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RESUMO

"VARIANTE GENETICA DE VKORC1l PARA PREVER A SENSIBILIDADE A

VARFARINA"

Descobriu-se que h& um polimorfismo no promotor do
gene VKORC1 que estd associado a sensibilidade a varfarina.
Este polimorfismo permite explicar as diferencas, quer
interindividuais quer interétnicas, das necessidades de
dosagem com varfarina. Além disso, o polimorfismo também
estd associado a actividade do promotor. Assim, a sequéncia
do promotor ou a actividade do gene VKORC1l de um individuo
pode servir para se prever que quantidade de varfarina deve
ser ©prescrita ao paciente. Sao apresentados métodos e

composicgbes relevantes.



DESCRICAO

"VARIANTE GENETICA DE VKORC1l PARA PREVER A SENSIBILIDADE A

VARFARINA"

CAMPO DE INVENGAO
A presente invencdo diz respeito a processos de

dosagem de farmacos, em particular a varfarina.
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ANTECEDENTES DA INVENQAO

A varfarina é um anticoagulante vulgarmente prescrito
para a prevencgao de doencas tromboembdlicas em pacientes
com trombose das veias profundas, fibrilhacdo arterial ou
em casos de substituicdo de valvulas cardiacas mecanicas
(1-4) . No entanto, 0 tratamento com varfarina é
problemdtico, uma vez que a dose necessaria de varfarina é
muitissimo variavel, tanto interindividualmente como
interetnicamente (5-7). De um modo geral, as populacdes
asidticas, incluindo os chineses, necessitam de uma dose de
manutengdo muito menor do que os caucasianos e hispanicos
(6-9). As hemorragias sao, de 1longe, a complicacdo mais
grave do tratamento com varfarina (10-142). Tém sido
efectuados muitos esforgos para monitorizar a seguranga
deste anticoagulante oral. Presentemente, a dose tem de ser
monitorizada rigorosamente por determinacgdes sequenciais do
tempo de protrombina do sangue, recorrendo-se ao uso do
indice internacional normalizado (INR).

O citocromo P450, subfamilia IIC, polipeptido 9
(CYP2C9) é o principal farmaco que metaboliza a enzima que
catalisa a hidroxilacdo da varfarina (13-15). O CYP2C9*2 e
o CYP2C9*3 sdo os polimorfismos mais frequentemente
encontrados na populacao caucasiana. Tomando o CYP2C9*1
como tipo selvagem, as frequéncias haplotipicas para
CYP2CO9*1/*2 e CYP2C9*1/*3 sdo respectivamente ~ 20% e ~12%
(16, 17). Comprovou-se que as variantes CYP2C9*2 e CYP2C9*3
fazem diminuir a actividade enzimdtica de CYP2C9, o que

determina sensibilidade a wvarfarina e, em casos graves,



complicagdes hemorragicas (18-20). No entanto, tanto o
CYP2C9*2 como o CYP2C9*3 estdo totalmente ausentes ou sao
raros nas populacdes asidticas (9,21). As variantes
genéticas até agora encontradas em CYP2CY9 apenas permitem
explicar parcialmente algumas das diferencgas
interindividuais nas dosagens com varfarina, mas nao

conseguem explicar as diferencas interétnicas (6, 7,16).

A Y-carboxilacgao dos factores de coagulacgao

dependentes da vitamina K (factor II, VII, IX e X) &

essencial para a coagulagao do sangue. A Y-carboxilase
utiliza a forma reduzida da vitamina K e o oxigénio para
acrescentar uma molécula de didéxido de carbono a cadeia
lateral do 4&cido glutamico nos factores de coagulacgéo.
Durante a carboxilacdo, a vitamina K reduzida ¢ oxidada
para originar 2,3-epdxido de vitamina K, a partir do qual a
vitamina K reduzida é regenerada pela epdxido redutase da
vitamina K, para um outro ciclo de catadlise. A varfarina
blogueia a sintese dos factores de coagulacdo ao inibir a
redutase do epdxido de wvitamina K (22, 23). Recentemente
foi clonado (24, 25) o gene que codifica o complexo de
epdéxido redutase de vitamina K, a subunidade 1 (VKORC1l) e
foram encontradas mutacdes do gene VKORC1 em pacientes
resistentes a varfarina (25, 26). Também se concluiu que ha
um polimorfismo intrdénico associado com alguma
variabilidade interindividual da wvarfarina, em pacientes
italianos (27).

Estes estudos nao conseguem explicar toda a
variabilidade da dosagem com varfarina, em particular as
variacdes interétnicas. Por outro lado, héd uma grande parte
da populacdo mundial, os asiaticos, nao abrangida. Assim

sendo, € desejavel encontrar um pProcesso para prever o



intervalo adequado de dosagem com varfarina, gue possa ser
aplicado mais generalizadamente.

A sequéncia do gene  VKORCI]1, que compreende o)
polimorfismo promotor na posicdo 1639, esta disponivel com
o0 numero AY587020 de acesso em EMBL.

O documento WO 2006/044686 descreve processos para a
previsdo de respostas aos farmacos. Em particular, descreve
processos para a determinacgdo das dosagens de varfarina,
com base na presenca ou na auséncia de polimorfismos no
gene VKORC1l. O documento WO 2006/044686 indica que um
paciente portador do clado homozigdético A/A ou B/B &,
respectivamente, sensivel ou resistente a varfarina. Os
clados baseiam-se num numero de haplotipos gque se referem a
uma combinagdao particular de dez polimorfismos
nucleotidicos pontuais localizados no gene VKORCI1.

O documento W02005030039 descreve uma ligacdo entre a
dosagem de varfarina e os SNP nas posicdes 6853 e 9041 da

SEQ ID NO: 1.

DESCRIGCAO ABREVIADA

Neste estudo concluiu-se gque had um polimorfismo no
promotor do gene VKORC1l que estd associado a sensibilidade
a varfarina. Este polimorfismo consegue explicar tanto as
diferencgas interindividuais como as diferencas interétnicas
em termos de exigéncias de dosagem com varfarina. Por outro
lado, o polimorfismo também estd associado a actividade do
promotor. O promotor VKORC1 gue possuli um residuo G na
posicédo -1639 (numeracao feita relativamente ao primeiro
nucledétido do cdéd6ddo de iniciacdo) é 44% mais activo do que

0 promotor que possul um residuo A na mesma posicgdo. Os



pacientes com o polimorfismo -1639 A sdo mais sensiveis a
varfarina. Os pacientes homozigdéticos AA na posicdo -1639
sdo 0s que necessitam das doses mais pequenas, 0S pacientes
heterozigdticos AG necessitam de doses intermédias e os
pacientes homozigdéticos GG necessitam das posologias mais
elevadas. Assim, a sequéncia do promotor ou a actividade do
gene VKORC1 de um paciente podem servir para se prever a
quantidade de varfarina dque deve ser prescrita a um
paciente. Este método melhora, significativamente, a
exactidao das prescricodes de doses de varfarina.
Presentemente, administra-se aos pacientes uma dose
inicial, sendo o seu INR monitorizado periodicamente, e
depois faz-se o ajustamento das doses de varfarina de
acordo com o0s resultados, até se obter uma dose de
manutengdo gque seja segura para O paciente. De acordo com a
presente invencdo, a dose prevista 1rd ser muito mais
préoxima da dose de manutencdo, pelo que a dosagem com
varfarina 1ir4d ser mais répida, mais segura e mais
econdmica.

Posto isto, de acordo com um dos seus aspectos, a
presente invengdo proporciona um processo para prever o
intervalo de dosagem de varfarina para um ser humano, o
qual compreende 0s prassos seguintes: investigar o)
nucledétido da posicdo -3673 da SEQ ID NO: 1 do paciente;
determinar se o paciente ¢é sensivel ou resistente a
varfarina, com base no nucledétido da posicdo -3673, em que
0s grupos homozigdético AA, heterozigdtico AG e homozigdtico
GG na posicdo 3673 indicam se o paciente &, respectivamente,
sensivel, medianamente sensivel ou resistente a varfarina;
e prever um intervalo de dosagem de varfarina com base na

sensibilidade ou na resisténcia do paciente a varfarina.
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Quanto mais sensivel for o paciente a varfarina, tanto mais
elevado é o risco de haver complicacdes subsequentes, tais
como hemorragias.

Em particular investiga-se a segquéncia na posicgdo -1639
do gene VKORC1l. Se o nucledétido nesta posicdo for um A, o
paciente é muito sensivel a wvarfarina. Assim sendo, um
paciente que possua o grupo homozigdtico AA na posicdo -1639
do gene VKORCl1 ¢é mais sensivel do que um paciente
heterozigdético que possua um nucledtido A e um outro
nucledétido (G, C ou T) nessa posicdo. Por sua vez, O mMesmo
paciente heterozigético é mais sensivel a varfarina do que
um individuo que ndo tenha nenhum A nessa posicdo.

A sequéncia pode ser investigada testando um marcador
genético equivalente de -1639 A ou do alelo -1639G/C/T, em
que a presenca do marcador genético equivalente é um sinal
indicador da presenca do alelo correspondente. Por exemplo,
o marcador genético equivalente por ser um SNP seleccionado
entre o conjunto constituido por rs9%9934438, rs8050894,
rs2359612 e rs7294 do gene VKORC1l, sendo cada um deles
indicador de resisténcia a varfarina.

Em algumas variantes da presente invencdo, investiga-se
a sequéncia utilizando um oligonucledtido que hibrida
especificamente com o) promotor do gene VKORC1. De
preferéncia, o oligonucledétido hibrida especificamente pelo
menos com 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 ou 24 nucledtidos
que abrangem a posigdo -1639 do gene VKORC1l. A sequéncia
pode ser investigada utilizando ADN preparado a partir do
sangue periférico do paciente.

O paciente da presente invencdo ¢é, preferencialmente,

asidtico, caucasiano, africano, afroamericano ou hispénico.
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E possivel combinar outros métodos, para determinacdo
das doses de varfarina, com a investigagdo do gene VKORCL.
Por exemplo, também é possivel investigar a sequéncia do
gene de CYP2CY9 com base em metodologias conhecidas na
especialidade. Por exemplo, ambos os CYP2C9*2 e CYP2C9*3
estdo associados a sensibilidade a varfarina.

A  presente invencdo pode ser levada a pratica
utilizando um estojo para determinagcdao do intervalo de
dosagem de varfarina, o qual contém pelo menos um
componente seleccionado entre o conjunto constituido por:

(a) um sistema para detectar a sequéncia A na posicéo
- 1639 do gene VKORC1; e

(b) um sistema para detectar a sequéncia G na posicéo
-1639 do gene VKORCI1.

O estojo pode conter também um sistema para detectar
as sequéncias C e T da posicgao -1639 do gene VKORC1l. Assim,
em alguns casos, o0 estojo pode conter um sistema para
detectar cada uma das quatro bases possiveis nessa posicgao.
Noutros <casos, o estojo pode conter um sistema para
detectar A e um sistema para detectar G, C ou T nessa
posicdo, uma vez qgque a presenca de A nessa posicdo é o
melhor indicador de sensibilidade a varfarina. De
preferéncia, o sistema é um oligonucledtido. O estojo pode
conter, facultativamente, o0s reagentes para a hibridacgdo do
oligonucledtido, para amplificacdo por PCR e/ou instrucgdes
de utilizacgéao.

O oligonucledétido, ou o seu complemento, hibrida com
uma regido do promotor do gene VKORCl, em que a regiao
abrange a posigdo -1639 do promotor e ¢é constituida pelo
menos por 6 nucledétidos. De preferéncia, o oligonucledtido

hibrida especificamente pelo menos com 6, 8, 10, 12, 14, 16,
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18, 20, 22 ou 24 nucledtidos que abrangem a posicdo -1639 do
gene VKORC1. O oligonucledtido consegue hibridar com esta
regido em que o nucledétido na posicédo -1639 é A, G C ou T,
de preferéncia A ou G. Em alguns casos, o oligonucledtido
pode ser constituido por cerca de 15 nucledtidos ou menos,
16-20 nucledtidos, 20-25 nucledtidos, 25-30 nucledtidos ou
30-40 nucledtidos. Também é possivel prever um sistema que
compreenda o oligonucledétido da presente invencgéo.

Os pormenores de uma ou varias variantes da presente
invengdo sdo explicitados adiante nos desenhos anexos e na
memdéria descritiva subsequente. Outras particularidades,
objectivos e vantagens da presente invencdo tornar-se-do

evidentes a partir da descricdao, dos desenhos e das

reivindicagdes anexas.

DESCRIGAO DOS DESENHOS

Figura 1. Grafico de dispersdo de doses de varfarina
em presenga do gendtipo VKORC1 -1639. Foram feitos graficos
das doses de varfarina em pacientes seleccionados,
sensiveis ou resistentes a varfarina (ver o quadro 1 para
saber pormenores) em presenca de diferentes gendtipos na
posicao -1639 do promotor VKORCI. * Individuos com
variantes CYP2C9, incluindo CYP2C9*3, T299A (isto €&, o
residuo aminodcido 299 passou de T para A) e P382L (isto é&,
0 residuo aminoacido 382 passou de P para L).

Figura 2. Medig¢des relativas dos niveis de actividade
da luciferase em células HepG2. Repdrter pGL3 de luciferase
contendo o alelo A (pGL3-A) ou o alelo G (pGL3-G) na
posicdo -1639 do promotor. Apresenta-se a média de dados

provenientes de 9 experiéncias e as Dbarras de erro
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representam o desvio padrdo; utilizou-se pGL3 basico como
referéncia, sem nenhuma sequéncia do promotor inserida.
Figura 3. Sequéncia gendmica do gene VKORC1 (N°
AY587020 de admissdo no Genbank). O local de inicio da
transcrigdo estd no nucledtido numero 5086 (a negrito e
dentro de um recténgulo) nesta figura, sendo designado por
+1 do gene na nomenclatura tradicional. O A do cdédao de
iniciacdo da traducgdo ATG (a negrito) estd no nucledtido
numero 5312 nesta figura, sendo a recomendacdo da "Human
Genome Variation Society" que seja designado por +1 no novo
sistema de nomenclatura. O polimorfismo do promotor
descrito na presente invencdo estd sublinhado e a negrito
(nucledtido numero 3673 nesta sequéncia), estando na
posigdo -1413 no sistema tradicional e na posicdo -1639 no

novo sistema recomendado.

DESCRIGAO MINUCIOSA

Chegou-se a conclusdo de gque hd um polimorfismo no
promotor do gene VKORCl, associado a sensibilidade a
varfarina. Este polimorfismo consegue explicar as diferencas
interindividuais e interétnicas no que diz respeito as
necessidades de dosagem de varfarina. Além disso, o
polimorfismo também estd associado a actividade do promotor.
O promotor de VKORCl1 qgue possui um G na posigao -1639
(numerada em relagdo ao primeiro nucledétido do cddado de
iniciacdo) ¢ 44% mais activo do que o promotor gue possuil um
A na mesma posicgdo. Os pacientes com o polimorfismo -1639A
sdo mais sensiveis a varfarina. Os pacientes homozigdticos
como O grupo AA na posicao -1639 sdo os que necessitam de
menores doses, 0S8 pacientes heterozigdticos com o grupo AG

tém necessidade de doses intermédias e o0s pacientes
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homozigdéticos com o grupo GG sdo o0s que necessitam das
dosagens mais elevadas. Assim, a sequéncia do promotor ou a
actividade do gene VKORC1 de um paciente pode servir para se
prever a dquantidade de varfarina que deve ser prescrita a
esse paciente.

Antes de se descrever a invencado de forma mais
minuciosa, 1irdo ser definidos os termos utilizados na
presente meméria descritiva, conforme adiante se indica,

salvo quando especificado de outro modo.

Definigdes

O termo "varfarina" abrange os derivados da coumarina
que possuem uma actividade anticoagulante. De acordo com uma
variante preferencial, a varfarina é o composto 4-hidroxi-3-
(3—oxo—-1-fenilbutil)-2H-1-benzopiran-2-ona (isto é, 3-o—
feneil-R-acetiletil-4-hidroxicoumarina). O produto comercial
vulgar € uma mistura racémica do isdémero R e do isdmero S. O
termo "varfarina" compreende o isdmero R, o isdmero S, todas
as misturas racémicas e todos os seus sais. De uma maneira
concreta, sao designados por varfarina os produtos "Coumadin,
Marevan, Panwarfin, Prothromadin, Tintorane, Warfilone,
Waran, Athrombin-K", varfarina deanol, "Adoisine"™, varfarina
acida, "Coumafene, Zoocoumarin, Phenprocoumon", dicumarol,
brodifacoum, difenadiona, clorofacinona, bromadiolona e
acenocoumarol.

O termo "oligonucledétido", tal como aqui utilizado,
designa uma molécula que compreende entre 2 e cerca de 100
nucledtidos contiguos ligados através de ligacgdes
nucleotidicas. Um oligonucledétido pode ter um comprimento
pelo menos igual a cerca de 10, 20, 30, 40, 50 ou 60

nucledtidos. Além disso, um oligonucledétido tem,
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preferencialmente, um comprimento até cerca de 200, e mais
preferencialmente até cerca de 150, 100, 75, 50, 40, 30, ou
20 nucledtidos.

Uma "sonda" de hibridacdo €& um oligonucledétido que se
liga, de uma maneira especifica, a uma cadeia de 4&cido
nucleico complementar. Tails sondas compreendem os Aacidos
nucleicos de péptidos. As sondas podem ter um comprimento
qualquer, conveniente ©para hibridagdo especifica com a
sequéncia de acido nucleico destinatédria. O comprimento mais
conveniente da sonda pode wvariar em funcdo do processo de
hibridagédo em que a sonda 1ira ser utilizada; por exemplo,
determinados comprimentos particulares podem ser mais
adequados para utilizag¢do em microssistemas industriais, ao
passo que outros comprimentos podem ser mais convenientes
para utilizacdo em processos cléassicos de hibridacgé&o. Tais
optimizagdes sdo da competéncia de especialistas na matéria.
As sondas e 0s iniciadores convenientes possuem,
tipicamente, um comprimento compreendido entre cerca de 8
nucleétidos e cerca de 100 nucledtidos. Por exemplo, as
sondas e o0s iniciadores podem ter um comprimento de cerca de
8-20, 10-30, 15-40, 50-80 e, preferencialmente, 12-20
nucledétidos. A sequéncia de nucledétidos pode corresponder a
sequéncia codificadora do gene, ou ao complemento da

sequéncia codificadora do gene.

Processos e composigdes

Ao fazer-se a comparacdo das sequéncias do ADN de
CYP2C9 e VKORC1l de pacientes chineses com sensibilidade ou
resisténcia a wvarfarina (Exemplo 1), descobriu-se que as
variantes da sequéncia de ADN de CYP2CY9 se encontravam

presentes apenas em 5,4-7,3% da populacao chinesa de Han.
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As variantes eram fundamentalmente CYP2C9*3. Além disso,
duas mutacgdes com sentido incorrecto, identificadas neste
estudo, incluindo wuma nova mutacao (P382L), nunca antes
assinalada, s&o raras e apenas se encontram presentes em
pacientes sensiveis a varfarina. As variantes CYP2C9 também
revelaram uma prevaléncia diferente em populagdes étnicas
diferentes. O CYP2C9* 1/*2 encontrava-se presente em 20% da
populagdo caucasiana (17); no entanto, estava totalmente
ausente na populacdao chinesa deste estudo. Assim sendo, as
mutacdes em CYP2C9 apenas podem ser responsaveis por uma
pequena percentagem de sensibilidade a varfarina na
populagcdo chinesa e nao conseguem explicar as diferencas
interétnicas, em termos de necessidades de dosagem de
varfarina.

Por outro lado, concluimos que as modificagbes no gene
VKORC1 <conseguem alterar as necessidades de dosagem de
varfarina, quer interindividualmente na populacdo chinesa quer
interetnicamente entre populacdo chinesa e caucasiana. Os
pacientes com gendtipo de polimorfismo AA do promotor -1639
tinham menores necessidades de dosagem, ao passo que O0s
gendétipos AG/GG tinham maiores necessidades de dosagem
(Exemplos 1 e 2). Além disso, os grupos homozigdticos AA sdo
raros na populacdo caucasiana, existindo todavia este gendtipo
na maior parte da populagdo chinesa (Exemplo 3). As diferencgas
de frequéncias de gendtipos entre populacdo caucasiana e
populacgédo chinesa, e a correlacdo de AA com a sensibilidade a
varfarina, estdao em conformidade com agquilo que foi observado
clinicamente, ou seja, a populagadao chinesa necessita de uma
dose menor do que a populacao caucasiana.

Assim sendo, de acordo com um dos seus aspectos, a

presente invencao proporciona um processo para determinar o
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intervalo de dosagem de varfarina para um paciente, o qual
consiste em investigar a sequéncia do promotor do gene
VKORC1 desse paciente. A sequéncia do promotor contém,
preferencialmente, menos de 10%, 8%, 6%, 4%, 3%, 2% ou 1%
de variacdo no dominio das 3 kb contadas a partir do local
de inicio da tradugdo, comparativamente com a SEQ ID NO: 1.
Mais preferencialmente, o promotor possui menos de 20, 15,
12, 10, 8, 6, 4, 3 ou 2 variacbes de bases pontuais nesta
regido de 3 kb. Uma variacadao sequencial deste tipo,
conjuntamente com uma modificacdo na actividade do
promotor, € um indicador do intervalo de dosagem em que a
varfarina deve ser prescrita.

Em particular, investiga-se a sequéncia na posicdo -1639
do gene VKORC1l. Este SNP pode ser utilizado por si sé para se
prever a sensibilidade a varfarina, sem ter de ser pesquisado
nenhum outro gendtipo. Assim, o grupo homozigdtico AA nesta
posicdo ¢é indicador de sensibilidade a varfarina, o grupo
heterozigdético AG indica uma sensibilidade intermédia e o0s
pacientes com o grupo homozigético GG sdo relativamente
resistentes. A dosagem real de varfarina que deve ser
administrada aos pacientes que sdo sensiveis, medianamente
sensiveis ou relativamente resistentes 1ird variar em fungéo
da formulacdo de varfarina e também com os indicios e os
sintomas do paciente e pode ser determinada pelo médico gue
prescreva a varfarina. Por exemplo, 0 nosso estudo (Exemplo
1) revela gue num grupo seleccionado de pacientes com
sensibilidade ou com resisténcia a varfarina, os que tinham
necessidade das doses mals baixas (média de 1,19 mg/dia,
variando entre 0,71-1,50 mg/dia) tinham um gendtipo AA, o0©s
que tinham necessidades de doses intermédias (média de 8,04

mg/dia, variando entre 6,07-10 mg/dia) tinham um gendtipo
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heterozigdético AG e o0s que necessitavam de doses mais
elevadas (média de 9,11 mg/dia, variando entre 8,57-10
mg/dia) estavam associados ao gendtipo homozigdtico GG. Em
pacientes escolhidos aleatoriamente (Exemplo 2), o gendtipo
AA estd associado a uma dose de manutencdo (2,61 + 1,10
mg/dia) menor do que a dos pacientes associados aos gendtipos
AG e GG (3,81 + 1,24 mg/dia). Estes intervalos de variacgao
podem servir de pontos de partida para determinacido das doses
de varfarina.

A sequéncia gendmica do gene VKORC1 pode ser obtida no
Genbank com o n°® de admissao AY587020 (SEQ ID NO: 1; Figura
3). A sequéncia de ARNm da isoforma 1 de VKORCl esta
disponivel com o numero de admissdao NM _024006.4. Nestas duas
sequéncias, o local de inicio de transcrigdo é designado por
+1, pelo que o polimorfismo do promotor indicativo da
sensibilidade a wvarfarina, agqui descrito, poderia estar
localizado na posicdao -1413. No entanto, de acordo com
recomendagdes recentes da 'Human Genome Variation Society
(HGVS) ' para a descricdo das variacgdes de sequéncias
(http://www.genomic.unimelb.edu.au/mdi/mutnomen/), recomenda-
se que o promotor SNP seja descrito tomando por referéncia A
do cbédédo de iniciacdo da tradugdo ATG. Ao abrigo desta
nomenclatura, o A do cbéddo ATG (Met), de iniciacgdo da
traducdo, de NM_024006.4 ou AY587020 poderia estar na
posicdo +1, o promotor SNP aqui descrito poderia estar na
posicdo -1639, e o polimorfismo G>A desta posicgao poderia
ser designado por "NM_024006.4:c.-1639G>A". Convém salientar
que o polimorfismo -1639 G>A (ou mais rigorosamente
"NM_024006.4:c.-1639G>A") desta memdéria descritiva & o mesmo
polimorfismo -1413 G>A de acordo com a numeracao tradicional

da sequéncia do promotor.
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Para além do polimorfismo especifico (v.g., AA, AG ou
GG na posigdo -1639), os marcadores genéticos que estao
ligados a cada um dos SNP especificos podem ser utilizados
para se prever também a correspondente sensibilidade a
varfarina. Isto deve-se ao facto de os marcadores genéticos

proximos do SNP relevante terem tendéncia para serem

segregados conjuntamente, ou para revelarem um
desequilibrio de 1ligacgéo, com o SNP relevante. Em
consequéncia, a presenca destes marcadores (marcadores

genéticos equivalentes) é um indicador da presenca do SNP
relevante, o que ¢é indicador, por sua vez, do nivel de
sensibilidade a varfarina.

O polimorfismo do promotor -1639 A > G do VKORC1l estéa
em desequilibrio de ligagdo com o polimorfismo intrdnico
1173 C>T de VKORC1l, recentemente descrito por D’Andrea et
al. (27), e pode explicar, eventualmente, os resultados que
levam a concluir gque pacientes italianos com o gendtipo
1173 TT necessitavam de uma dose didria média menor do que
os de gendétipos CT ou CC. O nosso estudo também comprovou
que o polimorfismo 3730 (isto €&, rs7294) G > A gue esté
localizado na regiao 37 nao traduzida, esta em
desequilibrio de ligacdo com -1639 A > G e 1173 C > T na
populacédo chinesa. Dito de forma concreta, o alelo 3730G
estad associado ao alelo -1639A e ao alelo 1173T. Outros
marcadores genéticos equivalentes do -1639 SNP compreendem
o 1rs9934438 (intrdo 1), o rs8050894 (intrdo 2) e o
rs2359612 (intrdo 2). Assim, o -1639A estd ligado com T em
rs9934438, com C em rs8050894, com T em rs2359612 e com G
em rs7294, ao passo que o -1639G esta ligado com C em
rs9934438, com G em rs8050894, com C em rs2359612 e com A
em rs7294.
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O marcador genético equivalente pode ser qualquer
marcador, incluindo os microssatélites e os marcadores de
polimorfismo de nucledétidos singulares (SNP) . De
preferéncia, os marcadores genéticos uteis estdao a uma
distdncia de 200 kb, ou menos, da posicdo -1639 do VKORC1.
Mais preferencialmente, os marcadores estdo a cerca de 100
kb, 80 kb, 60 kb, 40kb, 20 kb, 15 kb, 10 kb ou 5 kb, ou
menos, da posicdo -1639 do VKORCIL.

Um dos aspectos da presente 1invencdo proporciona
oligonucledtidos que sdo capazes de hibridar para se obter
os SNP da presente invencgdo. O oligonucledétido ira ser
util, por exemplo, como sonda de hibridacdo ou como
iniciador para a deteccdo da sequéncia do promotor do gene
VKORC1. O oligonucledétido compreende, preferencialmente, a
sequéncia TGGCCGGGTGC (3668 a 3678 da SEQ ID NO: 1), ou o
seu complemento. Com a finalidade de se fazer a hibridacéao,
é preferivel que a sequéncia correspondente a posicao -1639
esteja préxima do centro do oligonucledtido. De
preferéncia, héd pelo menos 4 nucledtidos em cada lado da
sequéncia correspondente a -1639. A posigdo correspondente
a -1639 é, mais preferencialmente, flangqueada pelo menos
por 5, 6, 7, 8 ou 9 nucledtidos em cada lado.

As hibridac¢bes sao efectuadas normalmente em condig¢des
restringentes, por exemplo, com uma concentracdo salina nao
superior a 1 M e a uma temperatura ndo inferior a 25°C. Por
exemplo, as condigcdes correspondentes a 5xSSPE (750 mM
NaCl, mM fosfato de Na, mM EDTA, ©pH 7,4) e a uma
temperatura de 25-30°C, ou as correspondentes condigdes
equivalentes, sdo adequadas para hibridacdes de sondas
especificas de nucledtidos. Mais preferencialmente, faz-se

uma lavagem em condigcdes menos restringentes apds a
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hibridacdo, a qual consiste em trabalhar, por exemplo, a
42°C, 5xSSC e com 0,1% de SDS; ou a 50°C, 2xSSC e com 0,1%
de SDS. As condicgbes de trabalho de elevado rigor sdo mais
preferiveis e prevéem, por exemplo, que se trabalhe a 65°C,
com 0,1xSSC e com 0,1% de SDS. E possivel determinar
condigbes equivalentes fazendo variar um ou varios dos
parametros, conforme ¢é sabido na especialidade, mantendo
simultaneamente um grau semelhante de identidade ou de
similaridade entre a sequéncia de nucledétidos destinatédria e
0 iniciador ou sonda utilizados.

O promotor -1639 de SNP estd localizado numa Caixa E (a
sequéncia de consenso das caixas E é CANNTG) e a menos de
uma curta distancia (200 bp) hd mais trés caixas E
suplementares. Demonstrou-se que as calxas E sdo elementos
importantes na mediacdo da transcricgdo, especifica dos tipos
de células/tecidos, por exemplo, nos masculos, neurdnios,
figado e pancreas (28, 29). Modificando a segunda base de A
para G, conforme observado no local -1639, poderia abolir o
consenso da caixa E e alterar a actividade do promotor. Isto
foi claramente demonstrado pelo ensaio com o promotor, gue
permitiu concluir que nas células HepG2 a actividade do
promotor aumentou 44% quando as sequéncias de consenso foram
abolidas (figura 2). Sem se pretender impor Qqualquer
limitacdo de natureza tedrica, i1isto sugere que a caixa E
pode funcionar como um local de 1ligacdo do repressor em
células HepG2. Uma vez que as células HepG2 sido provenientes
de um hepatoma, € provavel que a caixa E -1639 reprima a
transcricdo no figado.

O facto de as pessoas com o gendtipo -1639 GG
necessitarem de uma dose mais elevada de varfarina pode ser

explicado conforme a seguir se indica. O gene VKORCI1
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codifica a subunidade 1 do complexo de vitamina K e
epdéxido-redutase, gque é responsdvel por regenerar a forma

reduzida de wvitamina K. A forma reduzida de vitamina K é

solicitada pela 7Y-carboxilase e a Y-carboxilagdo dos
factores de coagulacédo dependentes da vitamina K (factores
II, VII, IX e X) €& essencial para a coagulacdo do sangue.
Quando a actividade do promotor de VKORC1l aumenta, um nivel
elevado de ARNm de VKORC1l pode conduzir a uma maior
actividade de VKOR (25) e aumentar, consequentemente, a

eficiéncia de regeneracdo da vitamina K reduzida. Deste

modo, a Y-carboxilacdao dos factores de coagulacgéao,
dependentes da vitamina K, aumenta devido ao nivel mais
elevado de vitamina K reduzida. A varfarina actua
blogqueando a sintese dos factores de coagulacdo e pelo
facto de haver factores de coagulacdo mais activos poderia
fazer com que fosse necessaria mais varfarina para dque
houvesse o seu efeito anticoagulante. Uma vez que o figado
é o 6rgdo primdrio para a sintese de factores de coagulacéo
dependentes da vitamina K e a expressadao do VKORC1 atinge o
seu valor maximo no figado, é provavel que uma alteracdo de
44% no nivel de VKORC1 no figado tenha um impacto
significativo no processo de coagulagcao do sangue. Assim,
as necessidades de dosagem de varfarina estdo associadas ao
polimorfismo do gene VKORC1l e a sua actividade promotora.
Fazemos observar gue qualquer sequéncia na posicao -1639
do promotor de VKORC1l, diferente da de um A, ird destruir a
caixa E e aumentar a actividade do promotor. Por sua vez, um
aumento da actividade do promotor vai aumentar as
necessidades de dosagem de varfarina. Posto isto, a sequéncia
do promotor, em particular a sequéncia na posigcdo -1639 é um

indicador das dosagens de varfarina. Mais ainda, outras
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variantes da presente invencdo proporcionam processos para
determinacdo das doses de varfarina, ou para determinacao da
sensibilidade a varfarina, mediante a deteccdo da actividade
promotora do gene de VKORClI. De igual modo, o nivel de
produto génico do gene VKORC1 (quer seja ARNm ou proteina) ou
de actividade de VKOR também pode reflectir as necessidades
de dosagem de varfarina. A actividade do promotor de VKORCI,
o nivel de ARNm, o nivel de proteinas ou a actividade de
VKOR, que é pelo menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35% ou 40%
superior a de um paciente com o gendtipo AA, & um indicador
da necessidade de se prescrever uma dose de varfarina
superior a necessaria para o paciente com o gendtipo RA.

Os processos para a determinacdao das actividades do
promotor ou dos niveis de ARNm ou de proteinas séo
perfeitamente conhecidos na especialidade. Em determinados
casos, € possivel recorrer a PCR para se detectar o nivel
de ARNm. Noutros casos, sao utilizados anticorpos
especificos para medir a proteina VKORC1l. As actividades do
promotor podem ser examinadas, por exemplo, isolando a
sequéncia do promotor a partir do paciente relevante,
recorrendo a uma amostra de sangue periférico, ligando a
sequéncia do promotor a um gene repdrter, expressando O
gene repdbérter e determinando a quantidade de repdrter
produzido. Os processos para a medicdo das actividades de
VKOR também sdo perfeitamente conhecidos na especialidade.

Os exemplos a segulr apresentados servem para ilustrar
a invencdo e nao devem ser considerados, de forma alguma,
como limitativos do ambito da presente invencgdo. Embora a
presente invencao seja particularmente apresentada e
descrita tomando como referéncia @ as suas variantes

preferenciais, faz-se observar aos especialistas na matéria
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que é possivel introduzir diversas modificagdes, no que diz
respeito a forma e pormenores, sem que haja afastamento do
espirito e ambito da invencdo, tal <como definida nas

reivindicagdes anexas.

EXEMPLOS

Nos exemplos subsequentes, sdo utilizadas abreviaturas
que possuem as significagbdes a seguir indicadas. As
abreviaturas nédo definidas tém as significagdes geralmente
aceites.

°C = graus Celsius

hr = hora

min = minuto

seg ou s = segundo

pM = micromolar

mM = milimolar

M = molar

mL mililitro

pL = microlitro

mg miligrama

B9 = micrograma

mol = mole

pmol = picomole

ASO = oligonucledétido especifico do alelo

CYP2C9 = citocromo P450, subfamilia IIC, polipeptido 9
INR = indice internacional normalizado

LD = desequilibrio de ligacgéao

NTP = nucledsido-trifosfato

PBS

soluto salino tamponado com fosfato

PCR

reacgao em cadeia com polimerase

SNP = polimorfismo nucleotidico pontual
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VKORC1 = complexo de vitamina K e epdxido-redutase,

subunidade 1

Materiais e métodos

Pacientes

Foram recrutados 16 pacientes que receberam varfarina
em dose baixa ou alta em clinicas cardiovasculares
pertencentes a quatro centros médicos importantes em Taiwan
(National Taiwan University Hospital, Kaohsiung Medical
University Hospital, Taipei General Veteran Hospital e
Shin-Kong Wu Ho-Su Memorial Hospital). A dose média de
manutengdo de varfarina em pacientes chineses é de 3,3
mg/dia (8, 9). Assim sendo, considerdmos que o0s pacientes
que receberam uma dose de manutencgdo £ 1,5 mg por dia eram
sensiveis a varfarina (Quadro 1, 11 pacientes) e o©0s
pacientes que receberam uma dose de manutencdo 2 6 mg por
dia foram considerados como resistentes a varfarina (Quadro
1, 5 pacientes). A definicdo de paciente resistente a
varfarina fundamentou-se no facto de sabermos gque nenhum
dos pacientes seleccionados aleatoriamente (Quadro 2) tinha
uma dose de varfarina superior a 6 mg/dia. Isto estd em
contraste com os pacientes caucasianos gque tinham uma dose
de manutencdo média compreendida entre 5,1 e 5,5 mg/dia
(20, 27).

Calculou-se a dose média didria de varfarina a partir
de um periodo de uma semana e registou-se o Ultimo indice
internacional normalizado (INR) de cada paciente. 0s 104
pacientes seleccionados aleatoriamente, que receberam
varfarina, independentemente da dose, tinham um intervalo

de variacdo dos indices INR entre 1,4 e 3 para os mesmos 4
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hospitais (Quadro 2) . As prescricdes de varfarina
corresponderam a: substituicdo de valvulas (90 pacientes),
trombose das veias profundas (5 pacientes), fibrilacao
arterial (5 pacientes) e colapso cardiaco (4 pacientes).
Obteve-se informacao clinica para cada participante
(incluindo idade, sexo, massa corporal e dose média didria
de manutencdo). No momento da colheita de amostras
sanguineas, cada paciente havia recebido uma dose de
manutencdo constante, pelo menos durante 3 semanas. Os
pacientes com cancros de figado, rim e gastrintestinais, ou
com problemas hemorragicos anormais, antes da terapia com
varfarina, foram excluidos.

Além disso, foram utilizadas amostras de ADN de 92
caucasianos nao tratados (N° de Cat., HD100CAU, National
Institute of General Medical Sciences (NIGMS) Human Genetic
Cell Repository, Camden, NJ, EUA), como voluntdrios de
referéncia caucasianos. Foram utilizadas amostras de ADN de
95 wvoluntarios saudaveis, seleccionados aleatoriamente a
partir de um banco de referéncias bioldgicas, utilizados
como elementos de referéncia para a etnia chinesa, ao
abrigo de um estudo populacional a escala nacional, em que
foram recrutados 3312 descendentes de chineses de Han com
base na distribuic¢do geografica em Taiwan. Os individuos de
referéncia chineses e todos os pacientes participantes que
receberam uma terapia com varfarina eram chineses de Han
sem qualquer relacdo entre si, residentes em Taiwan. Os
chineses de Han formam o maior grupo étnico em Taiwan,
constituindo genericamente 98% da populagao. Nenhum dos
participantes era aborigene de Taiwan, o0s quals representam

0s restantes 2% da populacao de Taiwan.
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O estudo foi aprovado pelo 4érgao institucional
competente, tendo sido obtida a anuéncia explicita de todos

os participantes.

Sequenciag¢do de ADN e genotipificagdo de polimorfismo de
nucledétidos pontuais (SNP

Isolou-se ADN gendmico wutilizando um sistema de
purificacédo de ADN "PUREGENE™" (Gentra systems, Minnesota,
EUA). Em primeiro lugar, fez-se a determinac¢do das
sequéncias de ADN de CYP2CY9 e VKORC1l, por sequenciagdo
directa (analisador de ADN 3730 da Applied Biosystems,
Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em 16 pacientes
chineses de Han que revelavam sensibilidade (£ 1,5 mg/dia,
11 pacientes) e resisténcia (2 6,0 mg/dia, 5 pacientes) a
varfarina. Os iniciadores foram concebidos especificamente
para as Jjuncgdes de tipo intrao-exdo, para o0s exaos e para
os 2 kpb a montante do local de inicio da transcrigédo para
ambos CYP2C9 e VKORC1l, wutilizando o programa para o
iniciador de PCR 'Primer3' (http://fokker.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi). Os iniciadores wutilizados
para detectar as variantes no promotor de VKORC1 foram: 5'-
CAGAAGGGTAGGTGCAACAGTAA (SEQ ID NO:2; cadeia de sentido
directo localizada 1,5 kb a montante do local de inicio da
transcrigao) e 5’'-CACTGCAACTTGTTTCTICTTITCC (SEQ ID NO:3;
cadeia anti-sentido localizada 0,9 kb a montante do local
de inicio da transcricdo). As reacgbes em cadeia com
polimerase (PCR) foram efectuadas num volume final de 25
pnL, contendo 0,4 pM de cada iniciador, 10 mM de Tris-HC1
(pH 8,3), 50 mM de KC1, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM dos dNTP e
1 unidade de Tag™ de HotStart (Qiagen Inc, Valencia, CA,

EUA) . As condicgdes de amplificacdo consistiram numa
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desnaturacdo inicial durante 12 minutos a 96°C, seguindo-se
34 ciclos de PCR em 30 segundos a 96°C, 30 segundos a 60°C
e 40 segundos a 72°C.

Recorreu-se entdo a espectrometria de massa 'MALDI-TOF'
(Sistema SEQUENOM MassARRAY, Sequenom, San Diego, CA, EUA)
para se fazer a despistagem das variantes identificadas em 104
pacientes chineses seleccionados aleatoriamente gue receberam
varfarina, 95 voluntdrios chineses normais e 92 voluntéarios
caucasianos normais. Dito de forma abreviada, os iniciadores e
as sondas foram concebidos utilizando a aplicacdo informatica
'SpectroDESIGNER' (Sequenom). Efectuou-se a PCR multiplex e 0s
dNTP ndo  incorporados foram desfosforilados utilizando
fosfatase alcalina de camardo (Hoffman-LaRoche, Basileia,
Suiga), seguindo-se o prolongamento dos iniciadores. As
reacgdes de prolongamento dos iniciadores purificados foram

distribuidas por ©pontos sobre uma pastilha de silicio

elementar 384 (SpectroCHIP, Sequenom) , analisadas com O
espectrdémetro de massa 'Bruker Biflex IIT MALDI-TOF
SpectroREADER' (Sequenom) e depois fez-se o processamento do

espectro resultante com o aparelho 'SpectroTYPER' (Sequenom).

Ensaio repdrter de luciferase

Construgdo do plasmideo

Para se analisar a actividade do promotor de VKORCI,
efectuou-se em primeiro lugar a clonagem do promotor de
VKORC1, que abrange o polimorfismo -1639 (desde -1798 até -35)
de pacientes com os gendtipos -1639 AR e -1639 GG, num vector
'oGEM-T Easy' (Promega, Madison, WI, EUA), sendo o iniciador
directo o seguinte: 5’-ccgctcgagtagatgtgagaaacagcatctgg (SEQ

ID NO:4; contendo o 1local de restricdo Xhol), e sendo o
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iniciador inverso o seguinte: 5’-cccaagcttaaaccagccacggagcag
(SEQ ID NO:5; contendo um local de restricdo HindIII). O
fragmento que continha o promotor de VKORC1 foi libertado do
vector 'pGEM-T Easy' fazendo digerir esse vector com as
enzimas de restricdo Xhol e HindIII e depois foi subclonado
nos locais multiplos de clonagem (Xhol e HindIII) do vector
basico pGL3 (Promega). O vector pGL-3 contém o ADNc codificado
para a luciferase do pirilampo, que ao ser fundido com um
promotor pode ser utilizado para analisar a actividade do
promotor inserido apds transfeccgdo em células de mamiferos. O
vector que contém o gendtipo -1639 G/G recebeu a designacdo de
PGL3-G e o vector que contém o gendtipo -1639 A/A recebeu a
designacdo de pGL3-A. As segquéncias do promotor de VKORC1l em
ambos 0s vectores foram confirmadas por andlise de

sequenciacao directa.

Cultura de células e ensaio duplo do repdérter de luciferase

Manteve-se células HepG2 a desenvolverem-se em meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) contendo 10% de soro
fetal de vitelo enriquecido com penicilina na concentragao
de 100 unidades /mL, estreptomicina na concentracdo de 100
ng/mL e 2 mM de L-glutamina. Vinte e quatro horas antes da
transfecgcdo, efectuou-se uma inoculagdo de 1,5 x 10°
células em cada cavidade de uma placa de 12 cavidades. No
dia da transfeccédo, cada cavidade foil co-transfectada com
1,5 pg do vector pGL3 e 50 ng do vector pRL-TK (Promega),
utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, EUA). O vector pRL-TK codificava a luciferase
de Renilla transcrita por um promotor HSV-TK que foi
utilizado como referéncia interna para normalizar a

expressao da luciferase do pirilampo. Decorridas quarenta e
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oito horas apds a transfeccéo, as células foram
desmembradas por citdélise em tampdo de lise passivo
(Promega) . Acrescentou-se o lisado celular ao substrato de
luciferase (sistema duplo repdrter de luciferase, Promega)
e efectuou-se a medicdo das actividades das luciferases do
pirilampo e de Renilla com um lumindmetro (SIRIUS,

Pforzheim, Alemanha).

Andlise estatistica

Efectuou-se a contagem das frequéncias dos gendtipos de
cada SNP. Utilizou-se o teste do X gquadrado para comparar as
frequéncias dos gendtipos de cada SNP para os trés grupos de
amostragem. Efectuou-se o teste T e o0 teste de Wilcoxon-Mann-
Whitney para fazer as comparacgdes multiplas dos niveis das
doses médias entre os diferentes grupos genotipicos. Avaliou-
se o desequilibrio das ligagdes intermarcadores, fazendo duas
medicbes, D’ e rz, sendo os célculos feitos wutilizando o

algoritmo 'Graphical Overview of Linkage Disequilibrium’

(GOLD, http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/GOLD/) .

EXEMPIO 1

Variantes das sequéncias de ADN de CYP2C9 e VKORCl1 em
pacientes chineses seleccionados com sensibilidade ou
resisténcia a varfarina

A dose média de manutencdo de varfarina nos chineses é
de 3,3 mg/dia (8, 9). Assim sendo, considerou-se que o0s
pacientes que receberam uma dose de manutencdo < 1,5 mg por
dia eram sensiveis a varfarina (Quadro 1, 11 pacientes) e
que o0s pacientes que receberam uma dose de manutencao de

varfarina 2 6 mg por dia era resistentes a varfarina
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(Quadro 1, 5 pacientes, ver Materiais e Métodos para obter
mais pormenores). A sequenciacao de regides codificadores,
as Jjuncgdes exao—-intrdo e a regiao promotora do gene de
CYP2C9 revelaram a existéncia de trés variantes de
sequéncias em 4 dos 11 pacientes sensiveis a varfarina. As
variantes foram: 1075 A > C (1359L conhecido por CYP2C9*3),
895 A > G (T299A) e 1145 C > T (P382L). O CYP2C9*3 foi
detectado em 3 pacientes (individuos 1, 3 e 5, Quadro 1). O
individuo 5, ©para além de CYP2C9*3, também tinha a
modificacdo 895 A > G (T29927A), <conforme anteriormente
descrito (7). Foi detectada uma nova mutacgdo exdnica 1145 C
>T (P382L), no quarto paciente (individuo 6). Conforme se
observa no quadro 1, as variantes do gene de CYP2C9 néao
estavam presentes em todos o0s pacientes sensiveis a
varfarina e estavam totalmente ausente em todos 0s

pacientes resistentes a varfarina.

Quadro 1. Demografia dos pacientes e variantes das

sequéncias de ADN identificadas.

Caso Dose INR Idade Sexo Massa VKORC1 VKORC1 #CYP2C9
ne° (mg (d) (anos) corporal -1639 1173 (variantes)
(kg)

>Grupo sensivel a varfarina

(dose £ 1,5 mg/dia, n= 11)

1 0,71 3,23 65 F 42 AR TT CYP2C9*3

2 1 2,69 74 M 65 AA TT normal

3 1 3,23 70 M 66 AR TT CYP2C9*3

4 1,25 1,5 84 F 50 AA TT normal

5 1,25 1,96 68 M 75 AA TT CYP2C9*3
895A>G
(T299R)

6 1,25 2,5 71 F 70 AR CT 1145C>T

(P382L)
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Caso Dose INR Idade Sexo Massa VKORC1 VKORC1 #CYP2C9
ne (mg (d) (anos) corporal -1639 1173 (variantes)
(kg)

7 1,25 2 71 F 80 AA TT normal

8 1,25 2,9 72 F 67 AA TT normal

9 1,25 1,59 67 M 58 AA TT normal

10 1,43 2,05 58 F 42 AR TT normal

11 1,5 2,24 61 M 65 AA TT normal

Grupo resistente a varfarina

(dose 26 mg/dia, n=5)

12 6,07 2,82 48 F 52 AG CT normal
13 8,57 2,09 63 F 58 GG cc normal
14 8,75 2,32 26 M 88 GG CC normal
15 10 1,3 46 M 64 AG CT normal
16 10 2,33 58 F 61 GG cc normal

Efectuamos também a sequenciacdo do promotor, das
regides codificadoras e das Jjungdes exdao—-intrdo do gene
VKORC1. Foi detectada uma variante (3730 G>A) qgue estava
localizada na regidao ndo traduzida de 3’ (UTR) de VKORCI1.
Além disso, foi detectado um polimorfismo do promotor, -
1639 G > A (ou -1413, utilizando o 1local de inicio de
transcrigdo como sendo +1) na regido de montante do VKORCI.
Este polimorfismo revelou uma associacgao com a
sensibilidade a wvarfarina, na medida em que todos os
pacientes sensiveis a varfarina eram homozigdéticos AA na
posigdo -1639. Por outro lado, os pacientes resistentes a
varfarina revelaram ser ou heterozigdéticos AG ou
homozigdéticos GG (Quadro 1). Quando se tracou um grafico
das doses de varfarina, em funcdo dos gendtipos -1639,
ficou demonstrado que os pacientes com o gendtipo AA tinham
necessidade de doses mais baixas (média de 1,19 mg/dia,
intervalo entre 0,71-1,50 mg/dia), os heterozigdticos AG

tinham uma necessidade de doses intermédias (média de 8,04
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mg/dia, intervalo entre 6,07-10 mg/dia) e os homozigdticos
de gendétipo GG tinham necessidade da dose mais elevada
(média de 9,11 mg/dia, intervalo entre 8,57-10 mg/dia)
(figura 1).

Para além de -1639 G > A, também foil identificado nos
nossos pacientes um polimorfismo 1173 C > T do intrado 1, ja
descrito por D’Andrea et al. (27). Estes dois polimorfismos
pareciam estar em forte desequilibrio de 1ligagao (LD)
(Quadro 1). Concluiu-se que o8 pacientes sensiveis a
varfarina, com o gendétipo -1639 AA, estavam associados ao
genétipo 1173 homozigdtico TT, com excepgdo de um paciente
(individuo 6). Nos ©pacientes resistentes a varfarina,
concluiu-se que 0s pacientes com o) gendtipo -1639
heterozigético AG estavam associados ao gendtipo 1173
heterozigdético CT e verificou-se também que os homozigdticos
-1639 GG estavam associados aos homozigdéticos 1173 TT (Quadro

1).

EXEMPIO 2

Polimorfismo -1639 G>A de VKORCl1 em pacientes chineses
aleatdérios que receberam varfarina

Para se investigar melhor se o polimorfismo -1639 G > A
estava associado com as diferencas interindividuais nas
dosagens de varfarina, fez-se a genotipificacdo de 104
pacientes que receberam varfarina independentemente da dose,
recorrendo a espectrometria de massa 'MALDI-TOF'. Os grupos
AA e AG/GG ndo apresentaram diferencas respeitantes a idade,
sexo e INR (Quadro 2). Verificou-se que apenas dois
pacientes eram homozigdticos para GG, tendo sido agrupados

conjuntamente com os AG para analise estatistica. Efectuamos
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a andlise dos dados independentemente da presenca de outras
varidveis perturbadoras, tais como a dieta e outras
medicacdes. Conforme se observa do Quadro 2, o grupo AA teve
necessidade de doses significativamente menores (2,061
mg/dia) do que o grupo AG/GG (3,81 mg/dia). As diferencgas
foram significativas quer pelo teste T (p< 0,0001) quer pelo
teste de Wilcoxon Mann Whitney (p = 0,0002) entre os grupos
AA e AG/GG.

Quadro 2. Doses médias e outras caracteristicas clinicas de
pacientes seleccionados aleatoriamente, classificados pela

resposta a varfarina, de acordo com os gendtipos.

Gendtipo Dose de INR Idade Sexo
varfarina (anos) (M/F)
(mg/dia)

VKORC1-1639
AA (n=83) 2,61 £ 1,10° 2,03 + 0,45 57,5 + 14,8 43/40
AG+GG (n=21) 3,81 += 1,24 2,08 £+ 0,47 60,4 £ 13,1 13/8

+
+

+
+

a

valor P de comparagao entre os grupos AA e AG+GG. Valor P

<0,0001 wutilizando o teste T. Valor P = 00,0002 wutilizando o

I+

teste de Wilcoxon Mann Whitney. Os dados representam a média

DP.

EXEMPLO 3

Frequéncias dos gendétipos do polimorfismo -1630 G>A de
VKORC1 e variantes de CYP2C9 em chineses e caucasianos
Sabe-se que a populacaoc chinesa necessita de uma dose de
manutencadao de varfarina muito menor do que a populacao de
caucasianos. Para se testar se as diferencas nas frequéncias
do gendtipo -1639 de VKORC1 poderiam ser responsaveis pelas

diferencas interétnicas nas dosagens de varfarina, efectuou-
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se a genotipificacdo de 95 voluntdrios chineses normais de
Han e de 92 voluntdrios normais caucasianos. Na populagédo
caucasiana, o gendétipo homozigdtico AA revelou a frequéncia
mais baixa, ao passo que os gendtipos AG e GG constituiram a
maior parte da populacdo (respectivamente 14,2%, 46,7% e
39,1%, Quadro 3). Pelo contrario, na populacdo chinesa, o
gendtipo homozigdético AA constitui a maior parte da populagédo
(82,1%), sendo a parte restante da populacdo de gendtipo
heterozigdético AG (17,9%). Nao foi detectado nenhum gendtipo
homozigdético GG nesta populagido seleccionada aleatoriamente.
Esta proporgdo foi também semelhante nos 104 pacientes
testados com varfarina, em que se conclui que 79,8% eram
homozigdéticos AA, 18,3% eram heterozigéticos AG e a parte
restante de 1,8% eram homozigdéticos GG. As diferencas nas
frequéncias de gendétipos entre o grupo caucasiano e os dois
grupos chineses foram significativas, com valores P
inferiores a 0,0001. Estas diferencas entre os dois grupos
étnicos (caucasianos e chineses) e a correlacdo AA com a
sensibilidade a varfarina estdo em concordéncia com a
observacdo clinica de que a populacdao chinesa necessita de

uma dose menor do que a populacaoc caucasiana.

Quadro 3. Frequéncias de gendétipos do polimorfismo do
promotor de VKORC1 (-1639 G>»A) e de variantes de CYP2C9 em

chineses e caucasianos.

Gendétipo Caucasianos Chineses Pacientes chineses
(n=92) (n=95) tratados com varfarina,
seleccionados

aleatoriamente (n=104)
VKORC1 -1639
AR 13(14,2%) 78(82,1%) 83(79,8%)
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Gendétipo Caucasianos Chineses Pacientes chineses
(n=92) (n=95) tratados com varfarina,
seleccionados

aleatoriamente (n=104)

AG 43(46,7%) 17(17,9%) 19(18, 3%)
GG 36(39,1%) 0(0%) 2(1,9%)
Variantes de
CYP2C9
2C9*1*2 20,4% 0(0%) 0(0%)
2C9*2%*2 0,9% 0(0%) 0(0%)
2C9*1*3 11,6% 7(7,3%) 4(5,4%)
2C9*3*3 0,4% 0(0%) 0(0%)

Valor P <0,0001, comparagao entre populagdes caucasianas e chinesas.
Valor P <0,0001, comparagdo entre pacientes caucasianos e chineses
tratados com varfarina, seleccionados aleatoriamente.

Valor P = 0,817, comparagdo entre pacientes chineses e pacientes
tratados com varfarina, escolhidos aleatoriamente. ® 0 CYP2C9*1 é o
tipo selvagem do CYP2C9. Os CYP2C9*2 e CYP2C9*3 sdo variantes em que a
cistina substitui a arginina no residuo 144 e a leucina substitui a
isoleucina no residuo 359, respectivamente. As frequéncias nos
caucasianos foram obtidas a partir de dados publicados (17).

> A frequéncia do CYP2C9*3 foi obtida por genotipificacdo de 74

pacientes tratados com varfarina.

Para além de -1639 G > A, efectuamos o rastreio de
trés polimorfismos intrénicos (rs9934438, intrdo 1 1173 C >
T; rs8050894, intrdo 2 g.509+124C; e rs2359612, intréado 2
g.509+837C) e de um polimorfismo 3’ UTR (rs7294, 3730 G >
A) na populagdo chinesa. Todos os quatro polimorfismos
estavam em desequilibrio de ligacdo com o polimorfismo do
promotor -1639 (intermarcador D’ e valores r° = 1,0).

Também foram genotipificadas as variantes de CYP2C9
nos grupos chineses. A frequéncia do CYP2C9*1/*3 foi de
7,3% na populagdao chinesa normal e de 5,4% nos chineses

seleccionados aleatoriamente que receberam varfarina. A
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variante CYP2C9*2 nao foi detectada nos pacientes chineses
nem nos individuos de referéncia. Comparativamente com os
dados publicados sobre a frequéncia da variante CYP2C9 nos
caucasianos, a populacgao caucasiana apresentou uma
frequéncia das variantes CYP2CY9 muito mais elevada do que a
populagcdo chinesa (aproximadamente 30% contra 7%), se bem
gue 0s caucasianos sejam mais resistentes a varfarina. Nao
foram encontradas outras mutagdes de sentido incorrecto nos
pacientes sensiveis a varfarina, 895 A > G (T299A) e 1145 C
> T (P382L) (Quadro 1), em nenhum dos pacientes
seleccionados aleatoriamente nem nos individuos de

referéncia, sugerindo isso gque tais mutagdes sdo raras.

EXEMPLO 4

Actividade do promotor de VKORC1

As diferencas entre a sensibilidade a varfarina nos
pacientes de gendétipos AA e GG poderiam ser explicadas
pelas modificac¢des na actividade do promotor de VKORC1l. O
promotor SNP -1639 estava localizado no segundo nucledtido
de uma caixa E (CANNTG) e por tal motivo este polimorfismo
poderia alterar a sequéncia de consenso da caixa E e
poderia levar a modificacgdes na actividade do promotor de
VKORC1. Para se testar esta hipdtese, amplificou-se por PCR
o promotor de VKORC1 que abrange a posicdo -1639,
proveniente de pacientes com o gendétipo -1639 AA ou GG e
efectuou-se a sua clonagem no vector pGL-3. Foi escolhida a
célula HepG2 (uma linhagem de células de hepatoma humano)
para o ensaio do promotor, uma vez que 0 VKORCl é expresso
ao nivel mais elevado no figado. Efectuou-se um total de 9

experiéncias e todas elas levaram a resultados consistentes
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(traduzidos na figura 2). O promotor de -1639 G do VKORCI1
revelou actividade de luciferase superior (aproximadamente
44% superior) comparativamente com o promotor de -1639 A. O
vector béasico pGL-3 de controlo nao tinha nenhum promotor
inserido no local de clonagem multiplo e revelou uma
quantidade desprezadvel de actividade de luciferase. Assim
sendo, a sequéncia na posicdo -1639 é importante para a
actividade do promotor e uma actividade mais elevada do
promotor (v.g., -1639G) estd associada a necessidades

maiores de doses de varfarina.

EXEMPLO 5

Combinagdo de VKORC1l -1639 SNP e de variantes de CYP2C9 na
dosagem com varfarina

Embora o VKORC1 -1639 SNP por si sbé possa ser
utilizado para se prever a sensibilidade a varfarina, este
SNP pode ser combinado facultativamente com outros
marcadores genéticos. Por exemplo, a presenga simulténea do
gene VKORCl1 e do gene de CYP2CY9 pode ser examinada na
dosagem com varfarina. O quadro subsequente ilustra as
doses sugeridas de Coumadin para cada haplotipo quando

estes genes sdo considerados simultaneamente:
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VKORC1 -1639 Variantes de Dose sugerida
CYP2C9 (mg/dia)

GG *1 5
*2 3,75
*3 3,75

AG *1 3,75
*2 2,5
*3 2,5

AA *1 2,5
*2 1,25
*3 1,25
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cagaggacaa
tatctttcag
gtatgagcca
tcagaggctg
tgggagaact
aaaaaaaaaa
ctttaggaag
atggtgaaac
tgtaatcaca
gttgcagtga
tcacattaat
ctcttggagt
attctcctge
taatttttgt
tcectgacctce
gccaccatge
cagacctgtc
gggactacag
gtctcecectgt
gccteccaaa
tctgaggcta
tctgggggaa
acaggcctaa
acatttaatg
cagagtctca
agaatccagt
tcececttect
cacatctccc
caggcatggt
cctgaggtca
aatacaaaaa
tgaggcaggt

catagatagg
ctgttttagc
gaaatagcca
ggggcagtgg
gcttgagccc
aaaagaaaga
ccaaggaggg
ccegtceteta
gctactcagg
gcecgagattg
taattaattg
gaggaaggca
ctcagcectcec
atttttagta
aggtgatcca
cccgectaat
tcaaactcct
gtgtgcacca
gttgtccagg
gtgctgggat
agtcataaag
accaacaata
tgcccagtcec
atgtaaaaca
ctgggctgaa
tctttaccct
ccatcttcaa
tctgactttce
ggcttatgcce
ggagttccag
ttgggccagg
ggatcacttg

ttcggagact
tgcttattgt
ggtaaaattg
ctcactcctg
aggagttaga
aaaaggccag
tggatcatga
ctaaaaacac
aggctaaggc
caccactgca
attaaatgct
atctcggctc
tgagtagctg
gagacgaggt
cccacctcag
tttaaaaatg
gggctcaagt
ccacacctgg
gtgtctcaaa
tataggcata
agattgcggce
aataacagga
tctgtattca
acacaaattt
atcaagatgt
ttcttgcectt
accagaaaca
ttectgccatc
tgtaatccca
accagcctgg
cacggcggct
aggtcaggag
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actcagagaa
tccagcettta
tcttcecccaaa
taatcccage
ggcaacataa
gcacagtggc
ggtcaggagt
aaaaatcagc
aggagaatca
tttcagcecctg
agaagaaaat
actacaactt
ggattacagg
ttcgeccatgt
cctcccaaat
tttataaaga
cattgtcttg
ctaattttgt
ctcectgggcet
agccactgca
ttctattttg
acacaccagg
tttctaattg
atcttacagt
tgatagttcc
tagaggccac
ttgcagctct
ctectteatt
gcactttgag
ccaacatggc
cacacccgta
ttcaagacca

agggagagag
gccaccatct
ttcctagtge
agcactttgg
caacaactca
tcacgcctgt
ttgagaccag
cacgcatagt
cttgaatccg
ggcagcagag
atggtcaaaa
ccacctcccg
cacccaccac
tggccaagct
tgctgggatt
cagagtctta
tctecagectce
ttatttttta
caagtggtcce
cctggccececa
cttcectetta
agatcagaga
ctgctgtaac
tctgtagett
ttcceggtga
ccgtatttat
ctgtgtettt
ttttaaggac
aggcggaggce
aaaaccccat
atccccatac
gcctggcecaa

aatgctaggt
gactgcaatt
acaaaaactg
gaagccaggg
tctctaatga
aatcccagca
cctggccaat
ggctggtgcee
ggaggcagag
tgggactgtc
tcttttataa
ggttcaaatg
catgccecggce
tgtcttaaac
acaggcatga
ccacgttgtce
ccaaagttct
tagagtgagg
tcctgectea
gtgtgtgtct
gatcactcat
aagctgagat
aagttactgc
agaagtctga
ctctagagtg
tagctcacaa
tttetttact
cecctgtgggce
aggcgggtca
ctccactgaa
tttgagaggc
catggtgaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



tcecgtetet
ctataatccc
ggttgcagtg
gtctcaaaat
aggtgtggtg
accagaagtt
taaattagcce
caagaatcgce
tccagectgg
tacacttgta
cgagaccagc
aggcatggtt
ttgaacctgg
taggcaacag
gtatgatggc
gaggtcagga
acaaaaaatt
ggcaggagaa
gcattctagc
agataggctg
gcggatcacc
ctactaaaaa
cgggaggctg
atcacaccat
aaataaaata
tggccattta
accattattc
gagggaggag
agggtaggtg
caaccattgg
tgggtggatc
tctctactaa
cttgggaggc
agatggcacc
aataaataaa
gggcaatgct
tagagactgg
tgccgggaga
agatgggaaa
ggagagatgg
gcttggaaag
ccatgatagt
gtgaatgtat
gaggatggga
cccgaategg
gctgeaattc
acacactttt
gagtgcagtg
cctgcectcecag
tttgtatttt
acctcaggta
cgtgcecgge
cgcgccgact
cttacccget
gcgcecctgga
agagggccag
ccgcgggcege
ggtgcggctce
ggcggcgcege
ctgttegege

actaaaaaaa
agctacttgg
agctgagatt
aaaaattaag
gtggctcatg
tagaccagcc
aggtgtggtg
ttgaacctgg
gtgtcaaggg
atcccagcac
ctggccaaca
gcacgcgcecet
g9999999cg99
agcgagactc
tcacgectat
gtttgagacc
agccaggcgt
tcgcetttaac
ctgggcaaca
ggcacggtgg
tgaggtcagyg
tttaaaaaat
aggcaggaga
tgcactccag
aaatcaggag
acctatcata
tgtctaccac
ccagcaggag
caacagtaag
ccgggtgcgg
acttgaggtc
aaatacaaaa
tgaggcacga
gctgcactcc
taaataacca
ggaggcagca
gagtgtagaa
ggaggctggt
gagaaacaag
gtcaccatca
gagagactga
agagaggtta
gggagaaagg
ggctgcagcec
atcgccgtat
ttacaacagg
ttttttettt
gcacgatctc
ccteccecgagt
tagttgagat
atccgcecagce
caacagtttt
acaactccca
tcactagtcc
acagccattt
gaggggcgcg
ctcgggegga
gctetttgee
gcecegggace
gtcttctect

aaaaaaatta
gaggttgagg
gcaccaccgt
ataaataata
cctgtactec
tgggaaacaa
ggacgtactt
gagacggagg
tctttgaaaa
tttgggaggc
cagtgaaacc
gtagtcccaa
aagttataat
cgtctcaaaa
aatcccageca
agcctgacca
ggtggcacat
cggggaggtg
agagcaaaac
ctcacgcctg
agttcaagac
tagccaggca
atctctcgaa
ttgggcaaca
attggtcagce
ttcacaagtt
actctctaga
agggaaatat
ggatccctct
tggctcacge
aggagtttaa
attagccaga
gaaccacttg
agcctgggcg
ttgggtctag
gctagtttat
tctttccaaa
gaaggacctc
ttgcagtgta
gatgggacgt
ctgttgagtt
ggatactgtc
gagaccgacce
cgaatggtgce
tcgctggatc
acttggcata
tttttttttg
ggctcactge
agctgggatt
ggggtttcac
ctcggcectee
taaatctgtg
tcatgcctgg
cggcattctt
gggtcgtgga
gccattcgee
acctggagat
tgacgggcett
gggattaccg
ccaggtgtge
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caataattag
cacaagaatt
actccagcct
aaaaataaat
cagcactttg
agtgagaccce
gtactcctag
ttgcagtgag
aataaacaaa
tgaggcaggc
ccgtcetctac
ctgctcggga
gagccaagat
ataaaaataa
ctttgggagg
acatggagaa
gcctataatce
gaggttgcgg
tccatctcaa
taatcccage
cagcctggece
tgatggcggg
cctggcaggc
agagcgaaac
ttaattccat
ccagggattce
agagagtaga
cacagacgcce
gggaagtcaa
ctataatcct
gacaagcctg
catggtggca
aaccctggag
acagagtgag
cgtcttggtg
ggcgtgggca
aacttgaatg
ttagtgaagg
gatggggagg
ctgtgaagga
gatgcaagct
aagggtgtgt
accaggaagc
ctgaaatagt
ccetgatceceyg
gggtaagcgc
agacagagtc
aacctccgge
acaggcatgt
catgttggcg
caaagtgcetg
gagacttcat
cagccgcetgg
cgetgtttte
gtgcgagcac
gcecggeccce
aatgggcagc
agtgctctcg
cgcgctctge
acgggagtgg

tcaggegtag
gcttgaaccc
ggatgacaga
aaaaatcagc
aggtgggaag
catctctaca
ctactaggga
ttatgacagt
ataggctggg
agatcacaaa
taaaaataca
ggctgaggca
tgtgccactg
aaataaatca
cccaggtggg
accccatete
ccagctactce
tgagtcgaga
aaataaataa
actttgggag
aatatagcga
tgcctgtaat
ggaggttgca
tccacctcaa
ctgcaacctt
atgcagggac
tgtgagaaac
agaggaagag
gcaagagaag
agcattttgg
gccaacatgg
ggcacctgta
gcggaagttg
actccgtctce
acaccagcca
gcaaggaaga
tggaggggta
gagatttgtt
atggagaggt
gagacctcat
caggtgttgc
gtggccaaag
actggtgagg
ttcaggggaa
ctggtctcta
aaatgctgtt
tcactctgtc
teceeggete
gccaccacgce
aggctggtct
ggattacaag
ttcccttgat
ggccgcgatt
ctaactcgcecc
ggcecggecaa
tgctccgtgg
acctggggga
ctctacgege
gacgtgggca
gaggcgtggg

tggccagcac
gagaggggga
gcaagactcet
aaattaggcc
gttgcttgaa
aaaataaaaa
ggctgaggtg
gccactacac
cgtggtggcet
gtcaggagtt
aaaattagcc
ggagaatggc
cactccagcc
atagagcctg
tggatcatct
tactaaaaat
aggagcctga
tagcaccatt
ataaatagat
gccgaggtgg
aaccctgtcet
cccagctact
gtgagccgag
aaacaaaata
aattcccttt
atctttggtg
agcatctgga
agttcccaga
acctgaaaaa
gaggccgagg
tgaaaccctg
gtccaaacta
cagtgagccg
aaaataagta
ctaggtgtca
agtgaggaag
gatgggataa
getgtttetg
tgaaggtgta
ctggcccaca
caggcegggcg
gagtggttct
caggacccgg
atgcttggtt
ggtcccggat
aaccacacta
ggcetggcetg
aagcaattct
ccggctaatt
tgaactcctg
cgtgagccac
gcettgcage
ccgcacgtcece
cgcttgacta
tcgecgagtce
ctggttttct
gceectggetyg
tgcacgtgaa
ccgecatecag
gccteggagce

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520



agggcggceca
gacacggggc
ggtgttcgaa
cggggactceg
caggatggcg
tggcgatggc
ttagcataat
ggtccagggc
cgttatacca
tgtaatccca
agcctggcca
atggcgggtg
¢gggaggcgg
tgagactccg
agatgaaaag
atagggtcag
gacccttgga
atcacctttce
caccccaccce
aggacagcat
tattgttagg
ttggtcagcet
gctgcteatc
ttaattggtt
gttttttgtt
ggatgccctt
aagggatcct
ccagctaatt
gctggtctea
gagctaccat
aggagaagct
tctagtccca
cttgctgatg
cacgctcect
caccacggtc
gctcagaact
gacctgttga
ctggagtgca
agctaggact
ttttgcgaca
ctgcaacctce
gactacaggc
tcaccatgtt
cccaaagtge
aagtcttgcet
tccacctect
tgcccatcaa
tggccaggcet
tactgggatt
tcgggtettt
ccteggecte
cttgttttag
agtgttcggg
tgcctgcgga
ggttctgtct
atcaccacct
ccccagggcea
tttgetttgg
atgtggggcet
tgtgccacac

ggatgccaga
tggactgcectce
ataagagtgc
cacgtgaatt
gtagagattg
tgcgeecagg
gacggaatac
aaagataatc
gccttgecat
gcactttggg
acatggtgaa
ccttaatcce
aggtttcagt
tctcaaaaaa
cagggcctac
tgacatggaa
ctaggatggg

tcgggcaggg
ctctgccagg

cctcaatcaa
tgagtggctce
cagccccact
acggagecgtc
taagtactgt
tgttgttgtt
agtgtgcact
cccaccttag
tttgtttttg
agcaatctgt
gccccaccaa
gagcatgagc
taagaacaga
ccatatgecceg
ttgagtcacc
ctggctgaca
ttcectecct
agccttettt
gtggcacaat
ataggcatgt
tagtectecget
tgectecegg
gcgtgtcacce
ggctaggatg
taggattaca
cttgetgecee
aggttcaagc
cacacccgge
gctctcgaac
acaggcatga
ctatgttgee
ccagagtgtt
agacccttce
aggtggccag
cacgctggge
acctggectg
atgctatcaa
aggctaagag
catgtgagcce
tctagattac
gctcgetett

tgattattct
gcggggtcegt
gaggcaaggg
ggatgccaag
acgatggtct
aacaaggtgg
agaggaggceg
tgceccecgac
tttaagaatt
aggccgaggce
agcctgtctce
agctactcgg
gagccgagat
aaaaaaaaaa
ggagtagcca
tcctgacgtg
aggtcgggga
tccaaggcac
tggggcaggg
tccaacagca
cgecccctee
ccatgcaatc
ctgegggtgg
tagaggctga
ttgagacagg
ggcgtgatcet
ccteeccaagce
tttttttttg
ctgcctcage
caccccagtt
tatcttttgt
gagaggaacc
gagatgagac
cttcccagcect
catggttcag
gggcaatggc
ttttttetet
catagctcac
cactgcaccc
ctgtcaccag
gttcaagcaa
acgcccagct
gtctcaatct
ggcgtgagtc
aagctggaat
gattctccac
taatttttgt
tecectaacctce
gccaccgtgce
caagctggtc
tggaatacgt
cagcagctcce
tgectgaagce
ctetgtectg
gatcctgttce
cgtgagcctg
gcactgagcce
ttgcctaagg
ccectectee
ttttacaccc
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ggagtctggg
tgcacagggg
accagacagt
gaataacggt
caaggacggc
cceggtetgg
agtgagtggc
tcccagtctc
acttaagggce
ggatggatca
taccaaaaat
gggggctaag
cgcgeccactg
aaaaaaaaaa
cgtcecgggece
gccaaaggtg
acagaggata
tgggttgaca
gtttcgggcect
tattcggttg
ctgcececgcecce
ttggtgatcc
ggatgtgggg
agggccctta
gtctggctct
cagttcatgg
agctggaatc
gtagagatgg
ctecccaaagt
ttgtggaaaa
ctcatttagt
aagggagtgg
tatccattac
ccagagaagg
acttggccga
aagagcttca
ttaagaaata
tgtaacctgg
agctaatttt
gctggagtgce
ttttcctgee
aatttttgta
cttgacctgg
aacctcaccg
gtggtggcat
cttageccetce
atttttatta
aggtgatcca
ccagctgaat
ttgaactcct
gcgtaagcca
tggcatctag
ccacaccgga
atgctgctga
ttegtgetcet
atgtggctca
ctcaacccaa
gggcatatct
tgccatacce
agtgcctctg

atcggtgtgce
ctgagctacc
gctggggact
gaccaggaaa
gcgcaggtga
ctgtgcgtga
cagggagctg
tgatgcaaaa
cgggcgceggt
cttgaagtca
agaaaaatta
gcaggagaat
cactccagce
agagacttac
tggtctgggg
cccggtgcca
gcccaggtgg
gtcctaacct
ggtggagcat
catcttctac
cgccecgece
acacagctga
aggtaactaa
aagacatcct
gttgcccaaa
caacctctge
acaggcgtge
tgtctcgcececa
gctgggggga
gatgccgaaa
gctcagcagg
aagacgatgg
cacccttecece
catcactgag
tttatttaag
gagaccagtc
atcttgectct
ctcaagcgat
ttttetttee
agtggcacga
tcagcctcct
tttttagtgg
tgatccatcce
ggcatttttt
gatctcggct
ccagcagctg
gagatggggt
cccecattgg
ttctaaattt
agcctaaagc
ccacatctgc
gtagtgcagt
ccctettetg
gctcecectggt
atgatttctg
gtttccggaa
gccaggctga
gggtcecctag
gcacatgaca
actctgtccc

ccggggaacg
cagcgatact
gggattattc
ggcggggagg
aggggggtgt
tggccaggeg
gagattctgg
ccgagtgaac
ggcccactee
ggagttgacc
atcgggcgcet
cgcttgaacc
tgggccagag
ttaaggtcta
agaggggagg
ggagatcatc
cttettggaa
ggttccaccce
gtgctgggac
acactacagc
ctcatccece
cagccagcta
caggagtctt
aggtccccag
gtgaggtcta
ctecectgecce
accactatgc
tgttgceecag
ttacaggcgt
ttccttttta
aaaatttgta
cgccccaggce
agcaggctcc
ggaggcccag
aaattttatt
ccttggaggg

gttgcccagg
cctectgagt
tttteetttee
tcttggctcea
gagtagctgg
agacagggtt
gccttggccet
ttttgagacg
cactgcaacc
ggattacagg
tttgccatgt
cctcccaaaa
ttgatagaga
agtcttecea
cctggagcect
gacatcatgg
ccttgcaggt
gtctctcgcect
cattgtttgt
ggtccaagaa
cctecatetge
aaggccctag
atggaccaaa
catgggctgg

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120



tctccaaagc
tcaatcagcc
tgttgccttc
agggtggtta
tggccccecac
ctcctctect
aaatgcttgce
accattccaa
ttttgcctat
tggcagggtg
atcacttgag
caaaaaaaaa
ctaatcggga
atgatcactg
acaaaaaaaa
tgggtactat
agatcacaca
cagcatctat
gtccaggctg
aagtgattct
ctggctaatt
gcactcccga
gtgagccacc
ctgtcttggg
gaagaggagg
gaaggtgggc
ggatttgcca
cctggcacac
ggctggaaga
tgccctcecat
ctgtcattga
ctctccecagg
ggctaaggcc
taggaactgce
aggtggagcec

<210> 2
23
ADN

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

tctttcecatt
aagtctgaac
tctggagctg
tgggtagtct
ccccaggaaa
gggaaggctg
tgggaagttc
gccagtattg
tatgccctga
cagtggctca
gccaggagtt
aaaaaaaaaa
agctggcggg
cactccagcc
acttgtgtta
tattatccct
gctactgcag
atgctttttt
gagtgcaatg
cctgecetecag
ttgtattttt
cctcaggtga
atgccecggece
gtcagggtte
cacgcgccaa
accgctgtca
aaggctcaca
actgtctcetg
gaagtggggyg
ggttccagga
gacgttttce
ccactcaagt
cagagagggg
tggctagggc
agggagaccc

Sequéncia de

gccecagggag
catgtgtctg
ggaagggtga
catctccagt
caggctggca
agcacacacc
ttccttgagt
gtagccttgg
ccacttacct
cacctgtaat
ccagaccagc
aattagccag
aagactgctt
tgagcaacag
acgtgttaaa
atcttgatga
gaggctctca
ttttgttggt
gcacaatttc
ccteceegagt
agtagagaca
tctgecectget
agcatctata
ttgaatggtc
agtgttcttc
ccctgtttee
gcgagcaagc
agcagacctg
agtggaaatg
tggcactttc
attcaacaac
agtaaggaaa
tggtgacaag
aagcagacag
aggtggcctc

Sequéncia Artificial
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ggaaggttct
ccatggactg
gtcagaggga
gtgtggagtc
gctegctect
tggaagggca
ttaactttaa
agggtcaggg
acatgccaag
ccctgtactt
ctgggcaaaa
gcatggtggt
gagcccagaa
agcaagaccg
ctcgtttaat
tagggacaga
ggatttgaat
ttgtttttga
ggctcaccac
agctgggatt
gtgtttctct
ttggcctecc
atatatgcta
tgggccagcece
ccgecctgacc
caggaagcca
agcagtgggt
ggagaaggca
aaaagtgggg
atgctgggag
tgtttctecag
cagatttaaa
cctagggtca
ctgaatccta

variantes no promotor de VKORCI1

<400> 2

cagaagggta ggtgcaacag taa 23

gagcaataaa
tggtgctggg
gagtggaggg
agcaaggcct
gctgcccaca
ggctgccectt
ccectecagt
ccaggttgtg
cactgtttaa
tgggaggcca
tagtgagacc
gtatgtacct
ggttgaggct
tctccaaaaa
ctttacagtg
gtggctaatt
ccacctggtce
gacggacttt
aacctccacce
acaggcatgc
atgttggtca
aaagtgctgg
aaccttaccc
tgagttagga
gagtcctcetg
gcaggcccag
gctggctcect
tgtgaaaccc
actgggagga
tgagcttgcc
acaaggcaca
cccagacaat
cacagccaca
gccaactgga

gtttcttaga
cctecctegg
cctgcectggga
ggggcaccat
ggagccagge
ctggttctgt
tgccttatceg
aaggtttttg
gaacttgtgt
aggcaggagyg
cctgtctcta
atagtcccaa
gcagtgagcce
aaaacaaaaa
atttatgagg
agtatgcctg
catctggcte
cgctcttgtt
tcccaggttce
gccaccaggce
ggctggtctce
gattacaggc
acagctgcect
gtgggaagag
cgcctatgag
ggagatactg
caccactcag
acctagccct
gctgececcacg
ctgtgccagg
ggcaggttag
ttggctccac
gccccagagce
ggtggagcag

9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
106020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11190

iniciador utilizada para detectar as
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<210> 3
<211> 23
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia de iniciador wutilizada para detectar as

variantes no promotor de VKORCI

<400> 3
cactgcaact tgtttctctt tcc 23 <210> 4

<211> 32
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador directo contendo um local de restricdo Xhol

<400> 4
ccgctcgagt agatgtgaga aacagcatct gg 32

<210> 5
<211> 27
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador inverso contendo um local de restricdo HindIII

<400> 5

cccaagctta aaccagccac ggagcag 27
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REIVINDICACOES

1. Processo para prever o intervalo de dosagem de uma
varfarina para um paciente humano, o qual compreende:

investigar o nucledétido na posicdo 3673 da SEQ ID NO:1
do paciente;

determinar se o paciente é sensivel ou resistente a
varfarina, com base no nucledétido da posicédo 3673; em que o
gendtipo homozigdtico AA, heterozigdtico AG e homozigdtico
GG na posicao 3673 indica, respectivamente, que o paciente
é sensivel, medianamente sensivel e resistente a varfarina;
e

prever um intervalo de dosagem de varfarina, com base

na sensibilidade ou resisténcia do paciente a varfarina.

2. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, em que a
sequéncia ¢ investigada utilizando um oligonucledtido que

hibrida especificamente com o promotor do gene VKORCI.

3. Processo de acordo com a reivindicacdo 2, em que O
oligonucledétido hibrida especificamente pelo menos com 6

nucledétidos que abrangem a posicdo 3673 da SEQ ID NO: 1.

4., Processo de acordo com a reivindicacdao 1, em que a
sequéncia ¢é investigada utilizando ADN preparado a partir

do sangue periférico do individuo.

5. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, em gque o

individuo é um asidtico.



6. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, em qgque o

individuo € um caucasiano.

7. Processo de acordo com a reivindicacao 1, em que o

individuo é um africano, um afroamericano ou um hispénico.

8. Processo de acordo com a reivindicagao 1, o qual
consiste também em examinar a sequéncia do gene CYP2C9 e
prever um intervalo de dosagem da varfarina para o
paciente, com base no nucledétido na posicdo 3673 da SEQ ID

NO:1 e da sequéncia do gene de CYP2CO.

Lisboa, 3/09/2010
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FIGURA 3 (FOLHA 3DE 4)
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FIGURA 3 (FOLHA 4 DE 4)
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