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Situacao em Portugal

* Estima-se que em Portugal existam cerca de
100.000 doentes hipocoagulados, estando este
namero a aumentar a um ritmo proximo de 14% ao
ano, segundo dados de 2005, do IMS
(Intercontinental Marketing Services)
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~0 QUE E A HIPOCOAGULACAO ORAL?

—

* A hipocoagulacao oral é um tratamento que
permite, através da ingestao de medicamentos,
tornar o sangue “mais fluido”, reduzindo a
possibilidade de formacao de coagulos no coracao
e na circulacao sanguinea.
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Anticoagulacao oral

* Farmacos anticoagulantes mais frequentes
e Varfarina (Varfine®)
» Acenocumerol (Sintron®)
e Dabigatrano (Pradaxa®)
e Rivaroxabano (Xarelto®)
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Anticoagulacao oral

* Para que serve?

- prevencdo de ocorréncia dos fenémenos
tromboembolicos
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Anticoagulacao oral

* Tipo de anticoagulantes

e Antivitaminicos K sio os mais usados
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Indicagoes

* Patologias mais frequentes
e Fibrilhacao auricular
e AVC trombdticos
e Proteses Valvulares
» Tromboses Venosas profundas

* Idades: a maioria dos doentes tem mais de 60
anos
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~~Anticoagulacao oral

Monitorizacao

* Com teste de coagula¢do para determinacao do
e INR (International Normalized Ratio)

(Récio Internacional Normalizado)

* Deve ser regularmente monitorizada de forma a manter
niveis terapéuticos seguros
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“Riscos

* Riscos de trombose, (que levam a prescrigdo de
terapéutica anticoagulante)

* Riscos de hemorragia (que advém dessa terapéutica)

* Margens terapéuticas:

e INR com valores limite que dependem da patologia em
causa,

¢ Globalmente:

- INR: 2.0-3.5




erivados cumarinicos (antagonistas da Vitamina K)

* Analgésicos (por exemplo, dcido acetilsalicilico e AINEs)

* Anti-reumadticos e anti-inflamatdrios

* Antibioticos (por exemplo, penicilina, ampicilina, tetraciclina)

* Anticolesterolaminas (Statine, fibratos)

* Agentes anti-arritmicos (por exemplo amiodarona, Chinidin)

* Antidepressivos (antidepressivos triciclicos)

e Diuréticos (por exemplo, acido etacryn)

* Medicamentos hipoglicemiantes (por exemplo sulfonil carbamidas)

e Hormonas da tirdide
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/Kl'gﬁmedicamentos que reduzem o efeito dos
derivados cumarinicos (AVKs)

A reducao do efeito significa o aumento do risco da trombofilia,
Analiticamente ha
- Diminuicdo do INR

Anti-epilépticos (por exemplo, carbamazepina, barbituricos)

Medicamentos antimicoticos (por exemplo, griseofulvina)

Drogas antituberculose (por exemplo, rifampicina)

Preparados de vitamina (vitamina K)

Os laxantes tém efeito sobre a anticoagulacdo que ndo é previsivel
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icoagulacaooral
» Os hipocoagulantes aumentam o risco de hemorragias,

sendo esta a principal complicacao.

» A gravidade das hemorragias varia. Na maioria dos
casos registados é de curta duracéo e de pequena
gravidade.

* Equimoses e hematomas (“n6doas negras”), mesmo sem
historia de traumatismo que o justifique

* Hematuria (Perda de sangue na urina) - é das situacoes
mais frequentes e normalmente nao € grave;

» Perdas de sangue nasais e gengivais;
» Perdas de sangue gastrointestinais.
* Perdas menstruais mais abundantes que o habitual.
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em caso de extraccao dentdria ou cirurgia programada

» Substituicdo da anticoagulacao oral por injeccao
subcutanea de heparina de baixo peso molecular
(Fraxiparina, Lovenox)

* ainiciar dois dias antes e

* a continuar apo6s passar o risco de hemorragia, em
simultdneo com anticoagulacao oral e até serem atingidos
niveis terapéuticos (2-3 dias).
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g jecto hipocoagulacdo seggura

Racional do projecto

* A colaboracio do doente e familiares é fundamental
para reduzir os riscos associados a trombofilia e
anticoagulacao

* O conhecimento da susceptibilidade genética associada
permite prever a resposta a terapéutica e reduzir riscos

* Melhorar a capacitacao dos doentes, familiares e
cuidadores no que respeita as interferéncias da dieta e
medicacao concomitante, permitira niveis terapéuticos
mais estaveis e menores riscos.
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Oportunidades e ameacas

* Os Hospitais tém as consultas sobrecarregadas
» Os Hospitais néo estdo a fazer campanhas de informacéo

» Os Centros de saude estdo a receber doentes, mas 0s
Médicos de familia ndo se sentem a vontade para
acompanhar os doentes hipocoagulados

e Ha laboratorios privados a acompanhar alguns
hipocoagulados

» Ha testes genéticos disponibilizados por laboratérios
privados, mas nao € pratica habitual usar essa informacao.
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Laboratorios Privados

Utilizanda & tecnalogia de microarrags, o Painel de Mutapdes OGC perrite detectar, simultaneamente, 13 mutagbes descritas na
trombolilias hereditdrias e 3 mutagdes para & componente genética da resposta individual @ uma terapdutica anticoagulante com
dicumarinicos [varfarina).

TROMBOFILIA

e e

c677T | | 46/56 Cys112Arg
Arg5066in || G202104 aprosc| lgsaag| |/l |455G2A |Val3dLeu argtsacys| 6789/C

RESPOSTA INDIVIDUAL A TERAPEUTICA ANTICOAGULANTE COM DICUMARINICOS
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ternational Warfarin Pharmacogenetics Consortium*
N Engl J Med. 2009 February 19; 360(8): 753-764. doi:10.1056/NEJM0a0809329.

Abstract

BACKGROUND—Genetic variability among patients plays an important role in determining the dose of
warfarin that should be used when oral anticoagulation is initiated, ...

We developed and used an algorithm for estimating the appropriate warfarin dose that is based on both
clinical and genetic data ...

METHODS—Clinical and genetic data from 4043 patients were used to create a dose algorithm that was
based on clinical variables only and an algorithm in which genetic information was added to the clinical
variables....

RESULTS—In the validation cohort, the pharmacogenetic algorithm accurately identified larger proportions of
patients who required 21 mg of warfarin or less per week and of those who required 49 mg or more per
week to achieve the target international normalized ratio than did the clinical algorithm (49.4% vs. 33.3%,
P<0.001, among patients requiring <21 mg per week; and 24.8% vs. 7.2%, P<0.001, among those requiring
249 mg per week).

CONCLUSIONS—The use of a pharmacogenetic algorithm for estimating the appropriate initial dose of
warfarin produces recommendations that are significantly closer to the required stable therapeutic
dose than those derived from a clinical algorithm or a fixed-dose approach. The greatest benefits were
observed in the 46.2% of the population that required 21 mg or less of warfarin per week or 49 mg or more per
week for therapeutic anticoagulation.
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O Conhecimento do gendtipo pode reduir a dose inicial
de Varfarina para % da dose habitual

Figure 1. Comparisens of Warfarin Doses Predicted Acoording fo the Clinical Algorithm and the
Pharmacogenetic Algorithm

Pancl A shows the comparizons hased on genotype and on use or nonuse of amicdarone.
This example of a 50-year-old non-Asian, nonzlack patient who is 1.75 m tall and weighs 80
kg shows that genotype can markedly change the recommended dose from more than 45 mg
per week to less than 10 mg per week when all other factors are the same. Panel B shows the
comparison based on race and genotype. This example of a 50-year-old patient who is 175
mi tall and weighs 80 kg shows that racial differences in the estimated dose become
insignificant when genctic information is added to the model and that the clinical algorithm,
gz compared with the pharmacogenetic algorithm, often produces an average value that may
substantially overestimate or underestimate the dose.
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Figure 2. Percenizpge of Pafients with Dose Estimates within 20% of the Actual [Mose, as Derived
with the Use of o Pharmacogenetic Algorithm, a Clinical Algorithm, and a Fixed-1hose Approach
The dose estimates are shown according to three actual-dose groups: low-dose (=21 mg per
week), intermediate-dose (=21 to <49 mg per week), and high-dose (=49 mg per week). The
fixed dose was 35 mg per week. With the fixed-dose approach, none of the estimates for the
patients in the low-dose and high-dose groups were within 20% of the actual dose. Panel A
shows data for the validation cohort (1009 patients), and Panel B for the derivation-plus-

validation cohorts {3152 paticnts).
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fmacogenética ndo dispensa
acompanhamento clinico

* As interferéncias das variaces no aporte de vitamina K
da alimentacdo, bem como os farmacos necessitam

educacdo do doente e da familia e monitorizacdo do
INR

* A Farmacogenética reduz riscos

20
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S recomendadas, baseada
CYP2C9 e VKORC1

Table1 Recommended daily warfarin doses [mg/day) to achieve a therapeutic INR based an CYP2CO and VKORC! genotype using the
warfarin product insert approved by the US Faod and Drug Administration

VEORCT: -1638G=0 (YOS Crracse/ad Crealsena Crpaleeded Crpaleedel R
Gl 3! 3! 34 34 34 (.8-1
et S -4 34 34 (.52 £.5-2

Al 3-4 34 0.5-2 0.5-2 0.5-2 0.5-2
Fepradusedfom upedated warfarin [Coumading product ke

Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium Guidelines for CYP2Cg and
VKORC1 Genotypes and Warfarin Dosing

CLINICAL PHARMACOLOGY & THERAPEUTICS | VOLUME 9o NUMBER 4 |
OCTOBER 2011
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Mecanismo de ac¢ao da Varfarina

¢ Warfarin pharmacology and pharmacokinetics:

¢ Warfarin inhibits vitamin K—epoxide reductase complex and is
administered as a racemic mixture, with S-warfarin being more potent
than R-warfarin

22
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GENES CYP2C9 with higher activity -1

o

* CYP2C9 AND WARFARIN CYP2C9 is a hepatic drug-metabolizing
enzyme in the CYP450 superfamily and is the primary metabolizing
enzyme of S-warfarin

¢ The CYP2C9 gene has more than 30 known variant alleles

* Individuals homozygous for the reference CYP2C9 allele (CYP2C9*1)
have the “normal metabolizer” phenotype.

* Each named CYP2C9 star (*) allele is defined by a genotype at one or
more specific single-nucleotide polymorphisms (SNPs) and is associated
with enzyme activity.
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GENES CYP2C9 with higher activity -2

¢ The two most common variants with reduced enzyme activity among
individuals of European ancestry are CYP2C9*2 (rs1799853) and
CYP2C9*3 (rs1057910).

¢ The frequencies of the CYP2C9 variant alleles differ between
racial/ethnic groups.

* In vitro and ex vivo studies suggest that CYP2C9*2 and *3 impair
metabolism of S-warfarin by ~30—-40% and ~80-90%, respectively.

¢ As compared with patients who are homozygous for CYP2C9*1,
individuals who inherit one or two copies of CYP2C9*2 or *3 are at
greater risk of bleeding during warfarin therapy,5,10,11 require lower
doses to achieve similar levels of anticoagulation, and require more
time to achieve a stable INR.10,1

02-07-2014
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GENES CYP2C9 with reduced activity

» Additional CYP2C9 variant alleles with reduced
activity (CYP2C9*5, *6, *8, and *11) contribute to
dose variability among African Americans.

* Including these additional CYP2C9 variants in
dosing algorithms for warfarin may improve
predictability for African Americans.

02-07-2014
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VKORC1 AND WARFARIN -1

- VKORC1 encodes the vitamin K—epoxide reductase protein,
the target enzyme of warfarin.

- VKORC1 catalyzes the conversion of vitamin K—epoxide to
vitamin K, which is the rate-limiting step in vitamin K recycling.

- A common noncoding variant (-1639G>A, rs9923231) is
significantly associated with warfarin sensitivity and reduced
dose requirements, as —1639A carriers require lower initial
warfarin doses than —1639G carriers

- The —-1639G>A polymorphism alters a VKORC1 transcription
factor binding site, leading to lower protein expression.

02-07-2014
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VKORC1 AND WARFARIN -2

* Including other common VKORC1 SNPs or
haplotypes in dosing algorithms does not further
improve warfarin dose prediction.

- The -1639G>A allele frequency varies among
different ethnic groups and largely explains the
differences in average dose requirements among
whites, blacks, and Asians.

- Several rare nonsynonymous VKORC1 variants
confer warfarin resistance (high-dose requirements)

02-07-2014
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e CYP2C9 and VKORC1 polymorphisms account for up to 18
and 30%, respectively, of the variance in stable warfarin dose
among patients of European ancestry, but these variants
explain less of the dose variability in patients of Asian or
African ancestry.

* In 2007, the FDA modified the warfarin label, stating that
CYP2C9 and VKORC1 genotypes may be useful in
determining the optimal initial dose of warfarin.

* The label was further updated in 2010 to include a table
describing recommendations for initial dosing ranges for
patients with different combinations of CYP2C9 and VKORC1
genotypes.

!&GENEW
" VARIABILITY IN DRUG RELATED PHENOTYPES

28
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netic test interpretation

Most clinical laboratories report CYP2C9 genotype using the star (*)
allele nomenclature and may provide interpretation of the patient’s
predicted metabolizer phenotype.

Alleles other than *2 and *3 might not be tested, influencing the
accuracy of the genotype-based dose prediction, which is particularly
relevant in those of African ancestry who more commonly carry other
CYP2C9 variant alleles.

VKORCH1 is typically reported by —1639G>A (or the linked 1173C>T)
genotype, with accompanying interpretation of warfarin sensitivity.

Of note, most commercial genotyping platforms do not detect rare
CYP2C9 and VKORC1 variants that may influence warfarin dosing

02-07-2014
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Caveats: appropriate use and/or potential
misuse of genetic tests

o

* Many pharmacogenetic dosing algorithms are focused on
a target INR of 2—3,

* so their utility outside this range is limited;
* however, some algorithms accommodate the target INR

* O uso de algoritmos para iniciar a terapéutica, nao
dispensa o acompanhamento cuidado do doente

30
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maior interesse dos testes genéticos situa-se

no inicio da terapéutica

* The greatest potential benefit is early in the course
of therapy (before therapy initiation or in the first few
days);

* however, there may also be benefit several weeks
into therapy.

* ltis likely that patients on therapy for many weeks to
months, with careful INR monitoring, will derive little
benefit from subsequent warfarin pharmacogenetics
testing.

02-07-2014

31



* A manutenc¢ao dentro dos limites de seguranca depende da resposta
do doente a terapéutica instituida, a qual por um lado é determinada
geneticamente e por outro depende das interferéncias de factores
ambientais.

Nestes factores ambientais tém relevancia entre outros o aporte de
vitamina K na dieta e a toma simultanea de outros medicamentos.
Varios farmacos competem com a Varfarina no metabolismo e
transporte dos farmacos, alterando a biodisponibilidade dos mesmos e
sendo assim causa de riscos quer de trombose, quer de hemorragia,
dependendo do efeito de resisténcia ou de potenciagdo no
anticoagulante.

02-07-2014
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* As proteinas do citocromo P450 sdo0 monooxygenases que catalizam
muitas reacgdes envolvidas no metabolismo das drogas. O Citocromo P-
450-2C9 (CYP 2C9) esta primariamente localizado no figado .

* A enzima pertence a subfamilia Citocromo 2C. A CYP 2C9 metaboliza
drogas comuns como a S-varfarina, o Ibuprofen e o Diclofenac.

* A presenca do gendtipo *1/*2 esta relacionada com a actividade
enzimatica intermediaria, enquanto que os gendtipos *1/*3, *2/°2,"2/*3 e
*3/*3 estao relacionados com uma atividade enzimatica reduzida e
consequentemente baixa metabolizacdo do composto activo S-varfarina.

* O composto activo S-varfarina é metabolizado pela CYP2C9, portanto a
presenca de variantes relacionadas com a baixa actividade enzimatica
confere uma maior sensibilidade a varfarina com necessidade de doses
reduzidas em relacdo ao metabolismo de individuos portadores do
genotipo *1/*1.
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* Aenzima vitamina K epéxido redutase (VKORC) converte a vitamina K na sua
forma activa (vitamina K hidroquinona),auxiliando a coagulagao através dos fatores
K dependentes (I, VII, IX e X). A varfarina inibe a acdo da VKORC.

* Mutagdes no gene VKORC1, que codifica a VKORC, estao relacionadas com a
baixa atividade da enzima, portanto maior sensibilidade a varfarina.

¢ Estudos demostram que os polimorfismos G-1639A e C1173T apresentam forte
desequilibrio de ligacao.

» O equilibrio necessario entre a sensibilidade genética ao farmaco, a ac¢éo do
mesmo e os factores ambientais modificadores, consegue-se tanto melhor quanto
maior for o conhecimento do doente e familiares que dele cuidam, sobre esta
matéria.

* Este equilibrio repercute-se nos valores de INR e significa para o doente a
diferenga entre a seguranga e o risco, quer de trombose (AVC) quer de
hemorragias fatais ou altamente incapacitantes.
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» Sendo estes doentes de alto risco, a descentralizacdo dos mesmos nos
cuidados de saude e a sua pulverizacao por clinicos nao especializados e pouco
experientes deve ser acompanhada de medidas tendentes a melhorar a literacia
dos doentes e suas familias, quer sobre a predisposicao genética individual,
quer sobre a forma de reduzir interferéncias ambientais que aumentem o risco
dos doentes.

» Este trabalho dos profissionais de saude de melhorar a capacitacao dos doentes
e familiares carece por um lado de ferramentas de comunicacao simples,
eficazes e interactivas e por outro de disponibilizacao de informac¢éo de acesso
facil e imediato, o que pode ser conseguido por contetdos disponibilizados
online para uma auto aprendizagem e revisao a qualquer momento.

Pretende- se com este projecto:

° b)
* 1) A criacao de um DVD interactivo, com video, de compreensao facil para a

populacao idosa e de baixo nivel de instrucao, com disponibilizacao do
video no youtube para profissionais e doentes.

¢ 2) O estudo molecular dos genes VKORC1 e CYP2C9 em 250 doentes
hipocoagulados, com determinacao dos alelos de que sao portadores,

* 3) Analise da relacao dos alelos desses doentes com o seu perfil de
resposta a Varfarina
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» Sera efectuada uma colheita de sangue em tubo com
anticoagulante para extrac¢ao de DNA.

» Os testes serao feitos com tecnologia LightCycler®,
LightMix® Kit human CYP 2C9*2 and CYP 2C9°3 e
LightMix® Kit human VKORC1 C1173T and G-1639A
preferencialmente na Unidade de Promogé&o da Saude e
Prevencao de Doencas ndo Transmissiveis (Centro de
Saude Publica Goncgalves Ferreira no Porto), Instituto
Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge, IP ou outro
prestador de servico com a mesma tecnologia.

02-07-2014
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Analise de dados

* Osresultados correspondentes aos estudos de
polimorfismo serdo integrados na histdria clinica. A
informacao sera tratada por métodos estatisticos.
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Os 250 doentes a estudar serao recrutados em consultas de
hipocoagulacao da zona do Porto em Hospitais e Centros de Saude,
seleccionando 3 grandes grupos de doentes:

1) doentes com “resisténcia” a varfarina necessitando dosagens altas de
anticoagulante para atingir niveis terapéuticos, com risco trombatico,

2) doentes com dosagens intermédias de varfarina e sem grandes
variacoes de INR,

3) doentes com aparente “sensibilidade” a varfarina necessitando
doses muito baixas e apresentando valores elevados de INR para
variagoes pequenas de dosagem, com risco hemorragico. Os doentes serdo
seleccionados em colaboragcdo com os médicos assistentes.
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Os doentes darao o seu consentimento para a inclusdo no estudo.

A colheita de sangue sera feita no local habitual de controlo do INR.

Sera feito um questionario sobre patologia prévia, TA, habitos
alimentares, medicacao habitual, efeitos secundarios ‘da
hlpocoagulagao ja ocorridos.

A determinacao dos alelos de que sao portadores, associados a
metabolizacao mais lenta ou mais rapida da Varfarina permitira definir
as dosagens necessarias para atingir e manter niveis terapéuticos,
bem como prever a intensidade das interferéncias dos farmacos
administrados em simultaneo.

‘Os resultados obtidos seréo fornecidos aos doentes e clinicos assistentes
indicados pelos doentes.

02-07-2014
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ios Humanos

* As colheitas serao efectuadas nos locais habituais de controlo do
INR por técnicos de diagndstico e terapéutica.

* Um investigador fara a recolha da informacao clinica e o
questionario.No laboratério a equipa contara com um técnico de
diagnostico e terapéutica e 2 investigadores para a aliquotagem,
extraccdo de DNA, identificacdo e armazenamento de amostras,
PCR em Real Time, andlise de resultados, construcao da base de
dados e analise estatistica.

* Na criacado de conteudos de comunicacgao, informacao e Educacgao
para a Saude, nomeadamente o DVD interactivo, estara envolvido
um investigador e a equipa de multimédia seleccionada para
prestacao do servico.
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