdcitos, também foi relatada em estudos clinicos (Anandi et al., 2020; Colli et al.,
2008; Misdaq et al., 2015).

A pancreatite, considerada pela dosagem das enzimas pancreaticas séricas (amilase /
lipase) duas vezes acima do limite superior do normal, ocorre em cerca de 4% dos pacientes
expostos a tiopurina e a patogénese desse evento

adverso idiossincratico potencialmente fatal permanece mal compreendida. O haplotipo
HLA-DQA1-HLA-DRBI1 foi identificado como um determinante genético para pancreatite
(Bangma et al., 2020).

As tiopurinas sdo conhecidas por induzir o estresse oxidativo, especialmente
em mitocondrias, resultando em uma disfungao mitocondrial e ativagdo da proteina quinase
pela via de estresse oxidativo. O estresse oxidativo induzido provoca disfun¢do do ciclo do
acido tricarboxilico, esgotando as enzimas mitocondriais, promove a incorporacdo no DNA
mitocondrial, onde ¢ rapidamente oxidado, ocasionando a diminui¢ao das concentracdes de
proteinas mitocondriais e perda da fungdo mitocondrial (Misdaq et al., 2015; Pereira et al.,
2016; Wilson et al., 2021).

Um estudo em culturas de linfoblastos humanos tratados com tiopurinas mostrou a
ocorréncia de processo oxidativo no DNA, causando danos e disfungdes mitocondriais
(Misdaq et al., 2015). Estudos anteriores realizados com culturas de hepatdcitos primarios de
rato mostraram que a AZA levou a um profundo esgotamento da GST intracelular durante o
seu metabolismo hepatico, ocasionando o estresse oxidativo mediado pela enzima XO, com
consequente lesdo mitocondrial, redugdo de atividade metabolica, diminui¢do da 5S-trifosfato-
adenosina e morte celular por necrose e nao por apoptose. Efeitos estes agudos e dependentes
da dose (Al Maruf; Wan; O’Brien, 2014; Petit et al., 2008).

Apesar dos estudos ainda serem preliminares, tém-se sugerido que a hepatotoxicidade
em ratos tratados com AZA esteja relacionada a deplecdo de GST, levando a producao de
espécies reativas de oxigénio, precipitando a peroxidacao de lipidos e proteinas e a indugao
transitoria da permeabilidade mitocondrial. Tal hipotese ¢ considerada, uma vez que o efeito
hepatotoxico ndo ¢ observado quando hd administracdo do farmaco 6-MP (metabolito ativo da
AZA), o que evitaria a formacdo do radical liberado pela AZA no figado, durante sua
conversao enzimatica (Broekman et al., 2015; Misdaq et al., 2015; Petit et al., 2008; Raza et
al, 2003).
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2.4 FARMACOGENETICA NO TRATAMENTO DA DIl COM AZA

Informagdes farmacogenenéticas podem desempenhar um papel importante na
identificacao de pacientes respondedores e nao respondedores aos medicamentos, além de
minizar a chance de reagdes adversas e otimizar a dose do medicamento (FDA, 2024). Neste
sentido, ainda que a variabilidade na resposta farmacologica seja compreendida como um
evento multifatorial e complexo, os fatores genéticos sdo capazes de influenciar, pelo menos
em parte, na eficacia ou na falha da resposta individual a um determinado farmaco (Franconi
et al., 2007).

No que se refere a estudos farmacogenéticos envolvendo as tiopurinas, maior foco tem
sido dado a variagdes na enzima TPMT, que desempenha um papel fundamental no processo
catabolico da S-metilagdo de compostos aromaticos, agindo sobre as tiopurinas. A atividade
da TPMT exibe uma distribuicdo trimodal em eritrocitos e os polimorfismos do gene da
enzima levam a uma importante variagdo na atividade enzimatica entre os individuos (Misdaq
etal., 2015; Van Den Bosch; Coenen, 2021; Turbayne; Sparrow, 2022).

A TPMT ¢ codificada por um gene de 27 kb localizado no brago curto do cromossomo
6 no locus 22.3 (6p22.3) e os polimorfismos dessa enzima tém sido amplamente investigados
por diversos pesquisadores, tendo-se conhecimento de que a presenga de alelos polimorficos
como TPMT *2, *3A, *3B e *3C esta associada a atividade diminuida da enzima quando
comparada ao alelo selvagem TPMT *1 (Tabela 1) (Beranek et al., 2015; Broekman et al.,
2015; Carvalho et al., 2014; Zeglam et al., 2015).

Estudos funcionais dos polimorfismos no gene da TPMT demonstram uma distribui¢do
trimodal da atividade da referida enzima: atividade normal ou alta, atividade intermediaria e
atividade baixa ou deficiente (Relling et al.,, 2011). Neste contexto, os individuos
homozigotos para o alelo selvagem da TPMT (wt/wt) apresentam atividade normal a alta da
enzima, enquanto os individuos que carregam um alelo variante (wt/var) apresentam atividade
enzimatica intermediaria, ao passo que aqueles homozigotos para o alelo variante (var/var)

apresentam baixa ou nula atividade da TPMT (Figura 5) (Relling et al., 2011).
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Figura 5 - Distribuigdo de frequéncia trimodal da Tiopurina Metil transferase (TPMT)
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Fonte: Adaptado de Relling et al., 2011.

Neste contexto, sao bem caracterizados trés variantes do gene da TPMT associados com
SNP ndo sinonimos rs1142345 (c.719A>G - TPMT *3A - TPMT *3C), rs1800460
(c.460G>A - TPMT *3A e TPMT *3B) e rs1800462 (c.238G>C - TPMT *2), todos
apresentando baixa ou nula atividade da enzima. Esses trés polimorfismos sdo responsaveis
por mais de 95% da deficiéncia da atividade de TPMT (Franca et al., 2019).

Conforme estudos em populacdo caucasiana, 89% a 94% dos individuos sdo
homozigotos para o alelo selvagem da TPMT e, consequentemente, apresentam niveis de
atividade enzimatica entre normal e alta, de 6% a 11% sdo heterozigotos e tém atividade
enzimatica intermediaria e cerca de 0,3% sdo homozigotos para o alelo ndo-funcional, sendo a
atividade da enzima ausente, insignificante ou baixa (Figura 5) (Carvalho et al., 2014; Misdaq
et al., 2015; Van Den Bosch; Coenen, 2021; Zeglam et al., 2015)

A distribuicao fenotipica da TPMT também foi pesquisada entre brasileiros mostrando
comportamento semelhante a supracitada, sendo que 89,9% dos individuos exibiram atividade
normal da enzima, 9,8% atividade intermediaria e 0,3% com fendtipos de metabolizador de
fraco, semelhante entre as pessoas autodeclaradas brancas, pretas e pardas (Botton et al.,
2019; Pacheco Neto, 2010; Suarez-Kurtz et al., 2020).

Estudos apontam que com doses convencionais de tiopurinas, os individuos
homozigotos para o alelo variante da TPMT apresentam mielossupressdo grave, ao passo que
uma alta propor¢do de heterozigotos apresenta mielossupressao moderada a grave, e aqueles
que sdo homozigotos para o alelo selvagem apresentam niveis mais baixos de metabdlitos 6-
TGN e, consequentemente, menor risco de mielossupressdo. Coletivamente, os dados
disponiveis para TPMT indicam que aproximadamente 10% dos brasileiros correm risco
aumentado de toxicidade e aproximadamente 0,3% correm risco muito alto de toxicidade
quando expostos as doses padrdo de tiopurinas (Relling et al., 2011; Suarez-Kurtz et al.,

2020).
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Além da TPMT, outra enzima de interesse envolvida no metabolismo da tiopurina ¢é a
ITPA (inosina trifosfato pirofosfohidrolase ou inosina trifosfatase), a qual catalisa a
pirofosfohidrolise do 6-tioinosina trifosfato (6-TITP) em 6-tioinosina monofosfato (6-TIMP).
A ITPA ¢ uma enzima protetora, altamente expressa em leucécitos e hemacias, que evita o
acimulo de metabdlitos tdxicos, como o 6-TITP, durante o metabolismo de 6-MP (Tabela 1)
(Eltantawy et al., 2023; Lee et al., 2022; Van Den Bosch; Coenen, 2021). Mais de 300
polimorfismos distintos foram identificados no gene ITPA humano e estima-se que quase um
terco da populagdo global possa abrigar o polimorfismo que estd associado a diminuicao da
atividade ITPA (Burgis et al., 2023).

Em estudos clinicos e de revisdo de literatura, foi evidenciado que duas variantes no
gene da ITPA estdo associadas com a diminui¢do da atividade 6-TITP para 25 a 60% da
atividade normal: ITPA rs1127354 (94C>A p. (Pro32Thr)) e ITPA rs7270101 (c.124 +
21A>C) (Eltantawy et al., 2023; Van Den Bosch; Coenen, 2021). Virios estudos se
concentraram em pesquisar principalmente essas duas variantes no gene ITPA rs1127354
(94C>A) e ITPA 1VS2 + 21A>C e suas relagdes com o metabolismo da AZA e 6-MP, bem
como a relagdo com efeitos adversos em pacientes com DII. A deficiéncia da
enzima ITPA decorrente de variantes genéticas afeta 5 a 7% dos caucasianos e africanos, e até
15% dos asiaticos (Eltantawy et al., 2023; Van Den Bosch; Coenen, 2021; Moradveisi et al.,
2019).

A variante ITPA rs1127354 (94C>A) ¢ um dos polimorfismos mais conhecidos
associados a deficiéncia de ITPA, que retém purinas na forma de 6-TITP, resultando em
toxicidades por tiopurina, incluindo mielossupressdo e hepatotoxicidade. Como a ITPA
desempenha um papel na protecao das células contra o acumulo de metabdlitos toxicos, foi
considerado um possivel gene candidato que pode afetar o metabolismo e as toxicidades
induzidas por 6-MP com variabilidade interindividual (Lee et al., 2022; Van Den Bosch;
Coenen, 2021).

O polimorfismo da ITPA rs 1127354 afeta cerca de 5% das pessoas e estd associado a
baixa eficacia em pacientes submetidos ao tratamento com tiopurina. Estudos indicaram que a
variante ITPA rs 1127354 tem cerca de 50% da atividade enzimdtica em relagdo ao tipo
selvagem, e dados clinicos mostraram uma deficiéncia completa e atividade enzimadtica
diminuida para 25% nos homozigotos e heterozigotos em relagdo ao tipo selvagem,
respectivamente. Portanto, pacientes com um alelo variante nao funcional de ITPA tém menor
atividade enzimatica ITPA, levando ao acumulo anormal de metabdlitos potencialmente
toxicos nos eritrocitos, o que pode estar associado a toxicidades induzidas por 6-MP (Burgis

et al., 2023; Lee et al., 2022; Van Den Bosch; Coenen, 2021).



Revisdo de Literatura 38

Embora varios estudos contemplados nas revisdes dos autores tenham relatado uma
associagdo clinica entre o polimorfismo no gene da ITPA e toxicidades relacionadas ao
tratamento com 6-MP, os resultados foram inconsistentes (Lee et al., 2022; Lee et al., 2021;
Peltenburg et al., 2015). Entretanto, outros estudos, ressaltaram que a diminui¢ao da atividade
de ITPA foi associada a efeitos adversos como neutropenia febril durante o tratamento com
AZA e 6-MP, enquanto outras pesquisas ndo demonstraram tal associacdo (Eltantawy et al.,
2023; Van Den Bosch; Coenen, 2021).

As frequéncias alélicas da variante ITPA 94C>A indicaram variabilidade interétnica (1—
2% na populagd@o hispanica, 5-7% na populagdo caucasiana e africana e 19% na populagao
asiatica). Curiosamente, o alelo ITPA 94C>A mostrou frequéncias de distribui¢do alélica
inversas aquelas exibidas pelo gene da TPMT, em diferentes populagdes pesquisadas como
na China e Japdo. Portanto, as variantes do ITPA podem ser essenciais para prever a
toxicidade induzida pela 6-MP em populagdes nas quais as frequéncias alélicas da variante
TPMT sao baixas, como nas populagdes asiaticas (Lee et al., 2022).

Ademais, a xantina oxidase (XO) ¢ o segundo principal fator enzimatico na degradagdo
da AZA, além da TPMT. XO ¢ uma enzima citoplasmatica desintoxicante precoce que esta
extensivamente presente no figado e no intestino delgado. Ela oxida amplamente ndo apenas
as purinas e pirimidinas endogenas, mas também o andlogo de purina exdgeno, a 6-MP, no
metabolismo de primeira passagem da tiopurina (Tabela 1) (Moon; Loftus, 2016).

Como a afinidade da XO pelas purinas endoégenas ¢ muito maior do que pelo andlogo da
purina exdgena, 6-MP, o nivel de oxida¢do de uma determinada dose de AZA ou 6-MP pode
variar com a quantidade didria individual de purinas na dieta. A tiopurina que escapa ao
metabolismo de primeira passagem, pela XO, entra na circulacdo e a sua inativacdo ocorre
predominantemente através da metilacdo pela TPMT nas células sanguineas e no figado.
Além disso, a atividade da XO varia entre populagdes e sexo (Moon; Loftus, 2016).
A deficiéncia da enzima XO decorrente de variantes genéticas afeta 3% a 5% dos americanos,
de 8% a 9% dos europeus, e até¢ 17% dos asiaticos (Peter et al., 2024).

A atividade XO pode ter um impacto significativo na resposta e toxicidade de um
individuo a AZA, sendo relatadas a existéncia de diferencas interindividuais na atividade
desta enzima. Apesar disso, como a oxidacao do 6-MP ¢ significativamente influenciada por
muitos outros fatores como ingestdo dietética de purinas, dose de tiopurina e medicamentos
complementares, a medida da atividade XO parece ndo ser um determinante da oxidacao real
da tiopurina, ndo se constituindo em um marcador util para o monitoramento da terapia com
tiopurina na DII (Moon; Loftus, 2016). Importante ressaltar que a deficiéncia completa de XO

causa toxicidade grave com dose completa de AZA, mas a influéncia da faixa de atividade
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normal de XO na eficécia clinica da terapia com tiopurina permanece desconhecida (Ding et
al., 2021).

Outra enzima envolvida na metabolizacdo da AZA ¢ a enzima hipoxantina-guanina
fosforribosil-transferase (HPRT ou HGPRT), que catalisa a transferéncia reversivel do radical
5’-fosforribosil do PRPP para uma base purica, guanina ou hipoxantina, formando um
nucleosideo monofosfato: guanosina monofosfato (GMP) ou inosina monofosfato (IMP),
respectivamente (Tabela 1). Na presenca de pirofosfato, a enzima HPRT também catalisa a
hidrolise de IMP e GMP, embora esta reacao inversa seja muito menos favorecida (Da Rocha;
Burbanos, 2015).

O gene HPRTI codifica a enzima HPRT e ¢ um dos genes mais bem caracterizados do
genoma humano, principalmente pelas consequéncias clinicas da deficiéncia da proteina por
ele codificada. Localizado no braco longo do cromossomo X (banda Xq26.1) ele ¢ constituido
por cerca de 40,5 kb e apresenta nove éxons. Observa-se a expressdao do gene HPRT1 em uma
grande variedade de tecidos (Da Rocha; Burbanos, 2015).

A variacdo interindividual na atividade do HPRT pode ser uma razio potencial para a
interferéncia na resposta terapéutica e nos efeitos adversos da AZA em pacientes com DII
submetidos ao tratamento com tiopurina. Um estudo de espectro genético mutacional no
HPRT descobriu que as mutagdes se distribuem por todo o gene (Moon; Loftus, 2016).
A deficiéncia da enzima HPRT decorrente de variantes genéticas afeta 1% dos europeus e
asiaticos, ¢ até 16% dos americanos (Peter et al., 2024). E possivel que muitas destas
mutacgdes possam influenciar a atividade da enzima HPRT. Existem dados escassos sobre a
relacdo entre a atividade da HPRT e os efeitos adversos relacionados com a tiopurina em

doentes com DII (Moon; Loftus, 2016).
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Tabela 1 - Gene, polimorfismo, troca de base nitrogenada, atividade normal enzimatica e a influéncia
do polimorfismo na atividade enzimatica ¢ na concentracdo dos metabolitos da AZA

Gene SNP Troca de Base Atividade Normal Atividade Enzimatica
Nitrogenada Enzimatica Polimorfismo e Metabdlitos
*17*2 238G>C TPMT normal ou T, 6-MMP T,
*1/%3A 460G>A ¢ 719A>G  Produz 6-MMP 6-TGN 4 ou normal
S L
#1/%3C T19A>G TPMT {, 6-MMP |, 6-TGN T
1s 9101 224G>A ITPA normal ou T, 6-TGN T
ITPA rs 8362 138G>A Reduz 6-TITP (t6xico) e
s 1127354 94C>A aumenta 6-TIMP ITPA |, 6-TITP T, 6-TIMP |,
rs 7270101 21A>C 6-TGN {
HPRT normal ou T, 6-TGN T
HPRT rs 1468266 319T>A ?ert?e(iit‘f fg;?nfilégico)
HPRT |, 6-TGN |
s 4407290 837G>A
rs 17323225 1936T>C Produz 6-TU (inativo) XO/XDH normal ou T, 6-TU T
XO/XDH rs 1884725 3030G>A
1s 2295475 2211G>A XO/XDH 4, 6-TU |, 6-TGN T
rs 17011368 2107T>C

Nota: SNP: polimorfismo de nucleotideo tnico; AZA: azatioprina; TPMT: tiopurina metiltransferase; 6-MMP:
metabdlito 6-metil mercaptopurina; 6-TGN: metabdlito nucleotideos 6-tioguanina; AZA: azatioprina; ITPA:
inosina trifosfatase; 6-TITP: metabolito 6-tioinosina trifosfato; 6-TIMP: metabolito 6-tioinosina monofosfato;
HPRT: hipoxantina fosforribosil transferase; XO/XDH: xantina oxidase/xantina desidrogenase; 6-TU: 6-acido
tiurico.
Fonte: Batra, et al. (2023). Elaborado pela autora (2024).
Diante do exposto, nota-se que as informag¢des farmacogenética desempenham um papel
importante na personalizacdo do tratamento com tiopurinas, identificando variantes genéticas
que afetam a atividade enzimatica e se associam a efeitos adversos, incluindo a

mielossupressdo. Essas variagdes genéticas podem constituir-se em importantes preditores da

eficacia e da seguranca no tratamento da DII (Moon; Loftus, 2016).

2.5 MONITORIZACAO TERAPEUTICA DA AZATIOPRINA

A monitorizagdao dos niveis intraeritrocitarios de 6-TGN ¢ de grande aplicabilidade para
o gerenciamento de DII, em pacientes submetidos a terapia com AZA, uma vez que podem
identificar a dose ideal para maximizar a eficacia e minimizar a toxicidade (Andoh et al.,
2008; Beaugerie et al., 2020). Estudos iniciais que apoiam a dosagem de tiopurina com base
no peso corporal foram realizados em um momento em que a monitoriza¢do dos niveis dos
metabolitos de tiopurina nao estava disponivel. Desde entdo, varios estudos relataram uma

correlacdo fraca entre a dose baseada em peso e a concentragdo de 6-TGN, sugerindo que a
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variabilidade individual no metabolismo do firmaco ¢ mais importante do que a escolha da
dose por kg (Eltantawy et al., 2023; Lee et al., 2022; Wilson et al., 2021).

Com isso, a monitorizagdo terapéutica das tiopurinas permite a individualizacao da dose
do medicamento, ao contrario da dose padronizada em miligramas do farmaco por massa
corporal do paciente (mg/kg). Além disso, possibilita a adequagdo dos niveis dos metabolitos
ativos da AZA, os 6-TGN, a faixa terapéutica e a manutencdo das concentracdes destes
metabolitos em niveis adequados, reduzindo a prevaléncia de eventos adversos e toxicidade
(Pacheco Neto, 2010; Ribeiro et al., 2022; Ribeiro et al., 2023).

E importante caracterizar o perfil genético do paciente para o monitoramento
terapéutico de farmacos (MTF), que € utilizado para quantificar os metabdlitos das tiopurinas
(6-TGN e 6-MMP) e correlaciond-los com a resposta terapéutica e eventos adversos. Esse
monitoramento pode ser empregado para aumentar a eficicia clinica, individualizar o
tratamento e reduzir a toxicidade associada a AZA (Singh et al., 2020; Yao et al., 2021).

Nossa hipotese ¢ de que polimorfismos em enzimas relacionadas ao metabolismo da
AZA podem influenciar nas quantidades de metabolitos alterando a farmacocinética e o
desenvolvimento e sinais da doenga, podendo ter uma impacto na terapéutica de pacientes
atendidos no HU/CAS, uma vez que hipotetizamos que a frequéncia de polimorfismos nesses

pacientes ¢ alta, conforme dados de outros locais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a associagdo entre polimorfismos em genes relacionados a presenca de
metabolitos das tiopurinas e a resposta a azatioprina em pacientes com doenca de Crohn e

retocolite ulcerativa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Conduzir uma revisao sistematica da literatura para investigar a influéncia dos
polimorfismos genéticos na alteracdo dos niveis sanguineos dos metabolitos das tiopurinas,
bem como sua resposta terapéutica e adversa.

- Aplicar método cromatografico na quantificagcdo dos metabolitos da azatioprina (6-
TGN e 6-MMP).

- Genotipar e determinar a frequéncia dos alelos e genotipos para polimorfismos nos
genes da TPMT, ITPA, XO e HPRT em pacientes com doenca de Crohn e retocolite
ulcerativa, atendidos pelo Hospital Universitario da UFJF.

- Avaliar os efeitos terapéuticos e adversos da AZA e sua correlagdo com as
concentragdes intraeritrocitarias de 6-MMP e 6-TGN e a variabilidade genética em pacientes

com DII.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PACIENTES

Foi realizado um estudo observacional do tipo transversal, com coletas de amostras
sanguineas e de dados clinicos que se iniciaram em agosto de 2016, no qual foram incluidos
pacientes diagnosticados com DII, atendidos pelo Centro de DII do Hospital Universitario
HU/CAS-UFIJF, de ambos os sexos, com idade entre 18 e 60 anos, em tratamento com AZA
ha pelo menos 3 meses, periodo suficiente para avaliar adequadamente o impacto da AZA no
controle da doenca e na seguranca do paciente. Os pacientes que aceitaram participar da
pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - Anexo A)

Os critérios de exclusdo do estudo foram pacientes com DII que ndo estavam em
tratamento com AZA, pacientes que apresentam reagao de hipersensibilidade prévia a AZA,
pacientes gestantes ou nutrizes; internados; etilistas cronicos; € que ndo apresentaram
entendimento do questionario aplicado ou que ndo quiseram preencher o TCLE.

A pesquisa foi submetida e registrada na Plataforma Brasil em 18/03/2016 (CAAE
54335416.3.0000.5133 - versdo 2) e aprovada em 30/06/2016 pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Universitario - UFJF / MG (CEP HU-UFIJF) sob o
nimero de parecer 1.633.090 (Anexo B) e em 29/09/2017 (CAAE 77867417.4.0000.5147 -
versao 7) e aprovado em 30/06/2020 sob o numero 4.860.618 (Anexo B). Os pacientes
selecionados assinaram o TCLE, manifestando concordancia da participacao na pesquisa.

Os riscos envolvidos na pesquisa consistiram em risco minimo associado a coleta de
uma quantidade pequena de sangue, sem risco de contaminacdo, podendo ter ocorrido um
pequeno desconforto na hora da coleta. Nao houve risco adicional em relagdo ao tratamento
com os medicamentos.

Durante as coletas de amostras de sangue, o pesquisador colaborador aplicou os
questionarios clinicos simples e estruturado contendo dados do diagnostico da DII, como a
duracdo da doenga, localizacdo e comportamento da doencga, histéria de cirurgias prévias
(enterectomia ou colectomia parcial), atividade da doenga (indice de Harvey-Bradshaw - DC
¢ indice de Truelove and Witts - RCU, e PCR).

Foram coletadas amostras sanguineas (cerca de 10 mL) de todos os pacientes
participantes, no laboratorio de analises clinicas do HU/CAS, para as determinagdes do perfil
hepatico  (TGO/AST  (transaminase  glutdmico-oxalacética/transaminases  aspartato
aminotransferase), TGP/ALT (transaminase glutdmico-pirivica/alanina aminotransferase)),

quantificagdes da PCR e para avaliagdes hematoldgicas (hemograma e leucograma). Além das
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analises bioquimicas e hematologicas, foram realizadas as quantifica¢gdes dos metabolitos
intraeritrocitarios da AZA (6-MMP e 6-TGN) no Laboratério de Farmacologia Clinica e
Experimental (LaFaCE — ICB/UFIJF). Utilizando as mesmas amostras de sangue, foi extraido
o material genético (DNA gendmico, DNAg) de cada participante, no Laboratério de
Habilidades em Farmacologia Clinica (ICB/UFJF), para andlise dos polimorfismos nas
enzimas estudadas.

Os resultados bioquimicos, hematoldgicos e genotipagem dos pacientes foram
interpretados, avaliados e comparados entre si € com estudos publicados para observagao do
desfecho clinico e laboratorial da AZA, da associacdo com alopurinol, dos efeitos adversos e
das possiveis alteragdes nas concentragdes dos metabolitos intraeritrocitarios da tiopurina,

correlacionando com a variabilidade genética individual dos pacientes (Fluxograma 1).

Fluxograma 1 - Casuistica do estudo

[ 150 Pacientes, DII, 18-60 anos, ambos 0s sexos ]

{

p
Em tratamento com AZA
(>3 meses)
‘ }
TCLE ]
i |
Anamnese Analise Andlise bioquimica Quantificagdo dos Genotipagem dos
(Avaliagdo/efeitos hematologica (AST, ALT, PCR) metabdlitos pacientes
adversos) (Hemograma intraeritrocitarios da AZA
completo) (6-MMP ¢ 6-TGN)

| | | | |
'

[ Avaliacao da histodria clinica, dos resultados laboratoriais, genéticos e estatisticos ]

'

[ Comparagao dos resultados ]

'

Desfecho clinico e laboratorial
(incidéncia de efeitos adversos e avaliagao das concentragdes dos metabolitos da AZA)

Nota: DII: Doenga inflamatoria intestinal; AZA: Azatioprina, TCLE: Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, AST: transaminases aspartato aminotransferase, ALT: alanina aminotransferase, PCR:
quantificacdes da proteina C-reativa, 6-MMP: 6-metilmercaptopurina, 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina.
Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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4.2 APLICACAO DOS QUESTIONARIOS E ANAMNESE DO PACIENTE

Os questionarios aplicados (Anexo C) constituem de indices clinicos utilizados
mundialmente para avaliacdo da atividade da DC e RCU. Sao questionarios simples, com
questdes sobre bem estar do paciente, ocorréncia de dor abdominal e informacdes sobre
complicagdes e cirurgias. Simultaneamente, os pacientes foram questionados sobre possiveis
efeitos adversos do tratamento com AZA para complementacao das informagdes ja coletadas
(Best, 2006).

Os pacientes foram considerados como apresentando DII em atividade quando o IHB
foi > 5, e de acordo com o nimero de evacuagdes liquidas/dia e presenca de sangue de acordo
com a ocorréncia de anemia conforme o indice de Truelove and Witts, do contrario, foram
considerados como tendo DII em remissdo. Além disso, foi feito o registro, durante as
entrevistas, da presenga ou nao de sintomas sugestivos de eventos adversos a AZA como dor
abdominal, febre, niuseas, vOomitos, mialgia, adinamia, fadiga e artralgia (Vermeire et al.,

2010).

4.3 OBTENCAO DA AMOSTRA SANGUINEA

Para a realizacdo das coletas sanguineas, os pacientes foram previamente orientados
quanto a tomada do medicamento (AZA), onde a mesma ndo foi suspensa nem modificada
para realiza¢do do estudo, somente nos casos de orientagdo médica. Nos casos onde houve a
suspensao do tratamento, os pacientes comunicaram ao pesquisador colaborador, sendo os
mesmos, excluidos do estudo.

A coleta ocorreu no ambulatorio do Hospital Universitdrio HU/CAS de Juiz de Fora.
Foram coletadas amostras de sangue venoso (acesso em veia mediana do brago e antibraco) e
foram distribuidos em trés tubos, dois tubos de coleta com anticoagulante EDTA para a
realizagdo das andlises hematologicas, genotipagem e quantificagdo dos metabodlitos do
farmaco AZA e em um terceiro tubo, sem anticoagulante, para as analises bioquimicas
(Fluxograma 2) (Pacheco Neto, 2010).

Os resultados das andlises bioquimicas, hematologicas e dos metabdlitos de cada
paciente foram avaliados ¢ comparados de modo a observar o desfecho clinico e laboratorial
da terapia com AZA e da associa¢ao (AZA/alopurinol) quanto a possivel resolugao dos efeitos
adversos e ao resgate terapéutico de eficidcia da AZA, além da verificagdo de possiveis
alteracdes nas concentragdes dos metabolitos intraeritrocitirios da tiopurina, baseando nas

doses dos farmacos individualizadas para os pacientes € nos genotipos analisados no estudo.
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4.4 ANALISES BIOQUIMICAS E HEMATOLOGICAS

Amostras de cada paciente foram encaminhadas para o laboratorio do HU/CAS para a
realizagdo das analises bioquimicas, realizadas conforme técnicas de rotina no Laboratério de
Andlises Clinicas do HU. As quantificagdes bioquimicas das transaminases (aspartato
aminotransferase (TGO/AST) e alanina aminotransferase (TGP/ALT)), a determinagdo do
perfil hepatico e quantificagdo da PCR para avaliacdo do processo inflamatorio (doenga em
remissao ou em atividade) foram realizadas utilizando amostras sanguineas armazenadas nos
tubos sem anticoagulante. As avaliagdes hematologicas (Hemogramas) foram realizadas com

as amostras armazenadas em presenca do anticoagulante EDTA.

Fluxograma 2 - Coleta de amostras sanguineas para a pesquisa

[ Coleta de sangue venoso (cerca de 10 mL) ]

l Ambulatorio do HU/CAS de Juiz de Fora

' ' '

[ 4mL de plasma (EDTA) ] [ 3mL de plasma (EDTA) ] [ 3 mL de soro (sem anticoagulante) ]

| ] ] l

[

Quantificagdo dos metabodlitos Genotipagem Analise Analise
(6-TGN e 6-MMP) pag hematologica bioquimica

. N

[

Laboratorio Laboratorio Laboratorio
LaFaCE ICB/UFIJF LIP do HU/CAS
[ Resultados e interpretagdes ]

Nota: AZA: Azatioprina, EDTA: 4acido etilenodiamino tetra-acético; 6-MMP: 6-metilmercaptopurina, 6-
TGN: nucleotideos 6-tioguanina, LaFaCE ICB/UFJF: Laboratorio de Farmacologia Clinica e Experimental
— Instituto de Ciéncias Biologicas, LIP: Laboratorio Integrado de Pesquisa — Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB); HU/CAS: Hospital Universitario Centro de Atencdo a Saude.

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

4.5 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS E QUANTIFICACAO DOS METABOLITOS DA
AZATIOPRINA

Amostras coletadas e acondicionadas em tubos com anticoagulante EDTA foram

encaminhadas para o laboratério LaFaCE-ICB/UFJF (Laboratorio de Farmacologia Clinica e
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Experimental), para a quantificagdo dos metabdlitos intraeritrocitarios da AZA (6-MMP e 6-
TGN), utilizando metodologia cromatografica desenvolvida e validada em Cromatégrafo
Liquido de Alta Eficiénca, acoplado ao detector ultravioleta (CLAE-UV) (Apéndice A)
(Ribeiro et al., 2022). Através da quantificagdo destes metabdlitos, foi possivel avaliarmos a
correlacdo entre os mesmos com a ocorréncia de efeitos adversos nos pacientes em tratamento

com a AZA.

4.5.1 Coleta e Preparo das Papas de Hemacias (Matriz/Branco)

Para a preparagdo da matriz ou “branco”, utilizou-se amostras de sangue de voluntarios
que ndo estavam em terapia com AZA, coletadas em tubo contendo anticoagulante EDTA e
centrifugadas, a velocidade de 2900 x g por 10 minutos, a temperatura ambiente (18 a 25 °C),
conforme procedimento interno (SBPC/ML, 2014).

O plasma, juntamente com os leucdcitos, plaquetas e a camada superior de eritrocitos
foram removidos com auxilio de pipetas. As amostras foram lavadas trés vezes com solucao
salina de cloreto de sodio a 0,9%, repetindo-se entre as lavagens as condicdes de
centrifugacdo supracitadas, conforme procedimento interno, para obtencdo das papas de
hemaécias. Depois desse processo, as diferentes papas de hemacias foram misturadas formando
um pool ou branco, que foi utilizado para o preparo dos calibradores e dos controles de

qualidade.

4.5.2 Coleta e Preparo das Amostras dos Pacientes

Foram coletadas e utilizadas amostras de sangue dos pacientes com DII em terapia com
AZA, atendidos pelo Centro de DII do Hospital Universitario HU/CAS-UFJF, que aceitaram
participar da pesquisa. O procedimento compreendeu a obten¢ao das amostras até o processo
de lavagem e da papa de hemadcia de cada paciente, seguindo a técnica descrita no item 4.5.1 e
esquematizado no fluxograma 3.

Uma aliquota de 200,0 puL de cada amostra foi separada e transferida para um microtubo
de 1,5 mL, a ela foram adicionados 200,0 puL de solugdo salina para diluigdo e realizagao do
procedimento de contagem de eritrocitos (RBC), no Setor de Hematologia do laboratério do
HU/CAS em contador hematoldgico automatizado. O restante das amostras (papa de
hemécias) de cada paciente foi imediatamente armazenado em microtubo de 1,5 mL e

congelado (-15 a -20 °C) até o momento das analises (SBPC/ML, 2014).
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4.5.3 Tratamento das Amostras (Matriz/Branco e dos Pacientes)

Apo6s descongelamento e homogeneizacao das amostras, as papas de hemacias, de cada
paciente e matriz, foram aquecidas em banho-maria a temperatura de 35 °C. De cada amostra,
200,0 pL dos eritrocitos lavados foram transferidos para outro microtubo, utilizando ponteiras
aquecidas em banho-maria a temperatura de 35 °C. Nestas aliquotas, foram adicionados 100,0
uL de solugdo de ditiotreitol a 3 mg/mL, 50,0 uL de solucdo aquosa de Cafeina (padrdo
interno) 4,0 pg/mL e 50,0 pL de acido perclorico 70% (v/v), para a realizagdo da
desproteinizagdo. Apos a homogeneizagado, foi realizada a centrifugagao a 9800 x g, por 15
minutos, em temperatura ambiente (18 a 25 °C) (Hawwa et al., 2009; Oliveira et al., 2004;
SBPC/ML, 2014).

O sobrenadante foi retirado e transferido para um via/ de borosilicato com tampa e
aquecido em banho seco a 100°C + 5,0°C, por 45 minutos para realizacdo completa da
hidrolise 4cida dos nucleotideos em suas bases livres. Depois de resfriada a temperatura
ambiente (21 a 23 °C), com o auxilio de uma pipeta, a amostra foi acondicionada em vial de
borosilicato com insert de 200,0 uL para a quantificacio em CLAE-UV, com um volume de

injecdo de 30,0 puL (Fluxograma 3).

4.5.4 Quantificacio dos Metabdlitos 6-TGN e 6-MMP

Para elui¢do e identificacdo dos metabdlitos 6TGN ¢ 6-MMP foi utilizada como fase
movel solucdo tampao fosfato de potassio monobdsico pH = 3, acetonitrila ¢ metanol, com
eluicdo por gradiente e fluxo de 1,0mL/min. A fase estacionaria utilizada foi a coluna de fase
reversa Supelcosil® LC18 (250 x 4,6 mm, 5 um) com a temperatura do forno da coluna

mantida em 40 °C. As leituras dos analitos feitas em 342 nm e 291 nm pelo detector duplo

canal Ultravioleta-Visivel WATERS® 2489 (Fluxograma 3).



Materiais e Métodos 49

Fluxograma 3 - Preparo das amostras e quantificacdo dos metabolitos intraeritrocitarios da Azatioprina

[ Amostra sanguinea com EDTA ]
[ Lavagem e centrifugagdo da papa de hemdcias 3x com salina 0,9% ]

l Centrifugacdo a 2900 x g, T °C ambiente, 10 min

[ Papa de hemacias lavadas ]
| Amostra congelada até o momento da analise
l Amostra descongelada e
aquecida em banho maria, a
[ 200 pL papa hemaécias + 200 pL salina ] 35°C+2°C

200 pL papa hemacias + 100 pL ditiotreitol 3 mg/mL + 50 uL.
sol. aquosa de cafeina + 50 pL acido perclorico 70%

l Homogeneizacao

i L
Contagem de eritrocitos (RBC) ] l omogencizacas

Centrifugacdo a 9800 x g, 15 min

Transferéncia do sobrenadante para via/ de
borosilicato com tampa

l Aquecimento em banho seco,
a 100 °C £ 5 °C, 45 min

[ Hidrolise acida (nucleotideos) ]

l Resfriamento a T °C ambiente

[ 30 pL de amostra ]

|

[ Quantificagdo dos metabolitos (CLAE-UV) ]

Nota: EDTA: 4acido etilenodiamino tetra-acético, g: forca g, T °C: temperatura em Celsius.
Fonte: Elaborado pela autora (2020).

4.6 GENOTIPAGEM DOS PACIENTES

Para realizagdo das andlises de genotipagem, foi realizada uma coleta por paciente de
sangue venoso em tubo com anticoagulante EDTA. O material foi centrifugado a velocidade
de 2900 x g por 10 minutos, conforme a técnica descrita no item 4.5.1. A camada leucocitéria
(buffy coat) foi removida com auxilio de uma micropipeta e transferida para microtubo de 1,5

mL, devidamente identificado. O material foi encaminhado para o laboratorio LaFaCE -
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ICB/UFJF, sendo mantido em armazenamento a aproximadamente -20 °C até extracdo do

DNA genomico (gDNA).

4.6.1 Extracaode DNA

O gDNA foi isolado da camada leucocitaria utilizando um método comercial, Qiamp
DNA Blood mini kit (Qiagen®, Diisseldorf, Germany), de acordo com instru¢cdes do
fabricante. Foram adicionados aos microtubos de 1,5 mL, devidamente identificados para
cada paciente, 20 uL de proteinase K (proteinase Qiagen), 200 uL de creme leucocitario do
paciente (amostra em temperatura ambiente — 15°C a 25°C) e 200 pL de solugdo de lise
celular. Essa solucdo foi agitada em vortex por 15 segundos e incubada a 56 °C por 30
minutos, em banho maria.

Decorrido o tempo, as amostras foram brevemente centrifugadas para remocao de
goticulas da tampa. Foram adicionados em cada microtubo, 200 pL de etanol 100%,
misturando-se por agitacdo em vortex por 15 segundos. Novamente, apds breve centrifugacao,
essa solucdo foi transferida cuidadosamente para uma coluna de extragao contendo silica e
acoplada a um microtubo de 2,0 mL, de modo a evitar molhar as bordas.

Foi realizada nova centrifugagdo a 11.780 x g, por 5 minutos. O tubo coletor contendo o
liquido foi descartado em local apropriado. A coluna contendo gDNA fixado foi transferida
para um novo tubo coletor de 2,0 mL e foram adicionados 500 pL de solucao de lavagem 1 a
coluna, sem molhar as bordas. Foi novamente centrifugado a 11.780 x g, por 5 minutos. O
tubo coletor foi descartado e novo tubo coletor de 2,0 mL foi acoplado a coluna. Foram
adicionados 500 pL de solu¢do de lavagem 2 com os mesmos cuidados de ndo molhar as
bordas, e entdo centrifugados a 13.740 x g por 3 minutos. Novamente, o tubo coletor foi
descartado e a coluna foi acoplada a um microtubo de 1,5 mL novo identificado com o
nome/nimero da amostra.

A coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 mL estéril. Cuidadosamente, a coluna
foi aberta e foram adicionados 100 puL da solugdo de elui¢do. Por fim, a amostra foi incubada
a temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugada a 9.800 x g por 3 minutos. A coluna foi
descartada e o liquido eluido no microtubo corresponde a fragdo contendo o DNA extraido.
Este foi estocado em refrigerador a - 20°C até a etapa de genotipagem.

A determinacdo da pureza e quantificacio do gDNA foi realizada por
espectrofotometria (Nanodrop Lite Quick, Thermofisher), medindo-se a absorbancia a

260/280 nm, no Laboratodrio Integrado de Pesquisa (LIP — ICB/UFJF).
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4.6.2 Genotipagem para os Polimorfismos nos Genes da TPMT, ITPA, XO e HPRT
A técnica de genotipagem dos alelos dos genes TPMT, ITPA, XO e HPRT,

selecionados para a pesquisa, seguiram o protocolo “TagMan® SNP Genotyping Assays

Protocol” da Applied Biosystems®. Os SNPs selecionados para esse estudo sio mostrados na

tabela 2.

Tabela 2 - Gene, referéncia do SNP, troca de base nitrogenada, modificacdo do aminoacido e

identifica¢do dos ensaios utilizados

Gene Referéncia Troca de Base Modificagao do Ensaio
do SNP Nitrogenada aminoacido (Thermo Fisher)
rs 1800462 238G>C Ala80Pro C__ 12091552 30
TPMT rs 1800460 460G>A Alal54Thr C_ 3063411620
rs 1142345 719A>G Tyr240Cys C_ 19567 20
rs 9101 224G>A - C_ 11201764 1
ITPA rs 8362 138G>A - C_ 1272747 10
rs 1127354 94C>A Pro32Thr C__ 27465000 10
rs 7270101 21A>C - C__ 29168507 10
HPRT rs 1468266 319T>A - C_ 8940525 10
rs 4407290 837G>A - C__ 27930724 30
rs 17323225 1936T>C - C_ 25603303 20
XO/XDH rs 1884725 3030G>A - C_ 3279863 30
s 2295475 2211G>A - C_ 2547387330
rs 17011368 2107T>C - C_ 25472962 20

Nota: SNP: polimorfismo de nucleotideo uUnico; TPMT: tiopurina metiltransferase; ITPA: inosina
trifosfatase; HPRT: hipoxantina fosforribosil transferase; XO/XDH: xantina oxidase/xantina desidrogenase.
Fonte: Disponivel no banco de dados da Rede Nacional de Farmacogenética (https://www.refargen.org.br)
e no 1000Genomes database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Elaborado pela autora (2024).

Para todas as andlises supracitadas, foi utilizada a técnica de fluorescéncia com sondas
TagMan® a partir de ensaios validados pela Thermo Fisher (Quadro 2). As sondas contém
corantes fluorescentes distintos € um par de iniciadores para Reagdo em Cadeia da Polimerase
Quantitativa em Tempo Real, qPCR, sendo capazes de detectar os alvos de SNPs especificos
que se alinham exclusivamente com o genoma para proporcionar uma grande especificidade
para o alelo de interesse. As sondas foram marcadas com fluoréforos distintos (VIC e FAM)
para distin¢ao dos dois alelos do SNP.

As amostras de gDNA foram diluidas para a concentragdo final de 2 ng/uL, sendo
utilizado 4,5 pL dessa solugao em cada pogo de reagdao, com quantidade final aproximada de
DNA de 10 ng por pogo. Para cada reacdo, foram adicionados os seguintes itens ao Mix: 5 pLL
de TagManTM Genotyping MasterMix (Thermo Fisher®) e 0,5 pL do ensaio TagMan (20 x).
Para preparar o Mix, foi utilizado um microtubo de 1,5 mL. Em placas de PCR de 96 pogos
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(MicroAmp® Fast Optical, Thermo Fisher), foram adicionados 5,5 pL. do mix/poco, 4,5 pL.
de solugdo de DNA (concentracdo de 2 ng/uL), com volume final de reacao de 10 pL. Apos
cobertas com filme adesivo (MicroAmp® Optical Adhesive Film, Thermo Fisher), as placas
foram entdo centrifugadas a 1200rpm por 2 minutos e levadas para reagdo no equipamento
StepOne Plus Real Time da ThermoFisher®. Foram consideradas Otimas as condi¢des de
amplificagio na PCR em tempo real descritas no quadro 2. A andlise genotipica dos
polimorfismos foi realizada pelo programa Allelic Discrimination da Applied Biosystems®,

no LIP — ICB/UFJF.

Quadro 2 - Condig¢des de amplificagdo por qPCR

Temperatura Duracio Ciclos
Estabilizagdo 60 °C 30 segundos -
1° Estagio (Ativagdo da polimerase) 95 °C 10 minutos -
2° Estagio (Desnaturagao) 95°C 15 segundos 40 ciclos
3° Estagio (Anelamento / Extensao) 60 °C 90 segundos 40 ciclos

Fonte: Adaptado do Kit TagMan® Genotyping Master Mix (2010).

A partir da obtencdo dos genotipos dos pacientes para cada um dos polimorfismos
estudados, foram avaliadas as possiviveis correlagdes desses com o0s valores sanguineos dos
metabolitos da AZA, bem como a resposta clinica ao tratamento com a tiopurina. Os
resultados também foram avaliados quanto a terapia com AZA e terapias combinadas
azatioprina / alopurinol (AZA/ALO), azatioprina / biolégicos (AZA/BIO) e azatioprina /
alopurinol / bioldgicos (AZA/ALO/BIO).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

O critério de amostragem foi o de amostragem por conveniéncia. O numero de sujeitos
que compodem o espaco amostral foi definido utilizando dados de variabilidade de estudos
semelhantes, os quais foram processados por meio do aplicativo G* Power 3.1.5 (Franz Faul,
Universitét Kiel, Germany).

Ap0s a coleta, foi feita uma andlise exploratdria dos dados, incluindo normalidade e
homocedasticidade, a fim de verificarmos qual o tratamento inferencial adequado.

Na andlise descritiva, dados escalares foram apresentados como média, mediana, desvio
padrao e intervalo interquartilico. Dados ordinais foram apresentados como mediana e

intervalo interquartilico, e dados categoricos foram apresentados como porcentagem.
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Na andlise inferencial, em virtude do desenho do experimento e dos objetivos do estudo,
os dados escalares foram analisados através de métodos de analise de dados repetidos. O
método escolhido dependeu da distribui¢do dos dados, sendo utilizada uma anélise de
variancia de dados repetidos (r-ANOVA), teste-t pareado, teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney, correlacdo de Spearman. Em seguida, apés a r-ANOVA ou o Friedman foram
aplicados os testes post-hoc mais apropriados. Nas correlacdes entre a variavel interveniente e
variavel preditora (varidvel independente), foi aplicado um modelo linear generalizado
(ANCOVA), utilizando a varidvel interveniente como covariavel, a fim de afastar qualquer
viés de confusdo. Diferencas na distribuicao dos genotipos/alelos e desvios do Equilibrio de
Hardy-Weinberg foram avaliadas pelo teste do X? ou Teste Exato de Fisher, quando
apropriado.

Nas inferéncias, o nivel de significAncia adotado (erro tipo-I) foi de 5%. As andlises

foram feitas por meio do aplicativo jamovi project (2024) versao 2.5, Sydney, Australia.

4.8 REVISAO SISTEMATICA

Para a escrita da tese, foram selecionados artigos originais e de revisdo, que permitiram a
conducao de uma revisao sistematica da literatura com a finalidade de investigar a influéncia
dos polimorfismos genéticos na alteragdo dos niveis sanguineos dos metabolitos das

tiopurinas, bem como sua resposta terapéutica e adversa (Apéndice A)
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S RESULTADOS

5.1 REVISAO SISTEMATICA

5.1.1 Fontes de informacdes e estratégias de busca

Uma pesquisa da literatura médica foi realizada usando o MEDLINE, Scielo, Scopus,
BVS Lilacs e biblioteca Cochrane, com estratégia de busca sem restricdo de ano de
publicagdo ou etnia, nos idiomas inglés, portugués e espanhol, incluindo artigos publicados
até outubro de 2022. Apenas estudos originais publicados em formato de artigo com
abordagem da influéncia dos polimorfismos genéticos da enzima TPMT na resposta
terapéutica a tiopurinas em pacientes com DII foram incluidos (Apéndice A).

Foram contemplamos ensaios clinicos controlados e randomizados, estudos
multicéntricos retrospectivos ou prospectivos nos quais as tiopurinas foram usadas para
tratamento de pacientes com DII, que abordassem as variacdes genéticas relacionadas a
enzima TPMT. A estratégia de busca utilizou as palavras-chave: polymorphism genetic,

pharmacogenetic, drug effects, azathioprine, thiopurine, inflammatory bowel diseases.

5.1.2 Processo de selecido

Para avaliar a relevancia do tema, todos os artigos foram revisados de forma
independente por trés pesquisadores por meio da triagem de seus titulos e resumos. Uma
segunda triagem confirmatoria foi realizada utilizando o aplicativo Rayyan.

Os termos de busca foram construidos com base no PICOT, relacionados a doenca de
Crohn, colite ulcerativa, doencas inflamatorias intestinais, azatioprina, 6-mercaptopurina ou
tiopurina, 6-metilmercaptopurina, 6-tioguanina, polimorfismo genético, variantes alélicas,
analise farmacocinética, farmacogenético, mutagdes genéticas, genotipo, efeitos de drogas,
terapia, agentes imunossupressores, reagdo adversa a medicamentos, monitoramento de
metabolitos. Além disso, os termos de pesquisa foram combinados dentro do mesmo dominio

usando 'OR'’ e entre 0 dominio usando 'AND'.

5.1.3 Avaliacao de risco de viés

A avaliacdo de risco de viés dos estudos incluidos foi conduzida por dois revisores
independentes. Com base no risco de viés, os estudos foram classificados com “baixo risco”
“com algumas preocupagdes" (22 artigos nao deixaram claro o tempo de acompanhamento
dos pacientes ou tiveram sujeitos perdidos no seguimento provavelmente nao introduzindo

29 ¢¢

viés no estudo), “moderado risco” “com algumas preocupagdes" (14 artigos com um tempo de
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acompanhamento dos pacientes pequeno ou tiveram taxa de acompanhamento em torno de
70-80% dos pacientes recrutados), e “alto risco” (4 artigos cujos estudos ndo eram cegos para
as intervengoes ou tiveram sujeitos perdidos no seguimento provavelmente introduzindo viés

no estudo). A avaliagao foi conduzida tanto para o estudo quanto para os desfechos primarios.

5.1.4 Selecao e caracteristicas dos estudos

Ampla estratégia de busca identificou 1134 estudos envolvendo polimorfismos
genéticos relacionados a terapia medicamentosa com tiopurinas em pacientes com DII. A
partir da aplicagdo dos critérios de inclusdo e exclusdo definidos, foram excluidos,
inicialmente, 662 artigos. Um total de 472 papers foram avaliados detalhadamente e, destes,
432 foram excluidos por motivos diversos, deixando 40 artigos elegiveis para inclusdo.

A maioria dos estudos incluidos foram estudos de coorte (38 estudos, 95%), seguidos
por estudos clinicos randomizados (2 estudos, 5%). Grande parte dos estudos foram
conduzidos na Europa (Inglaterra (3), Holanda (3), Italia (3), Grécia (2), Eslovaquia (2),
Alemanha (1), Espanha (1)) e Asia (Japdo (6), Coreia (4), China (5)), seguidos dos Estados
Unidos (3) e da Oceania (Nova Zelandia (2) e Australia (1)).

5.2 CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES

Foram recrutados 150 pacientes com DII, em uso de AZA, dos quais 60,0% eram
mulheres. Dos pacientes com DII, 30 (20,0%) sofreram algum tipo de intervengao cirtrgica e
59 (39,3%) apresentam alguma complicacdo decorrente da DII ou do tratamento com
tiopurinas. As caracteristicas dos pacientes estdo retratadas no quadro 3 e detalhadas no
quadro 4 (Apéndice B).

Dos 150 pacientes, 68,0% estavam com a doenca em remissdo. Considerando o
protocolo farmacoterapéutico, estavam recebendo tratamento em terapia com AZA ou em
associagdo com alguma classe de medicamentos bioldgicos ou com alopurinol. No total, 33
pacientes (22,0%) apresentaram pelo menos um evento adverso relacionado a terapia com
AZA durante o tratamento, incluindo artralgia, dor abdominal, enjoos/nauseas/vOmitos,
anemia, queda de cabelo, pele ressecada, lesdes e manchas dentre outros. Além dos efeitos
adversos citados, foram observadas alteragdes nas provas de funcdo hepatica; aumento da
concentracdo da proteina C reativa (PCR), um indicador de atividade inflamatéria aguda;
dentre outras (Quadros 4, 5 e 6) (Apéndices B, C e D). As caracteristicas da terapia com

tiopurina estdo descritas no quadro 3 e detalhadas no quadro 5 (Apéndice C).



Resultados

56

Quadro 3 - Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes do estudo

c :
Caracteristicas ) d(ons=[;z;;1)e ntes
Dados demograficos
Idade (Anos)* Mediana (11Q) 46 (18 a 66)
Média + DP 43,6 + 13,1
Sexo Feminino 90 (60,0%)
Masculino 60 (40,0%)
Grupo Racial Branco 115 (76,7%)
Nao Branco 35 (23,3%)
Dados clinicos
Doenga Inflamatodria Doencga de Crohn 120 (80,0%)
Intestinal Retocolite ulcerativa 30 (20,0%)
Doencga em remissao 102 (68,0%)
Doenca em atividade 48 (32,0%)
Caracteristicas Ileocolite 53 (35,3%)
Fistula 42 (28,0%)
Ileite 41 (27,3%)
Pancolite 30 (20,0%)
Colite 24 (16,0%)
Fendtipo Inflamatoério 48 (32,0%)
Estenosante 20 (13,3%)
Farmacoterapia
AZA 99 (66,0%)
AZA+ ALO 9 (6,0%)
AZA + biologicos 38 (25,3%)
AZA + ALO + bioldgicos 4 (2,7%)
Dosagem AZA 150 mg/dia (25-250mg/dia)
(mediana e I1Q) AZA+ ALO 50 mg/dia (25-200mg/dia)
AZA + biologicos 100 mg/dia (50-300mg/dia)
AZA + ALO + bioldgicos 50 mg/dia (25-50mg/dia)
Queixas relatadas Artralgia 42 (28,0%)
Linfopenia 18 (12,0%)
Dor abdominal (severa/intensa) 16 (10,7%)
Anemia 12 (8,0%)
Neutropenia 9 (6,0%)
Leucopenia 4(2,7%)
Dados laboratoriais
Metabolitos™* 6-TGN 140 (4,5 - 2455,8)
(Mediana e 11Q) 6-MMP 1011 (25,8 - 97800,2)

Nota: 11Q: intervalo interquartil; DP: desvio padrio; n: nimero absoluto; AZA: azatioprina; ALO:
alopurinol; 6-TGN: 6-tioguanina; 6-MMP: 6-metilmercaptopurina. Resultados expressos em: *: anos; **:
pmol/8x108 eritrocitos

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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5.2.1 Analises de Amostras de Pacientes

Concentracdes de 6-TGN e 6-MMP foram determinadas para os 150 pacientes do
estudo, conforme metodologia (Ribeiro et al., 2022), com resultados variarando de 4,5 a
2456,0 pmol/8x10¥ eritrocitos para 6-TGN e de 25,8 a 97800,0 pmol/8x10°® eritrocitos para 6-
MMP. As concentragoes mediana de 140,0 pmol/8x10% eritrocitos (6-TGN) e 1011,0
pmol/8x 103 eritrdcitos (6-MMP), ambas dentro do intervalo terapéutico. Os cromatogramas

de um dos paciente do estudo e da matriz biologica (eritrocitos) sdo mostrados na figura 6.

Figura 6 - Cromatogramas de um dos pacientes incluido no estudo e da matriz
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Nota: Condigdo cromatografica: fase mével: tampao fosfato:acetonitrila:metanol, elui¢do por gradiente,
fluxo: 1 mL/min, temperatura: 40°C, inje¢do: 30 pL; Cromatogramas da matriz (papa de hemacias) e de um
paciente com (A) detecgdo do metabdlito 6-MMP e (B) detec¢do do 6-TGN; A: comprimento de onda.
Fonte: Ribeiro et al., 2022.
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A avaliagdo dos pacientes com DII quanto a atividade ou remissdo da doenga, mostrou
um aumento no valor da mediana do metabdlito 6-TGN no grupo de pacientes com a doenga
em remissdo (n=102 (68,0%) 207,5 pmol/8x10® eritrocitos) em relagdo ao grupo com a
doenga em atividade (n=48 (32,0%) 125,8 pmol/8x10® eritrocitos), com diferenga estatistica
entre os grupos, evidenciando uma relagdo entre a remissao e o aumento das concentracdes de
6-TGN (U de Mann-Whitney U=1332, p<0,001) (Grafico 1 e Quadro 7). Em relagcdo ao
metabolito 6-MMP, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de
pacientes com a doenga em remissdo (n=102 (68,0%) 1050,6 pmol/8x1083 eritrocitos) e em

atividade (=48 (32,0%) 974,0 pmol/8x 108 eritrocitos) (U=2441, p=0,978).

Grafico 1 - Avaliagdo das concentragdes dos metabolitos 6-TGN e 6-MMP em pacientes com doenca
em remissdo (n=102) e em atividade (n=48) trataddos com Azatioprina
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Nota: 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP: 6-metilmercaptopurina. Resultados expressos em mediana.
Teste estatistico U de Mann-Whitney, p<0,001 (6-TGN) e p=0,978 (6-MMP).
Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Quadro 7 - Valores dos metabolitos relacionados a atividade ou remissao da DII

Atividade Metabolitos**
dabaencas n Média DP Mediana 1Q
6-TGN Doenga em remissao 102 346,4 389,9 207,5 4.5 -2455.8
Doenga em atividade 48 123.4 111,3 125,8 17,0 — 563,7
6-MMP Doenga em remissao 102 3047,3 6956,0 1050,6 25,8 - 40298,6
Doenga em atividade 48 4366,0 14484,5 974,0 36,8 - 97800,2

Nota: *Atividade da doenga: de acordo com indice de Harvey-Bradshaw (= 5) e indice de Truelove and Witts;
DII: doencga inflamatdria intestinal; 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP: 6-metilmercaptopurina;
**metabolitos expressos em pmol/8x108 eritrocitos; n: nimero absoluto; DP: desvio padrdo; IIQ: intervalo
interquartil.

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Ao avaliar a atividade da doenga com parametros hematoldgicos, observamos que
houve diferengas estatisticas da leucometria global, do nimero de linfocitos e do numero de
plaquetas entre os grupos de pacientes com a doenca em atividade e em remissao (leucometria

3

global: 5908mm? versus 6925mm?, linfocitos: 1642mm? versus 1924mm3

, Pplaquetas:
227.000mm? versus 253.500mm?, respectivamente) (U=1828, p=0,012; U=1906, p=0,029;
U=1783, p=0,007).

A avaliagdo dos pacientes quanto a terapia com AZA ou terapia combinada com
alopurinol 100mg, mostrou um aumento no valor da mediana do metabolito 6-MMP no grupo
de pacientes com terapia com AZA (n=137; 91,3%; 1052,8 pmol/8x10® eritrocitos) em
relagdo ao grupo com a associa¢do terapéutica (n=13; 8,7%, 802,5 pmol/8x10® eritrocitos),
havendo uma diferenga estatisticamente significativa (U de Mann-Whitney U=551, p=0,024)
e evidéncia da relagdo entre a terapia com alopurinol com diminui¢ao das concentragdes de 6-
MMP (Gréfico 2 e Quadro 8). Tal evidéncia ndo foi observado com o metabdlito 6-TGN
(terapia com AZA, n=137; 91,3%; 139,4 pmol/8x10® eritrdcitos; associagdo terapéutica, n=13;

8,7%, 143,4 pmol/8x108 eritrocitos; U=853, p=0,805).

Grafico 2 - Avaliacdo das concentragdes dos metabolitos 6-TGN e 6-MMP quanto a terapia com
Azatioprina ou terapia combinada com Alopurinol
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Nota: 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP: metabdlito 6-metil-mercaptopurina; AZA: azatioprina;
Alo: Alopurinol 100mg. Resultados expressos em mediana. Teste de Mann-Whitney, p=0,805 (6-TGN) e
p=0,024 (6-MMP).

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Na interpretacdo dos demais resultados hematologicos e bioquimicos, ndo foram
observadas diferengas estatisticas significativas com relagdo ao grupo em terapia com AZA

ou terapia combinada AZA/ALO (Quadro 8) (Teste estatistico U de Mann-Whitney, p>0,05).
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Quadro 8 - Valores dos metabolitos e dos pardmetros hematologicos relacionados a terapia com

Azatioprina em pacientes com DII

. . Intervalo
Terapia Mediana interquartil Valor de p*
Azatioprina (n=137)
6-TGN 2 139,4 13,5-1542,8 0,805
6-MMP 2 1052,8 25,8 —97800,2 0,024
TGO/AST® 21,0 5,0- 87,0 0,758
TGP/ALT?® 18,0 1,0 - 130,0 0,515
Leucometria global ¢ 6340 2840 - 14750 0,413
Neutrofilos © 3647 1029 - 10730 0,754
Linfocitos © 1720 426 - 4759 0,894
Hemaécias 4 4,68 3,19-7,56 0,376
Hemoglobina © 13,9 7,1-21,5 0,093
Azatioprina associada ao Alopurinol 100mg (n=13)
6-TGN @ 1434 4,5 -24558
6-MMP 2 802,5 49,2-9802,0
TGO/AST® 21,0 13,0 - 106,0
TGP/ALT?® 18,0 12,0 - 67,0
Leucometria global © 5718 2940 - 10700
Neutrofilos © 4128 1808 - 7030
Linfocitos © 1530 723 -3113
Hemacias ¢ 4,49 2,93 - 6,67
Hemoglobina © 12,7 10,5 -18,2

Nota: n: nimero absoluto; 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP: 6-metilmercaptopurina; TGO / AST:
transaminase glutdmico-oxalacética / transaminases aspartato aminotransferase; TGP / ALT: transaminase
glutAmico-pirtvica / alanina aminotransferase. Resultados expressos em: ® pmol/8x108 eritrocitos; ® U/L; ¢ mm?3
ou uL; 9 milhdes/mm?3; ¢ g/dL. *Teste estatistico U de Mann-Whitney.

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

5.3 PERFIL GENETICO DOS PACIENTES TRATADOS COM AZA

As frequéncias genotipica e alélica na populagdo estudada para 13 polimorfismos nos
genes da TPMT, ITPA, HPRT e XO/XDH sao descritas na tabela 3. Os polimorfismos
avaliados estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg na populacao estudada, exceto para o SNP
rs 1468266 do gene HPRT. O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) ¢ um principio genético
que afirma que, em uma populacdo ideal (onde ndo ha mutagdo, sele¢do, migragcdo e onde o
acasalamento ¢ aleatorio), as frequéncias alélicas e genotipicas permanecem constantes de
geragdo para geragao. Se uma populacao estd em EHW, as frequéncias genotipicas podem ser
previstas com base nas frequéncias alélicas (Rodriguez; Gaunt; Day, 2009; Wigginton; Cutler;
Abecasis, 2005).

Esse desvio para o SNP rs1468266 pode indicar que este polimorfismo esta sob alguma
pressao seletiva, ou pode refletir outros fatores como estrutura populacional ou problemas
técnicos na coleta de dados (populagdes pequenas, migracdo ou fluxo génico, ou erros de

genotipagem ou estratificacao populacional).
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Tabela 3 - Frequéncia dos SNPs para os genes da TPMT, ITPA, HPRT e XO/XDH em pacientes com
DII tratados com AZA atendidos no Hospital Universitario da UFJF

Gene/SNP Gendtipos N Relativa f requeHCIZlelos EHW*
TPMT #1741 137 913%  TPMT*1 0913
(rs1800462/ #1/42 4 27%  TPMT*2-0,027 0,03
151800460/ *1/¥3A 4 27%  TPMT*3A-0,027 003
r51142345) *1/43C 5 33%  TPMT*3C-0033 005
ITPA rs9101
(ITPA 224G>A) GG 97 64,7 % G-0.76

AG 50 33.3 % N 1,39
AA 3 2.0% ’
ITPA rs8362
(ITPA 138G>A) GG 74 49,3 % G- 0,67
AG 64 2.7% P 0,10
AA 12 8.0 % ’
ITPA rs1127354
(ITPA 94C>A) cc 142 94,7 % C-0.80 ol
AC 8 53 % A-020 ’
ITPA rs7270101
(IVS2¢.124+21A>C) AA 108 72,0 % A 0.94
AC 38 253 % o 0,045
cc 4 2.7 % ’
HPRT rs1468266
AA 8 53%
AT 26 173 % e 14,35%
T 116 77.3 % ’
XO/XDH rs4407290
GG 146 97,3 % G- 096 0.03
AG 4 2.7 % A~ 0,04 ’
XO/XDH rs17323225
TT 141 94,0 % T 098 o1
CT 9 6.0 % C-0.02 ’
XO/XDH rs1884725
GG 97 64,7 %
AG 48 32,0 % R 0,16
AA 5 3.3% ’
XO/XDH rs2295475
GG 91 60.7 %
AG 47 313 % N 0
AA 12 8.0 % ’
XO/XDH rs17011368
TT 137 91,3 % T 0,95 030
CT 13 8,7 % C 0,05 :

Nota: SNP: polimorfismo de nucleotideo Unico; N: niimero absoluto; @ frequencia alelica calculcada;
TPMT: tiopurina metiltransferase; ITPA: inosina trifosfatase; HPRT: hipoxantina-guanina-fosforibosil-
transferase; XO/XDH: xantina oxidase ou xandina desidrogenase. *Equilibrio de Hardy-Weinberg
considerando p=0,05; significativo se X? > 3,84.

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Conforme apresentado na Tabela 3, 8,7% dos participantes do estudo possuem pelo
menos uma das variantes alélicas da enzima TPMT, sendo que 3,3% dos pacientes
apresentaram o genotipo TPMT*1/3C e nenhum paciente carregou o alelo TPMT*3B. No

entanto, observou-se uma frequéncia elevada de polimorfismos nas enzimas ITPA (rs9101,



Resultados

62

r$8362) e XO/XDH (rs1884725, rs2295475). A distribuicdo dos polimorfismos também foi

analisada conforme a estratificacdo da populagdo estudada pelos grupos raciais (Tabela 4),

sem diferencas estatisticas observadas.

Quando os pacientes foram agrupados conforme a atividade da doenca (em atividade ou

remissdo), de acordo com os resultados dos questionarios, ndo foram encontradas diferencas

estatisticamente significativas na frequéncia dos polimorfismos da TPMT, ITPA, HPRT e

XO/XDH (Tabela 4). Estes resultados podem ter ocorrido pois a frequéncia alélica ¢ baixa e

devido ao pequeno numero amostral (n<30) encontrado dos polimorfismos para TPMT,

ITPA, HPRT e XO/XDH na populacdo estudada (Tabela 4).

Tabela 4 - Associacdo dos genotipos relacionados ao grupo racial e quanto a atividade da doenca

Frequéncia genotipica para DII (n=150)

Grupo racial valor p* DII valor p*
Branco Nao branco P Remissao Atividade P

TPMT
Selvagem 106 (70,7%) 31(20,7%) 0.521 93 (62,0%) 44 (29,3%) 0.833
Variante 9 (6,0%) 4 (2,7%) ’ 9 (6,0%) 4 (2,7%) ’
ITPA rs9101

Selvagem 71 (47,3%) 26 (17,3%) 0.202 63 (42,0%) 34 (22,7%) 0.240

Variante 44 (29,3%) 9 (6,0%) ’ 39 (26,0%) 14 (9,3%) ’
ITPA rs8362

Selvagem 55 (36,7%) 19 (12,7%) 0.580 44 (29,3%) 30 (20,0%) 0.009

Variante 60 (40,0%) 16 (10,7%) ’ 58 (38,7%) 18 (12,0%) ’
ITPA rs1127354

Selvagem 108 (72,0%) 34 (22,7%) 0.461 94 (62,7%) 48 (32,0%) 0.047

Variante 7 (4,7%) 1 (0,7%) ’ 8 (5,3%) 0 (0,0%) ’
ITPA rs7270101

Selvagem 83 (55,3%) 25 (16,7%) 0.930 72 (48,0%) 36 (24,0%) 0.498

Variante 32 (21,3%) 10 (6,7%) ’ 30 (20,0%) 12(8,0%) ’
HPRT rs1468266

Selvagem 90 (60,0%) 26 (17,3%) 0.712 79 (52,7%) 37 (24,7%) 0.998

Variante 25 (16,7%) 9 (6,0%) ’ 23 (15,3%) 11(7,3%) ’
XO/XDH rs4407290

Selvagem 112 (74,7%) 34 (22,7%) 0.943 100 (66,7%) 46 (30,7%) 0.440

Variante 3 (2,0%) 1 (0,7%) ’ 2 (1,3%) 2 (1,3%) ’
XO/XDH rs17323225

Selvagem 107 (71,3%) 34 (22,7%) 0.376 95 (63,3%) 46 (30,7%) 0.521

Variante 8 (5,3%) 1 (0,7%) ’ 7 (4,7%) 2 (1,3%) ’
XO/XDH rs1884725

Selvagem 76 (50,7%) 21 (14,0%) 0.304 63 (42,0%) 34 (22,7%) 0.326

Variante 39 (26,0%) 14 (9,3%) ’ 39 (26,0%) 14(9,3%) ’
XO/XDH rs2295475

Selvagem 70 (46,7%) 21 (14,0%) 0.912 59 (39,3%) 32 (21,3%) 0.239

Variante 45 (30,0%) 14 (9,3%) ’ 43 (28,7%) 16 (10,7%) ’
XO/XDH rs17011368

Selvagem 106 (70,7%) 31(20,7%) 0511 94 (62,7%) 43 (28,7%) 0.605

Variante 9 (6,0%) 4 (2,7%) ’ 8 (5,3%) 5(3,3%) ’

Nota: Resultados em numero absoluto de pacientes e (%). DII: doenga inflamatdria intestinal; TPMT: tiopurina
metiltransferase; ITPA: inosina trifosfatase; HPRT: hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferase; XO/XDH:
xantina oxidase ou xandina desidrogenase. *Teste estatistico U de Mann-Whitney.

Fonte: Dados da pesquisa (2024).



Resultados 63

5.3.1 Associacio entre os polimorfismos e a terapia com AZA e seus metabdlitos

Ao estratificar os pacientes quanto ao gendtipo das enzimas e avaliar as concentragdes
dos metabolitos, observou-se que pacientes que carregavam pelo menos um alelo variante
para enzima ITPA rs1127354 apresentaram concentragdes medianas significativamente mais
altas dos metabdlitos 6-TGN (489,5 pmol/8x10® eritrocitos versus 139,2 pmol/8x103
eritrocitos) € 6-MMP (2792,6 pmol/8x103 eritrocitos versus 985,3 pmol/8x108 eritrocitos) em
comparacao aos pacientes com geno6tipo selvagem (p=0,015; p=0,020) (Grafico 3A).

Resultados semelhantes foram observados em pacientes com pelo menos um alelo
variante para enzima XO/XDH rs17323225 que apresentaram maior concentragdo mediana do
metabolito 6-MMP (3929,2 pmol/8x108 eritrocitos versus 987,3 pmol/8x108 eritrocitos)
(p=0,016) em relagdo aos pacientes tipo selvagem (Grafico 3B). O mesmo evidenciado para
enzima XO/XDH rs1884725 com concentracdo mediana mais altas do metabolito 6-TGN

(194,6 pmol/8x10# eritrocitos versus 136,2 pmol/8x108 eritrocitos) (p=0,023) (Grafico 3C).

Grafico 3 - Concentragdes de 6-TGN e 6-MMP conforme polimorfismos genéticos das enzimas
ITPA e XO/XDH em pacientes usando AZA
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Nota: 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP: metaboélito 6-metil-mercaptopurina; ITPA: enzima
inosina trifosfatase; XO/XDH: enzima xantina oxidase ou xandina desidrogenase; AZA: azatioprina.
Resultados expressos em mediana. Teste U de Mann-Whitney (p<0,001).

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Ao estratificar os pacientes quanto ao genotipo da TPMT e realizar as correlagdes com
6-TGN, observou-se que pacientes heterozigotos para o gene da TPMT, ou seja, com a
presenca de um dos alelos variantes (*2, *3A e *3C), apresentaram uma concentracao
mediana maior do metabdlito 6-TGN (157,9 pmol/8x108® eritrocitos) em compara¢do aos
pacientes homozigotos para o tipo selvagem (TPMT *1/*1) (139,4 pmol/8x108® eritrocitos),
sem diferenca significativa (p=0,260) (Grafico 4A).

No que se refere a andlise de 6-MMP, também nao foi identificada diferenca
significativa entre os pacientes homozigotos para TPMT e aqueles carregando pelo menos
uma copia do alelo variante (*2, *3A e *3C), alelo relacionado com a reducdo da atividade
enzimatica e, consequentemente a diminuicdo das concentragcdes do metabolito inativo
(1048,5 pmol/8x10® eritrocitos versus 852,8 pmol/8x10% eritrocitos), € menor ocorréncia de

eventos adversos (p=0,123) (Grafico 4B).

Grafico 4 - Concentragdes de 6-TGN e 6-MMP conforme polimorfismo genético da TPMT em
pacientes usando Azatioprina
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TPMT Metabolitos N Média DP Mediana 11Q
Selvagem 6. TGN 137 252,0 296,0 139,0 4,51 - 2456,0
Variante 13 521,0 633,0 158,0 26,3 - 1543,0
Selvagem 6-MMP 137 3724,0 10397,0 1049,0 25,8 - 97800,0
Variante 13 789,0 363,0 853,0 142,8 - 1341,0

Nota: 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP: 6-metilmercaptopurina; selvagem: paciente homozigoto;
variante: paciente com pelo menos uma copia de alelo variante; TPMT: tiopurina metiltransferase. N: nimero
absoluto; DP: desvio padrdo; IIQ: intervalo interquartil. **Resultados (medianos) expressos em pmol/8x108
eritrocitos. Teste U de Mann-Whitney, p>0,05.

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Foi realizada uma andlise de regressdo logistica binomial para identificar fatores
associados ao status clinico de remissao ou atividade da doen¢a. Nenhum dos polimorfismos

de TPMT, ITPA (rs9101, rs1127354, rs7270101) HPRT (rs1468266), XO/XDH (rs4407290,
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rs17323225, rs1884725, rs2295475, rs17011368) mostrou associacdo significativa com o
status clinico (p>0,05). No entanto, os niveis de 6-TGN foram fortemente associados a
remissao (p<0,001) em todos os modelos, destacando-se como um preditor importante para a
remissdo da doenga. Ja os niveis de 6-MMP nao apresentaram associagdes consistentes. O
polimorfismo ITPA rs8362, especificamente, foi significativamente associado a uma maior
probabilidade de remissao (p=0,013).

Os resultados avaliados quanto a terapia com AZA e terapias combinadas
AZA/alopurinol (AZA/ALO), AZA/biologicos (AZA/BIO) e AZA/alopurinol/bioldgicos
(AZA/ALO/BIO) estao expostos na tabela 5. Foram observadas diferencas estatisticas entre
os valores medianos das doses diarias de AZA e as terapias medicamentosas (terapia com
AZA e em terapia combinada com Alopurinol (p<0,001) e com medicamentos bioldgicos)
(p<0,002), mas nao entre as associagoes alopurinol e biologico.

Foi observada uma correlagdo positiva fraca entre a dose de AZA e o uso de
medicamentos biologicos (p=0,257, p=0,002), indicando que doses mais altas de AZA estao
associadas ao uso concomitante de terapias bioldgicas. Por outro lado, foi encontrada uma
correlacdo negativa moderada entre a dose de AZA e a terapia associada com ALO (p=-0,378,
p<0,001), sugerindo que maiores doses de AZA estdo associadas a uma menor utilizagdo de
terapias combinadas com ALO. Esses resultados indicam relagdes distintas entre a dose de
AZA e as abordagens terapéuticas adotadas, refletindo a complexidade das estratégias de
tratamento. Nao foram observadas correlagdes entre as associagdes alopurinol com biologico
(correlagdo de Spearman, p=-0,019, p=0,818).

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os valores medianos das doses
de AZA nos pacientes com genoétipo selvagem da TPMT (150 mg/dia) e nos heterozigotos
portadores de alelos variantes (125 mg/dia) (p>0,05). Da mesma forma, nao foram observadas
diferengas significativas nas doses didrias medianas de AZA entre pacientes homozigotos e
heterozigotos para as outras enzimas analisadas (p>0,05). No entanto, pacientes com genotipo
selvagem da TPMT que estavam em tratamento com medicamentos biologicos apresentaram
diferenga significativa nos valores medianos das doses de AZA (100 mg/dia) quando
comparados aos heterozigotos portadores de alelos variantes (125 mg/dia).

Em relagdo aos valores dos metabolitos, observou-se uma diferenca entre os niveis de 6-
TGN e 6-MMP na presenca de polimorfismos da enzima ITPA (rs1127354) (p=0,020), assim
como nos polimorfismos de XO/XDH (rs17323225) (p=0,016) e XO/XDH (rs1884725)
(p=0,023). Além disso, os polimorfismos nos genes das enzimas analisadas foram avaliados

em relacdo aos parametros hematoldgicos (Tabela 5).
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Tabela 5 - Parametros hematoldgicos e concentragao dos metabolitos relacionados aos SNPs e a terapia farmacologica utilizando AZA

AZA (n=99) AZA/ALO (n=9) AZA/BIO (n=38) AZA/ALO/BIO (n=4)
Caracteristicas (150 mg/dia)® (50 mg/dia) * p<0,001** (100 mg/dia) * p=0,002** (50 mg/dia)? LG © Ne¢ Le¢ Hb ¢
AZA? 6-TGNP> 6-MMP? AZA?® 6-TGN? 6-MMP® AZA?® 6-TGN® 6-MMP" AZA* 6-TGN* 6-MMP"

TPMT

Selvagem 150 152,0 1249,0 50 145,0 477,0 100* 120,0 798,0 50 140,0 983,0 6300,0 3647,0 1726,0 139,

Variante 125 626,0 836,0 - - - 125 135,0 967,0 25 169,0 143,0 6366,0  4080,0 1357,0 13,7
ITPA rs9101

Selvagem 150 139,0 1169,0 62,5 190,0 663,0 100 116,0 800,0 50 142,0 893.,0 6366,0  3843,0 1664,0 13,9

Variante 150 242.0 1422,0 50 20,4 184,0 150 143,0 838,0 - - - 6230,0 3588,0 1840,0 134
ITPA rs8362

Selvagem 150 153,0 1169,0 75 288,0 663,0 150 122,0 680,0 50 143,0 983,0 6312,5 3602,5 1679,0 14,1

Variante 150 158,0 1220,0 50 49,0 213,0 100 127,0 860,0 50 124,0 803,0 6320,0  3836,0 1777,5 13,4
ITPA rs1127354

Selvagem 150 146,0 1134,0 50 142,0 420,0%* 100 124,0 807,0 50 142,0 893,0 6355,5  3652,0 1724,0 13,9

Variante 150 503,0 3929,0 100 214,0 1049,0 - - - - - - 5659,0 37945 1594,5 13,7
ITPA rs7270101

Selvagem 150 161,0 1020,0 75 214,0 477,0 125 124,0 754,0 50 140,0 983,0 6353,0 3673,0 1671,5 13,9

Variante 150 139,0 1625,0 25 94,0 531,0 100 123,0 862,0 25 169,0 143,0 6175,0  3602,5 1861,5 13,9
HPRT rs1468266

Selvagem 150 203,0 1220,0 25 139,0 362,0 100 122,0 800,0 50 143,0 983,0 6312,5 3643.,5 1745,5 14,0

Variante 138 138,0 1086,0 62,5 179,0 668.,0 100 127,0 814,0 50 124,0 803.,0 6320,0  3730,0 1690,0 134
XO/XDH rs4407290

Selvagem 150 158,0 1211,0 50 142,0 420,0 100 127,0 814,0 50 142,0 893,0 6290,0  3638.,5 1720,0 13,9

Variante 225 73,8 2245,0 200 235,0 9802,0 100 56,3 401,0 - - - 9430,0 70480 1534,5 14,5
XO/XDH rs17323225

Selvagem 150 152,0 1156,0%* 50 145,0 477,0 100 127,0 814,0 50 142,0 893.,0 6340,0  3630,0 1729,0 13,9

Variante 150 343,0 5608,0 - - - 100 56,3 401,0%* - - - 5860,0 4067,0 1450,0* 14,0
XO/XDH rs1884725

Selvagem 150 142,0 1182,0 50 139,0 362,0 100 127,0 860,0 50 142,0 893,0 6666,0  3961,0 1873,0 13,9

Variante 150 309,0* 1258,0 87,5 1335,0* 763,0 100 57,1%* 519,0 - - - 5760,0 3366,0* 1502,0 13,9
XO/XDH rs2295475

Selvagem 150 144,0 1220,0 75 214,0 477,0 150 122,0 800,0 50 142,0 893,0 6280,0  3522,0 1722,0 13,9

Variante 150 304,0 1134,0 37,5 1420 606,0 100 127,0 860,0 - - - 6440,0  3961,0 1701,0 13,8
XO/XDH rs17011368

Selvagem 150 154,0 1156,0 50 145,0 477,0 100 124,0 826,0 50 143,0 983,0 6280,0  3606,0 1722,0 13,9

Variante 150 218,0 3806,0 - - - 125 153,0 304,0 50 124,0 803,0 7270,0 42380 1502,0 14,0




Resultados 67

Nota: SNP: polimorfismo de nucleotideo inico; AZA: azatioprina; ALO: alopurinol; BIO: bioldgicos; 6-TGN:
nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP: 6-metilmercaptopurina; LG: leucometria global; N: neutréfilos; L:
linfoitos; Hb: hemoglobina; HPRT: hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferase; XO/XDH: xantina oxidase
ou xandina desidrogenase. Resultados das medianas em: 2 mg/dia; ®* pmol/8x108 eritrocitos; ¢ mm?3 ou pL; 9
g/dL. **Teste U de Mann-Whitney, *p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

5.3.2 Associacoes dos SNPs com Eventos Adversos e Intolerancias nas terapias com AZA

Foram avaliadas as associagdes entre os genotipos e as terapias medicamentosas na populagao
estudada (n=150) com base nos parametros clinicos relatados durante as entrevistas. Dentre os
participantes, 22,0% apresentaram estado de saude cosiderado “muito bom”, enquanto 25,4%
relataram dor abdominal de intensidade moderada a intensa.

Uma parte significativa dos sujeitos da pesquisa (n=68; 45,3%) relatou complicacdes
associadas a doenga DII. As complicagdes mais frequentemente mencionadas foram artralgia
(n=42; 28,0%), presenca de fissuras, fistulas e estenoses (n=50; 33,3%), além de outras
manifestagdes, como artrite, uveite, varizes, colicas abdominais e intestinais, dores Osseas, fezes
liquidas e pastosas, com frequéncia inferior a 5% cada. As complicagdes mais comuns e descritas
na literatura estdo representadas na Tabela 6.

Em relacdo as complicacdes associadas ao uso da azatioprina (AZA), as queixas mais
frequentes incluiram linfopenia (n=18; 12,0%), dor abdominal (n=16; 10,7%), anemia (n=12;
8,0%), neutropenia (n=9; 6,0%), leucopenia (n=4; 2,7%) e nauseas/vomitos (n=4; 2,7%). Outras
complica¢des, como queda de cabelo, dor de cabega, pele ressecada, lesdes cutineas, evacuagdes
liquidas e fibromialgia, foram mencionadas por menos de 4% dos pacientes. Essas informacdes
estao detalhadas na Tabela 6. Entre os pacientes em uso de AZA, nao foram registrados obitos nem
efeitos adversos graves associados ao farmaco durante o periodo do estudo.

Ao analisar as queixas dos pacientes relacionadas aos efeitos adversos ou quanto as
compliacagdes da doenga, observamos que pacientes que relataram artralgia, dor abdominal, uveite,
nauseas, anemia, vomitos ¢ perda de apetite eram maioria autodeclarados brancos e carregavam
alelo selvagem para todas as enzimas analisadas. A maioria fazia uso de terapia com AZA, sem
associagdo com Alopurinol.

Avaliando os possiveis fatores capazes de influenciar na atividade da doenga (DII),
observamos que pacientes homozigotos para o alelo mais frequente para os genes das enzimas
analisadas apresentaram mais frequéncia de complicag¢des atribuidas aos medicamentos e a DII,

como queixas relacionadas a uveite e artralgia (Tabela 6).



Resultados

68

Tabela 6 - Eventos adversos, complicagdes da doenca e intolerancias associadas com as terapias
medicamentosas ¢ os polimorfismos genéticos

Complicacdes atribuidas aos

Complicacdes atribuidas a

medicamentos DII
2¢ = =z §3 23| .
g f£3 £ 2 g£%5 g £ 2 &2 & 2
= I 3 E EEf gz| = & & £ °
< “ = g¢e  3&
Doenca
DC (n=120) 4,0% 6,8% 53% 2, 7% 2,7% 4,0% 26,0% 0,7% 1,3%
RCU (n=30) 4,0% 0,7%  0,7% - 0,7% - 2,0% 0,7%  0,7%
Terapia
AZA (n=137) 6,0% 68% 47% 2,0% 2,7% 3,3% 26,7% 0,7%  0,7%
AZA/ALO (n=13) 20% 07% 13% 0,7% 0,7% 0,7% 21,3% 0,7% 1,3%
TPMT
Selvagem (n=137) 8,00 6,1% 4,7% 2,0% 2,7% 4,0% 24,7% 1,3%  2,0%
Variante (n=13) - 2,0% 1,3% 0,7% 0,7% - 3,3% - -
ITPA rs9101
Selvagem (n=97) 73% 4,1% 33% 1,3% 3,4% 2,7% 14,7% 0,7%  2,0%
Variante (n=53) 0,7% 34% 2,7% 1,3% - 1,3% 13,3% 0,7% -
ITPA rs8362
Selvagem (n=74) 53%  2,7% 3,3% 1,3% 2,7% 3,3% 12,0% - 2,0%
Variante (n=76) 2% 47% 2,7% 1,3% 0,7% 0,7% 16,0% 1,3% -
ITPA rs1127354
Selvagem (n=142) 8,0% 74% 6,0% 2, 7% 3,4% 4,0% 24,7% 1,3%  2,0%
Variante (n=8) - - - - - - 3,3% - -
ITPA rs7270101
Selvagem (n=108 6,7% 47% 53% 2,7% 2,0% 22,0% 33% 18,7% 13% 2,0%
Variante (n=42) 1,3% 2,7% 0,7% - 1,3% 0,7%  9,3% - -
HPRT rs1468266
Selvagem (n=116) 53% 54% 4,0% 0,7% 34% 18,0% 3,3% 21,3% 0,7%  2,0%
Variante (n=34) 27% 20% 2,0% 2,0% - 10,0% 0,7%  6,7%  0,7% -
XO/XDH rs4407290
Selvagem (n=146) 8,00 74% 6,0% 2,7% 2,7%  273% 4,0% 273% 13% 13%
Variante (n=4) - - - - 0,7% - 0,7% - 0,7%
XO/XDH rs17323225
Selvagem (n=141) 73% 68% 6,0% 2,7% 34% 28,0% 33% 267% 13% 2,0%
Variante (n=9) 0,7%  0,7% - - - 0,7% 1,3% - -
XO/XDH rs1884725
Selvagem (n=97) 33% 6,8% 33% 1,3% 2,0% 20,7% 2,0% 20,0% 13% 1,3%
Variante (n=53) 47% 0,7% 2,7% 1,3% 1,3% 2,0%  8,0% - 0,7%
XO/XDH rs2295475
Selvagem (n=91) 73% 34% 47% 2,0% 2,0% 193% 2,7% 20,0% 13% 1,3%
Variante (n=59) 0,7% 41% 13% 0,7% 1,3% 1,3%  8,0% - 0,7%
XO/XDH rs17011368
Selvagem (n=137) 73% 74% 6,0% 2,7% 34% 26,0% 33% 260% 13% 2,0%
Variante (n=13) 0,7% 0,7% - - - 0,7% 0,2% - -

Nota: Numero de participantes em porcentagem; DII: doenga inflamatéria intestinal; DC: doenga de Crohn;
RCU: retocolite ulcerativa; AZA: azatioprina; AZA/ALO: terapia associada azatioprina/alopurinol; TPMT:
tiopurina metiltransferase; ITPA: inosina trifosfatase; HPRT: hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferase;

XO/XDH: xantina oxidase ou xandina desidrogenase.

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

A enzima hepatica (TGO/AST) apresenta valores aumentados em pacientes que carregam

pelo menos um gene variante na enzima ITPA (rs7270101) e uma correlagdo com polimorfismo
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TPMT (p=0,268; p<0,001), evidenciando que valores altos de TGO/AST estdo relacionados com
pacientes carregando genotipo variante em comparagdo com pacientes que apresentam alelos
selvagens, corroborando que pacientes com polimorfismos retém purinas na forma de 6-TITP,
metabolito toxico, durante o metabolismo de 6-MP. No entanto, os valores enzimaticos estdo dentro
dos parametros normais (homens 38 U/L; mulheres 32 U/L) (valor mediano 23U/L versus 20U/L;
p=0,049) (Gréfico 5).

Grafico 5 - Relacdo entre a enzima hepatica TGO/AST e genoétipos da enzima ITPA (rs 7270101)

100- ) .
= 80- .
2
- _ °
o 60
<
o 40' 'o:o (1%
(D o...°°:oo .0:'.
|_ (11 Seo ee® 00,.°°% oo
20' ..;o::“
0 [ )
Selvagem Variante

ITPR rs 7270101

Nota: ITPA: inosina trifosfatase; selvagem: paciente homozigoto; variante: paciente que carrega pelo
menos uma copia de alelo variante; TGO/AST: transaminases aspartato aminotransferase / transaminase
glutdmico-oxalacética. Teste U de Mann-Whitney, *p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Em relacdo a neutropenia, observamos que pacientes com polimorfismos na enzima XO/XDH
rs1884725 apresentaram neutropenia em relagdo aos pacientes sem polimorfismos, o que ¢ esperado
vistos que a enzima com polimorfismo apresenta atividade reduzida, metabolizando menos 6-MP
em 6-TU (p=0,035). Avaliando os fatores que podem ou ndo influenciar na linfopenia, observamos
que pacientes com polimorfismo na enzima XO/XDH rs17323225 apresentaram linfopenia
(p=0,034) em relagdo aos pacientes homozigotos. Nao houve associagdes estatisticamente
significativas entre genotipos TPMT e neutropenia ou linfopenia, o que foi observado pela auséncia
de relatos clinicos ou evidéncias bioquimicas de mielossupressdo. O mesmo foi observado ao
analisarmos os genotipos das demais enzimas com 0s mesmos parametros.

Ao buscar associagdo entre os genotipos investigados e os eventos desfavoraveis associados
ao tratamento com AZA, observou-se que os pacientes com genotipo do tipo selvagem e variantes
(heterozigotos e homozigotos) apresentaram numeros semelhantes de queixas relacionadas a terapia
sem correlagdo com polimorfismos (Tabela 6). No entanto, ocorréncia de artralgia foi predominante

em pacientes com alelos do tipo selvagem para todos os genotipos investigados.
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6 DISCUSSAO

O estudo para a escrita do artigo de revisdo sistematica investigou a variabilidade no
metabolismo de tiopurinas em pacientes com DII, com destaque da influéncia de polimorfismos do
TPMT na resposta terapéutica e nos eventos adversos associados ao uso de AZA. E fundamental
destacar a relacdo entre variabilidade genética dos pacientes, concentracdes de metabodlitos de
thiopurinas, resposta terapéutica e ocorréncia de eventos adversos, como a mielossupressdo. De
acordo com a revisdo sistematica, a ocorréncia de efeitos adversos estd fortemente associada a
atividade do TPMT, mas também a fatores ambientais e terapéuticos. Isso aponta para a
necessidade de ajustes terapéuticos, considerando que interacdes medicamentosas podem afetar a
seguranca do tratamento.

A revisdo sistematica também evidenciou a heterogeneidade nas recomendagdes de dosagem
de AZA. As diretrizes para o tratamento de DII em pacientes caucasianos recomendam doses
didrias de 2 a 3 mg/kg, baseadas na atividade normal de TPMT. No entanto, a aplicagdo dessas
diretrizes a outras etnias, como as populacdes japonesas, exige uma avaliagdo mais aprofundada, ja
que essas populagdes podem requerer doses menores de AZA para alcangar eficacia clinica e
concentragdes terapéuticas de 6-TGN, refletindo a necessidade de protocolos de tratamento mais
personalizados. Esse aspecto foi relevante para nossa pesquisa, pois refor¢ou a ideia de que a
aplicacdo de doses padrao de AZA pode nao ser adequada em todas as populagdes, sendo essencial
um ajuste de dose individualizado para otimizar o tratamento em diferentes contextos.

Outro ponto importante destacado pela revisdo ¢ o papel da genotipagem do TPMT como
ferramenta crucial para prever a toxicidade da AZA. Nossa pesquisa confirma que a inclusdo da
genotipagem TPMT na prética clinica poderia reduzir substancialmente o risco de efeitos adversos,
como mielossupressao grave ou hepatotoxicidade, leucopenia, pancreatite, nduseas e vOmitos,
principalmente em pacientes com variantes do TPMT, que estdo em maior risco. Estudos incluidos
na revisao indicam que cerca de 52% das pesquisas correlacionaram diretamente os polimorfismos
do TPMT com a ocorréncia desses efeitos. No entanto, alguns pesquisadores sugerem que outros
mecanismos, como reagdes de hipersensibilidade, podem ser responsaveis por eventos adversos,
como febre e erupgdo cutidnea, em pacientes que conseguem tolerar a AZA em doses terapéuticas.

A revisdo também destaca a importancia do monitoramento dos niveis de 6-TGN e 6-MMP,
j& que niveis elevados de 6-TGN estdo associados a uma maior resposta clinica, mas também a um
risco aumentado de leucopenia, enquanto niveis elevados de 6-MMP estio ligados a
hepatotoxicidade. A quantificagdo dos metabolitos surge como uma ferramenta clinica valiosa para
personalizar o tratamento e otimizar os resultados terapéuticos, além de prevenir ocorréncia de

efeitos adversos. No entanto, autores apontam que, embora o genotipagem do TPMT seja 1til para
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determinar a dose inicial e prever a toxicidade, ela ndo substitui a necessidade de monitoramento
continuo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos durante o tratamento com tiopurinas.

Em conclusao, o artigo reforca a importancia de um monitoramento rigoroso dos niveis de 6-
TGN e 6-MMP, especialmente em pacientes com DII que utilizam AZA ou 6-MP, para garantir a
eficacia do tratamento e minimizar os riscos de toxicidade. O genotipagem de TPMT antes ou
durante a fase inicial do tratamento pode ser um fator preditivo importante para a resposta clinica e
a prevencao de mielossupressao, mas deve ser complementada por exames periodicos para garantir
a seguranca do paciente (Ribeiro et al., 2023).

Esse monitoramento rigoroso e a genotipagem genética sdo particularmente relevantes
considerando a longa utilizacdo de imunossupressores da classe das tiopurinas, AZA e 6-MP, que
tétm sido amplamente utilizados ha mais de 30 anos para o tratamento das DII, prescritos
principalmente para manter a remissao e prevenir a recorréncia da doenga (Colli et al., 2008; Iborra
et al., 2019). Sousa e colaboradores (2014), em seus achados clinicos, mostraram que 23,6% dos
doentes iniciaram a imunossupressao com AZA, onde 66,7% apresentaram eficacia terapéutica
(Sousa et al., 2014). Tais resultados corroboram nossos achados na populacao atendida no hospital
universitario, onde encontramos uma taxa de remissao de 68,0%, destacando a eficacia dessa terapia
no tratamento da DII. Por outro lado, observou-se a alta incidéncia de complicagdes decorrentes da
DII ou do tratamento com tiopurinas (22,0%), o que evidencia os desafios continuos enfrentados
pelos pacientes e profissionais de satde no manejo dessa condigdo crdnica.

Ademais, pode-se observar que a ocorréncia dos eventos adversos devido a AZA, no presente
estudo, foi semelhante as relatadas em estudos prévios (Broekman et al., 2017; Kim; Choe, 2013;
Leite et al., 2009). Os eventos adversos relacionados ao uso da AZA sdo bem conhecidos e
documentados. Dezenas de trabalhos clinicos e de revisdo de literatura descrevem eventos
desfavoraveis associados, principalmente, aos niveis intraeritrocitarios elevados de 6-TGN e 6-
MMP. A mielotoxicidade ¢ o principal evento adverso dose-dependente relacionado a 6-TGN. No
entanto, ja foram observados eventos inesperados menos frequentes, como as leucemias e linfomas.
Em relagdo a 6-MMP, o principal efeito toxico conhecido ¢ a hepatotoxicidade, contudo, sua
relacdo com os niveis de 6-MMP ndo estd completamente esclarecida (Czaja, 2020; Dillon et al.,
2020; Liu et al., 2015; Shin et al., 2016; Van Gennep et al., 2019).

Os eventos adversos significativos observados em nosso estudo, como artralgia (28,0%),
linfopenia (12,0%), dor abdominal (10,7%), anemia (8,0%), neutropenia (6,0%) e leucopenia
(2,7%) nao levaram a retirada definitiva da AZA, apenas ajustes de dose e/ou associacdo com
alopurinol 100mg, ndo interrompendo o tratamento com este farmaco. Todos os eventos adversos

relatados no estudo foram avaliados e acompanhados periodicamente pela equipe médica. Varios
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estudos apontaram ocorréncia de nduseas/vomitos incoerciveis (10 a 28%), levando a interrupc¢ao da
terapia, seguidas por dor abdominal e pancreatite (Colli et al., 2008).

Nao ocorreu nenhum caso de malignidade em nossos achados, tal como tem sido constatado
em alguns estudos que sugerem uma relagdo (controversa) entre as tiopurinas e linfoma ou outros
tipos de cancer (Leite et al., 2009; Wilson et al., 2021). Nao se verificou, igualmente, a ocorréncia
de nenhum caso de pancreatite aguda, o que tem sido observado em estudos com populagao
submetida a esta terapéutica (Leite et al., 2009; Wilson et al., 2021). A falta de modificacao ou
suspensao da dose de AZA, apesar da ocorréncia de manifestagdes clinicas, levanta questdes sobre
a tolerabilidade da terapia e a necessidade de avalia¢do personalizada dos riscos e beneficios.

A observagdo de que 22,0% dos pacientes apresentaram efeitos adversos relacionados a
terapia com AZA ressalta a importancia da monitorizacdo cuidadosa dos pacientes durante o
tratamento. A importancia da monitorizacao dos niveis intraeritrocitarios de 6-TGNs, com objetivo
de reduzir a toxicidade dose-dependente, foi avaliada por diversos pesquisadores, demonstrando
que a quantificacdo dos metabdlitos da AZA exerce um papel importante no acompanhamento
clinico de pacientes submetidos a terapia com AZA (Kirchherr et al., 2013; Srinivasan; de Cruz;
Van Langenberg, 2019; Yao et al., 2021).

Ao contrério da dose padronizada em mg/kg de massa corporal, a individualizacdo da dose ¢
realizada pela MTF, o que possibilita adequacdo dos niveis do metabolito 6-TGN a faixa
terapéutica, a manutencao das concentragdes de 6-TGN e de 6-MMP em niveis em que os eventos
adversos sejam minimizados, além de possibilitar a identificacdo de casos de ndo adesdo ao
tratamento (Wilson et al., 2021).

Em algumas regides, como nos Estados Unidos, em alguns paises europeus, no Reino Unido e
no Japao, a MTF ¢ uma prética rotineira que envolve os mais variados medicamentos, inclusive a
AZA. No Brasil, ainda sdo poucos os laboratorios que realizam o monitoramento de farmacos,
talvez devido a falta de equipamentos adequados, de profissionais qualificados ou, ainda, devido ao
desconhecimento desta ferramenta (Ribeiro et al., 2022; Ribeiro et al., 2023). Até o presente
momento, identificamos apenas onze laboratorios brasileiros que realizam essa rotina de
monitoriza¢do de farmacos, ¢ destes, somente nove realizam o monitoramento da AZA, localizados
nos estados do Amazonas, Minas Gerais, Parana, Pernambuco, Rio Grande do Sul e Sao Paulo.

A primeira metodologia descrita para a monitorizagao terapéutica dos niveis intraeritrocitarios
de 6-TGN foi desenvolvida por Lennard e Maddocks, em 1983, e serviu como base para o
desenvolvimento de outros métodos e determinagdo dos intervalos terapéuticos no tratamento com a
AZA (Dervieux; Lennard, 1998). Alguns métodos ja foram descritos para dosagem da 6-TGN e 6-

MMP, porém essas metodologias apresentam algumas variagdes entre si (Binscheck et al., 1996;
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Dervieux; Boulieu, 1998; Hawwa et al., 2009; Kirchherr et al., 2013; Naik; Nandibewoor, 2013;
Oliveira et al., 2004; Pacheco-Neto, 2010; Stefan et al., 2004; Vicha et al., 2015).

Baseado nos métodos ja descritos na literatura para a determinagdo dos metabolitos, nosso
grupo de estudos do laboratério LaFaCE desenvolveu, validou e otimizou as condi¢des analiticas
para a quantificacdo dos metabdlitos da AZA, 6-TGN e 6-MMP, permitindo determinar suas
concentragdes intraeritrocitarias em 150 pacientes tratados com AZA e correlaciond-las com os
efeitos terapéuticos e adversos, bem como com os gendtipos para 13 SNPs em 4 importantes
enzimas envolvidas na metabolizacao dessa tiopurina.

Comparando os nossos resultados de validagdo analitica com a outros estudos, observamos
que o nosso método cromatografico, empregado para a realizagdo da quantificacdo de 6-TGN e 6-
MMP, ¢ especifico e sensivel para a determinagdo simultanea de concentracdes dos metabolitos da
AZA, conferindo confiabilidade nos resultados e constituindo-se em uma importante ferramenta na
rotina de monitorizagdo terap€utica de pacientes com DII (Ribeiro et al., 2022).

Os métodos desenvolvidos na década de 80 ndo avaliaram os niveis de 6-MMP e
apresentaram intervalo para os niveis de 6-TGN entre 30 ¢ 30000 pmol/8x108 eritrocitos. Lennard
& Singleton (1992) realizaram um estudo com menor intervalo para 6-TGN — 30 a 900 pmol/8x103
eritrocitos — e, pela primeira vez, quantificaram a 6-MMP, com intervalo entre 300 e 3000
pmol/8x10® eritrocitos. Em outros estudos, nota-se que as concentragdes de 6-TGN apresentaram
ampla variagdo, desde valores com intervalo de 41-8114 pmol/8x108 eritrocitos para 6-TGN e entre
244-32453 pmol/8x108 eritrocitos para 6-MMP (Dervieux; Boulieu, 1998; Lennard; Singleton,
1992; Naidu et al., 2014; Oliveira et al., 2004).

Séverine e colaboradores (2020), semelhante ao observado em outros estudos clinicos e de
revisdo, estabeleceram a associagao da remissao da doenga a faixa terapéutica da tiopurina, cujos
niveis de 6-TGN permaneceram entre 235-400 pmol/8x10® eritrocitos, enquanto niveis superiores a
450 pmol/8x108 eritrocitos se correlacionaram com aumento da toxicidade e sem ganho terapéutico
adicional (Gearry; Barclay, 2005; Lin et al., 2021; Séverine et al., 2020; Turbayne; Sparrow, 2022).
No entanto, essas descobertas foram inconsistentes com as de outros estudos, incluindo uma revisao
sistematica de Konidari et al. (2014), que ndo detectaram tal correlagdo entre estar em remissao e
apresentar concentragdes elevadas de 6-TGN (Konidari et al., 2014).

Concentrac¢des de 6-TGN e 6-MMP fornecem informagdes sobre a exposi¢do do paciente a
AZA e podem ser uteis na predi¢do da resposta ao tratamento e na otimizacdo da terapia. Nossas
analises mostraram que pacientes com DII em remissdo apresentaram um aumento significativo no
valor da mediana do 6-TGN (207,5 pmol/8x108® eritrocitos) em relagdo aqueles com doenca em

atividade (125,8 pmol/8x108 eritrocitos), semelhantes aos achados da revisdo conduzida por Magro
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et al. (2020). A correlagdo significativa entre a remissao da doenga e aumento das concentragdes de
6-TGN sugere que o monitoramento desses metabdlitos pode ser 1til nas decisdes clinicas.

Em outro estudo clinico, foi apontado que as concentracoes médias de 6-TGN foram
significativamente maiores em pacientes em remissdo clinica (342,8 + 184,6 pmol/8x108
eritrocitos) quando comparados aos pacientes com a doengca em atividade (232,9 + 159,7
pmol/8x10® eritrocitos) (Andoh et al., 2008). Tal observagdo nos fornece evidéncias adicionais do
papel potencial desse metabolito como marcador de resposta ao tratamento.

Jonason et al (2020) encontraram valores de 6-TGN proximos aos nossos em pacientes com
remissdo (254 pmol/8x108 eritrocitos) e maiores do que em pacientes que ndo estavam em atividade
(177 pmol/8x10% eritrocitos), embora ndo apresentando diferenga estatisticamente significativa
(p=0,08) (Jonason et al., 2020). Tais resultados foram semelhantes a um estudo de metanalise, que
demonstrou pacientes em remissdo clinica com niveis de 6-TGN acima de 230 e 260 pmol/8x103
eritrocitos e ao estudo conduzido por Mallick e Malik (2022), onde a eficacia terapéutica da AZA
tem sido associada a niveis de 6-TGN > 235 pmol/8x10? eritrdcitos, enquanto o risco de leucopenia
esta associado a niveis de 6-TGN > 450 pmol/8x 108 eritrocitos, e a hepatotoxicidade se desenvolve
em niveis de 6-MMP > 5700 pmol/8x10® eritrocitos (Kopylov; Ben-Horin; Seidman, 2014; Mallick;
Malik, 2022).

Apesar da literatura trazer uma padronizagdo da faixa terapéutica recomendavel de 6-TGN
(230 a 400 pmol/8x10? eritrocitos), o limite superior de 450 pmol/8x10% eritrocitos ndo estd bem
corroborado por dados experimentais e, recentemente, foi observado que concentragdes mais altas
de 6-TGN estiveram associadas com cicatrizagdo da mucosa intestinal em pacientes com DII, por
isso a importancia de atingir uma concentragdo sérica especifica para remissdo da doenca e a
melhora dos sintomas, minimizando a ococrréncia de eventos adversos (Jonason et al., 2020; Magro
et al., 2020; Kopylov; Ben-Horin; Seidman, 2014; Mallick; Malik, 2022). Em nosso estudo, 22,0%
dos pacientes apresentaram concentragcdes acima desse limite, entretanto, com boa tolerancia ao
tratamento, apresentando poucos ou nenhum relato de evento adverso.

A auséncia de diferenga estatisticamente significativa nas concentragdes de 6-MMP entre os
grupos de pacientes com a doenga em remissdo e em atividade sugere que esse metabdlito pode nao
ser um indicador direto da atividade da DII. Isso contrasta com os achados relacionados ao
metabolito 6-TGN, que mostrou uma correlacao significativa com a remissao da doenga.

Estudos observacionais de pacientes com DIl tém demonstrado consistentemente que
pacientes com maior concentragdo de 6-TGN apresentam maior remissao da DII, no entanto, niveis
elevados deste metabolito estdo associados ao aumento do risco de complicacdes da farmacoterapia,

como infeccdo e mielossupressao. Portanto, torna-se importante a personaliza¢do da dose, na qual é
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possivel prescrever a dose mais apropriada de AZA para maximizar a eficdcia e minimizar o risco
de toxicidade (Dillon et al., 2020; Morales et al., 2007; Van Gennep et al., 2019).

Em concordancia com relatos anteriores, houve uma leve linfopenia (12,0%), neutropenia
(6,0%) e leucopenia (2,7%) relacionadas ao aumento da concentracao de 6-TGN, porém, ndao houve
registro de mielossupressdo (< 3000 mm?® ou pL) dos pacientes e nem a necessidade de suspensdo
do medicamento, semelhantes a achados de outros autores (Rashid et al., 2020; Wilson et al., 2021).

Estudos mostraram ocorréncias de 5 a 51% de leucopenia, 27 a 33% de neutropenia e 1,5%
dos pacientes com linfopenia (Abuelsoud et al., 2021; Jonason et al., 2020; Kopylov; Ben-Horin;
Seidman, 2014; Zaman et al., 2019). A observagdo de diferencgas significativas nos parametros
hematologicos, como leucometria global e numero de neutrofilos, entre os grupos de pacientes com
a doenca em atividade e em remissdo, destaca a importancia de uma abordagem multifacetada na
avaliacdo da atividade da DII, considerando ndo apenas marcadores bioquimicos, mas também
caracteristicas clinicas e hematolédgicas.

Numa compilagdo de resultados de estudos sobre a quantificacdo dos metabodlitos 6-MMP e
hepatotoxicidade induzida por tiopurinas, foi proposto o limiar de referéncia para hepatotoxicidade
em 5700 pmol/8x10® eritrocitos. O efeito adverso hepatotoxicidade foi definido através dos valores
da enzima alanina aminotransferase (TGP/ALT), num valor de 2 a 5 vezes superior ao limite de
normal (valor normal até 36 U/L) (Broekman et al., 2017; Chen et al., 2020; Kopylov; Ben-Horin;
Seidman, 2014; Singh et al., 2020; Turbayne; Sparrow, 2022; Van Asseldonk et al., 2012; Yarur et
al., 2018;).

Dos paciente analisados, 11,3% apresentaram niveis de 6-MMP acima do limiar de referéncia
e destes, nenhum paciente apresentou valores acima do limite para TGP/ALT, n3o ocorrendo, em
nosso estudo, relato de hepatotoxicidade. Existem muitos fatores envolvidos no desenvolvimento de
hepatotoxicidade induzida por tiopurina, incluindo a dose de tiopurina, peso corporal, sexo e idade.
Em seu estudo, Broeman et al. (2017) observaram a incidéncia de hepatotoxicidade de 15,8%, o que
estd dentro da faixa de incidéncia altamente variavel relatada em estudos anteriores. Esta ampla
variagdo (4 a 17%) ¢ provavelmente resultado de diferencas nos protocolos de estudo, nas terapias e
nas defini¢des de toxicidade hepatica induzida por medicamentos (Broekman et al., 2017).

Outro dado observado na populagdo incluida no presente estudo foi a diminuicdo da
transaminase TGO/AST (22,0 + 10,4 U/L) no grupo de pacientes que apresentavam a doenca em
atividade, com os niveis maximos de 6-TGN a 564,0 pmol/8x 103 eritrocitos e de 6-MMP a 97800,0
pmol/8x10® eritrocitos. Entretanto, ndo houve significincia estatistica e os valores de TGO/AST dos
pacientes se mantiveram dentro dos valores de referéncia (valor normal até 40 U/L), ndo sendo

necessdaria alteracdo na dose da AZA (Yarur et al., 2018).
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No nosso estudo, 13 pacientes (8,7%) estavam em terapia combinada AZA e alopurinol, e foi
possivel observar a remissao clinica, a diminui¢ao da dose de AZA (terapia com AZA: 150 mg/dia,
terapia associada: 50,0 mg/dia) e a diminuicdo significativa dos niveis de 6-MMP (802,5
pmol/8x10% eritrocitos) em comparagdo com o grupo de pacientes sob terapia com AZA (1052,8
pmol/8x10® eritrocitos). Tais resultados confirmam os achados de vérios autores sobre a inibigdo da
enzima xantina oxidase (XO) e, consequentemente, a diminui¢ao dos niveis do metabolito 6-MMP
e possiveis reducdes nas ocorréncias de hepatotoxicidade, permitindo aos pacientes a continuidade
da terapia com tiopurinas (Czaja, 2020; Thomsen et al., 2020; Van Gennep et al., 2019; Wilson et
al., 2021).

Assim como em outros estudos, foi possivel observar uma ampla variagdo interindividual nos
pardmetros bioquimicos e hematologicos em todos os intervalos de 6-TGN (4,5 a 2455.,8
pmol/8x10® eritrocitos) e de 6-MMP (25,8 a 97800,2 pmol/8x10® eritrocitos), permanecendo, a
grande maioria dos individuos com pardmentros normais, conforme os valores limitrofes definidos
pelo Programa Nacional de Controle de Qualidade (Dacie, 2017; Smith et al., 2012). E importante
ressaltar que ndo foram observadas diferengas estatisticas significativas em outros resultados
hematologicos e bioquimicos entre os grupos de terapia com AZA e terapia combinada, indicando
que o aumento nas concentracdes de 6-MMP ndo se refletiu em outras medidas clinicas avaliadas.

Em muitos estudos, as diferencas na eficacia terapéutica ou na toxicidade das tiopurinas sdo
parcialmente explicadas pela formagao variavel de metabdlitos ativos devido a polimorfismos em
genes que codificam enzimas cruciais para o metabolismo desses farmacos (Ding et al., 2021). As
variagdes enzimadticas individuais da TPMT, uma das enzimas mais importantes no metabolismo da
AZA, da ITPA, XO/XDH e HPRT parecem incluenciar de forma variavel na concentragdo dos
metabolitos das tiopurinas, correlacionamdo-se com a eficacia e os efeitos adversos (Abuelsoud et
al., 2021; Graham; Xavier, 2020; Van Den Bosch; Coenen, 2021; Zaman et al., 2019). Estudos que
avaliaram os efeitos adversos e a atividade da TPMT mostram uma frequéncia em 0,3% da
populagao de baixa ou nenhuma atividade enzimatica ao passo que 11% apresentam atividade
reduzida, apontando para a importancia da avaliagdo das variantes genéticas de enzimas com
preditora dos desfechos relacionados a farmacoterapia e, portanto, a genotipagem como uma
ferramenta 1til antes de se iniciar a terapia com AZA (Czaja, 2020; Dillon et al., 2020; Van Gennep
et al., 2019).

Em nosso estudo, os trés alelos variantes da enzima TPMT, TPMT *2 (rs1800462: ¢.238G>C;
p.[Ala80Pro]), TPMT *3A (rs1800460; rs1142345: c.[460G>A; 719A>G]; p.[Alal54Thr;
Tyr240Cys]) e TPMT *3C (rs1142345: c.719A>G; p.[Tyr240Cys]), os quais se associam com
atividades reduzidas da enzima quando comparadas ao alelo TPMT *1, estiveram presentes em uma

frequéncia total de 8,7% da populagdo de pacientes com DII incluidos no estudo. Tais achados da
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distribuicdo dos alelos de menor frequéncias sdo semelhantes aqueles encontrados em outras
populagdes, incluindo a brasileira (Tabelas 2 e 7 (Apéndice E)).

De maneira importante, nossos achados apontaram para niveis mais altos de 6-TGN em
pacientes carregando pelo menos 1 copia desses alelos variantes, quando comparado os pacientes
TPMT*1/*1, ainda que tratados com doses usuais de AZA (Grafico 4A). Esses resultados sdao
compativeis com os estudos funcionais que apontam que a presenca de pelo menos um alelo
variante (*2, *3A e *3C) da TPMT associa-se a redugdo na atividade enzimatica, resultando em um
aumento, nao significativo, nas concentracdoes de 6-TGN. Esses dados corroboram os de outros
autores, onde pacientes com alelos variantes podem metabolizar a AZA de forma mais lenta,
levando a niveis mais elevados de 6-TGN, o que pode estar relacionado a uma melhor resposta
terapéutica (Abuelsoud et al., 2021; Graham; Xavier, 2020; Van Den Bosch; Coenen, 2021; Zaman
etal., 2019).

E bem conhecido que o fenénipo de baixa atividade TPMT altera o metabolismo da AZA,
aumentando concentracdes de 6-TGN e, também, o risco de mielossupressao. Desse modo, autores
afirmam que a atividade normal ou alta TPMT leva a menores concentragdes de 6-TGN devido ao
aumento metabolismo e desvio para producdo do metabdlito 6-MMP. Em seus estudos, Jonason e
colaboradores (2020) ndo encontraram correlagdo entre a atividade normal a alta da enzima TPMT
e concentracdo dos metabdlitos 6-TGN ou 6-MMP. Adicionalmente, ndo houve correlagdo com a
dose de AZA (mg/kg) (Jonason et al., 2020). Achados semelhantes ao nosso estudo.

Quanto ao metabolito 6-MMP, observou-se que a presenca de pelo menos um alelo variante
da TPMT (*2, *3A e *3C) parece relacionar-se a diminui¢do nas concentragdes de 6-MMP quando
comparado aos pacientes homozigotos para o tipo selvagem, no entanto, ndo se alcangou nivel de
significancia estatistica (Grafico 4B). Ademais, ndo foram encontradas diferencas significativas nos
valores medianos de doses diarias de AZA entre os pacientes com gendtipo selvagem da TPMT e
aqueles com alelos variantes, indicando que a presenga desses polimorfismos pode ndo afetar a dose
de AZA necessaria para atingir concentragdes terapéuticas. Isso sugere que, embora os
polimorfismos na TPMT influenciem a metabolizagdo da AZA, outros fatores também podem
contribuir para a resposta ao tratamento.

Nos pacientes com fendtipo de alta atividade enzimatica de TPMT, ha o favorecimento da
produgdo de 6-MMP, com concentragdes reduzidas de 6-TGN. Bradford e Shih (2011) e Wilson et
al (2021) demonstraram, através de revisdes e achados clinicos, que a adi¢do de um inibidor da
ezima XO, como por exemplo, o alopurinol, pode contribuir para a produg¢do de 6-TGN sobre 6-
MMP, resultando em atividade melhorada de doenca, conforme medido pelo indice de Harvey-
Bradshaw e indice de Truelove and Witts (Bradford; Shih, 2011; Wilson et al., 2021). Neste sentido,

nossos resultados também destacam diferengas nas concentragdes de metabolitos entre pacientes
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tratados com AZA e aqueles que receberam terapia combinada com alopurinol ou medicamentos
biolégicos, como infliximabe. Essas diferengas sugerem que a combinacdo de AZA com outros
medicamentos pode modular a metaboliza¢do das tiopurinas e, portanto, influenciar a eficacia e
seguranga do tratamento.

Sabe-se que grande variabilidade individual na atividade da enzima TPMT pode afetar varios
padroes de metabdlitos e resultados de tratamento farmacoldgico. Em populagdes brancas, a
atividade intermedidria ou baixa da TPMT foi associada a presenca dos alelos TPMT *2, TPMT
*3A e TPMT *3C. Em populagdes afro-americanas e asiaticas, TPMT *3C foi o alelo polimoérfico
predominante, com redugdo de 48,5% na producdo de 6-TGN, sendo a atividade TPMT 17% menor
em pretos americanos do que em brancos (Czaja, 2020; Lin et al., 2021).

Essas descobertas sdo consistentes com os resultados de muitos outros estudos, como o estudo
clinico conduzido por Hamdy et al. (2003), que concluiu que a frequéncia do alelo do tipo selvagem
foi de 97%. O genotipo TPMT *1/*3A foi detectado em um paciente, enquanto TPMT *1/*3C foi
detectado em cinco individuos. Assim como o nosso estudo, Hamdy et al. (2003) ndo encontraram
nenhum paciente carregando o alelo TPMT*3B nem pacientes homozigotos para os alelos variantes
(Hamdy et al., 2003).

Em nosso estudo, 91,3% dos participantes apresentaram genotipo TPMT*1/*1 (possivelmente
com atividade normal da enzima), ao passo que 8,7% exibiram genotipo heterozigoto
(possivelmente com atividade intermedidria ou baixa da enzima). Esses resultados corroboram o
estudo clinico realizado por Reis et al. (2003) que quantificou a atividade enzimatica TPMT em 306
brasileiros e observou-se uma distribuicdo trimodal normal (89,9%), intermediaria (9,8%) e
gendtipos de baixa atividade TPMT (0,3%), sendo este com risco muito elevado de toxicidade
grave quando exposto as doses padrao de tiopurinas (Reis et al., 2003).

Em nosso estudo, nao houve diferenca significativa entre os valores medianos das doses de
AZA dos pacientes com gen6tipo homozigoto selvagem da TPMT (150 mg/dia) e os heterozigotos
com alelo variante (125 mg/dia). Também ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes em relacdo aos valores medianos das doses diarias de AZA dos pacientes com
genotipo homozigoto e heterozigoto para as demais enzimas analisadas.

Além das variagdes genéticas da TPMT, um polimorfismo no gene da XO/XDH (rs17323225)
também mostrou uma associacdo significativa com as concentracdes de 6-MMP. A presenca do
alelo variante neste gene resultou em concentragdes mais elevadas deste metabolito em comparagao
aos pacientes com o gendtipo selvagem. Da mesma forma, outro polimorfismo no gene da
XO/XDH (rs1884725) mostrou uma associagao significativa com as concentragdes de 6-TGN, onde
a presenga do alelo variante também foi associada a niveis mais elevados desse metabdlito, quando

comparado aos pacientes com o genotipo selvagem. Esses resultados sugerem que a atividade da
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XO possa ser influenciada pelo polimorfismo genético estudado, podendo impactar na
metabolizacdo da AZA e, consequentemente, a resposta ao tratamento.

Esse dado torna-se particularmente interessante, visto que a frequéncia do alelo polimorfico
no rs1884725 da XO (A=20%) na populacdo estudada ¢ substancialmente superior a frequéncia dos
alelos variantes da TPMT (Tabela 3). Embora esses achados sejam interessantes, estudos de
replicacdo com amostras maiores de pacientes sdo necessarios para confirmar esses resultados.

A XO esta entre as principais enzimas para o catabolismo das tiopurinas, mas sua influéncia
na resposta metabolica ndo foi estudada extensivamente. XO/XDH ¢ provavelmente a enzima mais
importante que determina a biodisponibilidade da tiopurina, 16% a 72% para AZA e 5% a 37% para
6-MP, ¢ ¢é responsavel por sua alta varia¢ao (Ding et al., 2021).

Polimorfismos no gene que codifica para essa enzima XO/XDH tém sido pouco estudados em
pacientes com DII. No entanto, foi demonstrado em estudo clinico de Ding e colaboradores (2021)
que a influéncia de dois polimorfismos de nucleotideo unico (T1936C and T2107C) no gene
XO/XDH tem efeito na toxicidade, nos pardmetros hematoldgicos e nos niveis do metabdlito
tiopurina em pacientes com DII. Dos 92,5% dos pacientes com DII, trés eram heterozigotos para
ambos os alelos XO/XDH (T1936C e T2107C) e apresentaram dois ou mais efeitos adversos
simultaneamente. Autores ressaltam que os polimorfismos genéticos de XO/XDH e outros fatores
que também possam afetar a atividade enzimatica devem ser considerados em estudos futuros (Ding
etal., 2021).

Ainda que exista razoabilidade quanto ao papel dos polimorfismos genéticos na atividade da
XO e na metabolizagdo das tiopurinas, sabe-se que a oxida¢do do MP ¢ significativamente
influenciada ndo apenas pelo estado de atividade individual da XO, mas também, pela ingestiao
dietética de purinas, da dose de tiopurina e do uso de medicamentos complementares; portanto, a
medicao da atividade XO nao parece ser o fator determinante da oxidacao real da tiopurina e,
portanto, até o momento, ndo ¢ possivel prever com seguranga a resposta e a toxicidade da tiopurina
com base exclusivamene no gen6tipo para XO ou na fenotipagem da enzima (Moon; Loftus, 2016).

Além das variagdes genéticas mencionadas, um polimorfismo no gene da ITPA (rs1127354)
também demonstrou uma associacao significativa com as concentragdes de 6-TGN. A presenca do
alelo variante neste gene foi associada a concentragdes mais elevadas deste metabdlito em
comparagdo aos pacientes com o gendtipo selvagem. Em relagdo a outra enzima analisada, a HPRT,
ndo foram encontradas associagdes significativas dos gendtipos e as concentragdes de metabolitos
da AZA.

A anélise dos 13 polimorfismos genéticos relacionados as enzimas de metabolizagao nao
revelou diferengas estatisticamente significativas na frequéncia desses polimorfismos entre os

grupos de pacientes com a doenga em atividade e em remissdo, No entanto, ¢ importante considerar
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que a frequéncia alélica baixa para alguns polimorfismos e o tamanho da amostra podem ter
influenciado esses resultados, destacando a necessidade de estudos adicionais com amostras
maiores para elucidar o papel dos polimorfismos genéticos neste desfecho clinico avaliado
(remissao x atividade da doenga).

Em uma analise de regressdo logistica binomial para identificar fatores associados ao status
clinico de remissdo ou atividade da doen¢a, nenhum dos polimorfismos de TPMT, ITPA (rs9101,
rs1127354, rs7270101) HPRT (rs1468266), XO/XDH (rs4407290, rs17323225, rs1884725,
1s2295475, rs17011368) apresentou associacdo significativa com o status clinico. No entanto, os
niveis de 6-TGN foram fortemente associados a remissdo, destacando-se como um preditor
importante para a remissdo da doenca. Em contraste, os niveis de 6-MMP ndo apresentaram
associacoes consistentes. Além disse, o polimorfismo ITPA rs8362 foi significativamente associado
a uma maior probabilidade de remissao, sugerindo que, entre os fatores genéticos analisados, este
polimorfismo, juntamente com os niveis de 6-TGN, pode desempenhar um papel relevante na
modulagdo do status clinico da doenga.

No que se refere aos estudos envolvendo os polimorfismos no gene da ITPA, nossos achados
na populacdo atendida no ambulatorio do HU/UFJF, aproxima-se das frequéncias encontradas na
populacdo americana (Tabela 7 (Apéndice E)). Estudos funcionais apontam que as variantes no
gene ITPA estdo associadas a diminui¢do da atividade para 25 a 60% da atividade normal, com
frequéncias homozigotas de 9,3 a 13,6% ITPA rs1127354; 19,8 a 25,3% ITPA rs7270101, e 68,9%
para genotipo ITPA selvagem (Palmieri et al., 2007; Peltenburg et al., 2015; Van Den Bosch;
Coenem, 2020; Zaman et al., 2019).

Em seus estudos clinicos, Peltenburg et al. (2015) encontraram distribui¢ao diferente aquelas
encontradas em nosso estudo quanto aos alelos selvagens rs9101 (76%), variantes alélicos
relacionados com o polimorfismo 157270101 (6%) e variantes rs1127354 (20%). Os autores ndo
pesquisaram o polimorfismo ITPA c.138G>A (Peltenburg et al., 2015). Em rela¢do a atividade
normal de ITPA associada a redugdo de hemoglobinas, Peltenburg et al. (2015) encontraram 38,8%
de pacientes com atividade normal com reducdo da hemoglobina com 18% dos pacientes anémicos.
Outros estudos evidenciaram a relacdo do polimorfismo ITPA rs1127354 e a reducao
significativamente menor de hemoglobinas (27,1%) em comparacdo com o genotipo selvagem
ITPA (91,5%), 0 mesmo observado com o polimorfismo ITPA rs7270101 porém sem diferenca na
frequéncia de anemia (p=0,32), evidenciando a relagdo entre atividade normal da enzima ITPA com
anemia, além da relagdo com leucopenia e mielossupressao (El Raziky et al., 2017; Eltantawy et al.,
2023; Peltenburg et al., 2015).

Em estudos de revisao, a diminui¢ao da atividade de ITPA (rs9101, rs8362, rs1127354,

rs7270101) foi associada a efeitos adversos como febre, leucopenia, neutropenia e toxicidade
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hepatica com aumento de TGP/ALT, durante o tratamento com AZA e 6-MP, enquanto outros
estudos ndo conseguiram reproduzir este achado. As toxicidades de AZA e 6-MP tendem a ser
maiores entre os pacientes carregando alelos variantes em comparag¢ao com o tipo selvagem (Czaja,
2020; Van Den Bosch; Coenen, 2021).

Em um estudo com 120 pacientes com DII investigando se a atividade do HPRT estava
correlacionada com o metabolismo e a toxicidade da tiopurina, foi apontado que a atividade
enzimatica foi significativamente maior em pacientes com leucopenia do que sem essa reacdo. Uma
correlagdo positiva entre a atividade do HPRT e a concentragdo de 6-TGN foi encontrada em
pacientes com leucopenia, mostrando que a atividade do HPRT esta relacionada ao metabolismo da
tiopurina e a leucopenia no tratamento da DII. No entanto, o estado de conhecimento ainda ¢
insuficiente para determinar a importdncia do HPRT para prever e evitar efeitos adversos
relacionados a tiopurina (Moon; Loftus, 2016).

Em relacdo as complicagdes quanto ao uso da AZA, detectamos queixas como artralgia, dor
abdominal, linfopenia, neutropenia, leucopenia, enjoos/nduseas/vomitos, € em menor porcentagem
anemia, queda de cabelo, dor de cabega e dor no abdomen, pele ressecada. Apesar da ocorréncia das
manifestcoes clinicas, nenhum paciente, durante o estudo, teve a dose de AZA modificada ou
suspensa e ndo ocorreu nenhum caso de malignidade em nossos achados.

Os pacientes que relataram efeitos adversos eram predominantemente do grupo com genotipo
selvagem para todas as enzimas analisadas. Além disso, a maioria desses pacientes estava em
terapia com AZA. Isso sugere que pacientes com genotipo selvagem podem estar mais suscetiveis a
certos efeitos adversos do tratamento com AZA. Por outro lado, pacientes com alelos variantes
podem apresentar menos queixas relacionadas a terapia, indicando uma possivel relagdo entre os
polimorfismos genéticos investigados e a tolerancia ao tratamento.

Ao analisar as queixas dos pacientes quanto aos efeitos terapéuticos e adversos ou quanto a
intolerancia ao tratamento, observou-se correlacdo entre a enzima hepatica (TGO/AST) com
polimorfismos na enzima ITPA (rs7270101) e a terapia farmacoldgica, evidenciando que valores
altos da enzima TGO/AST estdo correlacionados com pacientes carregando pelo menos um gene
variante na enzima ITPA em comparagdo com os pacientes que apresentam alelo selvagem,
corroborando que pacientes com polimorfismos retém purinas na forma de 6-TITP, metabdlito
toxico. Ressaltamos que esses valores enzimaticos estdo dentro dos parametros normais € nenhum
paciente relatou hepatotoxicidade.

Jonason e colaboradores (2020) ndo identificaram, em seus achados clinicos, correlagdo dos
niveis de metabolitos 6-TGN ou 6-MMP com série branca, ALT ou creatinina. Isso pode estar
relacionado ao viés de selecdo como aqueles que desenvolveram leucopenia ou ALT elevada no

inicio do tratamento provavelmente sofreram redugdo da dose ou descontinuagdo antes das
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avaliacdes dos metabolitos do farmaco. No geral, a elevada taxa de leucopenia e transaminases
foram pouco frequentes, limitando nossa capacidade para detectar uma correlagdo (Jonason et al.,
2020).

Houve associagdes entre os polimorfismos nos genes da XO/XDH e os parametros
hematologicos, como linfopenia e neutropenia. Pacientes com o alelo polimoérfico relataram mais
queixas relacionadas a terapia com AZA em comparacao com aqueles com alelos selvagens, o que ¢
esperado vistos que a enzima com polimorfismo apresenta atividade reduzida, metabolizando
menos 6-MP em 6-MMP. Ademais, observamos que pacientes com polimorfismo na enzima
XO/XDH (rs1884725 e rs17323225) apresentaram linfopenia e neutropenia. Embora tenha havido
relatos de neutropenia e linfopenia induzidas por tiopurina, nenhum paciente teve interrup¢cao do
tratamento com AZA, havendo ajuste de dose e dois casos de associagdo com alopurinol.

Em seus achados clinicos, Ding et al (2021) evidenciaram que quatro pacientes apresentaram
dois ou mais efeitos adversos simultaneamente relacionados a influéncia do polimorfismo no gene
XO (rs17323225 e rs17011368). Dois deles apresentavam leucopenia acompanhada de intolerancia
gastrointestinal, um deles tinha alopecia acompanhada pela leucopenia, outro paciente teve alopecia
acompanhada de problemas gastrointestinais intolerancia e um ultimo paciente apresentou trés
efeitos adversos simultaneamente leucopenia, sintomas semelhantes aos da gripe e intolerancia
gastrointestinal (Ding et al., 2021).

Estudos clinicos ressaltaram que a frequéncia dos genotipos polimoérficos da TPMT
aumentaram significativamente no grupo de pacientes com efeitos adversos (11%) em comparagdo
com grupo de pacientes saudaveis (4,1%), onde os gendtipos polimoérficos da TPMT foram
significativamente mais frequente em pacientes que apresentaram leucopenia (26,1%). Dois
pacientes homozigotos para TPMT *3A apresentaram mielossupressao induzida por tiopurinas
(Leucoécitos < 1000 mm?) com apenas duas semanas de terapia. Em relagdo ao polimorfismo
rs1127354 do gene ITPA, a frequéncia de eventos adversos (13,6%) nao foi significativamente
diferente do grupo saudavel (11,4%) (Abuelsoud et al., 2021; Lee et al., 2021; Palmieri et al.,
2007).

Em uma revisao sistematica, nove estudos sobre ITPA e o risco de leucopenia induzida por
tiopurinas foram incluidos, com um total de 1862 pacientes e apenas um estudo evidenciou um
risco limitrofe significativo de 3,5 vezes maior para os pacientes carregadores da variante ITPA
rs1127354 desenvolverem leucopenia. Nos demais estudos, nenhuma associacdo entre o0s
polimorfismos ITPA rs1127354 ou rs7270101 e leucopenia foi encontrada (Van Gennep et al.,
2019). Eltantawy et al (2023) relataram em uma revisao de literatura que pacientes com deficiéncia
de ITPA experimentaram mais toxicidade relacionada as tiopurinas. A ITPA converte 6-TITP em 6-

tio IMP fosforilado, um metabolito intermediario de AZA/6-mercaptopurina, assim, em pacientes
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com deficiéncia de ITPA, o 6-TITP ¢ acumulado, levando a RAMs como mielossupressdao
(Eltantawy et al., 2023)

Correlacionando os genotipos da ITPA e as complicacdes relatadas, observou-se que os
pacientes com gendtipo do tipo selvagem e os polimorficos (heterozigotos e homozigotos)
apresentaram niimeros semelhantes de queixas relacionadas a terapia AZA sem correlagdo com os
polimorfismos genéticos investigados. No entanto, a ocorréncia de artralgia foi predominante em
pacientes com genotipo do tipo selvagem para os genes IPTA (rs9101, rs8362, rs1127354 ¢
rs7270101), achados semelhantes a dados clinicos ja descritos na literatura (El Raziky et al., 2017;
Palmieri et al., 2007).

Em relagdo a enzima HPRT (rs 1468266), observou-se leucometria normal nos pacientes com
genotipo selvagem, ou seja, possivelmente com atividade normal a alta da enzima. Tal fenotipo da
enzima eleva a sintese de 6-TGN, substratos antagonistas da enzima HPRT, que sdo incorporados
ao DNA como falsos metabolitos (antimetabdlitos), interferindo na sintese proteica, prejudicando a
replicagdo do DNA, resultando assim em parada do ciclo celular e apoptose, levando a
mielossupressao causada por leucopenia (Turbayne; Sparrow, 2022).

No que se refere aos aspectos farmacogenéticos investigados em nosso estudo, vale destacar
que este ¢ o primeiro trabalho conduzido com os pacientes atendidos pelo Centro de DII do
HU/CAS-UFJF. Tal Centro possui ampla abrangéncia, atendendo a microrregi¢do de Juiz de Fora,
além de outras cidades proximas do estado de Minas Gerais e Rio de Janeiro. Assim, as frequéncias
alélicas e genotipicas dos 13 SNPs investigados associados a farmacocinética das tiopurinas,
contribui para ampliar as informagdes genéticas referentes a populagao brasileira.

Dentre as limitagdes do nosso estudo, destacam-se o poder de associacdo estatistica em
relacdo ao tamanho da amostra e a natureza retrospectiva dos dados, fatores que podem influenciar
a interpretagdo dos resultados e destacam a necessidade de estudos envolvendo maior nimero de
participantes. Assim, estudos de replicacdo em outro as populacdes devem considerar o aumento do
numero de pacientes com DII avaliados.

Ademais, analises considerando haplotipos foram realizadas, além de andlises multivariadas
que consideraram as diversas variaveis coletadas. Em suma, os resultados do estudo fornecem uma
visdo abrangente sobre o tratamento da DII com AZA, enfatizando a importancia da avaliacdo
clinica, genética e farmacocinética na personalizacdo da terapia. Esses achados tém implicagdes
significativas para a pratica clinica e reforcam a necessidade continua de abordagens

individualizadas e baseadas em evidéncias no manejo da DII.
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7 CONCLUSAO

A aplicabilidade do método desenvolvido pela equipe permitiu a determinacdo das
concentragdes intraeritrocitarias de 6-TGN e 6-MMP de modo preciso e confiavel, tendo os valores
obtidos neste estudo corroborados pela literatura cientifica relatada. Observamos ainda que os
pacientes que estavam em terapia combinada AZA e alopurinol apresentaram melhor remissao
clinica, com diminuicao da dosagem de AZA e diminui¢do significativa dos niveis de 6-MMP em
comparacdo com o grupo de pacientes sob terapia com AZA, confirmando os achados de varios
autores sobre a inibi¢cdo da enzima XO, e consequentemente a diminui¢do dos niveis do metabolito
6-MMP. Outra evidéncia observada foi a de que pacientes em remissao apresentaram niveis
significativamente mais altos de 6-TGN do que aqueles com doenga em atividade.

Os resultados destacam a complexidade do manejo da DII e a importancia de uma abordagem
que leve em consideracdo ndo apenas a eficicia terapéutica, mas também a seguranga e a
tolerabilidade do tratamento. Fornecem ainda uma visdo abrangente do tratamento da DII com
AZA, destacando a importancia da avaliagdo clinica, genética e farmacocinética na personalizagao
da terapia.

Esses achados tém implicacdes significativas para a clinica e destacam a necessidade continua
de abordagens individualizadas e baseadas em evidéncias no manejo da DII, detacando a
importancia do monitoramento cuidadoso dos pacientes em tratamento com AZA, incluindo a
avaliacdo de efeitos adversos, as concentracdoes de metabolitos e a atividade da doenca. Essas
informagdes podem orientar a pratica clinica, permitindo uma abordagem mais personalizada e
eficaz no manejo dessa condi¢ao complexa. No entanto, s3o necessarias mais pesquisas para validar
esses achados e determinar seu impacto clinico a longo prazo.

Os polimorfismos genéticos, especialmente aqueles relacionados a TPMT e XO/XDH,
desempenham um papel importante na metabolizacdo das tiopurinas e na resposta ao tratamento em
pacientes com DII. Além disso, a combinacdo de AZA com outros medicamentos pode influenciar a
metabolizacdo das tiopurinas, destacando a importancia de uma abordagem personalizada no
manejo terapéutico da DII.

Ressanta-se ainda a importancia dos polimorfismos genéticos na metabolizagao das tiopurinas
e na resposta ao tratamento em pacientes com DII. Além disso, fornecem insights sobre como esses
polimorfismos podem influenciar a ocorréncia de reagdes adversas, a tolerancia ao tratamento e os
parametros hematologicos dos pacientes. Essas informagdes podem ser uteis para desenvolver

estratégias de tratamento mais personalizadas e eficazes para individuos com DII.
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Abstract

The conversion of azathioprine (AZA) to active 6-thioguanine nucleotides (6-TGN) is essential for its
clinical efficacy; however, another metabolite formed, 6-methylmercaptopurine (6-MMP), is related
to hepatotoxicity. Blood samples were collected from 37 patients under AZA’s treatment, and a
new HPLC-UV method was validated and applied for simultaneous quantification of 6-TGN and
6-MMP in erythrocytes of Crohn’s disease (CD) patients. The concentration of 6-TGN and 6-MMP
found ranged from 4.5 to 2,456 pmol/8 x 10® red blood cells (RBCs) for 6-TGN and from 170 to
53,951 pmol/8 x 10 RBCs for 6-MMP. Reduced levels of 6-MMP in patients into combo therapy
with AZA and allopurinol (2,031 pmol/8 x 10® RBCs) have been observed when compared to
patients undergoing monotherapy with AZA (9,098 pmol/8 x 108 RBCs). Additionally, there was
a negative correlation (r = —83.7%, P < 0.05) between lymphocyte count and 6-TGN levels. The
method developed is reliable, accurate and reproducible and can be used as an important tool in
the monitoring routine of patients with CD under AZA treatment, allowing the individualization of
the dose, monitoring adherence to the treatment and the evaluation of the clinical outcome of these

patients.

Introduction

Crohn’s disease (CD) is an immune-mediated chronic inflammatory
bowel disease (IBD) of unknown etiology, which can affect any
segment of the digestive tract (1, 2). Despite the proven efficacy of
azathioprine (AZA) in the treatment of CD, adverse effects such as
hepatotoxicity, gastrointestinal disorders and myelosuppression are
observed in ~30% of patients, often leading them to discontinue the
treatment (3).

The mechanism of cytotoxicity and immunosuppressive activity
of AZA occurs due to the action of its metabolites, the 6-thioguanine

© The Author(s) 2021. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For Permissions, please email: journals.permissions@oup.com

nucleotides (6-TGN), produced by the enzyme hypoxanthine-
phosphoribosyl transferase, that are incorporated into DNA
as false metabolites (4). Another metabolite, 6-methylmercapt-
opurine (6-MMP), generated by the enzyme thiopurine-methyltransf-
erase, can cause hepatotoxicity, myalgias and asthenia in some
patients (Figure S1) (5, 6).

To improve treatment adherence and to reduce the adverse effects
of AZA, it is common to combine allopurinol (a xanthine oxidase
inhibitor) in the treatment, as recommended by the Clinical Protocol
and Therapeutic Guidelines-DC-Ordinance SAS/MS No. 966, of 10
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February 2014, with the objective of increasing the production of
the active nucleotides 6-TGN and to reduce the formation of 6-
MMP, reducing the risk of hepatotoxicity (7). However, to avoid
myelotoxicity, a reduction in AZA dose is necessary, which often
occurs empirically (8-10).

Therapeutic drug monitoring of intraerythrocyte levels of 6-TGN
has great applicability for personalized pharmacological treatment,
adjusting 6-TGN levels to the therapeutic range and reducing the
occurrence of adverse reactions and toxicity (11). Thus, in this
study, we developed a chromatographic method for the simultaneous
determination of the intraerythrocyte concentration of 6-TGN and
6-MMP of patients under AZA therapy, in order to contribute
to an optimum and rational pharmacological therapy, enabling to
customize the doses of AZA.

Experimental

Materials

Solvents and reference standards

6-MMP was purchased from Acros Organics (Canada), 6-TGN and
d-1-dithiothreitol (DTT) were obtained from Sigma-Aldrich Brazil
Ltda (Brazil), anhydrous caffeine was purchased from Valdequimica
Produtos Quimicos (Brazil). The potassium phosphate monobasic
reagents used (Sigma-Aldrich, Vetec, Brazil), hydrochloric acid
(37%) (LabSynth, Brazil), perchloric acid (70-72%) (Merck, Brazil),
orthophosphoric acid (85%) and physiological solution (0.9%)
(Farmax, Brazil) were analytical grade. Acetonitrile and methanol
used were HPLC grade (]. T. Baker/Avantor, Brazil) and 1 N sodium
hydroxide solution was analytical grade (Neon, Brazil). HPLC grade
water (ultrapure) was obtained in Milli-Q purification system.

Patients

Blood samples were obtained from 37 patients diagnosed with CD
who had been receiving AZA daily (dose range 25 mg/day to 200 mg/-
day) for at least 3 months, cared for in the Center for Inflamma-
tory Bowel Disease, at the University Hospital/UFJF, Juiz de Fora,
MG, Brazil. The study was conducted following the Declaration of
Helsinki, and the protocol was approved by the Human Research
Ethics Committee of the University Hospital-UFJF/MG/Brazil (#
1633090). An informed consent form was obtained from all patients.

The Harvey-Bradshaw Index (HBI) was used to quantify CD
activity (12). An HBI score of >5 indicated active disease while
remission was defined by HBI lower than 5 (12). Blood samples
were collected from all patients, on the same day of the interview,
for determination of hepatic profile (AST, ALT), quantification of
C-reactive protein and hematological evaluations (hemogram and
leukogram).

Blood aliquots from each patient were separated and sent
to the Laboratory of Clinical and Experimental Pharmacology
(LaFaCE/UFJF) for quantification of the intraerythrocyte metabolites
6-TGN and 6-MMP by HPLC.

Sample preparation

Blood samples (3 mL) were collected in EDTA anticoagulant tubes.
The samples were immediately centrifuged at 3,000 r.p.m. for 10 min
at room temperature. Plasma, leukocytes and the upper layer of the
RBCs were removed. The remaining RBCs were washed twice in
saline. An aliquot of 200 uL of each sample was separated and
transferred to a 1.5 mL microtube, to which 200 uL of saline was
added for dilution and the erythrocyte counting and standardization
procedure (RBC). The collection and processing time did not exceed
2 h. The isolated RBCs were stored at —80°C until further analysis.

For analyses, we based the extraction procedure on Dervieux
and Boulieu study (13). Briefly, a 200 uL aliquot was transferred
to a tube containing 100 xL DTT 3 mg/mL to protect the thiol
group from oxidation, 50 uL of caffeine 4 ug/mL (internal standard
[IS]) and 50 uL of 70% perchloric acid (for deproteinization). The
deproteinized samples were centrifuged at 10,000 r.p.m. for 15 min
at room temperature (14, 15). The supernatant was heated for 45 min
at 100°C to hydrolyze the thiopurine nucleotides, and after cooling,
it was analyzed by liquid chromatography.

Instrumental

Analytical procedures

The concentrations of 6-TGN and 6-MMP obtained from RBCs,
usually expressed as pmol/8 x 10% erythrocytes, were determined by
HPLC. The method was developed in Waters system equipped with
Alliance €2695 Separation Module, quaternary pump, autosampler,
degasser, column heater and a double channel UV-Vis detector (Mil-
ford, USA). The Empower 3 software was used for system control,
peak integration and data analysis. The separation was carried out
in X-Bridge C18 column (250 x 4.6 mm, 5 pum; Waters, Milford,
USA), with gradient elution of the mobile phase composed of (i)
potassium phosphate buffer (pH = 3; 0.02 mol/L), (ii) acetonitrile
and (iii) methanol, at a flow rate of 1 mL/min. The column heater
was maintained at 40°C and a dual-wavelength UV detector was set
at 342 nm (6-TGN) and 291 nm (6-MMP). An injection volume of
30 uL was established (13, 15).

Validation of the analytical method

Method validation followed orientations of the guidance for bioan-
alytical method validation from the Food and Drug Administration
(16). Selectivity was assessed by comparing RBC samples obtained
from untreated healthy subjects with erythrocyte samples spiked with
standards of 6-TGN, 6-MMP and caffeine (IS).

Linearity was evaluated over the range of 146-4,877 pmol/8 x
10% RBC (6-TGN) and 147-4,906 pmol/8 x 10° RBC (6-MMP),
using the internal standardization method. The calibration curves
were constructed plotting peak area ratios (analyte peak area/IS peak
area) versus RBC concentration, at seven concentration levels of 6-
TGN and 6-MMP (7 = 3). A new calibration curve was prepared for
each day of analysis. The lower limit of quantification (LOQ) was
investigated by analyzing five replicates of the lowest concentration
of these analytes with acceptable accuracy and precision (<20%),
and the limit of detection (LOD) was determined as a concentration
with a signal-to-noise ratio >35.

Precision and accuracy (intraday and interday) were assessed by
quantification of five replicates prepared at low (245 pmol/8 x 10*
RBC for 6-TGN and 6-MMP), medium (975 pmol/§ x 10® RBC for
6-TGN and 982 pmol/8 x 10 RBC for 6-MMP) and high (3,901
pmol/8 x 10%® RBC for 6-TGN and 3,926 pmol/8 x 10® RBC for
6-MMP) concentrations of the analytes. Method precision and accu-
racy were expressed as coefficient of variation (CV%) and relative
error (RE%), respectively. Recovery was determined by comparing
the peak area ratio of extracted quality control samples with standard
samples of the same concentrations prepared in RBC. Stability studies
evaluated three replicates of quality control samples (245 pmol/8 x
10% RBC, 975 pmol/8 x 10® RBC and 3,901 pmol/8 x 10% RBC for
6-TGN and 245 pmol/8 x 10® RBC, 982 pmol/8 x 10® RBC and
3,926 pmol/8 x 10% RBC for 6-MMP) at room temperature, in the
autosampler (13 h) and after three successive freeze and thaw cycles
(4 days).
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Table I. Demographic and Clinical Characteristics of Patients with
Crohn’s Disease on AZA Treatment

Characteristic

Gender (F, M) 28,9

Age (years)® 46.2 £12.8
White 29 (78%)
Non-white 8 (22%)
Disease location, 7 (%), L1/L2/L3 13 (35%)/9 (24%)/12 (32%)
HBI score® 2 (0-8)
C-reactive protein levels (mg/L)* 8.2 +11.3
Therapy, 7 (%)

AZA (100-200 mg AZA per day) 31 (83.7%)
AZA + Allopurinol (25-200 mg AZA 6 (16.3%)
per day)

Remission group 30 (81.1%)
Active group 7 (18.9%)

Note: L1, ileal; L2, colonic; L3, ileocolonic. ®Mean = standard deviation. bMedian
and range.

Statistical analysis

For descriptive and inferential statistical analysis of the results,
specific statistical software (SPSS-Statistical Package for the Social
Sciences ™, version 23.0) was used. Inferences were performed
using the Pearson correlation test and differences between means
were assessed by the two-tailed #-test. All values were expressed as
mean =+ standard deviation. The level of significance was 5% in all
tests (P < 0.05).

Results

Patient disposition and participant characteristics

Sixty adult CD patients were screened to participate in the study.
Among them, 23 declined due to lack of interest; therefore, 37 adult
CD patients were included in the study. Baseline characteristics of the
participants are shown in Table I. The average (£SD) age was 46.2 (+
12.8), and 28 were females. The dose range of AZA for the patients
was 25-200 mg/day and the allopurinol dose was 100 mg/day. The
most common locations of CD were ileocolonic (32%), colonic
(24%) and ileo terminal (35%). Among them, 21 patients (56.7%)
had at least one adverse effect related to AZA therapy during the
treatment, which could lead to non-compliance and, therefore, the
activity of the disease or no therapeutic efficacy. The most com-
monly reported adverse events were mild-to-moderate abdominal
pain (n = 26, 70.3%) and nausea/vomiting (7 = 4, 10.8%). At base-
line, 83.7% were on monotherapy (AZA) and 16.3% on associated
therapy with allopurinol. Since the adverse effects were mild, there
was no need to reduce the dose or withdraw AZA. Of the total
population, 30 (81.1%) patients achieved AZA-induced remission,
while 7 (18.9%) were with active CD despite AZA therapy (Table I).

Validation of the analytical method

The method used was selective for quantification of the metabolites
with satisfactory separation without peak interferences. 6-TGN and
6-MMP were detected in 6.2 and 23.1 min, respectively.

After successive dilutions, the concentration of 146 pmol/8 x
10 RBC (CV = 13.7%) for 6-TGN and 147 pmol/8 x 10® RBC
(CV = 11.6%) for 6-MMP were determined as limits of quantifi-
cation of the method. The established LOD was 47.3 pmol/8 x

10® RBC and 48.9 pmol/8 x 10® RBC for 6-TGN and 6-MMP,
respectively. The linearity for 6-TGN was defined between 146 and
4,877 pmol/8 x 10% RBC (R?* = 0.999) and between 147 and 4,906
pmol/8 x 10® RBC (R?* = 0.998) for 6-MMP (Figure 1). The data
obtained in the validation of the analytical method are summarized
in Table II.

In a total of 37 patients with CD, 30 were in remission. Consider-
ing the pharmacotherapeutic protocol, 16.3% were using the associ-
ation of AZA with allopurinol for the treatment of CD. The mean
dose of AZA was 150 mg/day (2.5 mg/kg/daily) in monotherapy
and 80 mg/day (1.2 mg/kg/daily) in combo therapy with allopurinol
100 mg/day. The dosage range of AZA for these patients was 25—
200 mg/day.

Concentrations of 6-TGN and 6-MMP were determined for all
patients enrolled in the study. As commonly used in previous studies,
we used pmol/8 x 10%® RBC as the unit for 6-TGN and 6-MMP in
washed RBC instead of ug/mL (5, 6, 11). The values obtained ranged
from 4.5 to 2,456 pmol/8 x 10® RBC for 6-TGN and from 170 to
53,951 pmol/8 x 10® RBC for 6-MMP.

Patients’ assessment of disease activity or remission showed an
increase in the mean values of 6-TGN in the remission group (590
pmol/8 x 10® RBC) compared to the active group (328 pmol/8 x
108 RBC) (P = 0.039) (Figure 2). Concerning the 6-MMP metabolite,
there was no statistically significant difference between the groups
with the disease in remission (7,883 pmol/8 x 10® RBC) and in
activity (8,250 pmol/8 x 10° RBC) (P > 0.05).

In patients with active disease, a negative correlation (Pearson’s
test, 7 = —83.7%, P < 0.05) was found between lymphocyte count
and 6-TGN concentration (Figure 3). In the group with the disease in
remission, no correlation was found. There was no statistically sig-
nificant difference in other hematological or biochemical parameters
evaluated (data not shown) (P > 0.05).

The assessment of monotherapy or combination therapy with
100 mg allopurinol showed a significant increase of the 6-MMP
metabolite in the monotherapy group (9,098 pmol/8 x 10% RBC)
compared to the group with the therapeutic combination (2,031
pmol/8 x 108 RBC) (P < 0.05) (Figure 4).

Discussion

The first methodology described for the therapeutic drug monitoring
of intraerythrocyte levels of 6-TGN was developed by Lennard and
Maddocks (19) and was the basis for the development of other
methods and the determination of AZA therapeutic ranges. Other
methodologies described for the determination of 6-TGN and 6-
MMP used acid hydrolysis, with heating in a dry water bath, for the
conversion of 6-TGN and 6-MMP nucleotides into their respective
free bases (6, 13-15, 17-19).

Based on other studies, we developed and applied an analytical
methodology for the quantification of intraerythrocyte metabolites,
6-MMP and 6-TGN, allowing the simultaneous evaluation of their
concentrations and the correlations of intraerythrocyte concentra-
tions in patients treated with AZA monotherapy or AZA associated
with allopurinol (13-15, 20-22).

The methods developed in the 1980s did not evaluate 6-MMP
levels and used a range between 30 and 30,000 pmol/§ x 10® RBC for
6-TGN. Lennard and Singleton (22) performed a study with a shorter
linear range for 6-TGN (30-900 pmol/8 x 10® RBC) and for the first
time quantified 6-MMP with a range between 300 and 3,000 pmol/8
x 108 RBC (23). In other study, we noticed that the linearity obtained
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Figure 1. Chromatogram of 6-TGN (A) and 6-MMP (B) compared to blank RBC and linearities. IS, Internal standard (caffeine); A, wavelength.

Table Il. Validation of the Intraerythrocyte Metabolites of AZA

Parameter 6-TGN? 6-MMPP

Linearity 146-4,877 pmol/8 x 10° RBC 147-4,906 pmol/8 x 10® RBC
Correlation coefficient R?2=0.999 R?%=0.998

LOQ 146 pmol/8 x 10% RBC 147 pmol/8 x 10® RBC

LOD 47.3 pmol/8 x 10% RBC 48.9 pmol/8 x 10% RBC
Stability

Short term 101.6-107.7% 92.9-103.4%

90.5-107.1%
86.9-100.6%

Freezing cycles
In the gun tray
Precision (CV%)

Intraday 4.36/5.45/6.63
Interday 6.83/7.09/13.77
Accuracy (RSE%)

Intraday 12.37/5.78/15.92
Interday 9.20/11.31/10.93
Recovery (%) 87.9

95.7-100.8%
94.2-99.6%

12.13/8.92/10.38
9.98/9.07/11.65

11.67/12.65/5.24
8.51/8.87/4.58
91.9

Note: Precision and accuracy values are expressed as average values of the low, mid and high concentrations, intraday and interday tests. 2Nucleotides 6-thioguanine, ®6-methyl-

mercaptopurine.

for 6-TGN levels were quite variable, with intervals between 2.5 and
20 ug/mL and between 0.01 and 5.0 ug/mL (14). The linearity of
our method shows a linear response from 146 to 4,877 pmol/8 x
10% RBC for 6-TGN and from 147 to 4,906 pmol/8 x 10% RBC for
6-MMP. Similar linearities were used by Dervieux and Boulieu (13).

The values of LOQ and LOD for 6-TGN were 146 pmol/8§ x 10*
RBC and 47.3 pmol/8 x 10 RBC, whereas the values for 6-MMP

were 147 pmol/8 x 10® RBC and 48.9 pmol/8 x 10® RBC, respec-
tively. In our study, no patient presented 6-TGN values higher than
the upper LOQ and four patients presented results below the lower
limit of quantification. However, this is probably due to the incorrect
use of the medicines or non-adherence to the treatment by some
patients (14, 23). For 6-MMP, 12 patients presented values higher
than the upper LOQ and no patient presented values lower than the
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Figure 2. Evaluation of the activity of the disease according to the concentra-
tion of the metabolite 6-TGN (*P < 0.05).

lower LOQ. The method developed shows adequate repeatability and
reproducibility, and optimum recovery, between 80.7 and 94.1% for
6-TGN and between 82.0 and 97.1% for 6-MMP.

In the method described by Dervieux and Boulieu, the mean
recovery was 73.1% for 6-TGN and 84% for 6-MMP, whereas in
the method reported by Oliveira et al. the mean recovery was 73.2
and 97.4%, respectively (6, 13, 14). To date, the studies described
in the literature indicate only the mean recovery obtained, while our
study indicates the recovery values for each concentration analyzed
(Table II). In addition, it is possible to observe that in previous studies,
recovery of 6-MMP was superior to 6-TGN, similar to that found in
our study (13, 15).

The quantification of 6-TGN and 6-MMP in whole blood by
HPLC-UV showed a high specificity at wavelengths 291 and 342
nm, assuring reliability in the quantification of these metabolites.
Linearity is adequate for the working range with high sensitivity.
The method is robust and is within the values set for recovery. The
results of precision, accuracy and stability attest to the reliability
required for the use of this methodology safely and can be used as
an important tool in the routine of therapeutic drug monitoring of
patients with CD.

The method developed by HPLC has advantages when compared
to UPLC, because of the low cost of the equipment and maintenance,
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N w H a
T 2w ¥
[ ]
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[ ]
[ ]

-
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o

Figure 3. Correlation between lymphocyte count and 6-TGN concentration in
patients with active disease. (r = —83.7%, P < 0.05).

No Allopurinol

Allopurinol

Figure 4. Concentration of 6-MMP in patients treated with AZA or with
AZA + allopurinol combination (*P < 0.05).

which allows the technique to be applied by several laboratories.
Furthermore, this HPLC methodology allows a suitable measurement
of the metabolites using small amounts of erythrocytes (200 uL). The
small volume of blood required together with the simplicity of the
analytical technique makes this a useful procedure for monitoring
the metabolites. The disadvantages of this methodology would be less
sensitivity and selectivity, peaks with lower resolution and longer run
time when compared to UPLC.

Currently, the dose adjustment of AZA in clinical practice is often
performed by mg/kg. AZA monitoring allows the adaptation of the
levels of its metabolites to the therapeutic range, potentially reducing
adverse reactions, toxicity and identifying cases of no adherence to
treatment (6, 11). The evaluation of the clinical efficacy of thiopurines
in a real-life setting is performed based on clinical, biomarkers and
endoscopic criteria and can lead to a biased interpretation of the
results. In the literature, there is great variability in 6-TGN levels
among patients treated with similar doses of AZA. This could be
observed in our study, in which there was a low correlation between
the daily AZA doses (1.2 mg/kg/day-2.5 mg/kg/day) and the intraery-
throcytic concentrations of 6-TGN of patients (4.5-2,456 pmol/8 x
10% RBC).

The active drug, 6-MP, has an oral bioavailability between 47.4
and 60%, with maximum blood levels reached in 1-2 h after admin-
istration. 6-MP is rapidly removed from the blood in the liver or by
erythrocytes, with an intraerythrocyte nucleotide half-life between 3
and 13 days. Due to this pharmacokinetic characteristic, the time of
the daily dose does not represent a great influence on the time of
blood collection (20, 21).

Dubinsky (23) conducted a study on patients who had AZA
metabolites monitored, and assessed the clinical usefulness of 6-TGN
monitoring and thiopurine methyltransferase (TPMT) genotyping of
pediatric patients with IBD undergoing AZA treatment. The authors
demonstrated that 6-TGN levels were associated with the therapeutic
response and suggested that the response to AZA could be optimized
with 6-TGN levels of around 235 pmol/8 x 10% RBC (14, 23).

Patients with high TPMT enzymatic activity tend to convert AZA
more into 6-MMP rather than to 6-TGN. However, the addition of
an inhibitor of the xanthine oxidase enzyme, such as allopurinol,
allows the increase of 6-TGN production, without increasing the
level of 6-MMP, 6-methylmercaptopurine ribose (6-MMPR) or its
associated hepatotoxicity (24). In our study, this association resulted
in a decreased AZA dosage and in lower 6-MMP production, from
9,098 pmol/8 x 10® RBC (monotherapy group) to 2,031 pmol/8 x
108 RBC (P < 0.05).
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In addition, we observed that patients with IBD in remission had
significantly higher levels of 6-TGN (590 pmol/8 x 10® RBC) than
those with active disease (328 pmol/8 x 10% RBC) (P < 0.05). Similar
studies have shown that the mean concentration of 6-TGN was
significantly higher in patients in clinical remission than in those with
active disease (11, 23-25). In contrast to these reports, another study
did not detect a correlation between being in remission and having
high concentrations of 6-TGN (25). Goldenberg et al. analyzed 74
patients with IBD but failed to find a correlation between remission
and values of 6-TGN > 235 pmol/8 x 10® RBC (25, 26). Gupta
et al. (27) evaluated 101 children and showed an insignificant trend
towards higher concentrations of 6-TGN in patients in remission. A
recent meta-analysis demonstrated that patients with 6-TGN levels
between 230 and 450 pmol/8 x 10 RBC had clinical remission, while
6-TGNs levels lower than 230 pmol/8 x 10® RBC and higher than
450 pmol/8 x 10% RBC were considered associated with an increased
likelihood of suboptimal response and myelotoxicity, respectively
(25, 28).

In previous studies, 6-MMP levels above 5,700 pmol/8 x 10*
RBC were correlated with hepatotoxicity (25, 28). However, in this
study, ~33% of the investigated patients had levels of 6-MMP above
5,700 pmol/8 x 10® RBC and did not present hepatotoxicity (data
not shown), as shown in other reports (6, 25).

The recommended therapeutic range of 6-TGN is 235-500
pmol/8 x 10% RBC; however, this issue is controversial in the
scientific field, and the upper limit of 500 pmol/8 x 10%® RBC is
not well corroborated by experimental data (8, 28). Our findings
showed that 38% of patients had concentrations above this limit.
The wide dosage range (25 mg/day-200 mg/day) used currently in
clinical practice could contribute to the additional variability of the
data collected and possible interference in the results. A limitation
of this study is the small number of patients studied, which reduces
the strength of the findings regarding their clinical implications.
However, the results are in agreement with previous reports, where
there was a mild lymphopenia related to the increase of 6-TGN
concentration, but this was unable to lead to myelosuppression or
the need to withdraw the medication. Previous reports have shown
occurrences of lymphopenia in <1% of patients (28-30).

This analytical methodology will be used in our ongoing clinical
study to analyze 150 samples from patients with IBD to evaluate
the interference of pharmacogenetics during AZA therapy, allowing
individual dose adjustments.

Conclusion

The analytical methodology proposed for the detection and quan-
tification of the intraerythrocyte metabolites of AZA by HPLC-UV
was specific, sensitive, accurate and linear in the concentration ranges
studied, being suitable for the monitoring in patients with CD treated
with AZA. The potential employment of these analyzes in clinical
routine may become an important tool for pharmacotherapy, which
will allow “optimizing the therapeutic” potential of AZA/6-MP in
the treatment of IBD. Indeed, it will allow the individualization
of doses of these drugs, the monitoring of adverse effects related
to pharmacological therapy, the monitoring of adherence to the
treatment and the evaluation of the clinical outcome of the patient.

Supplementary data

Supplementary data are available at Journal of Chromatographic
Science online.
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Abstract: This study focuses on the use of thiopurines for treating inflammatory bowel diseases (IBD).
These drugs undergo enzymatic changes within the body, resulting in active and inactive metabolites
that influence their therapeutic effects. The research examines the role of genetic polymorphisms in the
enzyme thiopurine S-methyltransferase (TPMT) in predicting the therapeutic response and adverse
effects of thiopurine treatment. The TPMT genotype variations impact the individual responses
to thiopurines. Patients with reduced TPMT activity are more susceptible to adverse reactions
(AEs), such leukopenia, hepatotoxicity, pancreatitis, and nausea, which are common adverse effects
of thiopurine therapy. The therapeutic monitoring of the metabolites 6-thioguanine nucleotides
(6-TGN) and 6-methyl mercaptopurine (6-MMP) is proposed to optimize treatment and minimize
AEs. Patients with higher 6-TGN levels tend to have better clinical responses, while elevated 6-MMP
levels are linked to hepatotoxicity. Genotyping for TPMT before or during treatment initiation
is suggested to tailor dosing strategies and enhance treatment efficacy while reducing the risk
of myelosuppression. In conclusion, this study highlights the importance of considering genetic
variations and metabolite levels in optimizing thiopurine therapy for IBD patients, focusing on
balance therapeutic efficacy with the prevention of adverse effects and contributing to personalized
treatment and better patient outcomes.

Keywords: inflammatory bowel diseases; azathioprine; 6-mercaptopurine; pharmacogenetics; thiop-
urine S-methyl transferase

1. Introduction

Thiopurines, specifically azathioprine (AZA) and 6-mercaptopurine (6-MP) are, respec-
tively, a prodrug and drug frequently used in the treatment of inflammatory bowel diseases
(IBD). Such medicines undergo enzymatic modifications intracellularly, leading to the
formation of active metabolites, 6-thioguanine nucleotides (6-TGN), and a major inactive
metabolite, 6-methyl mercaptopurine (6-MMP), which is related to hepatotoxicity [1,2].

Thiopurines are effective for maintaining remission and as a steroid-sparing agent
in the medium- and long-term in IBD, particularly when 6-TGN levels remain above
235 pmol/8 x 108 RBC (red blood cells). However, the non-adherence rate of patients to
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therapy is around 17%, as shown by the undetectable or low intraerythrocytic levels of the
metabolites [3-6].

Despite the beneficial effects of thiopurines on treating IBD, therapy is often limited
by common adverse effects (AEs) inherent to the drugs or their metabolites. Around 10%
to 30% of patients cannot tolerate therapy due to AEs such as myelotoxicity, hepatotoxicity,
pancreatitis, and nausea. Some authors suggest that the by-product of the conversion of
AZA to 6-MP, a nitroimidazole derivative, may be the primary cause of some of these
AEs [3,7-10].

Thiopurine S-methyltransferase (TPMT) is a crucial enzyme involved in the metabolism
of thiopurines; it catalyzes the S-methylation of the aromatic and heterocyclic sulthydryl
groups. Although the mechanism of action of thiopurines is not yet entirely clear, it is pro-
posed that it can result from the incorporation of the 6-TGN metabolite into the cell’s DNA,
impairing DNA synthesis and leading to cell apoptosis [1,2]. The gene encoding TPMT
exhibits genetic heterogeneity, resulting in vast interindividual differences when consider-
ing clinical efficacy and toxicity profiles during treatment with thiopurines [1,11]. Several
studies have pointed out that patients with polymorphisms in the TPMT gene related to
decreased enzymatic activity are at greater risk of thiopurine-induced leukopenia [2,9].

These changes in TPMT activity have a significant population distribution profile.
Approximately 0.3% of individuals in the general population have TPMT with low activity,
while 10% have moderate activity, which leads to higher concentration of 6-TGN and
an increased risk of severe myelosuppression or other toxic effects related to thiopurine
treatment [3,6,8,12,13].

So far, three wild-type alleles and 39 variant alleles of this gene have been identified,
most of which are associated with the decreased enzymatic activity of TPMT. Four geno-
types, TPMT * 2, * 3A, * 3B, and * 3C, have been intensively investigated because they
represent more than 95% of mutations and are associated with various degrees of reduction
in enzyme activity. The TPMT * 3A is a haplotype that contains two non-synonymous SNPs:
*3B and * 3C [11], and the TPMT * 3A genotype is the most prevalent genotype in Cau-
casians (3.2-5.7%) and White Americans, followed by the TPMT * 3C genotype (0.5-1.5%).
This genotype is also the most common variant in Africa, Ghana, and Asia, and the main
variant type in Japan, with enzyme activity reduced by approximately 25% compared to
the non-polymorphic allele [9,11,14-19]. The TPMT * 2 genotype, with a prevalence of
0.2-0.5%, is significantly more associated with AZA-induced leukopenia, followed by an
unusual prevalence of TPMT * 3B, found in Chinese, Ghanaian, and Japanese populations.
The TPMT * 3D and TPMT * 4 are found in a northern European family. The TPMT * 5 and
TPMT * 6 are expressed in Koreans, the TPMT * 7 is found in European Caucasians, and the
TPMT * 8 is found in African Americans [9,11,14-19].

Therefore, this study aims to conduct a systematic review to analyze the influence of
the genetic polymorphisms of the TPMT enzyme on the therapeutic response related to
thiopurine (azathioprine or mercaptopurine) in patients with IBD.

2. Materials and Methods

The systematic review was conducted according to the eligibility criteria (Table 1)
and described following the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses (PRISMA 2020) [20,21]. The protocol is registered in the International prospective
register of systematic reviews PROSPERO (# CRD42023397307).

2.1. Research Strategies and Sources of Information

Medical literature research was performed using MEDLINE, Scielo, Scopus, BVS Lilacs,
and the Cochrane Library. The analysis included English, Portuguese, and Spanish articles
published until October 2022 without ethnic restriction. Only original studies published in
article format with an approach to the influence of genetic polymorphisms of the TPMT
enzyme on the response to thiopurine therapy in patients with IBD were included.
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We considered controlled and randomized clinical trials and retrospective or prospec-
tive multicenter studies using thiopurines to treat patients with IBD. We addressed the
genetic variations related to the TPMT enzyme that metabolizes the drugs of interest.

Animal-related studies, in vitro studies, or studies unrelated to pharmacogenetics us-
ing thiopurines, case reports, and articles containing incomplete information, as judged by
the reviewers, were excluded from this research. The research strategy used the following
keywords: polymorphism genetic, pharmacogenetic, drug effects, azathioprine, thiopurine,
and inflammatory bowel diseases.

Table 1. Eligibility criteria of included studies.

Eligibility Criteria
Kind of study:
° clinical studies;
° controlled and randomized clinical trials;
. comparative studies;
° multicentric studies;
° observational and cross-sectional studies;
e  genetic variations related to the enzyme that metabolizes the drugs of interest

(AZA or 6-MP);
° TPMT enzyme genotype availability.

Search:

MedLine;

BVS Lilacs;

Cochrane Library;

Scopus; and

Scielo;

Main keywords (pharmacogenetic; polymorphism; thiopurine; inflammatory
bowel diseases).

Population:

e  patients diagnosed with Inflammatory Bowel Disease.

Intervention:

e  on treatment with thiopurines for at least three months.

Language:
. originally in English.

2.2. Selection Process

Three researchers independently reviewed all articles by screening their titles and
abstracts to assess their relevance. A second confirmatory screening was performed using
the Rayyan App (http://rayyan.qcri.or, accessed on 3 September 2023).

Search terms were constructed based on PICOT. Terms related to Crohn’s disease,
ulcerative colitis, inflammatory bowel diseases, azathioprine, 6-mercaptopurine or thiop-
urine, 6-methyl mercaptopurine, 6-thioguanine, genetic polymorphism, allelic variants,
pharmacokinetic analysis, pharmacogenetics, genetic mutations, genotype, drug effects,
therapy, immunosuppressive agents, adverse drug reactions, and metabolite monitoring
were applied using free text and appropriate controlled vocabulary. Furthermore, search
terms were combined within the same domain using ‘OR” and across domains using ‘AND".

2.3. Assessment of Risk of Bias

Two independent reviewers assessed the risk of bias in the included studies. The
studies were classified as “low risk” and “concerning” (22 articles that did not make clear
for how long the follow-up of patients occurred or had subjects that were lost during the
studies, probably not introducing bias in the study), “moderate risk with some concerns”



J. Clin. Med. 2023, 12, 6742 40f 16

(14 articles with a short follow-up time of patients or had a follow-up rate of around 70-80%
of patients recruited), and “high risk” (4 articles that were not blinded to interventions or
had subjects lost for follow-up, likely introducing bias). This assessment was conducted for
both the study and primary outcomes.

3. Results
3.1. Selection and Characteristics of the Studies

The broad search strategy identified 1134 studies involving genetic polymorphisms
related to drug therapy with thiopurines in patients with IBD. From the application of the
inclusion and exclusion criteria previously defined, 662 articles were initially excluded
(Figure 1). A total of 472 papers were evaluated in detail, and of these, 432 were excluded
for different reasons, leaving 40 articles eligible for inclusion.

Records identified in:
MedLine, BVS Lilacs, Cochrane Library, Scopus and Scielo.

Databases (n = 5)

Studies identified in the literature research (n = 1134)

Deleted (incomplete articles and criteria for
choosing the studies) (n = 662)

Galeted (title and abstract revealed not appropriate) \

(n = 422)

Excluded because:

- Language (n = 2)

- Incomplete article (n = 4)

- Repeated article (n = 105)

- Type of study selected (n = 39)

- There is no association with the use of thiopurines (n = 96)

- Does not relate genotyping with thiopurines or adverse effects (n = 112)
- Refers to another disease (n = 51)

- Not a genotyping study (n = 13) /

v

[ Studies retrieved for evaluation (n = 50) J

Excluded (Article revealed not appropriate) (n = 10)

Excluded because: —
- Refers to another disease (n = 4)
- Does not relate genotyping with thiopurines or adverse effects (n = 6)

v

[ Studies selected for the ]

systematic review (n = 40)

Figure 1. Flowchart of the article selection process.

Figure 1 shows the flowchart used to select the analyzed articles, and Table 2 summa-
rizes the detailed characteristics of the studies included in this systematic review.
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Table 2. Characterization of the selected studies regarding the evaluated clinical outcome (adverse effects and clinical response).

Sample DII Gender Age Dose of AZA or 6-MP Metabolites
Authors (Year) Country @) cDp/uC M/F (Years) (Lowest-Highest Dose) TPMT Alleles Evaluated Evaluated
AL-Judaibi et al. (2016) [22] England 53 35/18 32/21 41.0 (19-80) 1.5 mg/Kg/day *1,*3A -
Ansari et al. (2008) [23] England 207 117/90 92/115 40.3 (18-80) 2.0 (1.88-2.38) mg/Kg/day *1,*3A,*3B,*3C 6-TGN
Ban et al. (2008) [24] Japan 70 20/70 47/23 38.3 (17-79) 50 mg/day *1,*3C -
Bayoumy et al. (2021) [10] Netherlands and UK 316 154/147/15% 121/195 45 (34-58) 20 (1040 mg/d *1,%2,*3A -
Chang et al. (2019) [2] Japan 164 85/68 98/66 38.7 (20-80) 1.7 (1.1-2.3) mg/Kg):.lay *1,*2,*3B,*3C -
1-5.2 mg/Kg/day w1 % * -
Coelho et al. (2016) [1] England 78 67/23 56/44 <18 anos 6-MP: 1-1.5 mg,/Kg,/day 1,*3A,*39
Coenen et al. (2015) [6] Netherlands 783 356/253 354/429 41.0 £15.8 2.0 (0.5-3.01) mg/Kg/day *1,%2,*3A,*3C -
Coucoutsi et al. (2017) [11] Greece 223 113/110 126/97 53.0 (16-90) *1,%2,*3A,*3B,*3C -
Dubinsky et al. (2002) [25] USA 51 35/16 30/21 36.6 (14-65) 2.5 (0.5-8.0) mg/K /day - 6-TGN
Dubinsky et al. (2000) [26] USA 92 79/13 41/51 11.5 (1-18) 6-MP: 1.3 (0.4-2.4) mg/Kg/day *1,*3A,*3B,*3C 6-TGN
i / . g 50 mg/day +1 %9 *3A *3B * -
Fangbin et al. (2012) [14] China 199 160/39 133/66 31.8 (18-80) 6-MP: 25 mg/day 1,*2,*3A,* 3B, *3C
Fangbin et al. (2016) [27] China 132 102/30 76/56 34.0 (18-72) 6_1\,?19. ‘;‘g{n“;a;day *1,%2,%3A,* 3B, *3C 6-TGN
Gardiner et al. (2008) [28] New Zealand 69 53/16 34/35 39.2 (35-43) 1.6 (1.46-1.81) mg/kg/day *1,*3 6-TGN
Gazouli et al. (2010) [3] Greece 97 69/17/11% 40/57 11.0 (3-16) 1.4 (0.3-2) mg/kg/day *1,*2,*3A,*3B,*3C -
Gearry et al. (2003) [7] New Zealand 56 39/17 27/29 40.6 (17-74) - *1,%2,*3A,*3C -
Gilissen et al. (2011) [4] Netherlands 100 57/40/3° 60/40 423 (15-79) 1.8 g}ﬁﬁ-g)ﬁgé flgz/)day - 6-TGN/6-MMP
Hanai et al. (2010) [12] Japan 257 -/257 - 36.7 (14-68) 6-MP: 20-30 mg/day - 6-TGN
Hande et al. (2006) [29] UsA 126 98/28 67/59 2 (6-79) 1.8 0.6 mg/kg/day - 6-TGN/6-MMP
’ 6-MP: 1.2 4 0.4 mg/kg/ day
Hibi et al. (2003) [30] Japan 82/22 35/47 17/5 45.6 (28-64) 0‘66;/1['5 i é\ K%jay *1,%2,*3A,%3C 6-TGN
Hlavaty et al. (2013) [31] Slovakia 220 19 119/101 371+124 3.8+55m /K / ey *1,*2,*3A,%*3B,*3C -
) 1.8 (0.56— 326)mg/Kg day et em van eam e
b -
Kim et al. (2010) [32] Korea 286 228/34/24 187/99 257 +£9.3 6-MP: 1.5 (0.82-2.27) 1,*2,*3A,*3B,*3C
B 1.2 + 0.5 mg/Kg/day % % -
Lee et al. (2017) [5] Korea 140 140 114/26 33.6 £88 6-MP: 0.6 + 0.3 mg/Kg/day 1,*3 6-TGN
Lee et al. (2015a) [33] Korea 132 99/33 95/37 17 (15-18) 1.1 (0.81-1.30) mg/kg/day *1,*3C,*6,* 16 6-TGN/6-MMP
Lee et al. (2015b) [34] Korea 137 103/34 98/39 17 (15-18) 1.0 (0.8-1.03) mg/kg/day *1,*3C,*6,* 16 6-TGN/6-MMP
. . ) ) B 2.5mg/kg/day )
Lindqvist et al. (2006) [35] Sweden 54 6-MP: 1.25 mg/kg/day *1,*3A
Odabhara et al. (2015) [16] Japan 48 19/29 29/19 342+ 13.6 1.0 mg/kg/day *1,*3A*3C*3D,*4,*5%6,*7*8 6-TGN/6-MMP
Palmieri et al. (2007) [15] Italy 422 250/172 227/195 39 (21-54) 1.6-3.2 mg/kg/day *1,*3A,*3Be*3C -
Ribaldone et al. (2019) [17] Ttaly 200 120/80 116/84 33 (13-67) 0.5-1 mg/kg/day *1,*2,*3A,%*3B,*3C -
Sheffield et al. (2009) [36] Australia 132 - - (18-80) 1.9 (1.6-2.0) mg/kg/day - 6-TGN/6-MMP

Stocco et al. (2005) [8] Ttaly 70 38/31/12 34/36 14.2 (0.8-38.8) 2.0 (1.0-4.0) mg/kg/day *1,*2,*3A,*3B,*3C -

Teml et al. (2005) [37] Germany 20 -/14/62 7/13 45 (19-75) 80 mg/day *1,*2,*3A,*3B,*3C 6-TGN/6-MMP
Uchiyama et al. (2009) [18] Japan 16 8/8 9/7 39.1+154 6_1\%(1 I;(I)gél f:}(’iay *1,%2,%3A,*3B,*3C,*3D,*4,%5,%6,*7¢*8  6-TGN/6-MMP
von Ahsen et al. (2005) [38] Germany 71 71/- 31/40 36.0 £ 11.6 2.5 mg/kg/day - 6-TGN/6-MMP

Wang et al. (2018) [19] China 219 176/39/4 2 160/59 33.4+13.1 1.0-2.0 mg/gkg/day *1,*3C

Winter et al. (2007) [39] UK 130 69/61 70/60 45 1.6 mg/kg/day *1,*2,*3A,*3B,*3C -
Wroblova et al. (2012) [9] Czech Republic and Slovakia 188 137/41/102 107/81 37.3 (20-71) 1.4-2.0 mg kg/day *1,%2,*3A,*3B,*3C -
Zabala-Fernandez et al. Spai 232 156/76 115/117 326 (8-70 2.3 (15-3.0) mg/kg/d *1,%2,*3A,* 3B, * 3C ;
©011) [13] pain .6 (8-70) .3 (1.5-3.0) mg/kg/day ,*2, , ,
Zelinkova et al. (2006) [40] Netherlands 262 195/67 103/159 39 (17-87) 132 (50-250) mg/day *1,*2,*3A,*3B,*3C -
Zhu e Cao (2012) [41] China 52 49/3 27/25 34 (16-77) 1.4 (0.9-2.2) mg/Kg/day *1,%2,*3A, % 3B, * 3C -
Zhu et al. (2016) [42] China 253 253/- 185/68 - 1.8 (0.5-3.1) mg/Kg/day *1,*2,*3A,*3B,*3C -

Note: IBD: “@” undetermined colitis; “P” Intestinal Behcet’s disease;

“-": not described or not evaluated. Abbreviations: CD: Crohn’s disease; UC: Ulcerative colitis; M: Male; F: Female;

AZA: Azathioprine; 6-MP: 6-Mercaptopurine; TPMT: Thiopurine S-methyl-transferase enzyme; 6-TGN: 6-Thioguanine nucleotides; 6-MMP: 6-methyl mercaptopurine.
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The most included were cohort studies (38 studies, 95%), followed by randomized
controlled trials (two studies, 5%). Most of the studies were conducted in Europe (England
(three), Netherlands (three), Italy (three), Greece (two), Slovakia (two), Germany (one), and
Spain (one)) and Asia (Japan (six), Korea (four), and China (five)), followed by the United
States (three), and Oceania (New Zealand (two) and Australia (one)).

3.2. Effect of Genotype on the Profile of AE to Thiopurines

The analysis of the studies in the articles showed a high rate of patients (10 to 39%)
with some AE, especially in the first three months of therapy. The most commonly re-
ported AEs included dizziness, malaise, fever, pancreatitis, leukopenia, hepatotoxicity,
gastrointestinal effects such as nausea, vomiting, abdominal discomfort, or reduced ap-
petite, and a high occurrence of gastric intolerance. Less commonly reported adverse
effects included dermatological issues such as skin reactions, hair loss, and warts, as well
as myalgia, arthritis, susceptibility to infections, a potential risk of malignancy, and flu-like
syndrome [1,2,6,9,20,23,27]. The occurrences of AEs in the participants of the selected
studies can be found in Table 3.

An increased risk of thiopurine toxicity has been observed in patients with a TPMT
deficiency in various conditions beyond IBD, such as hematologic malignancies, transplan-
tation, and autoimmune diseases. Likewise, genetic variation in the activity of different
enzymes involved in the thiopurine metabolism may explain part of the toxicity, which is
not accounted for by variation in the TPMT activity [1,13,23,27,39]. The association between
the presence or absence of the TPMT polymorphism and the AEs observed in the studies is
presented in Tables 4 and 5.
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Table 3. Occurrence of adverse effects in the participants of the selected studies.

Authors Total Patients Mol o N . . . . Skin irritation/ . Gastrointestinal Flu-Like Discontinued/
(Year) with EAs e v e L v L Neutropenia Thrombocytopenia  Hepatitis Pancreatitis Hair Loss Arthralgia Intolerance/Nausea/Vomiting Symptoms Adjusted Dose
AL-Judaibi et al. (2016) [22] 17 (32.1%) 4/3* (7.5%) 13 (24.6%) 2 (3.8%) 7 (13.2%)
Ansari et al. (2008) [23] 95 (44.2%) 7 (3.2%) 7 (3.2%) 8 (3.7%) 8 (3.7%) 76 (59.9%) 11 (5.1%) 83 (39.0%)
Ban et al. (2008) [24] 7 (10.0%)

Bayoumy et al. (2021) [10] 28 (8.9%) 14 (4.4%)

Chang et al. (2019) [[2]] 45/1* (27.4%) 30 (16.5%) 42 (23.1%) 42 (23.1%)
Coelho et al. (2016) [1 28 (21.9%) 1 (1.3%) 40 (40.0%)
Coenen et al. (2015) [6] 559 (71.4%) 203 (26.6%) 58 (7.5%) 3 (0.4%) 41 (5.2%) 171 (21.8%) 132 (16.9%) 448 (57.2%) 313.2 (40.0%)

e Anl)  Nes R e e e s
ubins. etal. o] 2/ .2, .U, ./ 7o,

Dubinslé et al. (2000) [26] 36 (39.1%) 1(1.1%) 16 (17.4%) 13 (14.1%) 1(1.1%)

Fangbin etal. (2012) [14] 50 (25.1%) 1(0.5%) 36 (18.1%) 3(1.5%) 6 (3.0%) 7 (3.5%)
Fang_bm etal. (2016) [27] 30 (22.7%) 26 (19.7%) 3(2.3%) 1(0.8%) 16 (12.1%)

Gardiner et al. (2008) [2§] 22 (31.9%) 6 (8.7%) 2(2.9%) 4(5.8%) 8 (11.6%) 16 (23.2%)

Gazouli et al. (2010) [3] 10 (10.3%) 1 (1.0%) 6 (6.2%) 3(3.1%) 13 (13.4%)
Gearry et al. (2003) [7] 56 (100%) 4(7.1%) 18 (32.1%) 5 (8.9%) 13 (23.2%) 12 (21.4%) 56 (100%)
Hanai et al. (2010) [12] 18 (7.0%) 6 (2.3%) 5 (1.9%) 4(1.6%) 3 (1.2%)
Hibi et al. (2003) [30] 18 (12.8%) 12 (8.5%) 1(0.7%) 1(0.7%) 1(0.7%) 2 (1.4%) 5 (3.5%)
Hlavaty et al. (2013) [31] 75 (34.1%) 32 (14.5%) 24 (10.9%) 26 (11.8%) 6 (2.7%) 2(0.9%) 7 (3.2%) 43 (19.5%)
Kim et al. (2010) [32] 116 (40.6%) 2(0.7%) 9 (3.1%) 8 (2.8%)
Lee et al. (2017) [5] 38 (27.1%) 1(0.7%) 2 (14%) 13 (9.3%)
Lee et al. (2015a) [33] 21 (15.9%) 40 (30.3%) 24 (18.2%) 4(3.0%) 1(0.8%) 16 (12.1%) 5(3.8%) 15 (11.4%)
Lee et al. (2015b) [u[] | 21 (15.3%) 40 (29.2%) 24 (17.5) 4(3.0%) 1(0.7%) 16 (11.7%) 5 (3.6%) 15 (10.9%)
Lindqvist et al. (2006) [35 39 (72.2%) 9 (16.7%) 27 (50.0%)
Odahiara et al. (2015) [16] 14 (29.2%) 10 (20.8%) 1(2.1%) 4(8.3%) 12 (25.0%)
Palmieri et al. (2007) [15] 81 (19.2%) 12 (16.4%) 23 (31.5%) 16 (21.9%) 3 (4.1%) 9 (12.3%) 18 (24.7%)

Ribaldone et al. (2019) [17] 60 (30.0%) 6 (10.0%) 24 (40.0%) 28 (46.7%) 2 (3.3%) 60 (30.0%)
Stocco et al. (2005) [8] 19 (27.1%) 7 (10.0%) 6 (8.6%) 4(5.7%) 1 (1.4%) 19 (27.1%)
Teml et al. (2005) [37] 2 (10.0%) 1(5.0%) 3 (15.0%) 4(20.0%) 2 (10.0%) 8 (40.0%)

Uchiyama et al. (2009) [18] 12 (75.0%) 4(25.0%) 5(31.3%) 1(6.3%)

von Ahsen et al. (2005) [38] 3 (4.2%) 2(2.8%) 8 (11.3%) 13 (18.3%)

Winter et al. (2007) [39] 44 (33.8%) 4(3.1%) 9 (6.9%) 10 (7.7%) 1(0.8%) 4(3.1%) 14 (10.8%) 6 (4.6%) 33 (25.4%)
Wroblova et al. (2012) [9] 44 (23.4%) 34 (18.1%) 4(21%) 2 (1.1%) 4(2.1%)
Zab“k‘('zFOefl“)a[’Ig]eZ etal. 75 (32.3%) 15 (6.5%) 5 (2.2%) 19 (8.2%) 14 (6.0%) 6 (2.6%) 16 (6.9%) 72 (31.0%)

Zelinkova et al. (2006) [40] 12 (4.6%) 11 (4.2%) 7 (2.7%) 5 (1.9%) 21 (8.0%)
Zhu e Cao (2012) [41] 5 (9.6%) 1(1.9%) 5 (9.6%) 6 (11.5%)
Zhu et al. (2016) [42] 65 (25.7%) 22 (8.7%) 6 (24%)

Note: Myelotoxicity (Severe < 1500/mm?); Leukopenia (WBC < 3000/ pL); Neutropenia (neutrophils < 1500/uL); Lymphopenia (lymphocytes < 1000/ uL). Thrombocytopenia
(PLT < 100,000/ uL); Anemia (Hb < 10 g/dL); Pancreatitis (severe abdominal pain and 3-fold elevation of serum amylase and/or lipase); Hepatotoxicity (alanine aminotransferase or

aspartate aminotransferase enzyme activity > 2 times the upper limit of the reference range); * Severe myelotoxicity.

Table 4. Association between TPMT polymorphism and types of adverse effects.

Authors (Year) TPMT Genes Myelotoxicity Hepatotoxicity Ga;;:gf::::?:al Skin Irritation/Hair Loss Pancreatitis Leukopenia Neutropenia Nausea/Vomiting
. *1/*1 48 (90.6%
AL-Judaibi et al. (2016) [22] * 1//* 3A 5 59%/0) ) 2 (40.0%) 1.(20.0%)
. *1/+1 200 (91.3%) 7 (8.4%) 8 (9.6%) 34 (40.1%) 7 (10.0%) 13 (7.0%)
Ansari et al. (2008) [23] variants 19 (8.7%) 5 (26.3%) 8 (42.1%) 2 (10.5%) 7 (37.0%)
Ban et al. (2008) [24] . 11/4 31c 1110(%% )/0) 7 (63.6%) 1(0.9%)
*1/+1 705 (90.0%)
*1/*2 7 (0.9%)
Coenen et al. (2015) [6] *1/*3A 58 (7.4%)
*1/*3C 12 (1.5%) 1(8.3%)
*3A/*3A 1(0.1%)
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Table 4. Cont.
Authors (Year) TPMT Genes Myelotoxicity Hepatotoxicity GaIsl::gli::aeﬁtci:al Skin Irritation/Hair Loss Pancreatitis Leukopenia Neutropenia Nausea/Vomiting

“1/*1 206 (92.4%) 5(21.7%) 10 (43.5%)
*1/%2 4.(1.8%)

Coucoutsi et al. (2017) [11] *1/%3A 6 (2.7%) 2 (8.7%)
*1/%3B 3 (1.3%) 1 (4.3%)
*1/*3C 4 (1.8%)

. *1/* 2% 12 (13.0%,

Dubinsky et al. (2000) [26] BAS » 8782//)) ] 5143190))

. *1/* .0% .5% 2 (16.1% 0%
Fangbin et al. (2012) [14] « 11/,r 31C 1927((1?8‘,51)/) 1(0.5%) 34 52,60%)) 6(3.0%)
Fangbin et al. (2016) [27] . 11/4 - 1320(3?5;;?){“) 2(15%)

*1/+1 86 (88.7%) 3(3.1%) 6(6.2%)
IV o
Gazouli et al. (2010) [3] A 21
*1/*3B 4 (4.1%)
*1/+1 205 (93.2%) 62 (30.2%) 23 (11.2%) 7 (3.4%) 6 (2.9%) 18 (8.8%) 36 (17.6%)
xq /% o o o o o o o
Hlavaty et al. (2013) [31] . 14* gé 113(8559%(;) 13 (86.7%) 1 (6.7%) 0(0.0%) 0 (0.0%) 8 (53.3%) 1(6.7%)
*3A/*3A 1(0.5%)
. “1/% 6% 111 (39.8%
Kim et al. (2010) [32] * 11/* 31C 277()((29,1"2)/) 5 (7(1 .4%))
*1/*1 135 (96.4% 30 (21.4%
Lee etal. (2017) [5] s it 20 (153%)
*1/%1 192 (96.0%) 24 (40.0%) 26 (43.3%) 6 (10.0%) 2 (3.3%)
Ribaldone et al. (2019) [17] *1/42 2 (1.0%)
“1/*3A 6 (3.0%) 2 (3.3%)
*1/%1 65 (92.9%) 7 (10.0%)
Stocco et al. (2005) [8] *1/*2 1(1.4%)
*1/*3A 4(5.7%)
Uchiyama et al. (2009) [18] *1/*1 4 (25.0%) 5 (31.3%) 12 (75.0%) 1(6.3%)
yi
*1/*1 66 (93.0%)
von Ahsen et al. (2005) [38] *1/*2 1(1.4%) 1(1.4%)
*1/*3A 4(5.6%) 4(5.6%)
*1/* 6% 18 (22.8%
Wang et al. (2018) [19] Sse Ho e 1o
*1/%1 119 (91.5%) 8 (6.2%) 3 (2.3%) 9 (6.9%) 14 (10.7%)
Winter et al. (2007) [39] *1/*3A 8 (6.2%) 1(0.8%) 1(0.8%) 1 (0.8%)
+1/%3C 3 (2.3%) 1(0.8%)
*1/%1 172 (91.5%) 26 (13.8%) 3 (1.6%) 3 (1.6%) 2 (1.1%)
*1/%3A 13 (6.9%)
Wroblova etal. (2012) [9] *1/%3B 2 (1.1%) 8 (4.3%) 1(0.5%) 1(0.5%)
*1/%3C 1(0.5%)
*1/%1 217 (93.5%) 9 (3.9%) 5 (2.2%) 15 (6.5%) 14 (5.6%) 18 (7.8%)
Zabala-Fernandez etal. (2011) [13] . 11//* A 3 ((14?7%)) > §813053 1(04%) 1(04%)
*1/%3C 1 (0.4%)
*1/*1 24, .8% 62 (24.5%,
Zhu et al. (2016) [42] A /ﬁ - 85((39.2"%)/ ) 2 21‘2(,09

Abbreviations: TPMT: Thiopurine S-methyl-transferase enzyme.
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Table 5. Association between TPMT polymorphisms and adverse effects.
Authors (Year) TPMT Genotypes Patients with AEs  Patients without AEs (IC 95%) p-Value
AL-Judaibi et al. variant (* 3A) 3(17.6%) 2 (5.6%) OR =3.64 0.55-24.23 0.3127
(2016) [22] wild (* 1/% 1) 14 (82.4%) 34 (94.4%)
Ansari et al. variants 15 (79.0%)
(2008) [23] *1/%1 66 (35.0%)
Coelho et al. TPMT * 3A 5 (55.6%) 4 (44.4%)
(2016) [1] *1/%1 9 (13.1%) 60 (86.9%)
Coenen et al. variants 9 (12.2%) RR=0.11 0.01-0.85
(2015) [6] *1/*1 51 (7.3%) RR=12 0.72-2.09
Coucoutsi et al. variants 3(3.3%) 14 (15.4%) OR = 8.87 0.97-81.11 0.048
(2017) [11] *1/%1 20 (22.0%) 54 (59.3%)
Gazouli et al. *1/*1 1 (1.0%) 85 (87.6%)
(2010) [3] variants 4 (4.1%) 7 (7.2%)
Hlavaty et al. *1/*1 62 (30.2%) 143 (69.8%) OR=15.0 3.3-68.5 0.00002
(2013) [31] variants 13 (86.7%) 2 (13.3%)
Ribaldone et al. *1/*1 58 (29.0%) 134 (67.0%) OR =0.77 0.08-7.7 0.82
(2019) [17] variants 2 (1.0%) 6 (3.0%)
Wroblova et al. *1/*1 34 (18.1%) 138 (73.4%)
(2012) [9] variants 10 (5.3%) 6 (3.2%) 2.124-17.094 <0.01
Zelinkova et al. *1/*1 3 (1.1%) 235 (89.8%) OR = 6.316 2.141-18.634 0.004
(2006) [40] variants 4 (1.5%) 20 (7.6%)
Zhu et al. *1/*1 62 (24.5%) 183 (72.3%) OR=121 0.74-1.97 0.44
(2016) [42] 2 *1/*3C 3 (1.2%) 5 (2.0%)

Note: OR: Odds ratio; RR: relative risk; “?” authors only evaluated the adverse reaction leukopenia.

3.3. Effect of Genotype on Thiopurine Efficacy

Studies indicate that males are six times more likely to experience a reduced response
to AZA compared to females. However, females have more AEs (52.6%), especially patients
over 40. Additionally, females are two to three times more likely to develop leukopenia
than younger females and males. Smokers are more susceptible to developing leukope-
nia and respond poorly to therapy [16,22,36,42]. The correlation between the expected
clinical response and the reduced response with the presence or absence of the TPMT

polymorphism in the participants of the selected studies is shown in Table 6.

Table 6. Association between clinical response and TPMT polymorphisms.

Response

Authors (Year) TPMT Genotypes Reduced Expected Indeterminate OR CI95% p-Value
AL-Judaibi et al. variants 2(7.7%) 2 (12.5%)
(016) [22] *1/%1 24 (92.3%) 14 (87.5%) 0.583 0.074-4.615 0.628
Ansari et al. variants - 55 (81.0%) 0.001
(2008) [23] *1/*1 - 24 (43.0%) <0
Coelho et al. variants 10 (76.9%) 22 (43.1%) 0.003
(2016) [1] “1/*1 3(23.1%) 28 (54.9%) :
Dubinsky et al. variants - 8 (8.7%)
(2000) [26] *1/+1 15 (16.3%) 39 (42.4%)
Gazouli et al. variants - 11 (11.3%)
(2010) [3] *1/*1 3(3.1%) 83 (85.6%)
Lee et al. variants 45 (32.1%) 90 (64.3%) 0.001
(017) [5] *1/%1 - 5 (3.6%) <0.00
Palmieri et al. variants 45 (10.7%) 45 (10.7%)
(2007) [15] *1/*1 45 (10.7%) 304 (72.0%)
Stocco et al. variants 2 (40.0%) 3 (60.0%)
(2005) [8] *1/%1 17 (33.3%) 34 (66.7%)
Zabala-Fernandez variants 8(3.5%) 4 (1.7%) 3(1.3%)
etal. (2011) [13] *1/%1 125 (53.9%) 30 (12.9%) 62 (26.7%) 274 0.81-9.22 0.096
Note: OR: Odds ratio; CI: confidence interval.
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4. Discussion
4.1. TPMT Genotypes and Adverse Effects

Our review provides a comprehensive analysis of TPMT genotypes and their associa-
tion with adverse effects (AEs), unlike most previous work focused on the hematological
toxicity of thiopurines.

Most dosing guidelines for AZA in the treatment of inflammatory bowel disease
(IBD) are primarily based on studies involving Caucasian patients, where a daily dose of
2 to 3 mg/kg of AZA (Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium) or 1.5 to
2.5 mg/kg (European Crohn’s and Colitis Organization) is recommended for patients with
regular TPMT activity. However, applying these guidelines to other ethnicities requires
further evaluation in terms of therapeutic efficacy and toxicity. Japanese populations, for
example, have shown that lower doses of AZA are sufficient to achieve clinical efficacy
and therapeutic concentrations of 6-TGN [34,36]. In a study by Kim et al. (2010), it was
observed that only 35.3% of patients could be treated with more than 2.0 mg/kg of AZA.
Additionally, Coenen et al. (2015) reported a 40.0% discontinuation rate of thiopurine
therapy due to AEs, which is relatively high when compared to other studies [6,32].

Although AZA is cost-effective, one of the most common and potentially severe AEs
is myelosuppression, occurring in 3 to 7% of patients, leading to severe and possibly
fatal infections [9,19]. It has been shown that leukopenia is the most common form of
thiopurine-induced myelosuppression, with severe cases often emerging within the first
month of therapy, but capable of occurring at any point during treatment [2,22,34,39-41].
Approximately 37% of the patients presented leukopenia with less than three months of
treatment, 22.4% of the patients within 3 to 6 months, 13.8% within 6 to 12 months, 22.4%
at 12 to 24 months, and 14.7% after 24 months of treatment with AZA /6-MP [9,18,32]. Fur-
thermore, leukopenia can develop abruptly without any symptoms or warning signs, and
its incidence can be as high as 47% in patients on thiopurine and 5-aminosalicylate (5-ASA)
combination therapy compared to 16% in patients on thiopurine monotherapy [2,8,22,34].

Despite limited research, some studies have explored factors that can affect the activity
of TPMT, showing that the induction of the enzyme with the use of thiopurines in up to
35% of patients and its inhibition by the use of some drugs such as acetylsalicylic acid,
furosemide, and 5-ASA, mainly mesalazine and sulfasalazine, associated with thiopurines,
may increase occurrences of AEs in up to 92% of associations. Salicylic acid-based drugs are
thought to induce adverse reactions by reducing TPMT activity, raising the blood level of
6-TGN as the dose increases during the co-administration of 5-ASA [7,10,12,16,18,29,31,35].

Kim et al. (2010) pointed out that the high occurrence of bone marrow suppression
during AZA /6-MP treatment could not be solely attributed to genotyping or TPMT activity.
This suggests that myelosuppression is a multifactorial outcome, requiring further investi-
gation [32,41]. Several factors, including the influence of the therapeutic dose of AZA and
the co-administration of 5-ASA, which is commonly used to induce and maintain remission,
suggest that 5-ASA inhibits TPMT and interacts with AZA, potentially leading to increased
6-TGN levels in 82% to 100% of patients, suggesting greater therapeutic efficacy, but also a
higher risk of leukopenia [5,16,32,34,41].

In contrast to the decrease in 6-MMP levels, a statistically insignificant increase in
the levels is observed among patients undergoing 5-ASA therapy. Some studies are not
consistent with the hypothesis that this increase in 6-TGN and 6-MMP is due to TPMT
inhibition, suggesting that 5-ASA may affect AZA and 6-MP metabolism through mecha-
nisms not related to enzyme inhibition. Such inhibition of TPMT by 5-ASA medications
and their metabolites occurs in vitro but not in vivo, as the inhibitor is removed during the
washout steps of the assay [29,33,34,38]. Salicylic acid preparations are standard medica-
tions for IBD, and many patients with refractory IBD, requiring thiopurines, have likely
already undergone treatment with 5-ASA. Thus, the dose of 5-ASA is unlikely to increase
thiopurine-induced AEs significantly. However, patients with reduced TPMT activity
should have this association evaluated cautiously [18].
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Considering these findings, a likely interaction between 5-ASA and TPMT/6-TGN
needs to be considered seriously, as patients with IBD, especially with active ulcerative
colitis (UC), may be receiving high doses of 5-ASA, up to 4 g/day, and, with such a high
dose, the inhibition of TPMT and increase in the mean 6-TGN levels cannot be disregarded,
even with dose-adjusting thiopurines [12,29,38].

Several studies that relate the reduced enzymatic activity of TPMT and the occurrence
of severe AEs suggest that other factors could be involved in addition to the genetic
variability of this enzyme [3,7,8,16,33,38]. Among the studies evaluated in this review, 21
(52%) directly correlated TPMT polymorphisms with the occurrence of adverse effects,
particularly leukopenia, bone marrow toxicity, hepatotoxicity, pancreatitis, nausea, and
vomiting (Figure 2). AEs such as fever, rash, myalgia, and arthralgia, thought to be allergic
reactions, have been observed in patients able to tolerate AZA at therapeutic doses, leading
researchers to question the nature of these events, suggesting that they are related to a type
of hypersensitivity reaction, rather than TPMT pharmacogenetics [7].

= Monitoring the "
&— intraerythrocyticlevels ‘
-+ o
PP —9 * 6-TGN (active metabolite)
® e ~
o " 235 = 490 pmol/8x108RBC Non adverse
Thiopurines ¢ 6-MMP (toxic metabolite) a effects
(AZA | 6-MP) < 5700 pmol/8x108RBC \
TPMT 5, TPMT *6 . .
TPMT +7, TPMT # AZA dosing .
« body weight Adverse effects:
« 6-TGNlevels Myelosuppression

Leukopenia

/o

9 Patients with 9
Qg infanmatorybowel @

To monitor hematological and hepatic parameters to
detect toxicities unrelated to the TPMT genotype
Therapeutic Clinical
effectiveness remissiom

Figure 2. TPMT genotyping as a clinical tool for patients with DII receiving thiopurines.

4.2. Ethnic Variations in Thiopurine Dosing and Efficacy

The authors point out that differences between reports of the occurrence of AEs
reported in studies can be explained by the racial backgrounds and the differing definitions
of the threshold values adopted by the authors. For instance, many define the occurrence
of these AEs when the leukocyte count is less than 3000/ 1L, neutrophils < 1500/ nL, and
lymphocytes < 1000/ uL; alanine aminotransferase or aspartate aminotransferase when
enzymatic activity exceeds twice the upper limit of the reference range; and for pancreatitis,
the occurrence of severe abdominal pain and the three-fold elevation of serum amylase
and/or lipase [9,13,25-27,32,41]. Another important finding is that pancreatitis has been
observed as an idiosyncratic reaction in Western populations (2.8-7.4%) [9,14].

Fangbin et al. (2012) emphasize that evaluating the TPMT genotype has been con-
sidered a promising area in identifying the metabolic profiles of patients with a higher
risk of AEs. However, there are studies reporting patients of different ethnicities who had
leukopenia and did not have the TPMT variant allele, suggesting that the TPMT poly-
morphism does not efficiently predict AZA-induced leukopenia. Furthermore, the genetic
polymorphism of TPMT differs significantly between populations [14,16,17,19].

4.3. Myelosuppression and Environmental Factors

Gazouli et al. (2010) reported that, in addition to genotype, environmental factors are
important in influencing TPMT activity and the intraindividual variability observed in pa-
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tient responses receiving thiopurines [3]. Consequently, an analysis of the TPMT genotypes
before starting treatment may be useful for predicting myelosuppression and other AEs in
IBD patients with TPMT polymorphisms, in addition to measurements of the enzyme ac-
tivity and concentration of 6-TGNSs, to ensure the safe use of AZA /6-MP [3,8,13,16,24]. The
research indicates that TPMT activity varies approximately four-fold between the normal
and intermediate metabolizers and varies inversely with the 6-TGN concentrations, suggest-
ing that TPMT activity explains only 30% of the variation in the thiopurine dose, suggesting
the involvement of other factors. Additional factors such as other drug treatment, age of
red blood cells, and transfusions also influence TPMT enzyme activity [7,10,12,16,29,31,35].

Thiopurine treatment presents challenges due to the need for a dose-response re-
lationship and a lengthy delay before therapeutic efficacy becomes evident. As for a
dose-response relationship, the establishment of this profile is complicated by the genetic
polymorphism associated with the activity of the TPMT enzyme [12]. Overall, a complete
clinical response to AZA occurs in around 38% of patients, with a notable connection
between the lower neutrophil counts and the response to AZA [23]. Previous studies on
the influence of TPMT have focused on predicting toxicity in those with a TPMT deficiency
(heterozygotes and homozygotes for the TPMT variant) at a high risk of severe neutropenia
and other AEs, even at standard doses of AZA. However, high TPMT activity may also
predict a poor clinical response due to a preference for 6-MP methylation over 6-TGNs
bioactivation [13,23].

Very high TPMT activity can be a reliable predictor of a need for allopurinol co-therapy,
or an alternative immunosuppressant to be recommended to prevent severe myelotoxicity,
as allopurinol potently inhibits xanthine oxidase (XO), necessitating 25-33% of the standard
daily dose of AZA or 6-MP [3,16-18,23,34,40]. Especially in these situations, the therapeutic
monitoring of the metabolites 6-TGN and 6-MMP is an option that can help optimize
drug therapy and minimize AEs; however, it needs to be addressed. In contrast, patients
diagnosed with IBD, experiencing disease exacerbation during thiopurine maintenance, are
generally subjected to a change of therapy to biologics, with no further attempt to optimize
thiopurine dosing based on metabolite levels [4,16,34].

4.4. TPMT Genotypes, Metabolite Levels, and Clinical Response

Therapeutic monitoring is the only method to reveal non-compliance with thiopurine
therapy, playing an important role in the case of refractory IBD. Theoretically, zero or
deficient levels of 6-TGN could result from other factors such as thiopurine malabsorp-
tion, unknown enzyme defects, or enzymes with extremely high activity in the thiopurine
metabolic pathway [4,8,12]. In recent years, the concentrations of the thiopurine metabo-
lites, 6-TGN and 6-MMP, associated with a clinical response have been described by several
studies, defining a therapeutic range between 235 and 490 pmol/8 x 108 RBC. Patients
with 6-TGN levels exceeding 490 pmol/8 x 108 RBC are at an increased risk of leukocy-
topenia, whereas higher 6-MMP levels above 5700 pmol/8 x 10® RBC are associated with
hepatotoxicity [4,5,29].

An analysis comparing patients with different 6-TGN values and the occurrence of
a clinical response showed that there was a difference between the groups, where 74% of
patients with 6-TGN > 100 pmol/8 x 108 RBC showed a clinical response compared to
46% with 6- TGN < 100 pmol/8 x 108 RBC, increasing the probability of success in the
clinical response of patients by 4.6 times. These results were corroborated by other similar
studies where patients with higher levels of 6-TGN had a successful clinical response
(57.6%, 313 pmol/8 x 10® RBC versus 42.4%, 209 pmol/8 x 10% RBC) (85%, greater than
225 pmol/8 x 108 RBC vs. 17%) [5,23,25-27]. When assessing the AEs in patients with high
concentrations of 6-TGN (above 286 pmol/8 x 10% RBC), 22.6 to 30.0% had leukopenia,
corroborating the literature which states that the concentration of intraerythrocytic 6-TGN,
not the thiopurine dose, is significantly and independently associated with the therapeutic
response. Other factors were evaluated but unrelated, such as age, sex, and type of disease
(CD or UC) [5,16,25-27,29].



J. Clin. Med. 2023, 12, 6742

13 of 16

If 6-TGN concentrations are used to indicate the likely therapeutic efficacy, the actual
difference in dose may be three-fold instead of two-fold, relative to intermediate metabolite
status subjects, as suggested by some investigators and guidelines; however, these may
require half the dose of patients with normal metabolizers. Thus, 6-TGN concentrations, as
a clinical point above 235 to 260 pmol/8 x 10® RBC, are associated with a three-fold more
significant likelihood of remission [28]. Although these studies did not find a correlation
between the metabolite levels and thiopurine doses resulting from differences in an inter-
individual metabolism, in clinical practice, metabolites are dosed on a dose per patient
body weight basis (AZA 2.0-3.0 mg/kg and 6-MP 1.0-1.5 mg/kg). However, patients with
leukopenia may not reach the recommended AZA dose [4,12,32,36]. Chang et al. (2019)
reported in their study that, although the duration of patient follow-up or cumulative drug
dosage did not show a statistical difference according to TPMT genotyping, patients who
underwent genotyping before starting treatment had a lower number of outpatient visits
(7.8 £ 3.2 vs. 9.0 £ 3.9) and required a lower thiopurine dosage, discontinuation, or dose
reductions (15.3% vs. 33.7%) during the study period [2].

In our review, some observed limitations included the characteristics of the published
literature available for analysis. There is a high degree of heterogeneity among the included
studies, which may be attributed to differences in the study design (clinical and randomized
cohort studies), variations in the patient populations across the reported studies, and
disparities in the definition of adverse effects. Further prospective multicenter studies
are required to elucidate disease-specific variations in polymorphisms, especially within
specific populations. Additionally, these studies can help identify new polymorphisms that
could potentially explain leukopenia in patients lacking these recognized genetic variants.

Finally, we emphasize the importance of genotyping before or during the initial phase
of treatment with thiopurines to ensure the continuity of treatment, monitor severe AEs, and
contribute to reducing the medical budget and laboratory tests, which are usually necessary.
Previous knowledge of TPMT genotyping is an important predictor of clinical response
and may significantly reduce the occurrence of myelosuppression or thiopurine-induced
leukopenia. However, genotyping before initiating thiopurine therapy cannot replace the
current practice of periodically monitoring WBC and neutrophil counts [2,7,9,13,14,17,30].

5. Conclusions

Thiopurines such as AZA and 6-MP are effective in maintaining clinical remission
in patients with IBD, but the long-term use of these drugs is associated with serious AEs,
particularly bone marrow suppression.

Monitoring the intraerythrocytic levels of 6-TGN (active metabolite) and 6-MMP
(toxic metabolite) in patients with IBD undergoing remission or maintenance therapy
allows health professionals to be able to prevent or reduce the occurrence of AEs such as
myelosuppression and other toxic effects. The quantification of AZA metabolites emerges
as a valuable clinical tool for enhancing the precision and personalization of AZA therapy
in IBD. While AZA dosing traditionally considers body weight, studies have revealed a
limited correlation between dose per weight and 6-TGN levels. Therefore, it is advisable
to routinely measure 6-TGN levels, even for patients adhering to the recommended AZA
dosage. This practice provides valuable insights into the therapeutic effectiveness of the
drug, allowing for more assertive treatment decisions and improved patient outcomes.

TPMT genotyping is also useful to suggest the most appropriate dose of thiopurines
to start the treatment and prevent myelotoxicity and other AEs in patients with IBD, being
essential to perform it at least in patients with IBD where AZA therapy is considered for
treatment. However, healthcare professionals should also monitor patients treated with
thiopurines for biochemical, hematological, and hepatic parameters to detect toxicities.
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APENDICE B

QUADRO 4 - CARACTERISTICAS DOS PACIENTES COM DII QUE PARTICIPARAM DO ESTUDO

Id. Sexo CEnL DII Cor |Indice- il Dor. Processos cirurgicos | Localizacio Fenotipo  Queixas / Reac6es Adversas (medicamentos)
(anos) estar abdominal
1 M 49 DC Br 3 MB N Nao IC IN, E
2 F 56 DC P 3 B L Nao IL F,E
3 F 33 DC Pr 1 B N Nao CO IN
4 F 55 DC Br 2 MB N Nao IC F,E
5 M 26 DC P 0 B N Nao IL F,E
6 F 46 DC P 9 B S Nao PA F 09 ou mais evacuagoes liquidas/dia
7 F 17 DC Br 3 B L Nao CcO IN, E
8 F 53 RCU Br 1 MR N Nio PA IN
9 F 51 DC Br 9 B L Nao IL F,E
10 F 37 DC P 4 B S Nao CO IN nauseas, vomitos e perda de apetite
11 M 20 RCU Pr 7 B L Nio PA IN
12 M 48 DC Pr 6 B L Fistulotomia CO E
13 M 52 DC Br 1 MB N Fistulotomia IL IN,F
14 F 48 RCU P 12 PE M Proctosigmoidite PA IN
miomatose
15 F 48 DC Br 4 B N Nao CO IN, E
16 M 23 DC Br 3 B L Nao IC IN,F
17 F 42 RCU Br 2 MB N Nao PA IN
18 M 34 RCU Br 2 B N Nao PA ND
19 F 60 DC P 0 MB N Histerectomia miomatose CO IN
20 M 46 DC Br 10 PE L Nao CcO IN, F
21 F 57 DC Br 3 B M Nao IL E
22 F 52 DC Br 7 B L Nao CO IN 07 - 08 evacuacgdes liquidas/dia
23 F 46 DC Br 7 B S Nao CO IN
24 F 36 DC Br 2 B L Nio IL IN nauseas, vomitos e perda de apetite
25 M 19 DC P 5 B M Nao IC IN,E 01 - 02 evacuagdes liquidas/dia
26 F 34 DC Br 1 B N Nao CO IN empazinamento
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Continuagado quadro 4

Id. Sexo CEGE DII Cor |indice* i Dor. Processos cirtirgicos | Localizacio Fenotipo Queixas / Reacoes Adversas (medicamentos)
(anos) estar abdominal
27 M 29 DC Br 3 MB M Nio IL IN, F  pele ressecada, lesdes e manchas, queda de cabelo
28 M 40 DC P 6 MB S Nao IL F,E 01 - 02 evacuagdes liquidas/dia
29 M 53 DC P 3 B N Ileocolectomia IC IN,E
30 M 54 DC Br 15 R S Nao CO IN,E 07 - 08 evacuacodes liquidas/dia
31 F 20 DC Br 1 B N Fistulotomia IC IN, E
32 F 50 DC Br 3 R N Fistulotomia IC F,E
33 F 50 DC Br 6 MB S Nao IC IN
34 F 60 DC Br 6 B L Nao IC E
35 F 53 DC Br 2 R N Nao IC IN
36 F 48 DC Br 2 B N Nio IL IN
37 F 39 RCU Br 2 B L Nio PA ND
38 F 44 DC Br 2 B N Nio IL E
39 F 48 DC Br 1 B N Nio CO F,E
40 F 51 RCU Br 20 R S Nio PA IN
41 F 62 DC Br 4 MB L Nao IL IN
42 F 45 DC Br 4 B N Nao IC F,E
43 F 37 RCU Br 7 B M Nao PA IN 01 - 02 evacuagdes liquidas/dia
44 M 34 RCU P 4 MR N Nio PA IN
45 F 45 DC Br 1 B N Nio IC ND
46 M 26 RCU Br 6 R N Nao PA IN 03 - 04 evacuagoes liquidas/dia
47 M 18 DC Br 1 MB N Nio IC IN, E
48 M 64 DC Br 2 B N Nao IL E piora da visdo (aumento do grau)
49 F 51 DC Br 1 B N Nio IC IN
50 M 57 DC Br 0 MB N Nio IL E
51 F 23 DC Br 2 B N Fistulotomia IC F,E
52 M 29 RCU Br 2 B L Nio PA IN
53 M 37 DC Br 4 MB N Suboclusao intestinal CcO F
54 F 53 DC Br 1 B N Nio ND ND
55 F 41 DC Br 3 B L Nio IC IN, E
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Continuagado quadro 4

Id. Sexo GRAE DII Cor |Indice* i) Dor. Processos cirtirgicos | Localizacio Fenotipo Queixas / Reacoes Adversas (medicamentos)
(anos) estar abdominal
56 F 64 RCU Br 0 MB N Nao IC ND
57 M 30 DC Br 2 B L Nio IL IN
58 M 23 DC Br 5 B I Nio IC IN
59 F 36 DC Br 11 R S Ileocolectomia IC E
60 M 55 DC P 3 B N Suboclusao intestinal ND ND
61 M 47 DC Br 10 PE S Nio IL IN, E
62 M 48 RCU P 6 PE L Nio PA ND
63 M 56 RCU Br 6 B N Nio PA IN
64 M 56 RCU Br 4 MB N Nao PA ND hepatotoxicidade
65 M 18 DC Pr 7 MB S Nao IL IN 03 - 04 evacuagdes liquidas/dia
66 M 36 DC Br 4 B N Ileostomia 1C F.E
67 M 62 DC Br 3 B M Nio IC IN
68 M 31 DC Br 5 B M Nio IL F,E
69 M 53 RCU P 9 B M Nio PA ND
70 M 35 DC Br 1 B L Nio IC E
71 M 63 DC P 0 MB N Ileocolectomia IC E
72 M 31 RCU Br 9 R N Nao PA ND
73 F 28 DC Br 1 B N Nio IC F,E
74 F 51 DC P 1 MB N Ooforectorpia unilateral IC IN
ou bilateral
75 M 41 DC P 2 B N Anastomose ileocecal IL F
76 F 22 DC P 5 B M Nao IC ND
77 F 27 DC Br 4 B N Nao IC F pele ressecada, lesdes ¢ manchas, queda de cabelo
78 F 26 DC Br 2 B N Nio IC ND
79 F 19 RCU Br 0 MB N Nio PA ND
80 F 52 DC Br 2 B N Nio CcO F
81 F 46 DC Br 0 B L Fistulotomia IL F,E
82 M 32 DC Br 10 B M Nio IL IN,E 03 - 04 evacuagdes liquidas/dia
83 F 61 DC Br 3 B N Nao IL IN 01 - 02 evacuacgdes liquidas/dia
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Continuagado quadro 4

Id. Sexo CEGE DII Cor |Indice* s Dor. Processos cirirgicos | Localizacio Fenotipo  Queixas / Reacdes Adversas (medicamentos)
(anos) estar abdominal
84 F 52 DC Br 5 B M Nio IC IN, F
85 M 66 DC Br 2 B N Nao IC E
86 F 21 RCU Br 4 MB L Nio PA ND
87 F 54 RCU Br 9 B N Ileocolectomia PA IN 05 - 06 evacuagdes liquidas/dia
88 F 43 DC Pr 5 R N Nio IC IN, E
89 M 36 DC Br 7 B S Nao IL IN
90 M 28 DC Br 0 MB N Apendicectomia IC ND
91 M 45 DC Br 1 B N Nio CO IN
92 M 28 DC Br 4 B N Nio IC IN
93 F 56 DC Br 3 B L Nio IC IN
94 F 33 RCU  Br 7 B M Proctosigmoidite PA IN
miomatose
95 F 59 DC Br 2 B N Nio IC F,E
96 F 63 DC Br 0 B L Nio CO IN
97 F 57 DC P 1 B M Nio IC IN
98 F 62 DC P 3 B L Nio Cco F,E
99 F 56 DC Br 8 B N Nao IL F 05 - 06 evacuagdes liquidas/dia
100 F 35 DC Br 8 B N Nao IL F,E 03 - 04 evacuagdes liquidas/dia
101 F 60 RCU Br 1 B N Nao PA ND
102 F 56 DC Br 1 MB N Nao CO IN, F
103 F 49 DC Br 8 MB L Nio CcO IN, E
104 F 60 DC Pr 7 B L Apendicectomia IC E
105 F 56 DC Br 7 R L Nao IL E
106 F 49 DC Br 14 R S Nao IC E 07 - 08 evacuagdes liquidas/dia
107 F 66 RCU Br 2 B L Nao PA ND nauseas, vomitos e perda de apetite
108 F 23 DC Br 1 B N Nao IC E
109 M 33 RCU Br 5 MB N Nio PA ND
110 F 38 DC Br 4 B N Nio CcO F,E
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Continuagado quadro 4

Id. Sexo LRGE DII Cor |Indice* i Dor. Processos cirargicos | Localizacdo Fenotipo  Queixas / Reacdes Adversas (medicamentos)
(anos) estar abdominal
111 F 26 RCU P 4 R M Nio PA IN anemia
112 M 51 DC Br 10 B M Ileocolectomia IC F,E 05 - 06 evacuagdes liquidas/dia
113 M 42 DC Br 15 B L Nao CO F
114 F 40 DC P 6 R S Nao IL F
115 F 52 DC P 3 MB M Nao IL IN
116 F 27 DC Br 2 B N Nio IC ND
117 M 46 DC Br 10 R S Nao IL IN, E
118 F 34 DC Br 1 B N Enterectomia IL IN, E
119 M 39 DC P 1 B N Nio IL IN, E  pele ressecada, lesdes € manchas, queda de cabelo
120 F 55 RCU Br 13 B M Nao PA ND pele ressecada, lesoes e manchas, queda de cabelo
121 M 26 DC Br 1 B N Apendicectomia IC IN pele ressecada, lesdes € manchas, queda de cabelo
122 M 58 RCU Br 1 MB N Nao PA IN
123 F 56 RCU Br 5 MB M Nao PA IN
124 M 53 DC Br 1 MB N Ileotiplectomia IC IN
125 F 60 DC Pr 2 B N Nao IL ND Prisdo de ventre ou fezes ressecadas
126 F 50 DC Br 3 B M Nao IL IN,E
127 F 51 DC Br 1 B N Nio IC IN
128 F 44 DC Br 2 B N Nao IC IN
129 M 18 DC Br 0 MB N Nao IL IN,E
130 F 38 DC Pr 2 B N Ileocolectomia IC IN, E 01 - 02 evacuagdes liquidas/dia
131 M 57 DC Br 3 B N Fistulotomia IC F
132 F 44 RCU Br 4 B N Nao PA ND
133 F 43 DC Br 4 B N Nao CcO F,E
134 F 45 DC Pr 4 B M Nio CO E
135 F 51 DC P 3 B N Nio IC E
136 F 56 DC Br 10 B S Ileocolectomia IC IN,E
137 F 41 DC P 2 B L Colectomia IL E
138 F 25 DC Br 1 B N Nao IL IN
139 M 20 DC Br 4 MB N Nao IL E
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Continuagado quadro 4

Id. Sexo CRGE DII Cor |Indice* ] Dor. Processos cirtirgicos | Localizacio Fenotipo Queixas/ Reacdes Adversas (medicamentos)
(anos) estar abdominal
140 M 62 DC Br 1 B N Nao IL IN
141 F 54 DC Br 4 R L Nao IL E nauseas, vomitos e perda de apetite
142 M 57 DC Br 4 MB N Fistulotomia IC F 03 - 04 evacuagdes liquidas/dia
143 M 45 DC Br 2 B N Nefrolithiase IL IN
144 F 51 DC Br 8 B N Nao IC IN prisdo de ventre ou fezes ressecadas
145 F 39 RCU Br 10 B M Nao PA ND
146 M 31 DC Br 5 B M Nio IL F,E
147 M 40 DC Br 1 MB N Nio IC F,E
148 M 32 DC Pr 2 MB N Nao IC E 01 - 02 evacuagoes liquidas/dia
149 M 24 DC Br 2 MB N Nio IL F
150 F 64 DC Br 1 B N Nao CcO IN, F

Nota: Id.: Identificagdo dos pacientes; Indice*: conforme os indice de Harvey-Bradshaw e Truelove and Witts; DII: doenga inflamatoria intestinal; DC: Doenga de Crohn;
RCU: retocolite ulcerativa; F: feminino; M: masculino; Br: branco; Pr: preto; P: parda; MB: muito bem; B: bem; R: ruim; MR: muito ruim: PE: péssimo; N: nenhuma dor:
L: dor leve; M: dor moderada; S: dor severa; IC: ileocolite; IL: ileite; CO: colite; PC: pancolite; I: inflamatoria; E: estenosante; F: fistulizante.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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QUADRO 5 - DOSAGENS BIOQUIMICAS, HEMATOLOGICAS E DOS METABOLITOS DA AZA DOS PACIENTES

APENDICE C

6-TGN 6-MMP |AST/TGO ALT/TGP" PCR"| Leucometria  Neutrofilos © Linfécitos © Hemacias © Hemoglobina © Hematécrito
Id.  Sexo *1 *1 *2 2 3 Global ** 4 4 5 6 7
1 M 495,55 132,30 28 21 26,3 6430 3170 2058 6,4 18,6 57,8
2 F 1520,19 679,66 22 22 4,0 4566 2941 1201 472 13,5 40,2
3 F 2455,75 476,74 20 14 6,0 2940 1808 953 2.9 10,6 27,4
4 F 38,90 1210,81 14 7 1,0 4920 3287 954 4,0 13,2 39,9
5 M 503,43 753,59 14 15 2,0 5597 2972 1959 5,0 13,9 423
6 F 24,770  2249,69 19 15 20,0 10400 6812 2600 4.4 13,0 38,4
7 F 340,66 362,34 106 67 5,0 5708 3128 1438 3,9 12,4 35,3
8 F 13,70  1090,93 11 26 2,0 13600 7208 4447 4,7 14,4 39,0
9 F 133,14 1067,08 29 30 4.8 7240 4286 2085 5,3 15,7 47,8
10 F 154,25 211,98 25 33 2,4 4811 2151 2151 4,0 12,4 36,9
11 M 109,46 476,74 40 21 7,0 5530 3998 946 3,8 7,1 24,6
12 M 43,69 226,13 23 14 1,1 6890 3052 2412 5,1 11,2 37,4
13 M 139,40 1220,10 25 32 4,0 5760 3444 1619 5,4 16,0 47,3
14 F 127,33 1088,40 67 115 2,0 9070 5587 2794 5,2 12,5 40,4
15 F 26,25 1341,35 19 13 5,0 2840 1145 1335 6,5 21,5 62,8
16 M 219,56 406,07 20 14 2,0 5170 2202 1722 5,1 14,4 443
17 F 157,94 1025,26 16 10 4,7 6000 4080 1506 3,9 12,4 36,6
18 M 110,17 794,56 20 22 2,0 5550 3352 1560 5,7 15,5 46,7
19 F 1542,76 241,84 37 32 0,0 6366 3215 2355 4,1 14,5 39,6
20 M 157,93 1002,06 15 20 2,0 7000 3073 2702 3,8 13,6 39,7
21 F 169,03 142,80 38 34 0,0 4500 1877 2115 43 14,0 41,7
22 F 161,79 2985,53 18 15 8,0 4830 2903 1449 4,5 13,7 40,0
23 F 30,07 3309,39 16 23 7,2 14750 9883 3983 4,1 13,5 38,9
24 F 49,03 213,29 13 13 5,0 6666 4373 1873 6,7 12,7 38,0
25 M 20,32 300,11 30 30 0,4 6900 3588 2622 5,2 15,6 46,3
26 F 470,62 2232,61 16 17 16,8 7390 4419 2269 4,1 13,2 39,5
27 M 522,65 2028,57 23 22 0,4 6280 3228 2317 5,3 16,6 4475
28 M 215,82 340,51 24 22 6,0 8290 4427 2926 5,5 16,0 48,3
29 M 249,21 206,88 23 21 3,0 7600 5753 1216 5,1 11,2 36,9
30 M 18,59 119,75 33 22 1,4 5630 3040 1762 5,4 16,1 51,1
31 F 119,01 797,25 14 11 8,0 8980 4652 3296 4.8 12,3 38,1
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6-TGN 6-MMP |AST/TGO ALT/TGP PCR | Leucometria Global Neutréfilos Linfocitos Hemdacias Hemoglobina Hematécrito

Id. Sexo 1 1 2 2 3 4 w4 x4 e <6 7

32 F 562,69 23992,88 27 24 6,0 5860 4067 1471 4,5 13,4 40,7
33 F 30,38 27766,38 18 17 37,0 6410 4833 1135 4,5 13,6 41,8
34 F 265,39 310,74 34 25 1,0 6030 2490 2551 4,1 12,3 38,1
35 F 564,97 623,45 14 14 2,7 5228 3283 1412 4,4 14,3 42,2
36 F 923,86 86,07 20 10 0,3 4149 2149 1481 3,7 12,3 36,1
37 F 123,59  2906,59 12 18 6,9 6220 3888 1679 4,8 14,6 43,5
38 F 484,20 1546,27 15 13 1,0 5300 3275 1431 4,5 13,2 38,3
39 F 342,61 799,55 19 16 2,0 4477 3062 985 4.4 13,9 39,8
40 F 139,96  1006,54 22 17 4,0 4950 2906 1381 3,6 11,5 35,5
41 F 21,41 597,78 14 11 33 3090 1873 890 4,4 12,8 39.8
42 F 17,39  1078,85 29 14 7,0 8290 6093 1716 4,1 12,4 38,2
43 F 133,17 964,64 13 21 0,2 5600 3506 1568 4,5 13,9 42,2
4 M 143,35 1026,59 13 21 17,0 4500 2480 1530 3,2 10,5 31,8
45 F 759,03 962,69 11 5 0,3 4159 2562 915 4,0 12,3 36,7
46 M 48,81 11267,69 15 32 3,6 11500 10730 426 4,8 15,9 44,5
47 M 129,49  1060,93 25 17 3,0 7400 4218 1850 5,4 15,6 46,3
48 M 93539 1294,93 28 23 0,4 6855 3256 2982 53 16,1 46,3
49 F 144,03  1451,73 38 21 2,0 5256 3101 4110 4,0 12,3 36,3
50 M 516,23  1052,75 25 19 9,0 7510 5332 1502 4,9 14,0 41,1
51 F 307,51 859,54 17 15 0,0 7200 4637 1930 4,3 12,5 37,3
52 M 332,34 1791,59 21 18 4,0 5390 2959 1773 5,1 13,2 42,1
53 M 95,24 471,57 62 44 2,0 7010 5748 1199 6,3 17,2 50,7
54 F 89,58 797,87 24 14 3.4 5230 2850 1726 4,5 13,9 41,9
55 F 426,81 744,14 25 18 0,0 8580 4702 2033 4,8 14,9 45,8
56 F 372,96 277,80 18 10 2,0 5300 2592 2041 4,8 14,4 41,9
57 M 325,97 1111,58 21 20 0,0 5580 1841 2857 4,9 14,7 44,0
58 M 130,08 818,54 12 8 3,0 8880 5266 2309 5,6 15,5 47,8
59 F 26,62  6099,22 26 38 0,3 6190 3689 1609 4,5 12,8 37,7
60 M 139,27 1327,56 21 9 2,0 6070 3606 1906 4,7 14,6 43,3
61 M 57,11 519,21 13 11 1,0 6810 3657 2574 4.4 14,5 41,9
62 M 152,34 101548 18 23 1,0 7060 4137 2160 4,2 12,4 38,0
63 M 136,81 891,33 23 22 3,0 5780 3630 1329 4,6 14,3 43,2
64 M 138,95 849,35 33 29 6,0 8630 6473 1528 6,4 18,2 56,4
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6-TGN 6-MMP |[AST/TGO ALT/TGP PCR | Leucometria Global Neutroéfilos Linfocitos Hemacias Hemoglobina Hematdcrito

Id. Sexo 1 1 2 2 3 w4 4 x4 5 v6 7

65 M 119,56 97800,17 19 32 5,0 6950 4121 1911 4,9 15,4 47,6
66 M 56,29 400,604 19 18 5,0 7360 5770 598 4.5 13,7 40,6
67 M 653,19 987,27 17 13 11,0 5890 3428 1313 4.3 14,8 43,7
68 M 454,71 424825 29 24 4,0 8680 5095 2161 5,5 14,6 46,9
69 M 117,60 1181,54 23 21 5,0 11500 8326 2346 6,7 16,8 52,6
70 M 554,49 1312,52 20 14 2,0 7897 6862 673 5,6 17,0 51,5
71 M 203,01 1926,86 31 30 0,0 6790 3599 2533 5,2 15,7 48,4
72 M 126,63 852,81 13 9 13,0 8360 6404 1095 5,1 13,5 44,1
73 F 242,07 19700,56 15 16 5,0 4754 2387 1426 3,9 12,4 37,0
74 F 195,10 344,01 87 62 16,0 8630 6921 1036 4.8 11,2 36,8
75 M 356,55 3682,34 25 21 1,0 4620 3123 836 4,7 14,1 41,5
76 F 125,00 1827,83 14 10 - 5380 2921 1679 4.8 13,9 42,1
77 F 529,86 40298,04 16 10 7,0 7390 5424 1552 4.0 13,5 39,3
78 F 194,62 1192,90 22 19 1,3 7460 4685 2066 4.5 14,6 437
79 F 161,05 264,84 5 12 0,0 6340 4375 1401 4.8 14,2 42,6
80 F 447,30 923,77 12 28 6,0 5200 3432 1144 - 12,0 40,0
81 F 369,91 1421,70 18 21 4,0 8030 5846 1718 4,1 13,1 38,9
82 M 20,39 49,19 25 15 1,0 8720 4465 3113 5,4 15,3 46,3
83 F 4,51 184,37 31 29 31,3 4356 3036 741 4.5 12,5 39,5
84 F 291,25  4374,87 42 33 43 7120 3859 2449 4,7 13,5 433
85 M 116,17 813,86 39 23 1,0 7470 5162 1614 4,6 13,4 42,3
86 F 44,66  9794,08 18 12 1,0 5110 2652 1926 4,6 14,1 42,7
87 F 126,70 5923,53 28 18 4,0 5860 3317 1729 4.8 13,5 41,6
88 F 131,86 863,80 22 15 3,8 3300 1518 924 4,6 12,9 37,6
89 M 142,95 932,56 76 130 1,0 5140 3295 1357 5,1 14,8 43,4
90 M 284,52 383,17 22 20 1,0 10400 6968 2392 5,7 16,5 51,4
91 M 37,69 1624,73 17 19 6,0 5560 3080 1829 5,1 17,3 49,2
92 M 18,36 25,75 30 19 2,4 7200 5350 886 5,7 15,9 50,6
93 F 121,68 799,58 21 18 12,0 10700 5864 3841 4,7 14,8 44,1
94 F 142,28 962,69 16 14 0,0 5640 3401 1658 4.4 13,9 41,1
95 F 148,22 1249,01 23 12 0,2 5860 3299 2121 3,6 12,8 36,5
96 F 329,16 7287,45 26 50 11,2 5720 4021 1195 3,2 10,1 29,9
97 F 901,93 28511,86 40 15 0,7 4603 3066 1003 3,7 12,4 36,5
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6-TGN 6-MMP (AST/TGO ALT/TGP PCR | Leucometria Global Neutroéfilos Linfocitos Hemacias Hemoglobina Hematdcrito

Id. Sexo . 1 &R &R €3 o 4 w4 5 %6 g

98 F 330,88 1318,83 30 24 6,9 8430 5050 2234 4.8 13,2 41,4
99 F 369,23 11751,30 21 24 5,0 6230 3813 1701 3,8 12,2 36,0
100 F 23,01 364,59 17 10 110,0 5130 4007 703 5,4 13,4 43,5
101 F 489,49 5927,44 33 32 5,0 5194 3366 1195 4,7 12,7 40,5
102 F 212,06 175,10 25 22 11,0 6345 3788 1840 4,7 12,8 40,9
103 F 126,99 1294,99 18 13 5,0 6440 3961 2009 4,6 14,4 42,8
104 F 123,75 802,52 25 16 4,0 8230 4601 2782 5,2 14,1 42,8
105 F 563,67 620,31 14 12 52,0 6983 4721 1466 3,9 12,8 36,8
106 F 16,96 549,76 24 20 1,0 6810 2847 3153 6,0 17,5 52,5
107 F 128,23  1052,75 16 18 10,0 5469 3445 1914 4.4 13,6 41,2
108 F 144,93 859,54 17 23 6,0 7120 4621 2079 4.2 11,3 37,2
109 M 136,00 1791,59 22 32 12,0 12800 10074 1421 4,1 11,2 34,7
110 F 139,91 708,28 14 11 29,9 4470 1810 2056 3,6 12,0 36,3
111 F 118,87 797,87 19 15 1,0 4780 2581 1415 3,7 10,0 30,9
112 M 40,86 324,82 23 44 1,0 9220 6131 1936 5,6 16,2 50,9
113 M 112,94 744,14 10 8 1,0 9810 7181 1403 5,6 15,8 46,6
114 F 134,80 1111,58 22 14 1,0 7270 4238 1970 7,6 14,3 40,5
115 F 55,67 5089,52 18 10 6,0 4720 3139 991 4,0 13,1 38,8
116 F 407,18 1219,60 - - - 4450 3355 645 4.5 12,6 39,0
117 M 23,16 726,82 24 38 1,5 11800 9346 1558 5,0 14,5 43,6
118 F 47,83 2560,74 15 16 0,1 5250 3470 1113 4,5 14,8 42,1
119 M 1515,27 1156,17 27 14 0,7 6520 4916 1004 3,9 13,5 40,6
120 F 41,79 593,10 30 29 2,6 8290 4153 2537 4.5 14,6 43,0
121 M 234,80 9801,97 21 12 4,0 4517 3094 723 4,6 15,3 41,5
122 M 24,17 777,04 20 17 0,9 7050 1029 1093 5,3 15,6 43,7
123 F 18,21 36,80 - - - 7270 3322 2581 6,1 18,3 54,2
124 M 281,40 121,34 21 21 1,0 7540 5451 1199 5,2 15,3 45,8
125 F 453,05 229,16 13 11 15,8 10000 7500 1980 4,7 13,8 40,7
126 F 870,61 5885,77 21 39 1,0 5570 3843 1092 3,9 12,0 37,0
127 F 593,77  3929,22 38 21 2,0 5600 3522 1450 5,3 12,0 40,4
128 F 213,66 1048,51 15 15 21,0 5718 4128 1430 4,0 12,4 37,8
129 M 126,99 909,47 22 13 0,0 4880 2679 1498 5,3 15,0 46,3
130 F 1205,55 18405,26 79 119 32,0 8650 5242 1903 4.5 14,3 42,0
131 M 1094,96 573,03 35 24 1,2 5926 4385 474 4,0 14,2 40,1
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6-TGN 6-MMP |AST/TGO ALT/TGP PCR | Leucometria Global Neutréfilos Linfocitos Hemacias Hemoglobina Hematdcrito

Id. Sexo 1 %1 9 . 3 w4 4 4 5 %6 w7

132 F 136,19  1733,22 16 6 0,5 5460 3647 1332 4,5 13,4 41,1
133 F 129,83 957,10 31 26 6,0 6880 3867 2518 4,7 13,5 41,2
134 F 128,53 837,87 21 15 6,0 6300 2734 2407 4,7 13,3 40,7
135 F 116,95  1475,58 15 20 5,0 11700 8202 2703 4,3 13,0 36,8
136 F 139,70 983,27 16 18 6,0 10700 7030 3071 4,6 13,2 42,5
137 F 374,08 215,38 18 10 0,0 9850 6875 2374 4.5 14,4 433
138 F 139,08  4248,25 16 11 3,0 4610 2734 1448 4,6 13,9 41,6
139 M 21,50 285,71 16 12 0,4 10600 4092 4759 5,3 15,7 48,5
140 M 24491 39808,38 22 18 0,5 4460 1829 1664 4.8 14,6 45,8
141 F 475,49 165591 18 16 5,0 11200 7347 2654 5,1 14,8 45,7
1492 M 666,68 1167,46 20 16 2,0 9150 5334 2708 4.8 16,0 44,7
143 M 131,36  1827,07 19 32 3,0 6590 3124 2517 5,6 16,0 48,4
144 F 126,63  1312,52 21 21 8,0 4830 2801 1468 4.4 13,4 39,6
145 F 47,26  3367,53 33 16 1,7 5560 2913 1879 4.5 13,3 41,5
146 M 32,67 1114,67 27 18 0,6 5430 2503 2167 5,3 15,7 47,3
147 M 47,07 1819,88 19 15 0,5 8910 5186 2121 5,3 14,6 44,1
148 M 13,51 75,70 17 12 3,0 7203 3962 2334 6.4 18,8 58,2
1499 M 136,01 1926,86 33 1 10,0 5410 2754 1969 4.8 13,8 41,6
150 F 598,49  4064,98 19 26 0,2 4960 3026 1384 4.5 14,7 43,1

Nota: (-): dados ndo obtidos; F: feminino; M: masculino; 6-TGN: 6-tioguanina; 6-MMP: 6-metilmercaptopurina; AST/TGO: transaminase glutamico-
oxalacética/transaminases aspartato aminotransferase; TGP/ALT: transaminase glutdmico-pirtivica/alanina aminotransferase; PCR: proteina C reativa; resultados
expressos em’ " ! pmol/8x10°RBC; "2 U/L; “* mg/dL; " * mm? ou pL; *3 milhdes/mm?; * ¢ g/dL; *7 %.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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APENDICE D
QUADRO 6 - CARACTERISTICAS GENETICAS E FARMACOLOGICAS DOS PACIENTES COM DII

1 1 Egég ;‘Sg §§ ég ég Eg Eg §§ Eg Eg 5% AZA Alopurinol e 1r e
Id. 6-TGN 6-MMP & % % % = cé = % = E = g E é g % S E S % S §é E E (mg/Kg) (100mg) Biologicos
1 495,55 132,30 *1/*1 AG AA CC AA AA GG TT AG GG TT 1,2 Sim
2 1520,19 679,66 *1/*2 GG | GG | CC | AA | TT | GG | TT | AG | AG | TT 0,9 Sim
3 2455,75 476,74 *1/*1 GG GG CC | AA | AT GG | TT | AG GG | TT 1,0 Sim
4 38,90 1210,81 *1/*1 GG AG CC AA AT GG TT GG AA TT 2.4
5 503,43 753,59 *1/*1 GG AG AC | AA TT GG | TT | AG GG | TT 2,3
6 24,70 2249,69 *1/*1 AG AG CC AA TT GG TT AA GG TT 1,9 Sim
7 340,66 362,34 *1/*1 GG GG CC | AA TT GG | TT | GG | AG TT 1,6 Sim
8 13,70 1090,93 *1/*1 GG GG CC AA TT GG TT GG GG TT 2,0
9 133,14 1067,08 *1/*1 GG AG CC | AA TT GG | TT | GG GG | TT 0,8 Sim
10 154,25 211,98 *1/*1 GG GG CC | AC TT GG | TT | AG GG | TT 0.4
11 109,46 476,74 *1/*1 GG AA CC AA TT GG TT AA GG TT 1.4
12 43,69 226,13 *1/*1 GG GG CcC AA TT GG TT AA GG TT 24
13 139,40 1220,10 *1/*1 GG GG CC AC TT GG TT AG GG TT 2,0
14 127,33 1088,40| *1/*3C AG AG CC AC AA GG TT GG AG TT 2,9 Sim
15 26,25 1341,35| *1/*3A AG AG CC | AA TT GG | TT | GG GG | TT 2,5 Sim
16 219,56 406,07 *1/*1 GG GG CC | AA TT GG | TT | GG GG | TT 1,7
17 157,94 1025,26 | *1/*3C AG AG CC | AA TT GG | TT AA GG | TT 1,8
18 110,17 794,56 *1/*1 GG AG CC | AA TT GG | TT | GG AG TT 0,8
19 1542,76 241,84 *1/*3A GG AG CC AA TT GG TT AG GG TT 2,2
20 157,93 1002,06 *1/%2 GG GG CC AC TT GG TT GG AA TT 0,5 Sim
21 169,03 142,80 *1/*3C GG GG CC | AC TT GG | TT | GG GG | TT 0,3 Sim Sim
22 161,79 2985,53 *1/*1 GG GG CC | AA | AT GG | TT | GG AG TT 2,7




Apéndices e Anexos 110

Continuagdo quadro 6

o N h§§§ <§ <§ <§ <§ Fg E§ Eg Eé E§ E% AZA Alopurinol
Id. | 6TGN™ 6-MMP"! é gé % % E i E % E %. E % E 'E § % § % § % § i‘é >§ % (ag/Ke) (I(I))Omg) Biolégicos
23 30,07 3309,39| *1/%1 GG | GG | cc|AC | TT | AG | TT | GG | GG | TT 2,2
24 49,03 213,29  *1/%1 GG | AG | cc |AC | TT | GG | TT | GG | AG | TT 0,4 Sim
25 20,32 300,11 *1/%1 AG | AG | cCc | AA | TT | GG | TT | AG | GG | TT 1,0 Sim
26 470,62 223261 *1/*1 AG | AG | cCc | AA | TT | GG | TT | AG | AG | TT 2,6
27 522,65 2028,57|  *1/%1 GG |GG |cc|cC|Tr | GG |TT | AG | GG | TT 2,1
28 215,82 340,51 *1/%1 GG |GG | cCc|AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 0,5
29 249,21 206,88 *1/%1 GG |GG | cC|AA | TT | GG | TT | GG | GG | CT 2,3 Sim
30 18,59 119,75  *1/*1 GG |GG | cC|AA | TT | GG | TT | AG | GG | TT 2,1 Sim
31 119,01 797,25 *1/%1 GG | AG | cC|AC | TT | GG | TT | GG | AG | TT 0,9 Sim
32 562,69 23992,88| *1/*1 AG | AG | AC | AA | TT | GG | CT | AG | AG | CT 2,7
33 30,38 27766,38|  *1/*1 GG | AG | CC | AA | TT | GG | TT | GG | AG | TT 2,3
34 265,39 310,74  *1/%1 AG | GG | cCc | AC | AT | GG | TT | GG | GG | TT 2,3 Sim
35 564,97 623,45 *1/%1 GG | GG | cC|AA | TT | GG | TT | AG | GG | TT 2,5
36 923,86 86,07 *1/*1 AG | AG | cC | AA | AT | GG | TT | AG | AG | TT 2,2
37 123,59 2906,59 | *1/*1 GG | GG | cC | AA | AT | GG | TT | GG | GG | TT 2,6
38 484,20 1546,27|  *1/%1 GG |GG | cCc | AA | TT | GG | TT | AG | GG | TT 2,8
39 342,61 799,55  *1/%1 GG |GG | CC|AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 1,6
40 139,96 1006,54 |  *1/*1 GG [ GG | cCc | AA | AT | GG | TT | AG | GG | TT 2,1
41 21,41 597,78 *1/%1 AG | AA | CcC | AA | AT | GG | TT | AG | AG | TT 1,7
42 17,39 1078,85|  *1/¢1 AG | AG | CcC | AA | AT | GG | TT | GG | GG | TT 1,4 Sim
43 133,17 964,64| *1/*1 GG |GG | cC|AA | TT | GG | TT | AG | GG | TT 2,3
44 143,35 1026,59 |  *1/%1 GG |GG | CcC|AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 0,7 Sim Sim
45 759,03 962,69 *1/%1 AG | AG | cC | AA | TT | GG | TT | AG | AG | TT 2,3
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o " h§§§ <§ <§ <§ <§ Fg E§ Eg Eé E§ E% AZA Alopurinol
d. | 6TGN™ | 6MMP" E % % % = i = % = % = % E é § g § % é % § % >§ % e (I(I))Omg) Biolégicos
46 48,81 11267,69 *1/*1 GG | GG | CC | AA | TT | GG | CT | AG | GG | CT 2,5
47 129,49 1060,93 *1/*1 AG | AG | CC | AC | AA | GG | TT | GG | GG | TT 1,3
48 935,39 1294,93 *1/*1 GG [ GG | CC | AA | TT | GG | TT | AG | AG | TT 1,3
49 144,03 1451,73 *1/*1 AG | AA | CC | AA | TT | GG | TT | GG | GG | CT 3,1
50 516,23 1052,75 *1/*1 AG [ GG | CC | AA | TT | GG | CT | AG | AG | CT 2,2
51 307,51 859,54 *1/*1 AG | AA | CC | AA | TT | GG | TT | GG | AG | TT 14 Sim
52 332,34 1791,59 *1/*1 GG |GG | CC|[CC|TT | GG |TT | GG | AG | TT 2,0
53 95,24 471,57 *1/*1 GG | AG | CC [AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 1,2
54 89,58 797,87 *1/*1 AG | AG | CC | AA| AT | GG | TT | GG | AG | TT 1,6
55 426,81 744,14 *1/*1 AG [ GG | CC | AA | TT | GG | TT | GG | AG | TT 2,7
56 372,96 277,80 *1/*1 GG [ GG | CC |AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 2,1
57 325,97 1111,58 *1/*1 AG | AG | CC | AA | TT | GG | TT | AG | AG | TT 2.4
58 130,08 818,54 *1/*3A AG | AG | CC | AC | TT | GG | CT | AG | GG | CT 0,7
59 26,62 6099,22 *1/*1 AG | AG | CC | AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 2,0
60 139,27 1327,56 *1/*1 GG |GG | CC|[CC|TT | GG | TT | GG | AG | TT 2,1
61 57,11 519,21 *1/*1 GG [ GG | CC | AA | TT | GG | TT | AG | GG | TT 2,4 Sim
62 152,34 1015,48 *1/*1 GG [ GG | CC |AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 2,0
63 136,81 891,33 *1/*1 GG [ GG | CC | AA | TT | GG | TT | AG | GG | TT 1,8
64 138,95 849,35 *1/*1 GG | GG | CC|CC|TT | GG |TT | GG | AG | TT 0,4 Sim
65 119,56 97800,17 *1/*1 GG | GG | CC | AA | TT | GG | TT | GG | AG | TT 1,9
66 56,29 400,64 *1/*3C GG | AA | CC | AA | TT | AG | CT | AG | GG | CT 1,2 Sim
67 653,19 987,27 *1/*1 AG | AG | CC | AA | TT | GG | TT | GG | AA | TT 3,1
68 454,71 424825 *1/*1 AG | AG | CC | AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 1,7 Sim
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« " Eégg <§ <§ <§ <§ Eg Eg Eg Eg Eg E% AZA Alopurinol
] GTONT oMMt 2 RS2 B3 E¥| ES| ER| 25 53|58 52| 55| 58| mexp | avomg S
Leegl T T O E OE O CE|RE Mg XE| XE|Xg
69 117,60 1181,54 *1/*1 GG | GG | CC|AC | TT | AG | TT | GG | GG | TT 2,5
70 554,49 1312,52 *1/*1 GG | GG | CC | AA | TT | GG | TT | AG | GG | TT 2,9
71 203,01 1926,86 *1/*1 AG | GG | CC | AC | TT | GG | TT | GG | AA | TT 2,4
72 126,63 852,81 *1/%2 GG | GG | CC | AA| AA | GG |TT | GG | GG | TT 1,6
73 242,07 19700,56 *1/*1 AG | AA | CC [ AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 2,1
74 195,10 344,01 *1/*1 AA | AG | CC | AA | AT | GG | TT | GG | GG | TT 2,5
75 356,55 3682,34 *1/*1 GG | GG | CC | AA | TT | GG | CT | AG | GG | CT 1,3
76 125,00 1827,83 *1/*1 GG | GG | CC | AA | TT | GG | TT | AG | AG | TT 2,1
77 529,86 40298,64 *1/*1 GG | GG | CC | AA | TT | GG | TT | AG | GG | TT 1,6
78 194,62 1192,90 *1/*1 GG | GG | CC | AA | TT | GG | TT | AG | GG | TT 1,5 Sim
79 161,05 264,84 *1/*1 GG | AG | CC | AA| AT | GG | TT | AG | GG | TT 1,2
80 447,30 923,77 *1/*1 AG | AG | CC | AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 2,0
81 369,91 1421,70 *1/*1 AG | AG | AC | AA | TT | GG | TT | AG | GG | TT 2,0
82 20,39 49,19 *1/*1 AG | AG | CC | AA| AA | GG |TT | GG | GG | TT 0,8 Sim
83 4,51 184,37 *1/*1 AG | AG | CC | AA | TT | GG | TT | GG | AA | TT 0,4 Sim
84 291,25 4374,87 *1/*1 AG | AG | CC | AA | AT | GG | TT | AG | GG | CT 2,1
85 116,17 813,86 *1/*1 GG | AG | CC|AC | AA | GG |TT | GG | GG | TT 0,7 Sim
86 44,66 9794,08 *1/*1 AG | AG | AC | AC | TT | GG | CT | AG | GG | CT 2,5
87 126,70 5923,53 *1/*1 GG | GG | CC|AC | TT | GG | TT | GG | GG | TT 2.4
88 131,86 863,80 *1/*1 GG | GG | CC | AA| AT | GG | TT | GG | GG | TT 2.8
89 142,95 932,56| *12 | AG | AG | CC | AA | TT | GG | TT | GG | AG | TT 1,7 Sim
90 284,52 383,17 *1/*1 AA | AA | CC | AA | TT | GG | TT | GG | AA | TT 0,9 Sim
91 37,69 1624,73 *1/*1 AG | AG | CC | AC | TT | GG | TT | AG | GG | TT 2,2
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o N h§§§ <§ <§ <§ <§ Fg E§ Eg Eé E§ E% AZA Alopurinol
Id. | 6TGN™ 6-MMP"! é gé % % E i E % E %. E % E 'E § % § % § % § i‘é >§ % (ag/Ke) (I(I))Omg) Biolégicos
92 18,36 2575 *1*1 | GG | GG | cC | AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 1,9 Sim
93 121,68 799,58 |  *1/%1 GG | GG | cCc | AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 2,6 Sim
94 142,28 962,69 *1/%1 AG | AG | cCc | AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 1,0
95 148,22 1249,01| *1/*1 | AG | AG [ cCc | AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 2,6
96 329,16 7287,45| *1/1 | GG | AG [ cC | AC | TT | GG | CcT | AG | GG | TT 2,3
97 901,93 28511,86| *1/*1 | AG | AG | cC | AC | AT | GG | TT | AG | AG | TT 2,4
98 330,88 1318,83 [  *1/¢1 GG |GG | cCc|AC | TT | GG | TT | GG | GG | TT 2,5
99 369,23 11751,30 [ *1/%1 AG | AG | CC | AA | AT | GG | TT | GG | AG | TT 2,3
100 23,01 364,59 |  *1/%1 GG | GG | cCc | AA | TT | GG | TT | GG | AG | TT 2,5 Sim
101 489,49 5927,44| *1/*1 | GG | AG [ cCc | AC | TT | GG | TT | AG | GG | TT 2,6
102 212,06 175,10 *1/%1 AG [ GG | cc |AC | TT | GG | TT | GG | GG | TT 2,5 Sim
103 126,99 129499 *1/*1 | GG | GG [ cCc | AA | TT | GG | TT | GG | AG | TT 2,5 Sim
104 123,75 802,52 *1*1 | GG | AG | cC | AA | AT | GG | TT | GG | GG | CT 0,8 Sim Sim
105 563,67 62031 *1/%1 AG | AG | cC | AA | TT | GG | TT | GG | AA | TT 2,1
106 16,96 549,76 |  *1/*1 GG | GG | cC | AA | AT | GG | TT | GG | AG | TT 1,0 Sim
107 128,23 1052,75| *1/*1 | GG | GG | cC | AC | AT | GG | TT | GG | AA | TT 0,7
108 144,93 85954 *1/*1 | GG | AG | CC | AA | AT [ GG | TT | GG | AG | TT 0,9 Sim
109 136,00 1791,59| *11 | GG | GG | CC [ AC | TT | GG | TT | AG | GG | TT 2,4
110 139,91 708,28 *1/*1 | AG | AA | cC | AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 2,7 Sim
111 118,87 797,87 *1/%1 GG |GG | cC|AA | TT | GG | TT | AG | GG | TT 1,8
112 40,86 324,82  *1/%1 GG | GG | cCc|AA | TT | GG | TT | GG | AG | TT 1,6 Sim
113 112,94 744,14 *1*1 | GG | GG | cCc | AC | TT | GG | TT | GG | AG | TT 1,4 Sim
114 134,80 111,58 *1/*s1 | AG | AG | cC | AC | AT | GG | TT | GG | AG | CcT 0,7
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1 1 E%gg ég §§ é% ég Eé §§ Eé Eé §§ E% AZA Alopurinol Vs
Id. 6-TGN 6-MMP 3 % % % = E = g = % = § E é :O< % S E S % S E ; E (meKo) (100mg) Biologicos
115 55,67 5089,52 *1/*1 GG | AG | CC | AA|[TT | GG | TT | GG | AG | TT 2,1
116 407,18 1219,60 | *1/*1 GG | AG | CC | AA | TT [ GG | TT | GG | GG | TT 1,5
117 23,16 726,82 *1/*1 GG [ GG | CC | AC | TT [ GG | TT | GG | AG | TT 1,3
118 47,83 2560,74  *1/*1 GG [ GG | CC | AC | TT | GG | TT | AG | GG | TT 2,1 Sim
119 1515,27 1156,17 | *1/*3A GG [ GG | CC | AC | TT [ GG | TT | GG | AA | TT 2,3
120 41,79 593,10 *1/*1 GG | AG | CC | AA|[TT | GG | TT | GG | GG | TT 1,3
121 234,80 9801,97| *1/*1 GG | GG | CC | AA [ TT | AG | TT | GG | AG | TT 2,6 Sim
122 24,17 777,04 *1/*1 GG | GG | CC | AA|[TT | GG | TT | AG | GG | TT 2,2
123 18,21 36,80 *1/*1 AG [ AG | CC | AA | TT [ GG | TT | GG | GG | TT -
124 281,40 121,34 *1/*1 GG [ GG | CC | AA| AA [ GG | TT | GG | AG | TT 1,9
125 453,05 229,16 *1/*1 GG [ GG | CC | AA | TT [ GG | TT | GG | AA | TT 1,9
126 870,61 5885,77| *1/*1 GG | GG | CC | AC [ TT | GG | TT | GG | AG | TT 2.4
127 593,77 3929,22 *1/*1 AA | AA | AC | AA | TT | GG | CT | AG | GG | CT 1,9
128 213,66 1048,51 *1/*1 AG | AG | AC | AA | AT [ GG | TT | AG | GG | TT 1,3 Sim
129 126,99 909,47| *1/*1 GG | AG |CC | AC | TT | GG | TT | GG | AA | TT 0,9 Sim
130 1205,55 18405,26 | *1/*1 AG [ AG | CC | AA | AT [ GG | TT | GG | GG | TT 2,4
131 1094,96 573,03 *1/*3C GG [ GG | CC | AC | TT | GG | TT | GG | AG | TT 2,2
132 136,19 1733,22| *1/*1 GG | AG | CC | AA | AT [ GG | TT | GG | AG | TT 2,7
133 129,83 957,10 *1/*1 GG | GG | CC | AA | ITT | GG | TT | GG | GG | TT 1.1 Sim
134 128,53 837,87 *1/*1 AG | AA | CC | AA | AT | GG | TT | AA | GG | TT 2,1 Sim
135 116,95 1475,58 | *1/*1 GG | AG | CC | AA | TT | GG | TT | GG | AG | TT 0,7 Sim
136 139,70 983,27 *1/*1 GG [ GG | CC | AA | TT [ GG | TT | GG | GG | TT 0,9 Sim Sim
137 374,08 215,38 *1/*1 GG | AG | CC | AC | TT | GG | TT | GG | AG | TT 2,3
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o * Fggg <§ <§ <§ <§ Fg E§ Eg Eé E§ E% AZA Alopurinol
Id. | 6TGN™ 6-MMP *! é gé % % E i E % E % E % E 'E § % § % %; % § i‘é >§ % (ag/Ke) (I(I))Omg) Biolégicos
138 139,08 4248,25|  *1/*1 AG | AG | CcC | AA | AT | GG | TT | GG | GG | TT 2,2
139 21,50 285,71  *1/%1 GG | AG | cCc | AA | TT | GG | TT | AG | AG | TT 1,9
140 244,91 39808,38| *1/*1 GG |GG | CcC|AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 2,3
141 475,49 165591  *1/%1 AG | AG | AC | AA | TT | GG | TT | GG | GG | TT 2,7
142 666,68 1167,46 |  *1/%1 GG [ GG | cC | AA | TT | GG | TT | GG | AA | TT 1,6 Sim
143 131,36 1827,07| *1/%1 AG | AG | cC | AC | AA | GG | TT | GG | GG | TT 1,1
144 126,63 1312,52  *1/%1 GG |GG | cCc|AC | TT | GG | TT | GG | GG | TT 2,4
145 47,26 3367,53| *1/*1 GG | AG | CcC | AA | TT | GG | TT | GG | AG | TT 1,9
146 32,67 1114,67| *1/*1 GG |GG | cCc|AC | TT | GG | TT | GG | GG | TT 1,3 Sim
147 47,07 1819,88 |  *1/%1 GG | AG | cCc | AA | TT | GG | TT | GG | AG | TT 1,2 Sim
148 13,51 75,70 *1/%1 GG | AA | cC | AA | TT | GG | TT | GG | AG | TT 2,0 Sim
149 136,01 1926,86 | *1/%1 GG |GG |cc|AC | TT | GG | TT | GG | GG | TT 0,9
150 598,49 4064,98 |  *1/%1 AG | AG | AC | AC | TT | GG | TT | AG | GG | TT 1,5

Nota: (-): dados ndo obtidos; 6-TGN: 6-tioguanina; 6-MMP: 6-metilmercaptopurina; TPMT: tiopurina metil transferase; ITPA: inosina trifosfatase; HPRT:
hipoxantina fosforribosil transferase; XO/XDH: xantida oxidase ou xantina desidrogenase; AZA: azatioprina; ~ ! resultados expressos em pmol/8x10*RBC.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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APENDICE E

TABELA 7 - FREQUENCIAS EM DIFERENTES POPULACOES DO ALELO DE MENOR
FREQUENCIAS (MAF) PARA POLIMORFISMOS NO GENE DE QUATRO ENZIMAS

RELACIONADAS A METABOLIZACAO DA AZATIOPRINA.

Populacao
Gene SNP
Brasileira' | Europeia®> | Africana® | Asidtica’ | Americana’
rs1800462 (*2) 0,009 0,006 0,001 0,000 0,006
TPMT rs1800460 (*3A) 0,010 0,028 0,003 0,000 0,040
rs1142345 (*3C) 0,026 0,029 0,066 0,022 0,058
rs 9101 nd 0,309 0,083 0,509 0,278
ITPA rs 8362 nd 0,302 0,471 0,613 0,305
rs 1127354 nd 0,071 0,045 0,169 0,042
rs 7270101 nd 0,129 0,071 0,000 0,082
HPRT rs 1468266 nd 0,132 0,326 0,001 0,097
s 4407290 nd 0,049 0,012 0,052 0,026
rs 17323225 nd 0,047 0,005 0,004 0,016
XO/XDH | rs 1884725 nd 0,209 0,234 0,152 0,244
rs 2295475 nd 0,303 0,070 0,334 0,366
rs 17011368 nd 0,048 0,120 0,004 0,032

'Disponivel no banco de dados da Rede Nacional de Farmacogenética (em: https://www.refargen.org.br)
’Disponivel no 1000Genomes database (em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp), Nd: ndo disponivel.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP HU/UFJF
JUIZ DE FORA — MG — BRASIL

Pesquisador Responsavel: Professor Jorge Willian L. Nascimento
Endereco: Rua José Lourenco Kelmer, s/n — Bairro Martelos, Juiz de Fora - MG, Departamento de Farmacologia -
Laboratério de Farmacologia Clinica e Experimental
Universidade Federal de Juiz de Fora  CEP: 36036-330
Fone: (32) 2102-3369 E-mail: jorge.willian@ufjf.edu.br
99161-9120 alinecorrearibeiro@yahoo.com.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntério (a) a participar da pesquisa “Avaliacdo da
associacdo entre polimorfismos em genes relacionados a metabolizacio das tiopurinas e a
resposta a azatioprina em pacientes com doenca de Crohn e retocolite ulcerativa”. Neste estudo,
vamos avaliar a associagdo entre polimorfismos enzimaticos relacionados com os efeitos benéficos
(terapéuticos) e eventos adversos do uso do medicamento azatioprina e da azatioprina junto com o
alopurinol nos pacientes com Doenga Inflamatoria Intestinal.

O motivo para a realizacdo desse estudo ¢ o fato de que a azatioprina € o tratamento que seu
médico escolheu para tratar sua doenca, porém, como outros medicamentos, ela pode levar ao
aparecimento de alguns eventos adversos ou ndo ter o efeito esperado no tratamento de alguns
pacientes. Assim, o objetivo deste estudo sera avaliar se serd necessaria uma possivel reducdo da
dose terapéutica da azatioprina, quando estiver sendo usada junto com o medicamento alopurinol, o
que poderd diminuir os eventos adversos e melhorar o efeito da azatioprina para vocé ou outros
pacientes que também tenham Doenga Inflamatéria Intestinal.

Para este estudo, os pacientes que aceitarem participar, serdo divididos em 3 grupos, a partir da
consulta médica, avaliagdo dos resultados de exames laboratoriais e a aplicagdo de um breve
questionario (indice de Harvey-Bradshaw ou Truelove and Witts) que o Sr(a) ja realizaria para avaliar
e tratar sua doenga. No grupo 1 estardo os pacientes com Doenga Inflamatéria Intestinal que ja estdo
utilizando a azatioprina e que apresentam eventos adversos ao tratamento. No grupo 2 estardo os
pacientes portadores da Doenga Inflamatoria Intestinal ja em tratamento com azatioprina mas com
falha no efeito e que ndo apresentam eventos adversos a terapia; € no grupo 3, pacientes em
tratamento com azatioprina com sucesso terapéutico, isto ¢, que nao apresentam eventos adversos e
nem haé falha no efeito deste medicamento. Vocé poderé ser incluido em qualquer destes grupos, de
acordo com a avaliacdo realizada.

Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em risco minimo associado a coleta de uma
quantidade pequena de sangue (uma colher de sopa - aproximadamente 10mL), da mesma forma
como outros exames de sangue que vocé certamente ja fez, com agulha e seringa estéreis e
descartaveis, uma para cada participante, ou seja, sem risco de contaminagdo. A coleta sera realizada
por equipe profissional, devidamente capacitada, do Hospital HU/CAS, e ocorrera conforme a rotina
do hospital. Pode ocorrer um pequeno desconforto na hora da introducao da agulha na pele, como se
fosse uma “picada de inseto”. O sangue coletado serd armazenado no congelador do laboratério até
ser analisado e o restante serd descartado de forma adequada, em local apropriado, ndo sendo mais
utilizado em nenhuma outra pesquisa.

Nio ha risco adicional em relagdo ao tratamento com os medicamentos. E importante que vocé
saiba que o fato de vocé aceitar participar da pesquisa NAO ir4 interferir no tratamento com os
farmacos que vocé normalmente receberia (azatioprina ou azatioprina + alopurinol). Ou seja, ndo
sera testado nenhum medicamento novo e nem serd modificado o seu tratamento por conta deste
estudo, inclusive em caso de agravamento da doenga.
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A pesquisa ird contribuir para melhorar o tratamento dos pacientes com Doenca Inflamatoria
Intestinal que usam azatioprina e possibilitara o estudo das quantidades deste medicamento e de seus
derivados (metabdlitos) no sangue, com o objetivo de diminuir os eventos adversos.

Se vocé participar deste estudo, ndo havera nenhum custo, nem receberd qualquer vantagem
financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes exclusivamente
desta pesquisa, o Sr.(a) tera assegurado o direito a indenizag¢dao. O Sr.(a) serd esclarecido(a) sobre o
estudo em qualquer aspecto que desejar e estd livre para participar ou retirar seu consentimento ou
interromper a participagdo em qualquer momento. A sua participagdo ¢ voluntdria e a recusa em
participar NAO acarreta qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que o Sr. (a) é atendido (a)
pelo pesquisador ou pelo seu médico, que tratara a sua identidade com padrdes profissionais de
sigilo, atendendo a legislagdo brasileira (Resolugdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude),
utilizando as informagdes somente para os fins académicos e cientificos.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicao quando finalizada. Seu nome ou o material
que indique sua participagdo nao serd liberado sem a sua permissdao. O(A) Sr(a) ndo sera
identificado(a) em nenhum texto ou publicacdo que possa resultar deste estudo. Os dados e
instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um
periodo de 5 (cinco) anos, € apos esse tempo serdao destruidos. Este termo de consentimento encontra-
se impresso em duas vias originais, sendo que uma cOpia sera arquivada pelo pesquisador
responsavel, no Laboratéorio de Farmacologia Clinica e Experimental, Departamento de
Farmacologia da Universidade Federal de Juiz de Fora e a outra sera fornecida ao Sr.(a).

Eu, , portador do
documento de Identidade fui informado (a) dos objetivos do estudo
“Avaliacdo da associacdo entre polimorfismos em genes relacionados a metabolizacio das
tiopurinas e a resposta a azatioprina em pacientes com doenca de Crohn e retocolite
ulcerativa”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei que a qualquer momento
poderei solicitar novas informagdes ¢ modificar minha decisao de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Juiz de Fora, de de 20 .
Nome e assinatura do (a) participante Data
Prof. Dr. Jorge Willian L. Nascimento Data
Farmaceéutica Aline Corréa Ribeiro Data

Em caso de dividas sobre aos aspectos éticos deste estudo, vocé pode consultar o:
CEP HU — Comité de Etica em Pesquisa HU/UFJF
Hospital universitario Unidade Dom Bosco-sala 297; e-mail: cep.hu@ufjf.edu.br
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ANEXO B - APROVACAO DO PROJETO PELO CEP HU/UFJF



l-IU #  HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
& estssinsosn UNIVERSIDADE FEDERAL DE W“p
JUIZ DE FORA-MG

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Terapia combinada de Azatioprina e Alopurinol em pacientes com Doenca de Crohn:
Eficacia Terapéutica e Efeitos nos Metabdlitos da Tiopurina

Pesquisador: JORGE WILLIAN LEANDRO NASCIMENTO

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 54335416.3.0000.5133

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA UFJF
Patrocinador Principal: Universidade Federal de Juiz de Fora UFJF

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.633.090

Apresentagao do Projeto:

Doenca de Crohn (DC) é uma doenga inflamatdria crdnica incuravel de etiologia desconhecida, que pode
afetar qualquer segmento do tubo digestivo, associada a manifestagbes extraintestinais e imunoldgicas, com
periodos alternados de remissao e exacerbagéo. Devido a importancia que o sistema imune desempenha na
DC, os farmacos tiopurinas continuam sendo os imunomoduladores mais indicados na terapia em conjunto
com uso de glicocorticoides. Entretanto, as tiopurinas, como a Azatioprina e seus metabdlitos, levam a uma
série de reagbes adversas ou apresentam falha terapéutica em cerca de 30 a 40% dos pacientes. Desta
forma, uma alternativa usual para alteragdo do metabolismo da azatioprina é a associacido do farmaco
alopurinol, inibidor da enzima xantina oxidase, o qual promove um desvio do metabolismo, aumentando a
formacgao do metabdlito ativo 6-Tioguanina, reduzindo as doses diarias da azatioprina entre 25-50%. Aliado
a reducgao da dose, nosso estudo ira avaliar se o uso da associagao medicamentosa (azatioprina e
alopurinol) ira reduzir os efeitos adversos relacionados a azatioprina, melhorar adeséo ao tratamento ou
resgatar os pacientes com DC que apresentam significativa falha terapéutica relacionada ao uso da
azatioprina.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Enderego: Av. Eugénio do Nascimento, s/n

Bairro: Dom Bosco CEP: 36.038-330
UF: MG Municipio: JUIZ DE FORA
Telefone: (32)4009-5336 Fax: (32)4009-5336 E-mail: cep.hu@ufif.edu.br
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Avaliar e comparar os efeitos terapéuticos e adversos da azatioprina isolada e da azatioprina associada com
alopurinol em pacientes com doenga de Crohn, por meio do monitoramento de efeitos adversos, incluindo a
hepatotoxicidade e mielotoxicidade, bem como das variagdes nas concentragdes intra-eritrocitarias de seus
metabolitos (6-MP, 6-MMP e 6-TGN).

Objetivo Secundario:

- Desenvolver e validar metodologia analitica para a determinagao dos metabdlitos intraeritrocitarios da
Azatioprina, 6-MP, 6-MMP e 6-TGN, por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgao ultravioleta
(CLAE-UV); - Determinar e avaliar as alteragbes desses metabolitos em uma populagdo de pacientes em
tratamento com azatioprina e com terapia associada azatioprina + alopurinol.- Avaliar a possivel eficacia da
combinagéao

de azatioprina com alopurinol no resgate terapéutico e/ou resolugao dos efeitos adversos a azatioprina em

pacientes que falharam ou que se mostraram intolerantes ao tratamento com este farmaco.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O estudo apresenta um risco minimo ao sujeito da pesquisa, o qual esta associado a coleta de sangue a ser
realizada por equipe devidamente capacitada do Hospital HU/CAS, procedendo conforme protocolo interno
do hospital e utilizando materiais adequados. Nao havera risco adicional em relagao ao tratamento
farmacologico, pois os pacientes recrutados ja fazem uso do(s) medicamento(s) em estudo (azatioprina ou
azatioprina +

alopurinol) e ndo havera modificagbes nas terapias ou nas condutas que seriam realizadas normalmente
para tratamento dos mesmos, inclusive em caso de agravamento da doenga.

Beneficios:

A associagdo medicamentosa (azatioprina e alopurinol) permitira contornar os efeitos adversos relacionados
a azatioprina e resgatar a significativa falha terapéutica a esta droga dos pacientes com DC em tratamento
com tiopurinas.Vale ressaltar que as falhas terapéuticas ao tratamento convencional da doenca de Crohn
implicam em sofrimento ao paciente, avango da morbidade, além de elevado custo para os sistemas de
saude.

Desta forma este estudo poderia contribuir para que esta associagao seja realizada de forma otimizada,
monitorada e racional, visando o maximo de eficacia com o minimo de efeitos adversos para estes
pacientes. Espera-se ainda, que ocorra melhor adesao terapéutica, uma vez que a possibilidade de
contornar ou eliminar reagdes adversas a azatiopriona, responsaveis por abandonos e/ou nao
comprometimento com o tratamento,

Enderego: Av. Eugénio do Nascimento, s/n

Bairro: Dom Bosco CEP: 36.038-330
UF: MG Municipio: JUIZ DE FORA
Telefone: (32)4009-5336 Fax: (32)4009-5336 E-mail: cep.hu@ufif.edu.br
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Plataforma

asil

serda resolvida.Finalmente, vale ressaltar que ja existe uso clinico rotineiro da associacédo de alopurinol

nestas condigdes, como recomendado pelo Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas — Doenga de Cronh -

Portaria SAS/MS n° 966, de 2 de outubro de 2014.

Comentarios e Considerag6es sobre a Pesquisa:

O presente projeto busca provar que a associagao medicamentosa (azatioprina e alopurinol) permitira

contornar os efeitos adversos relacionados a azatioprina resgatar a significativa falha terapéutica a esta

droga dos pacientes com DC em tratamento com tiopurinas.

Considerag6es sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Fluxograma_Casuistica.pdf
Fluxograma_Analitico.pdf

Anexo_| _TCLE_Azatioprina.docx
Folhaderosto.pdfCarta_Resposta_Pendencias.pdf
CV_Jorge_Willian.pdf

CV_Julio.pdf

CV_Aline.pdf

Folha_de_ Rosto.pdf

Autorizacao_ HU_Frente.pdf
Autorizacao_HU_Verso.pdf
Autorizacao_ICB_Frente.pdf

Autorizacao ICB_Verso.pdf

O Autorizacao_Laboratorio.pdf
Projeto_de_pesquisa.docx

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Projeto esta de acordo com a Resolugéo 466/12 e/ou Norma Operacional/ cartas circulares da CONEP.

Aprovado

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem

Autor

| Situacéo |

Enderego: Av. Eugénio do Nascimento, s/n

Bairro: Dom Bosco CEP: 36.038-330
UF: MG Municipio: JUIZ DE FORA
Telefone: (32)4009-5336 Fax: (32)4009-5336 E-mail: cep.hu@ufif.edu.br
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Investigador NASCIMENTO
Outros Autorizacao_Laboratorio.pdf 05/05/2016 |Aline Correa Ribeiro | Aceito
10:29:32
Outros Autorizacao_ICB_Verso.pdf 05/05/2016 | Aline Correa Ribeiro | Aceito
10:29:05
Outros Autorizacao_ICB_Frente.pdf 05/05/2016 |Aline Correa Ribeiro | Aceito
10:28:42
Outros Autorizacao_ HU_ Verso.pdf 05/05/2016 | Aline Correa Ribeiro | Aceito
10:28:23
Outros Autorizacao_HU_Frente.pdf 05/05/2016 |Aline Correa Ribeiro | Aceito
10:27:44
Outros Folha_de_Rosto.pdf 05/05/2016 |Aline Correa Ribeiro | Aceito
10:19:43
Outros CV_Aline.pdf 05/05/2016 | Aline Correa Ribeiro | Aceito
10:19:06
Outros CV_Julio.pdf 05/05/2016 | Aline Correa Ribeiro | Aceito
10:18:46
Outros CV_Jorge_Willian.pdf 05/05/2016 |Aline Correa Ribeiro | Aceito
10:18:07
Recurso Anexado Carta_Resposta_Pendencias.pdf 05/05/2016 | Aline Correa Ribeiro | Aceito
pelo Pesquisador 10:17:19
Folha de Rosto Folhaderosto.pdf 18/03/2016 |JORGE WILLIAN Aceito
12:20:39 |LEANDRO
NASCIMENTO
TCLE / Termos de |Anexo_| _TCLE_Azatioprina.docx 24/02/2016 |JORGE WILLIAN Aceito
Assentimento / 11:50:42 |LEANDRO
Justificativa de NASCIMENTO
Auséncia
Outros Fluxograma_Analitico.pdf 24/02/2016 | Aline Correa Ribeiro | Aceito
10:36:21
Outros Fluxograma_Casuistica.pdf 24/02/2016 | Aline Correa Ribeiro | Aceito
10:35:23
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Otimizacao da terapia com Azatioprina em pacientes com Doenca de Crohn: avaliagao
farmacogenética e monitorizagao terapéutica.

Pesquisador: JORGE WILLIAN LEANDRO NASCIMENTO

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 7

CAAE: 77867417.4.0000.5147

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Juiz de Fora - ICB

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.860.618

Apresentacao do Projeto:

As informagbes elencadas nos campos “Apresentacdo do Projeto”, “Objetivo da Pesquisa” e “Avaliagao dos
Riscos e Beneficios” foram retiradas do arquivo Informacdes Basicas da Pesquisa.

"Sera realizado um estudo prospectivo longitudinal, no qual serao incluidos 150 pacientes, ambos os sexos,
entre 18-60 anos, diagnosticados com Doenga de Crohn ou retrocolite ulcerativa. Este estudo ira avaliar a
variabilidade nas concentragbes dos metabdlitos ativos da azatioprina (6-TGN e 6-MMP) no sangue de
pacientes com Doenga de Crohn (DC) ou retrocolite ulcerativa (RCU). Sera utilizado um método
cromatografico (CLAE-UV), recentemente desenvolvido e validado em nosso laboratério, para determinagao
das concentragdes intraeritrocitarias destes metabdlitos em 150

pacientes que ja estdo em terapia ha pelo menos 3 meses com azatioprina, a associagédo azatioprina com
alopurinol com ou sem uso de anticorpos monoclonais (infliximabe, adalimumabe ou certulizumabe). Serao
avaliados polimorfismos genéticos nas 4 principais enzimas envolvidas no metabolismo da azatioprina
(TMPT, XO, HPRT e ITPase) de forma a se identificar uma correlagédo entre as concentragdes dos
metabdlitos, o perfil genético dos pacientes e resposta clinica ao tratamento da DC ou RCU com estes
farmacos. O objetivo final é obter informagdes que, no futuro, possam nortear a terapia farmacoldgica
personalizada nestes pacientes, obtendo o maximo de efetividade com o minimo de efeitos adversos.".

Enderego: JOSE LOURENCO KELMER S/N

Bairro: SAO PEDRO CEP: 36.036-900
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Objetivo da Pesquisa:

"Objetivo Primario: Propor uma otimizagao da terapia com Azatioprina em pacientes com Doenca de Crohn
ou retrocolite ulcerativa a partir da avaliagdo farmacogenética e da monitorizagao terapéutica dos
metabdlitos ativos da azatioprina.".

"Objetivo Secundario: Conhecer o perfil genético dos pacientes com Doenga de Crohn ou retrocolite
ulcerativa que sdo atendidos pelo Hospital Universitario da UFJF. Aplicar método cromatografico,
recentemente desenvolvido e validado em nosso laboratério, na quantificacdo dos metabdlitos da
azatioprina (6-TGN e 6-MMP) Avaliar a interferéncia dos gendétipos para as quatro principais enzimas
relacionadas a metabolizacdo da azatioprina nas concentragbes destes metabdlitos e nos efeitos
terapéuticos e adversos da azatioprina nestes pacientes Propor uma personalizagado das doses de
azatioprina, baseando-se na farmacogenética e nas concentragdes dos metabolitos intraeritrocitarios deste
farmaco.".

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

"O estudo apresenta um risco minimo ao participante da pesquisa, o qual esta associado a coleta de sangue
a ser realizada por equipe devidamente capacitada do Hospital HU/CAS, procedendo conforme protocolo
interno do hospital e utilizando materiais adequados. Nao havera risco adicional em relagao ao tratamento
farmacoldgico, pois os pacientes recrutados ja fazem uso do(s) medicamento(s) em estudo (azatioprina ou
azatioprina + alopurinol ou azatioprina + infliximabe) e ndo havera modificagdes nas terapias ou nas
condutas que seriam realizadas normalmente para tratamento dos mesmos, inclusive em caso de
agravamento da doenca. Acompanhamento farmacoterapéutico mais intenso e otimizado dos pacientes com
Doenca de Crohn ou retrocolite ulcerativa atendidos pelo Centro de Doengas Inflamatérias Intestinais do
Hospital Universitario HU/CAS-UFJF através da possibilidade de otimizag&o da terapia farmacolégica com
azatioprina, com impacto no aumento da eficacia e redugao das reagdes adversas."

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto esta bem estruturado, delineado e fundamentado, sustenta os objetivos do estudo em sua
metodologia de forma clara e objetiva, e se apresenta em consonancia com os principios éticos norteadores
da ética na pesquisa cientifica envolvendo seres humanos elencados na resolu¢ao 466/12 do CNS e com a
Norma Operacional N° 001/2013 CNS.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
O protocolo de pesquisa esta em configuragdo adequada, apresenta FOLHA DE ROSTO devidamente
preenchida,com o titulo em portugués, identifica o patrocinador pela pesquisa,

Enderego: JOSE LOURENCO KELMER S/N
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estando de acordo com as atribuigdes definidas na Norma Operacional CNS 001 de 2013 item 3.3 letra a; e
3.4.1 item 16. Apresenta o TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO em linguagem clara
para compreensao dos participantes, apresenta justificativa e objetivo, campo para identificacdo do
participante, descreve de forma suficiente os procedimentos, informa que uma das vias do TCLE sera
entregue aos participantes,assegura a liberdade do participante recusar ou retirar o consentimento sem
penalidades,garante sigilo e anonimato, explicita riscos e desconfortos esperados, ressarcimento com as
despesas,indenizagédo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa,contato do pesquisador e do
CEP e informa que os dados da pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador pelo periodo de cinco anos,
de acordo com as atribuicdes definidas na Resolugao CNS 466 de 2012, itens:IV letra b; IV.3 letras
a,b,d,e,f,g e h; IV. 5 letra d e XI.2 letra f. Apresenta o INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS de forma
pertinente aos objetivos delineados e preserva os participantes da pesquisa. O Pesquisador apresenta
titulacdo e experiéncia compativel com o projeto de pesquisa, estando de acordo com as atribui¢cées
definidas no Manual Operacional para CPEs. Apresenta DECLARACAO de infraestrutura e de concordancia
com a realizagdo da pesquisa de acordo com as atribui¢des definidas na Norma Operacional CNS 001 de
2013 item 3.3 letra h.

Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Diante do exposto, a emenda ao projeto esta aprovada, pois esta de acordo com os principios éticos
norteadores da ética em pesquisa estabelecido na Res. 466/12 CNS e com a Norma Operacional N°
001/2013 CNS. Data prevista para o término da pesquisa:outubro de 2022.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa CEP/UFJF, de acordo com as atribuicdes definidas na
Res. CNS 466/12 e com a Norma Operacional N°001/2013 CNS, manifesta-se pela APROVACAO a emenda
ao protocolo de pesquisa proposto, com a seguinte justificativa:"Devido as dificuldades operacionais
decorrentes de medidas impostas pela pandemia do SARS-CoV-2 e principalmente pela possibilidade de
obtencgdo de bolsas de incentivo para alunos da iniciagéo cientifica, cujo edital prevé finalizagao em
setembro de 2022, solicito prorrogagao do prazo final do projeto para 20 outubro de 2022 (previsédo anterior
era 20 de agosto de 2022).".. Vale lembrar ao pesquisador responsavel pelo projeto, 0 compromisso de
envio ao CEP de relatérios parciais e/ou total de sua pesquisa informando o andamento da mesma,
comunicando também eventos adversos e eventuais modificagdes no protocolo.

Enderego: JOSE LOURENCO KELMER S/N
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

QRGran

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS 179566 21/07/2021 Aceito
do Projeto 8 E5.pdf 10:02:46
Recurso Anexado Emenda_E5_Carta_de_encaminhament| 21/07/2021 |Aline Corréa Ribeiro | Aceito
pelo Pesquisador o CEP HU UFJF Adendo.pdf 10:01:50
Projeto Detalhado/ |Emenda_E5_ Julho_2021_Projeto AZA_| 19/07/2021 |Aline Corréa Ribeiro | Aceito
Brochura CEP_UFJF.doc 18:45:55
Investigador
Projeto Detalhado / |Projeto_ AZA_CEP_UFJF_Versao2.doc | 27/06/2019 |JORGE WILLIAN Aceito
Brochura 15:56:17 |LEANDRO
Investigador NASCIMENTO
Outros Resposta_ao_Parecer_Consubstanciad | 10/01/2018 | Aline Correa Ribeiro | Aceito

o _do CEP.pdf 11:25:02
Outros Comprovante_Cadastro_do_Projeto_na | 08/01/2018 |Aline Correa Ribeiro | Aceito
GEP.pdf 21:20:16
Outros Comprovante _Cadastro_do Pesquisado| 08/01/2018 |Aline Correa Ribeiro | Aceito
r_GEP.pdf 21:19:47
Outros Anexo_Questionario_de_coleta_de_dad| 08/01/2018 |Aline Correa Ribeiro | Aceito
os.doc 21:18:29
Outros Anexo_Anamnese_e Parametros.docx 08/01/2018 | Aline Correa Ribeiro | Aceito
21:17:46
TCLE / Termos de | TCLE_Biorrepositorio.pdf 08/01/2018 | Aline Correa Ribeiro | Aceito
Assentimento / 21:06:28
Justificativa de
Auséncia
Orgamento Declaracao_de_ Aprovacao_de Orcame| 08/01/2018 |Aline Correa Ribeiro | Aceito
nto.pdf 21:01:10
Projeto Detalhado / |Projeto AZA CEP_UFJF.pdf 08/01/2018 | Aline Correa Ribeiro | Aceito
Brochura 21:00:28
Investigador
Declaragao de Declaracao_de_Infraestrutura_e Concor| 08/01/2018 |Aline Correa Ribeiro | Aceito
Instituicao e dancia4.pdf 20:58:30
Infraestrutura
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Assinada.pdf 08/01/2018 |Aline Correa Ribeiro | Aceito
20:56:55
Declaragéo de TermodeConfidencialidadeSigilo.pdf 28/09/2017 | JORGE WILLIAN Aceito
Pesquisadores 10:37:44 |LEANDRO
NASCIMENTO
Declaragao de Declaracao_de_Infraestrutura_e Concor] 28/09/2017 |JORGE WILLIAN Aceito
Instituicéo e dancial.pdf 10:29:53 |LEANDRO
Infraestrutura NASCIMENTO
Declaragéo de Declaracao_de_|Infraestrutura_e Concor| 28/09/2017 |JORGE WILLIAN Aceito
Instituicédo e dancia2.pdf 10:29:39 |LEANDRO
Infraestrutura NASCIMENTO
Declaragao de Declaracao_de_|Infraestrutura_e_Concor| 28/09/2017 |JORGE WILLIAN Aceito
Instituicdo e dancia3.pdf 10:29:29 |LEANDRO
Enderego: JOSE LOURENCO KELMER S/N
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Infraestrutura Declaracao_de_Infraestrutura_e_Concor| 28/09/2017 |NASCIMENTO Aceito
dancia3.pdf 10:29:29

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

JUIZ DE FORA, 21 de Julho de 2021

Assinado por:
Jubel Barreto

(Coordenador(a))
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ANEXO C - QUESTIONARIO COM PARAMETROS CLINICOS, HEMATOLOGICOS,
BIOQUIMICOS E METABOLICOS DO PACIENTE

INDICE DE HARVEY-BRADSHAW - DOENCA DE CROHN

Nome do paciente:

Identificacdo (iniciais dos nomes e sequéncia numérica):

Dados da coleta: () Coleta inicial do estudo

Anamnese: (eventos adversos)

) fistula anal
) pioderma gangrenoso

() muito bom (0 pts)
() bom (1 pt)
Bem estar geral: () ruim (2 pts)
() muito ruim (3 pts)
() péssimo (4 pts)
() nenhum (0 pts)
. ( )leve (1pt)
D 1:
or abdomina () moderado (2 pts)
() severo (3 pts)
Numero de evacuacdes liquidas/dia: | ( ) por n° de evacuagdo (1pt)
() nenhuma (0 pts)
Massa abdominal: () duvidosa ) (I'pY
() bem definida (2 pts)
() bem definida, dolorosa (3 pts)
() artralgia () fissura anal
Complicagdes: () uveite () eritema nodoso
1 pt por item () abcesso () Ulcera aftoides
(
(

Pontuacio total: pontos
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ANEXO C - QUESTIONARIO COM PARAMETROS CLINICOS, HEMATOLOGICOS,
BIOQUIMICOS E METABOLICOS DO PACIENTE

INDICE DE TRUELOVE AND WITTS - RETOCOLITE ULCERATIVA

Nome do paciente:

Identificacdo (iniciais dos nomes e sequéncia numérica):

Dados da coleta: () Coleta inicial do estudo

Anamnese: (eventos adversos)

Pirexia: () Nao
Definida: temperatura > 37,8°C ( ) Sim
i o . ()<4 (atividade leve)

Numero de evacuacdes liquidas/dia: ( Ydes (atividade moderada)
com presencga de sangue

( )>6 (atividade grave)
Anemia: . ( ) Nio (atividade leve)
Definida: hemoglobina < 10,5 g/dL
(105 g/L) () Sim (atividade grave)

Avaliacao final:




