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Objectivos

Neste estudo, pretende-se identificar variagdes genéticas que permitam
explicar o aparecimento/intensidade de um efeito secundario (prurido),
observado em mulheres submetidas a analgesia por via epidural com morfina,

para o tratamento da dor aguda pds-cesariana.

Com este propdsito, procedemos a analise de associacdo entre os
polimorfismos (variaveis independentes) 118A>G, do gene OPRM1, que codifica
0 receptor opidide-y, e Vall58Met, do gene COMT, que codifica a enzima
catecol-O-metil-transferase (EC 2.1.1.6), no sentido de verificar a influéncia
destas variacOes genéticas no aparecimento do efeito secundario prurido

(variavel dependente).

viii



Resumo

O tratamento da dor pds-cesariana € essencial para a recuperacao
precoce e a longo prazo da puérpera. No entanto, coloca desafios adicionais
aos médicos, porque existem diferencas entre a populacao obstétrica e a
populacdo cirurgica geral, especificamente por causa dos receios da exposicao
do recém-nascido aos analgésicos administrados a mae, além de que é
desejavel uma autonomia precoce e mobilizacdo da puérpera para poder cuidar
do recém-nascido.

A dor é um processo complexo, em que, provavelmente, a interaccao de
multiplos genes, cada um com um papel individual diminuto, juntamente com a
accao de factores ambientais, influencia a eficacia clinica dos opidides, mais do
que um gene isolado. Polimorfismos nos genes que codificam o receptor J e a
catecol-o-metiltransferase podem ser importantes moduladores da eficacia dos
opidides.

Os opiodides sdo os farmacos mais utilizados para o tratamento da dor
pos-cesariana por via sistémica ou neuro-axial. O prurido é o efeito secundario
mais frequente decorrente da administracdo da morfina por via neuro-axial em
obstetricia. Pensa-se que esta vulnerabilidade pode ser causada por uma
ligacdo alterada dos opidides a locais do receptor opidide por competicao com
0s estrogéneos. O mecanismo subjacente ao aparecimento do prurido, apos
administracdo de opidides por via neuro-axial, nao estda completamente
esclarecido.

No presente trabalho, foi realizado um estudo de associacao entre os
polimorfismos 118A>G, do gene OPRMI, que codifica o receptor Y, e 0
polimorfismo vall58met do gene COM7, que codifica a catecol-o-
metiltransferase, e o efeito secundario prurido, em mulheres nas quais tinha
sido administrada morfina por via epidural para o tratamento da dor pds-
cesariana.

Apods aprovacao pela comissao de ética, quarenta mulheres submetidas a

cesariana sob anestesia regional receberam 2,5 mg de morfina por via epidural,



para o tratamento da dor. No pds-operatdrio, além do efeito secundario prurido
foram analisados outros, como nduseas e vOmitos, tendo sido também
avaliados os scores de dor, a sedacdo e a depressao respiratdria. No estudo
efectuado a incidéncia de prurido foi de 67,5%.

No presente trabalho, a analise genética dos polimorfismos 118A>G do
gene OPRMI e vall50met do gene COMT nas quarenta mulheres revelou que
as frequéncias genotipicas na populagdo em estudo sdo, respectivamente:
homozigoticas AA118 — 0,70, heterozigdticas A118G — 0,275, homozigoticas
118GG — 0,025; homozigdticas val-val158 — 0,225, heterozigéticas val158met —
0,625, homozigdticas 158met-met — 0,15. As frequéncias alélicas encontradas
foram de 0,538 e 0,463, respectivamente, para as variantes val158 e 158met, e
de 0,837 e 0,162, respectivamente, para as variantes A118 e 118G.

O estudo de associacao destes polimorfismos (gendtipos e alelos) com o
efeito secundario “prurido”, decorrente da administracdo de opidides, foi
negativo, nao sendo as diferencas encontradas estatisticamente significativas.

No entanto, este € um trabalho pioneiro, ndo existindo previamente,
tanto quanto é do nosso conhecimento, dados publicados relativamente ao
estudo de associacao farmacogenética entre os polimorfismos val108/158met e
118A>G, dos genes COMT e OPRMI, respectivamente, realizado numa
populacao obstétrica.

Os resultados apresentados sao preliminares, para uma populagao de 40
mulheres. Sao necessarios estudos adicionais, para avaliacao da associacao de
genes e eficacia clinica da morfina por via epidural, envolvendo um nidmero

maior de participantes.
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Capitulo 1

1. Introducao



1.1 A FarmacogenOomica

Em 2003, o Consorcio Internacional para a sequenciacdo do genoma humano
declarou que o projecto tinha sido concluido (Collins et al., 2003), criando grandes

expectativas de aplicacao desta informacdo na area das Ciéncias Biomédicas.

Uma das areas em que o impacto dessa informacao se fez sentir com
notoriedade foi a Farmacogendmica, que, em intima associacdo com a
Farmacocinética, pretende explicar de que forma a genética determina as variacoes

individuais na resposta aos farmacos.

O conceito de diferenca inter-individual na resposta aos farmacos foi referido
pela primeira vez em 1909, por Archibald Garrod, no seu ensaio sobre 0s erros

hereditarios do metabolismo (Garrod, 1909).

As primeiras observacdes de que factores genéticos poderiam ter algum
impacto na resposta a agentes farmacoldgicos usados na anestesia, ocorreu em
meados dos anos 50. Kalow et al. (1957) notaram que ocorria relaxamento muscular
prolongado apds a administracdo de succinilcolina, tendo atribuido este facto a
variagcbes genéticas associadas ao metabolismo do farmaco, envolvendo a enzima

butirilcolinesterase.

As diferencas no efeito dos farmacos e no aparecimento de efeitos
secundarios decorrentes da sua accao tém o contributo de factores genéticos.
Existem variacdbes normais de uma sequéncia genética, que se denominam
polimorfismos genéticos, que podem traduzir-se em pequenas diferencas nas
actividades enzimaticas. Estas variacbes podem ocorrer em genes que codificam
proteinas e enzimas envolvidas no metabolismo e no transporte de farmacos, ou em
factores que influenciam directa ou indirectamente os alvos terapéuticos (Kirchheiner

et al., 2006), tais como receptores membranares, entre outros.

A Farmacogendmica, prometendo o fim de farmacos adequados a todos os
doentes de igual forma, one size fits all, e erros na farmacoterapia, podera ter neste

ambito uma das suas principais aplicacoes (Collins et al., 2001).



Actualmente o conceito de farmacogendmica, nomeadamente no que diz
respeito a variagdo na resposta aos farmacos relacionada com variagdes genéticas, é
amplamente reconhecido e podera, num futuro préximo, levar a identificacao de
testes que permitam determinar qual a terapéutica mais adequada para cada
individuo (Weinshilboum et al., 2004).

No entanto, deve ter-se em conta que as vias terapéuticas que estdo
envolvidas no metabolismo e accao da maior parte dos farmacos sdao complexas,
para além de existirem factores ndo genéticos que também contribuem para a

resposta celular, molecular e fisioldgica aos farmacos (Swen et al., 2007).

Apesar do numero crescente de achados cientificos que demonstram o
potencial dos estudos de Farmacogendmica para o beneficio clinico, cujos alvos
principais sdao as enzimas envolvidas na metabolizacdo de farmacos e alguns
receptores que constituem alvos terapéuticos, a transposicdo desses dados para

aplicacOes clinicas tangiveis ocorre muito lentamente (Manolopoulos et al., 2007).

A maior parte dos resultados disponiveis na literatura, provém da analise de
uma populacao pequena, especifica para o estudo, composta de voluntarios sdos em
vez de doentes, com administracdo de uma Unica dose, usando diferentes
transposicoes genotipo-fendtipo. Além disso, a maior parte dos estudos de
associacao positiva precisam de ser validados em populacoes de doentes

independentes.

Os dados disponiveis ainda sdo limitados e sugerem que os testes de
Farmagendmica para polimorfismos simples podem ser responsaveis, apenas por
parte da variabilidade da resposta aos farmacos. Os critérios de diagndstico dos
estudos de sensibilidade, especificidade e valor preditivo sdo aplicaveis a testes nos
quais a resposta é determinada como uma variavel dicotdmica. Contudo, a resposta
ao farmaco nado pode ser sempre considerada um fendmeno do tipo tudo ou nada.
Os critérios de testes diagnosticos de farmacogenomica nao sao habitualmente
publicados, mas sdao muito importantes para implementacao clinica da terapéutica,

bem como para avaliar diferentes respostas ou eventual toxicidade.

Dado que a variagdo na resposta aos farmacos esta, em alguma medida,

relacionada com variages genéticas, os testes de Farmacogendmica tém o potencial



para uma utilizagdo mais segura e eficaz permitindo terapéuticas individualizadas.
Estudos recentes sugerem que as variagdes genéticas influenciam a resposta aos
farmacos, designadamente aos analgésicos e aos anestésicos locais (Fozzard et al.,
2005).

1.2 Anestesia regional para cesariana

A anestesia obstétrica evoluiu muito nos ultimos 20 anos, tendo-se assistido a
uma utilizacao crescente das técnicas de anestesia regional para cesariana. Este
facto deveu-se ao reconhecimento de que a anestesia geral esta associada a uma

mortalidade materna mais elevada.

Além de evitar a necessidade de uma entubagao, com todos o0s riscos
inerentes na gravida, uma anestesia regional bem sucedida, reduz o risco de
tromboembolismo, mortalidade respiratdria pds-operatoria e perdas sanguineas peri-
operatorias, quando comparada com a anestesia geral. Por outro lado sdo apontados
outros beneficios, designadamente melhor analgesia, menor estase gastrica e

melhores indices de apgar no recém-nascido (Burns et al., 2000).

Existem trés opgOes possiveis: a anestesia epidural, a anestesia espinhal
(subaracnoideia) ou uma associacao de ambas. A maior parte das unidades
obstétricas tém técnicas preferenciais para cesariana electiva, o que esta relacionado
com factores como recursos materiais e treino dos profissionais desta area clinica. A
anestesia subaracnoideia permite um bloqueio mais previsivel e de instalagdo mais
rapida e com menor risco de toxicidade devido as pequenas quantidades de
anestésico local utilizadas. A hipotensao e a cefaleia pds-perfuracao da dura sao as
principais complicacOes associadas a anestesia subaracnoideia. A anestesia epidural
€ actualmente muito utilizada em cesariana quando ja existe um cateter /i situ ,
para a analgesia de trabalho de parto. Pode ser utilizada nestas circunstancias para
a realizagdo de cesarianas urgentes. A anestesia combinada (epi-raqui), também

designada por anestesia sequencial, permite o uso dos beneficios inerentes a cada



técnica quando utilizadas isoladamente. Assim, um blogqueio rapido e intenso é
obtido com a anestesia subaracnoideia, que pode ser suplementado no intra-
operatorio o que é particularmente Util quando se usam doses baixas. Com a
descoberta da existéncia dos receptores opidides na medula espinhal, generalizou-se

0 uso de farmacos opidides associados aos anestésicos locais por via intratecal.

1.2.1 Anestésicos locais

Os farmacos classificados como anestésicos locais bloqueiam de forma
reversivel a propagacao dos potenciais de accao nos axonios (Heavner et al., 2007).
Todas as moléculas de anestésico local (AL) para uso clinico contém 3 partes: um
dominio lipofilico (aromatico), um dominio hidréfilo e uma cadeia intermediaria, que
pode ser um éster ou uma amida. O protétipo do AL aminoamida € a lidocaina, que
tem uma duragao de acgao intermédia. Durante muitas décadas a bupivacaina foi o
anestésico local de longa duracao mais utilizado, mas a publicacdo de varios casos
de paragem cardiorrespiratoria apds a sua utilizacdo, levou a procura de ALs mais
seguros. A bupivacaina € uma mistura racémica dos enantomeros S e R. O
enantiomero R é responsavel pela cardiotoxicidade. Os novos anestésicos locais
ropivacaina e levobupivacaina sdao manufacturados como enantidmeros-S. A
ropivacaina tem uma estrutura semelhante a da bupivacaina. A levobupivacaina é o
enantiomero-S da bupivacaina e foi o ultimo anestésico local a ser introduzido na
pratica clinica. Os estudos /in vitro e in vivo indicam que a levobupivacaina é tao
potente como a bupivacaina, embora menos cardiotdxica. A levobupivacaina tem
grande afinidade para as proteinas plasmaticas (>97%) e atravessa a placenta. E
extensamente metabolizada pelo sistema citocromo P450 (CYP) nomeadamente
pelas isoformas CYP1A2 e CYP3A4 e depois excretado pela urina (71%) e fezes. A
ropivacaina é ligeiramente menos potente que a bupivacaina, produz maior
diferenciacao entre o bloqueio sensitivo e motor o que a torna particularmente

adequada para analgesia de trabalho de parto.



1.3 Tratamento da dor pos-cesariana

O tratamento Optimo da dor peri-operatdria é essencial para a recuperacao
precoce e a longo prazo. Este principio também se aplica as mulheres submetidas a
cesariana. No entanto, o tratamento da dor pds-cesariana coloca desafios adicionais
aos médicos, porque existem diferencas entre a populagao obstétrica e a populagao
cirdrgica geral, especificamente por causa dos receios da exposicdao do recém-
nascido aos analgésicos administrados a mae, além de que é desejavel uma
autonomia precoce e mobilizacdo da puérpera para poder cuidar do recém-nascido
(Lavand'homme, 2008).

Quando questionadas sobre os seus receios e expectativas, as gravidas
referem como maior receio a dor, sequida da ndusea e vomito, célicas e prurido
(Carvalho et al., 2005).

Os opidides sao os farmacos mais utilizados para o tratamento da dor pods-
cesariana. Eles podem ser utilizados por via sistémica ou por via neuro-axial. Os
opidides sistémicos sdo eficazes para o tratamento da dor em repouso, sendo menos
eficazes na dor em movimento. Varias revisdes indicam que os opidides por via
neuro-axial produzem analgesia superior aos opidides por via sistémica (Block,
2006). Como a maior parte das cesarianas sao realizadas sob anestesia regional, a
técnica utilizada condiciona a via de administracdao dos opidides (intratecal ou

epidural).

A morfina & um opidide muito hidrossoluvel, o que condiciona uma longa
duracao de accao. Dados provenientes da literatura sugerem que o uso de doses
elevadas de morfina por via epidural embora proporcione melhores niveis de
analgesia associam-se a maior incidéncia de efeitos secundarios (Dualé et al., 2003).
A eficacia da analgesia é dependente da dose, observando-se um efeito “tecto”,
acima dos 3,75mg. A terapéutica analgésica multimodal tem como objectivo
proporcionar um efeito aditivo, com menos efeitos secundarios, combinando
menores quantidades de cada farmaco com diferentes mecanismos de accao (Pan,

2006). Tém sido utilizados outros farmacos, associados aos opidides, tais como anti-



inflamatdrios ndo esterdides (AINS) e paracetamol. Uma revisao sistematica de 36
estudos em 3.362 doentes, comparando a eficacia de adicionar o paracetamol ou
seu precursor, AINS ou uma associacao de ambos, aos opidides no pds-operatorio,
demonstrou que o paracetamol é uma alternativa util aos AINS com baixa incidéncia

de efeitos secundarios e com uma eficacia muito semelhante aos AINS (Pan, 2006).

1.3.1 Opiodides por via neuro-axial

Quase todos os opidides disponiveis tém sido utilizados por via epidural para o
tratamento da dor pds-operatoria. O local de acgdo dos opidides administrados por
via espinhal localiza-se na substancia cinzenta, que estd envolvida pela substancia

branca.

Qualquer farmaco colocado no espaco epidural difundird de acordo com um
gradiente de concentracao, entre o espaco epidural e os tecidos circundantes. A
velocidade com que o farmaco se desloca para um determinado tecido depende do
volume de tecido e das suas propriedades fisico-quimicas. As leis termodinamicas
ditam a distribuicdo dos farmacos hidréfobos para os ambientes hidréfobos. Em
certa medida, pode-se afirmar que a medula espinhal compete com os tecidos
adjacentes para o opidide disponivel. Assim, ao escolher um opidide que apresente
baixa captacdo pelos tecidos extra-espinhais, resultara numa maior quantidade de

farmaco que atinge os alvos medulares (receptores) com menor absorcao sistémica.

Um dos factores clinicos mais importantes que distingue os opidides é a sua
propensao para difundir rostralmente. O movimento dos farmacos no liquido
cefaloraquideo (LCR) deve-se a dois mecanismos: difusdao e movimento deste fluido
bioldgico.

A taxa de difusdo de qualquer molécula num liquido ideal, é proporcional a
temperatura e inversamente proporcional a raiz quadrada do peso molecular. Como
a temperatura do LCR é constante e a raiz quadrada do peso molecular das

moléculas de opidides é muito semelhante, a difusdo nao pode explicar as diferencas



na distribuicao dos opidides no LCR. A principal causa de distribuicdo no LCR é o seu
movimento. No entanto, como os movimentos do LCR sao semelhantes para todas
as moléculas de opidides, o factor determinante de distribuicdo é a taxa de
eliminagdo do farmaco (clearance) do LCR. A clearance da morfina do LCR é muito
lenta, o que, consequentemente, faz com que permaneca nele o tempo suficiente
para atingir os centros cerebrais em concentragoes suficientes para produzir feitos
secundarios supra-espinhais, isto €, a sedacdao e a depressao respiratoria. Os
opidides muito lipossoliveis como o fentanil e o sufentanil, também produzem
efeitos supra-espinhais mas que sdo devidos a sua eliminacdo rapida para o plasma

e consequente redistribuicdo sistémica para o cérebro (Bernard, 2002).

1.3.1.1 Efeitos secundarios associados a analgesia com

opiodides

Os principais efeitos dos opidides por via neuro-axial sao: nausea, vomito,

depressao respiratdria, retencdo urinaria e prurido.

A ndusea e o vomito s3o comuns com a administracdo de opidides por via
neuro-axial provavelmente devido a migragao rostral dos opidides para a zona alvo
quimiorreceptora. Estes efeitos ocorrem com mais frequéncia com a morfina do que

com os opidides lipossoluveis.

A depressao respiratdria é o efeito potencial mais grave com a utilizacao de
opidides administrados por via neuro-axial. Os estudos nao obstétricos relatam uma
incidéncia de depressao respiratdria apds a accao de opidides administrados por via
neuro-axial, que varia entre 0,01%-7%. Os opidides deprimem os centros
respiratdrios cerebrais por mecanismos directos e indirectos, designadamente devido
a captacao vascular do farmaco pelos plexos venosos epidurais e subaracnoideus,
difusao rostral através do LCR, ou difusdao rostral perimedular directa através de
canais vasculares (Carvalho, 2008). Pode ter um padrdo bifasico, isto €, uma

depressao precoce que pode ocorrer até duas horas apds a administracdao do



farmaco, ou uma depressao tardia. A maior parte dos casos de depressdo precoce
descritos envolveu o fentanil e o sufentanil. A depressao tardia ocorre geralmente 6-
12 horas depois da administracdo da morfina. E dependente da dose e deve-se a

difusao rostral do farmaco.

A retencdao urinaria € mais comum com a utilizagdo da morfina por via
espinhal do que por via sistémica, ndao estando relacionada com a dose
administrada. A accdo dos opidides nos receptores opidides na medula sagrada,
produz uma diminuicao do fluxo parassimpatico sagrado, relaxamento do detrusor e
aumento da capacidade vesical, o que promove a retencao urindria, que pode

persistir até 16 horas apds a administracao da morfina.

O prurido ocorre frequentemente a seguir a utilizacdo de opidides, em
particular por via neuro-axial. A incidéncia de prurido com opidides administrados
por esta via situa-se entre 30 e 100%. A grande variacao de incidéncia de prurido
associado ao uso de opioddes por via neuro-axial sugere que pode haver diferencas
individuais que influenciem a percepcao do prurido. Este efeito parece ser
dependente da dose de analgésico administrado. As parturientes parecem ser mais
susceptiveis, com uma incidéncia de 60-100%. O aumento da incidéncia de prurido
durante a gravidez poder-se-a dever a uma interaccao dos estrogeneos com os
receptores opidides. Embora ndo colocando a vida do doente em risco, pelo
desconforto que ocasiona, este efeito secundario pode ter um impacto muito

significativo nos niveis de satisfacao dos doentes (Szarvas et al., 2003; Meek, 2006).

O mecanismo exacto pelo qual os opidides administrados por via neuroaxial
produzem prurido continua a ser desconhecido (Ganes et al., 2007). Varios
mecanismos tém sido propostos, que incluem a presenca de um centro de prurido
no SNC; activacao medular no corno posterior da medula e antagonismo de
transmissores inibitdrios. A modulacao da via serotoninérgica e o envolvimento das
prostaglandinas pode também ser importante no desenvolvimento do prurido

induzido por opidides.

Existe uma evidéncia crescente de que o prurido é mediado primariamente
através de receptores opidides p centrais. Ko et al. (2004) identificaram os

receptores opidides J, que estdo primariamente envolvidos no desenvolvimento de



prurido. Administraram agonistas destes receptores, alfentanil, fentanil e
remifentanil, por via intravenosa, em macacos. O prurido resultante foi revertido de

forma eficaz com a administracao periférica de um antagonista dos receptores .

Scott e Fisher (1982) sugeriram que a preponderancia de receptores opiodides
no nucleo espinhal do trigémio, poderia explicar a grande incidéncia de prurido na
distribuicdo do nervo trigémio. Szarvas et al. (2003) sugeriram que os opiodides
lipofilicos, ao contrario da morfina, nao poderiam causar prurido através de
receptores Y4 no cérebro, mas sim através de uma accdo nos receptores W
medulares, tendo sido este mecanismo ja proposto por Ballantines et al. (1989). Ha
ainda outros mecanismos que tém sido propostos, designadamente envolvendo os
receptores centrais D2 (Horta & Viana, 2003). Também tem sido sugerido o
envolvimento de receptores nao opidides como o GABA e os receptores da glicina
(KrajniK et al., 2001), para o aparecimento do prurido como efeito secundario
decorrente da administracdo de opidides. No entanto, 0 mecanismo exacto para a

sua ocorréncia continua desconhecido.

1.4 Opioides — caracteristicas gerais, metabolismo e accao

Os opidides sao utilizados para o tratamento da dor aguda e da dor cronica.
De acordo com a sua estrutura, podem ser classificados em 3 grupos: o primeiro
grupo contém os produtos naturais morfina, codeina e tebaina, que foram isolados a
partir do dpio; o segundo grupo contém os opidides totalmente sintéticos, que tém,
muitas vezes uma estrutura quimica totalmente diferente dos opidides semi-
sintéticos, mas que actuam nos mesmos receptores opidides e apresentam o0 mesmo
espectro de analgesia e efeitos secundarios que os compostos naturais; o terceiro
grupo inclui os peptideos que ocorrem naturalmente e os peptideos sintéticos com

propriedades opioid-like (Buschmann et al., 2002).

Os receptores opidides (Figura 1) foram classificados pela primeira vez

(Martin et al., 1976) em receptores W, K e 0. Mais tarde, o grupo de Hans Kosterlitz
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(1975), que descobriu os peptideos opidides enddgenos, introduziu o receptor 6 na
classificacdo dos receptores opidides. O receptor o foi retirado desta familia de
receptores, porque nao € activado pelos peptideos opidides enddgenos, ndo é
antagonizado pela naloxona, nem activado pela morfina. Actualmente, conhece-se a
composicao em aminoacidos dos receptores opidides e a sequéncia de nucledtidos
dos genes que os codificam. A recomendacao actual do comité de nomenclatura da
IUPHARI (International Union of Basic and Clinical Pharmacology) é de usar a

designacao DOP para o receptor & , KOP para o receptor k € MOP para o receptor

H.

. N-terminal

Intracelular

GLeN P 00 00 S 0 e

Mo <., C-terminal
Figura 1.1- Modelo esquematico para a estrutura dos receptores opidides 0 k e M
(adaptado de Buschman et al., 2002).
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Podem ser consideradas trés regides num receptor opidide: a extracelular, a
intracelular e a regidao transmembranar. A porcao extracelular € a parte que esta
localizada no lado externo da membrana celular, fora da célula, contém um N-
terminal (amina) e esta envolvida na seleccao e ligacao de ligandos especificos ao
receptor. Estudos recentes indicam que sao predominantemente a segunda e a
terceira ansa extracelulares que determinam a selectividade do receptor. O C-
terminal (carboxilo) contém grupos que podem ser fosforilados e que estdo
envolvidos na internalizagdo do receptor e sua inactivacdo. Os sete dominios
transmembranares estao associadas por regides das ansas intra e extracelulares. As
ansas externas e a parte terminal estao envolvidas na seleccao e ligagao de ligandos
e contém os elementos estruturais que determinam a selectividade do receptor
(Buschman et al., 2002).

Os receptores opidides estdo acoplados a proteinas G, que utilizam um
sistema de segundos mensageiros para levar o sinal da activacao do receptor para o
interior da célula. As proteinas G sao compostas por 3 subunidades: alfa (a), beta
(B) e gama (y). A unidade a possui um sitio de ligacdo com a guanosina trifosfato
(GTP) ou guanosina difosfato (GDP). As subunidades B e y permanecem sempre
unidas. A proteina G localiza-se na superficie interna da membrana da célula,

acoplada ao receptor.

Quando um ligando activa o receptor acoplado a proteina G (Figura 2), induz
uma mudanca conformacional no receptor, que permite que este funcione como um
“factor de troca” do nucleétido de guanina, colocando o GTP no local do GDP, na
subunidade Ga. Isso desencadeia a dissociacao da subunidade Ga (que esta ligada
ao GTP) do dimero GBy e do receptor. Ambas, Ga-GTP e GBy, podem entdo activar
diferentes cascatas de sinalizacao (vias de segundo mensageiro, como a formacao
de AMPc, por exemplo) e proteinas efectoras. A molécula de GTP ligada é finalmente
hidrolisada pela subunidade Ga (que possui actividade enzimatica de uma cinase),
convertendo-se novamente em GDP, o que permite que a subunidade Ga se
recombine com o dimero Gy, iniciando um novo ciclo. Existem receptores opidides
nas regioes pré- e pos-sinapticas. A nivel pré-sinaptico a activacao dos receptores

opidides produz uma diminuicdo do firing (estimulacdo) dos neurdnios por inibicao
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dos canais de calcio e estimulacao dos canais de potassio, resultando na inibicao da
libertacao de neurotransmissores e hormonas, tais como a acetilcoling,
noradrenalina, somatostatina, etc. A nivel pds-sinaptico, a sua activacao resulta na
inibicao da adenilciclase, que cataliza a transformagao do ATP em AMPc, regulando a
actividade da proteina cinase A, dependentes do AMPc, resultando na alteracao do

metabolismo e da transcrigao nas células, dependente da CREB.

Por outro lado, a estimulacao das proteinas G pode resultar na activacao da
fosfolipase C (PLC), levando a formacao de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e de di-acil-
glicerol (DAG), que, respectivamente, estimula a libertacao de calcio do reticulo

endoplasmatico e activa a proteina cinase C (PKC).

As propriedades farmacoldgicas dos opidides dependem fundamentalmente
de trés mecanismos: (1) activagdo dos canais de K*; (2) inactivacdo dos canais de

calcio dependentes de voltagem (N, P e R); (3) inibicdo da adenilato ciclase.

A
[l g
=
s} (] om
Canal de
. Actuagéo do ligando Activacdo de proteinas G Ca" ou K

ca™
¢

Proteinas cinases
dependentes de €a

Figura 1.2- Modelo de activacao do receptor opidide e transducao do sinal (adaptado
de http://www.medscience.us/pagel0.html). Legenda: AC- adenilciclase; PLC-
fosfolipase C; PKC-proteina-cinase C; (CREB- AMPc response element-binding protein), AMPc

— Nucledtido de adenosina 5-monofosfato ciclico.
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A estrutura peptidica dos diferentes receptores de opidides é muito
semelhante, razao pela qual a maior parte dos ligandos mostra afinidade para mais

do que um receptor.

Os efeitos mediados pela activacao dos diferentes tipos de receptores

opidides estao representados na (Tabela 1.1).

Tabela 1.1- Efeitos mediados pela activacao dos diferentes tipos de receptores de

opidides (adaptado de Buschman et al., 2002).

* Analgesia (accao supramedular) ¢ Analgesia (?) * Analgesia (accao supramedular)
* Ansidlise (?)

* Analgesia (accao medular) * Analgesia (accao medular)

* Depressao respiratoria * Depressao respiratoria

 Dependéncia e Sedacdo

e Obstipacao * Disforia

e Euforia e Diurese

O metabolismo dos opidides esta intimamente relacionado com a sua
estrutura quimica (Lotsch et al., 2004.). A O-desmetilagdo é catalizada pela enzima
citocromo P 450 (CYP) 2D6, enquanto a desmetilacdo no atomo de nitrogénio
(azoto) é catalizada principalmente pelo CYP3A4. Os opidides morfina, alfentanil,
fentanil e sufentanil sdo substratos do CYP3A4. A morfina é glicuronoconjugada a
morfina 3-glicurénido e 6-glicuronido. A glicuroconjugacao da morfina é mediada

principalmente pela uridino-difosfato-glucuronosil-transferase (UGT).

Os opidides também interagem com outras proteinas, como a glicoproteina P

(P-gp), que esta envolvida na sua distribuicao. Esta proteina € um transportador
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membranar, que é codificada pelo gene de resisténcia mdltipla a farmacos (MDR1),
presente em diversos tecidos. De entre as variacOes genéticas descritas, o SNP
C3435 no exao 26 do MDR! tem sido extensivamente investigado pelas
consequéncias fenotipicas associadas (Lotsch et al., 2004). Outros transportadores

potencialmente envolvidos na distribuicao de opidides sdo o MRP1, MRP2 e MRP3.

Algumas causas genéticas, responsaveis pela variabilidade individual da
resposta aos opiodides, sdao conhecidas ha varios anos (Lotsch et al., 2004). Os
polimorfismos genéticos afectam ndao sé a farmacocinética, como também a

farmacodinamica dos analgésicos opidides.

1.5 Polimorfismos genéticos e influéncia na accao dos

opidides

As variacoes genéticas no gene OPRM1, que codifica o receptor opidide p sao
candidatos primarios para a influéncia nos efeitos dos opidides. O polimorfismo mais
comum do gene do receptor p tem implicagdes na modulacao da dor e analgesia
(Lotsch et al., 2004). A influéncia do polimorfismo no gene COMT7, que codifica a
catecol-o-metiltransferase (COMT), na dor, também tem sido alvo de investigacao

intensa nesta area de estudos.

Varios polimorfismos tém sido descritos no gene OPRM1 (Grosch et al., 2001;
Landau et al., 2005; Lotsch et al., 2005; Chou et al., 2006). A variagcao de sequéncia
mais comum consiste na substituicao da adenina (A) pela guanina (G), na posicao
118 (118A>G) do exao 1. Esta variacdo de sequéncia leva a substituicdo do
aminoacido asparagina (Asn) pelo aspartato (Asp), carregado negativamente, na
posicao 40 do terminal N extracelular do receptor u (Lotsch et.al., 2005; Lotsch et
al., 2006). Na literatura, a frequéncia alélica foi descrita com uma ocorréncia de 10-
20% (Landau, 2005). Um estudo funcional /n vitro demonstrou um aumento da
afinidade e poténcia da B-endorfina, um ligando enddgeno pela variante GG do

receptor Y. Assim, individuos que tenham esta variante poderiam apresentar
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diferencas em algumas das funcbes mediadas pela accao da B-endorfina no
receptor. O aumento da afinidade da endorfina para o receptor quando a variante
genética é 118G n3ao é uma observacdo constante nos diferentes trabalhos
publicados (Lotsch et al., 2005). Os resultados de um estudo noruegués com
doentes oncoldgicos demonstraram variacoes significativas de consumo de morfina
de acordo com os genoétipos. Os doentes com o gendtipo GG necessitaram de doses

mais altas de morfina do que os individuos com gendtipo AA.

A variabilidade étnica também tem sido referida como sendo importante,
influenciando as frequéncias alélicas. A frequéncia de individuos homozigéticos 118G
e heterozigdticos tem sido relatada como entre 2% e 20% respectivamente, com
uma frequéncia alélica 118G de 11,5%, independente do género, entre os
caucasianos. Nos asidticos, a frequéncia desta variante é mais alta, variando entre
35% e 47%, enquanto que nos afro-americanos a variante € mais rara do que nos

outros grupos étnicos (Landau, 2005).

A influéncia do polimorfismo 118A>G na constricdo da pupila em resposta a
morfina e ao seu metabolito activo morfina-6-glicurénido (M6G), tem sido avaliada,
tendo sido demonstrado que os portadores do alelo 118G exibem menor resposta ao
efeito clinico vasconstrictor da morfina do que ao seu metabolito M6G. Os autores
postularam que o alelo 118G pode ser um de varios factores que confere proteccao
contra os efeitos secundarios e, provavelmente, contra a toxicidade relacionada com
0 M6G (Lotsch et al., 2005).

Num estudo efectuado por Landau et al. (2004) verificou-se que a frequéncia
da variante 118G era relativamente alta numa populagdo obstétrica constituida por
dois grupos étnicos, provenientes de duas instituicbes diferentes. A frequéncia
alélica global 118G era 18,8%. Landau et al. (2008) demonstraram que a variante
118G reduz significativamente o EDsy de fentanil intratecal para analgesia de
trabalho de parto, sugerindo que as mulheres com esta variante alélica respondem
mais a este tipo de opidides, requerendo menores doses de analgésico. O
polimorfismo 118A>G tem um efeito significativo na percepcao da dor, nas
necessidades de analgésico e no desenvolvimento de nauseas nas primeiras 24

horas, pos-cesariana, em mulheres as quais foi administrada morfina por via
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intratecal e analgesia controlada pela doente com morfina (PCA). As mulheres
portadoras do gendtipo AA consumiram menor quantidade de morfina e
apresentaram scores de dor mais baixos que os outros grupos de gendtipos (Sia et
al., 2008).

A COMT é uma enzima que transfere um grupo metil da S-adenosil para um
substracto catecol, produzindo assim a S-adenosyl-I-homocisteina e um catecol O-
metilado (Figura 3). Qualquer composto que tenha uma estrutura catecol é um
potencial substrato para a COMT. A sua principal fungao é eliminar catecodis activos
ou tdxicos. As catecolaminas noradrenalina (NA), adrenalina (A) e dopamina (DA) e

os seus metabdlitos hidroxilados estdo entre os principais substractos para a COMT
(Anderson et al., 2009).

Numerosas variagdes de sequéncia tém sido descritas no gene COMT, que
codifica a enzima com o0 mesmo nome. A maior parte dos polimorfismos descritos
estao localizados em regides ndo codificadoras ou nao altera a sequéncia de

aminoacidos da proteina COMT.

O Unico SNP que prediz uma alteracdo na sequéncia de aminoacidos é o
rs4680, no exao 3, que causa uma substituicao da valina (val) pela metionina (met)
na posicao 158 (Figura 4). Esta variante estd associada a uma diferenca na

termoestabilidade da enzima levando a uma reducao de 3 a 4 vezes da
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Figura 1.3- Esquema representativo da reaccdo biogquimica catalizada pela COMT,

relacionada com o metabolismo da dopamina.

actividade da enzima COMT. Os alelos sao codominantes e, por isso, individuos com
o gendtipo val/val tém a maior actividade da COMT, os com o gendtipo met/met tém
a mais baixa actividade e os heterozigoticos apresentam actividade enzimatica em

valores intermédios (Zubieta et al., 2003).

Zubieta e colaboradores demonstraram que polimorfismos no gene que
codifica a COMT podem influenciar a experiéncia de dor, estudando o efeito do
polimorfismo val158met em 29 voluntarios saudaveis, que foram sujeitos a uma dor
muscular de intensidade controlada (Zubieta et al., 2003). Os individuos
homozigédticos para o alelo 158Met apresentavam scores afectivos e de intensidade

de dor mais altos. Com o uso da tomografia com emissao de positroes e um
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radiofarmaco marcador selectivo para o receptor y, foi demonstrado que estes
individuos apresentavam menor activacao do receptor opidide p e a maior densidade
regional de locais de ligacao a estes receptores. Efeitos opostos foram demonstrados
nos individuos homozigoticos 158 Val. Estes resultados sdao semelhantes aos
observados em modelos animais, nos quais a activacao crénica da neurotransmissao
dopaminérgica conduz a uma situacdao semelhante a que se encontra nos individuos
met/met com baixa actividade da COMT, estando associada a um conteldo reduzido

de encefalinas e a um aumento na concentragao regional de receptores opioides tipo

H.

Figura 1.4- Esquema representativo da variacao na estrutura da enzima COMT de
acordo com a variacao genética val108/158met (adaptado de Rutherford et al.,
2006).

O polimorfismo vall58met pode também ser relevante no tratamento da dor
oncoldgica. Num estudo efectuado em 207 doentes noruegueses com cancro,

tratados com morfina, verificou-se que os doentes que eram homozigdticos para o
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alelo val158 recebiam, em média, 50% mais morfina por dia, em comparagdao com

os doentes homozigédticos 158met (Klepstad et al., 2004; Anderson et al., 2009).

Variagdes no gene da COMT podem também influenciar o aparecimento de
efeitos secundarios indesejaveis, no tratamento com opidides. Num estudo com 228
doentes oncoldgicos ingleses, tratados com morfina, foi demonstrado que um SNP
no intrdo 1 (rs740603) tinha um efeito protector contra a sonoléncia, alucinagbes e
confusao. No entanto, os autores deste estudo nao observaram nenhum impacto do
polimorfismo val158met nos efeitos secundarios centrais nem nas necessidades de

morfina (Anderson et al., 2009).

Os diversos estudos publicados na literatura apontam no sentido de existirem
efeitos diferenciados de acordo com variantes genéticas. Por outro lado, o
aparecimento de efeitos secundarios pode ter uma componente farmacogenética, o

que sublinha a importancia desta area de estudos na realidade clinica actual.
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Capitulo 2

2. Amostragem e métodos



2.1 Recrutamento das participantes

O presente estudo foi observacional, prospectivo, realizado no Departamento
de Obstetricia dos Hospitais da Universidade de Coimbra e o trabalho laboratorial
decorreu no Instituto de Bioquimica da Faculdade de Medicina de Coimbra/
Laboratdrio de Bioquimica Genética do Centro de Neurociéncias e Biologia Celular
(CNC), da Universidade de Coimbra.

Este estudo foi sujeito a aprovacao pela comissdo de ética hospitalar (Anexo
I) e todos as participantes deram o seu consentimento informado (Anexo II) oral e

por escrito.

Foram recrutadas de forma aleatdria e sequencial mulheres propostas para
cesariana nas quais foi realizada anestesia regional (epidural ou sequencial), sem
recurso a opidides no intra-operatorio, nas quais a analgesia pds-operatoria foi
realizada com morfina por via epidural (2,5 mg) de 12 em 12 horas e paracetamol 1
g de 6 em 6 horas como base analgésica. A todas as gravidas foram explicados os
objectivos do estudo, assim como a necessidade de recolha de sangue para estudo
genético e dados clinicos. Estas doentes foram recrutadas de acordo com os critérios

de inclusao e exclusao que se expdem seguidamente.

2.1.1 Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusao no presente estudo foram os seguintes: (1) idade
superior a 18 anos; (2) gravidez Unica ou multipla; (3) cesariana sob anestesia
regional e (4) Asa I /II.

Os critérios de exclusdao no presente estudo foram os seguintes: (1) doenca
crénica cardiovascular grave ou provocada pela gravidez; (2) histéria de consumo de
opidides; (3) alergias a anestésicos locais e/ou opidides; (4) contra-indicacao para a

realizacdao de anestesia regional; (5) histéria de prurido durante a gravidez.
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2.2 Metodologia

2.2.1 Anestesia

A anestesia regional foi realizada de acordo com as técnicas padronizadas.
Em todas as mulheres foi realizado o preenchimento vascular com um cristaldide
lactato de ringer (20 mIKg'h™) antes da realizacdo da anestesia regional. A
execucao das técnicas ocorreu em todos os casos com as gravidas em decubito
lateral. Foi cateterizado o espaco L2-L3 ou L3-L4. Quando foi utilizada a técnica
sequencial, isto €, uma associacdao de um bloqueio subaracnoideu com um cateter
colocado no espaco epidural, administrou-se 10-12,5 mg de levobupivacaina a 0,5%,

no espaco subaracnoideu.

Nas gravidas em que a técnica eleita foi a anestesia epidural, foi utilizada a
levobupivacaina 0,5%, num volume que variou entre 15-20 ml. Nao foi administrada
qualquer pré-medicacao. Foi administrado um antibidtico a todas as gravidas, em
geral a cefazolina, excepto se contra-indicado. Quando ocorreu hipotensao durante a
intervencao cirdrgica, foram administrados bolus de efedrina 5 mg, como é rotina na
Maternidade Daniel de Matos. Em algumas doentes foi administrada ocitocina. A
metoclopramida foi administrada quando ocorreram nauseas e/ou vomitos. Nao se
verificou nenhuma complicacao cirdrgica neste grupo de mulheres. No fim da
cirurgia, foi colhido 10 ml de sangue de uma veia dorsal do pé, que foi

acondicionado em frascos com 2,5 ml de EDTA devidamente rotulados.

Em todas as mulheres a analgesia foi realizada com morfina, sem
conservantes, numa dose de 2,5 mg, administrada por via epidural e paracetamol 1g

a cada 6 horas, como base analgésica.

Todas as mulheres submetidas a cesariana foram monitorizadas
continuamente nas primeiras 12 horas. Essa monitorizagdo incluiu parametros

hemodinamicos, oximetria de pulso, frequéncia respiratoria, scores de dor, bloqueio
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motor e efeitos secundarios associados ao uso de opidides por via neuro-axial
especificamente: nausea e vomito, depressao respiratdria, prurido, retencao urinaria

e nivel de consciéncia.

A natureza dos efeitos secundarios foi explicada a todas as utentes, assim

como os meios de avaliagao.

Considerou-se depressao respiratoria se a frequéncia respiratoria fosse
inferior a 10 ciclos por minuto e/ ou se a SpO2 fosse inferior a 90%, ou caso se

verificasse um score de sedacao=>3 (Tabela 2.1).

Nas mulheres submetidas a cesariana, € colocada, por rotina, uma sonda
vesical, que é retirada ao fim de 12 horas. Considerou-se retencao urinaria, se nao

ocorresse miccao espontanea até seis horas depois da retirada da sonda vesical.

A dor foi avaliada utilizando uma escala numérica de 0 a 10, em que 0
equivale a ndo ter dor e 10 é o maximo de dor que é possivel sentir. Apenas se

avaliou a dor em repouso.

2.2.2 Avaliacao e registo de dados

Os dados e parametros registados para cada doente estdao descritos na Tabela
2.1.

Foram avaliados os dados clinicos em 4 momentos: TO, T1, T2 e T3 e registados em
ficha propria (Anexo III). O momento TO (avaliacdo basal) correspondeu a avaliagao
clinica imediatamente antes da administracdo da morfina por via epidural. A primeira
administracao da morfina foi efectuada 1h30 a 2h00 depois de efectuado o bloqueio
subaracnoideu ou epidural para a realizacao da cesariana. Os momentos T1, T2 e T3
corresponderam, respectivamente, as avaliagbes 4, 8 e 12 horas apds a

administracao da morfina por via epidural.
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Tabela 2.1- Dados e parametros a registar da populagdo em estudo.

Tipo de dado Parametros

Idade

Demograficos Peso
Altura
Etnia (caucasiana, africana ou asiatica)
PA

Parametros FC

vitais* Oximetria de pulso (Sp0,)

(To, T1, T2, T3) | FR
Dor
Avaliada de acordo com a seguinte escala:
1-acordada

Sedagao

2-sonolenta facilmente despertavel
3-sonolenta dificilmente despertavel
4-ndo despertavel

Bloqueio motor

Avaliada de acordo com uma escala de bromage modificada:
0-sem bloqueio motor

1-ndo levanta a perna esticada, mexe os joelhos

2-ndo levanta a perna esticada, nao mexe os joelhos, mexe os
pés

3-bloqueio motor completo

Hipotensao

Pressao arterial sistdlica inferior a 90 mm Hg ou uma reducao
nos valores basais superior a 30%

Nausea e Vomito
(To, T1, T2, T3)

Avaliados por escala ordinal de 3 pontos:

O=auséncia de sintomas

1=ndusea (sensacao subjectiva desagradavel com desejo intenso
de vomitar)

2=vémito (contracgOes espasmodicas da parede abdominal e
musculos diafragmaticos com expulsdo forcada de contetido
gastrico).

Prurido
(TO, T1, T2, T3)

Avaliado com uma escala ordinal:
0-sem prurido

1-ligeiro

2-moderado

3-insuportavel

Satisfacdo®

Avaliada de acordo com a escala:
1-Nao satisfeita

2-Pouco satisfeita

3-Satisfeita

4-Muito satisfeita

Legenda: PA — pressdo arterial; FC — frequéncia cardiaca; FR — frequéncia respiratoria.

* A dor foi avaliada com uma escala numérica de 10 unidades em que 0 corresponde a ndo ter dor e 10 é o
maximo de dor possivel. A 12 avaliagdo da dor (TO) é feita imediatamente antes da administracdo da morfina por
via epidural. A reavaliacdo da dor é feita as 4, 8 e 12 horas (T1, T2 e T3 respectivamente). Os restantes
parametros clinicos sdo avaliados em simultaneo com a avaliagdo da dor.
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Para o tratamento das nauseas e vomitos foi utilizado droperidol 1,25 mg
intravenoso e/ou metoclopramida 10 mg. O prurido foi tratado com hidroxizina 25
mg ou, se fosse insuficiente, com bodlus de naloxona 0,04 mg intravenoso
repetidamente ou 0,4 mg intramuscular. A analgesia de resgate foi efectuada com
morfina (2 mg) por via intravenosa quando a puérpera referiu um score de dor
superior a 3.No final do estudo todas as utentes foram inquiridas sobre os niveis de

satisfacdao em relagdo a analgesia.

2.2.3 Analise genética e estudo farmacogenomico

O sangue periférico (10 ml) foi colhido em tubos com EDTA. A colheita de
amostras foi efectuada de acordo com as regras da Comissdo de Etica dos HUC e
apenas nos casos em que foi dado o consentimento informado (Anexo II) das

doentes.

O DNA foi obtido apds extraccao das amostras de sangue de acordo com
métodos padronizados e a sua concentracao foi avaliada por espectrofotometria,
através da determinacao da densidade optica a 260 nm, usando a Lei de Beer-
Lambert.

A analise genética foi realizada utilizando técnicas comuns em Genética
Molecular Humana, como a PCR (polymerase chain reaction, em Portugués “reaccao
da polimerase em cadeia”), RFLP (restriction fragment lenght polymorphysm; em
Portugués “polimorfismo do tamanho do fragmento de restricdo”) e sequenciacao
automatica. Foi utilizada a base de dados  genéticos  NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para verificagdo das sequéncias genéticas.

O polimorfismo vall58met do gene COMT foi estudado de acordo com as
condigoes previamente descritas (Hoda et al., 1996), usando 50 ng de DNA, 1 uM de
primers, 0,5 U de Taqg polimerase, em solucao tampao, submetidos a 30 ciclos de

PCR, a 56°C de temperatura de annealing, para um fragmento de 217 pares de
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bases. A analise de RFLP foi efectuada com a enzima de restricao Nlalll, produzindo
fragmentos de 114 pb + 83 pb (gendtipo val/val); 114 pb + 96 pb + 83 pb

(gendtipo val/met) e 96 pb + 83 pb (gendtipo met /met), conforme exemplificado na
Figura 2.1.

peso molecular
Amoastra valfval
Amaostra met/met
Amostra val /met
Amostra ndo digerida

a
e
—
[
e
m
0
et
g

Figura 2.1- Fotografia ilustrativa dos resultados da analise de PCR-RFLP para o
polimorfismo vall58met do gene COMT.
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O polimorfismos 118A>G, do gene OPRMI foi estudado de acordo com as
modificacdes as condicdes previamente descritas (Bergen et al., 1997), usando 50
ng de DNA, 1 uM de primers, 0,5 U de 7ag polimerase, em solucao tampao,
submetidos a 30 ciclos de PCR, a 59°C de temperatura de annealing, para um
fragmento de 508 pares de bases. Os produtos foram em seguida purificados com
Sephadex e submetidos a sequenciacao num analisador ABI 3100 Avant (Applied
Biosystems). As sequéncias foram examinadas recorrendo ao programa SegScape®
v2.1 (Applied Biosystems). As determinacdes dos gendtipos estdo esquematizadas
na Figura 2.2.

A visualizacao dos fragmentos de DNA decorreu apds electroforese em gel de
agarose a 2%, em tampao tris-borato-EDTA, corado com brometo de etideo, sob

radiacao ultravioleta.

As frequéncias genotipicas e alélicas foram determinadas a partir dos

resultados da analise genética.

Foi usada uma abordagem farmacogendmica para determinar a influéncia das
variantes genéticas no aparecimento dos efeitos secundarios descritos
anteriormente. Os grupos de estudo foram constituidos tendo por base os gendtipos

ou alelos, de acordo com a “presenca” ou “auséncia” do tipo de efeito.

2.3 Analise Estatistica

Foi realizada uma caracterizagao da amostragem de quarenta mulheres. Para
as variaveis qualitativas, foram determinadas frequéncias absolutas e frequéncias

relativas.

A média amostral e o desvio padrao foram utilizados para caracterizar a

idade, o peso e a altura.
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Figura 2.2- (A) Fotografia ilustrativa dos resultados da andlise de PCR e (B)

electroforetogramas representativos dos resultados da analise de sequenciacao para
o polimorfismo 118A>G do gene OPRM1.
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A idade gestacional foi caracterizada recorrendo a mediana e intervalo
interquartil.

As comparagdes entre 0s grupos com e sem prurido e com e sem score de
dor superior a 3 no instante TO, foram realizadas utilizando as mesmas analises

estatisticas descritivas.

O Equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado nos polimorfismos, val158met do
gene da COMT e o 118A>G do gene OPRMI, pelo teste qui-quadrado (Qui-2) com
dois graus de liberdade. A comparacao das caracteristicas qualitativas entre dois
grupos foi feita pelo teste Qui-2 ou teste exacto de Fisher, conforme o0 mais
apropriado.

Para a comparacao de variaveis continuas entre dois grupos usou-se o teste ¢
de student, sempre que a normalidade dos valores foi comprovada pelo teste

Shapiro-Wilks. Nos restantes casos, utilizou-se o teste Mann-Whitney.

O teste de Friedman foi utilizado para testar se houve evolugao nas quatro
medicdes dos scores de dor e prurido nas mulheres. Todos os testes foram

realizados com nivel de significancia 0,05.

Os programas utilizados para a analise estatistica foram R e SPSS® versao
13.
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Capitulo 3

3. Resultados



3.1 Caracterizacao clinica

As caracteristicas demograficas, clinicas e obstétricas da amostra populacional
em estudo (n=40) sao apresentadas na Tabela 3.1. Quanto a etnia, apenas uma das

mulheres do estudo é africana, as restantes sao caucasianas.

Tabela 3.1- Caracteristicas demograficas, clinicas e obstétricas da populacao

em estudo.
n=40 Média £ desvio padrao

Idade (anos) 32+ 4

Peso (Kg) 74,7 £ 10,0
Altura (cm) 163+ 6
Nuliparas (20/40) 50,0%
Multiparas (20/40) 50,0%
Idade Gestacional (Semanas) 38,3+1,2

As indicacdes que motivaram a realizacao da cesariana encontram-se

representadas na Figura 3.1.

A causa mais frequente de cesariana foi a apresentacdo pélvica, seguida de
antecedentes de cesariana anterior, sendo menos frequente a gravidez gemelar,

como indicacao para cesariana.
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Figura 3.1- Representacao grafica dos dados relativos a indicacdo para cesariana.

Observamos que, em vinte e quatro das quarenta cesarianas efectuadas, foi
realizada anestesia sequencial; nas restantes dezasseis, a técnica eleita foi a
anestesia epidural. Das quarenta mulheres recrutadas, vinte e uma foram
classificadas de acordo com a Associacao Americana de Anestesia (ASA) em ASA 1,
enquanto as restantes foram classificadas como ASA II. Trés cesarianas foram

urgentes por estado fetal nao tranquilizador. As restantes cesarianas foram electivas.

Durante o periodo intra-operatdrio observaram-se as seguintes complicacoes:

nausea, vomitos, hipotensao e bradicardia (Tabela 3.2).

A nausea e o vomito foram tratados com metoclopramida. Quando a nausea e
0 vomito estiveram associados a hipotensdo, além da metoclopramida utilizamos a
efedrina que permitiu reverter a situacdo. A hipotens3ao no intra-operatorio foi
tratada com bdlus de efedrina. Foi necessario utilizar atropina para reversao de

bradicardia sinusal num Unico caso.
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Tabela 3.2- Complicagbes no periodo intra-operatdrio.

Numero de casos/total

Complicacao (%)

13/40
(32,5%)

Nausea

6/40
(15,0%)

Vomito

16/40

Hipotensao
40,0%

1/40
2,5%

Bradicardia

No periodo pds-operatério foram avaliados diversos parametros, tais como:
pressao arterial, frequéncia cardiaca, oximetria de pulso, intensidade da dor,
blogueio motor, ndusea, vémito, prurido, sedacdo e retencao urinaria. No fim do
estudo, todas as mulheres foram inquiridas acerca do nivel de satisfacdo com a

analgesia do pds-operatorio.

A hipotensao foi observada apenas numa mulher e reverteu com uma
perfusdo rapida de coldides. A nausea ocorreu em duas mulheres, uma das quais
também apresentou vémitos. Neste Ultimo caso, administrou-se metoclopramida,
que reverteu a sintomatologia. O blogueio motor foi avaliado utilizando uma escala
de Bromage modificada. Na segunda medicao (T1), quatro horas depois da primeira
(TO), foi observado o score de 1 apenas em duas mulheres. Em todas as mulheres, a
Sp02 durante todo o periodo de estudo foi superior a 98%, nao se tendo verificado
nenhum caso de depressao respiratoria. No que respeita a sedacao, observou-se um
score de 1 em todas as avaliagOes feitas a todas as doentes. A retencdo urinaria, tal
como referido anteriormente, foi considerada quando nao se verificou miccao

espontanea até 6 horas depois da remocao da sonda vesical. Ocorreu num Unico
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caso. Foi necessario realizar novo cateterismo vesical e a utilizacao de baixas doses
de naloxona. O prurido ocorreu em 67,5% das mulheres. Apenas em 2 casos foi

considerado severo e determinou o tratamento com hidroxizina e naloxona.

Quando analisamos a evolugao do score prurido durante as 12 horas de
observacdao das mulheres, verificamos que a puérpera que registou prurido no
instante TO manteve o score prurido de "1" nos trés instantes seguintes. No instante
T1, surgiram seis mulheres com score prurido de "1" e surgiram quatro com score
de "2". No instante T2, sete mulheres mantiveram o score prurido observado em T1,
duas mulheres aumentaram o score (passaram de "1" a "2" e de "2" a "3"; esta
Ultima foi sujeita a tratamento), surgiu uma mulher a queixar-se pela primeira vez
de prurido com score de "1" e, finalmente, duas baixaram o score (uma passou de

"2" para "1" e a outra de "1" para "0").

No instante T3, das onze mulheres com prurido em T2, seis mantiveram o
score, duas pioraram (de "1" para "2" e de "2" para "3"), duas deixaram de ter
prurido (de "1" para "0") e, finalmente, a que estava a fazer tratamento de prurido,
passou de "3" para "0". Surgiu uma mulher com prurido pela primeira vez com score

de "2", que fez tratamento. Estes resultados estao apresentados na figura 3.2.
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Figura 3.2- Evolugdo do score de prurido durante 12 horas de observacao apods a
administracao de morfina por via epidural. Representa-se a percentagem de

mulheres em cada avaliacao do score de prurido (0 a 3). Legenda: T0-12 avaliacdo antes

da administracdo da morfina. T1;T2 e T3 correspondem as avaliagOes efectuadas 4, 8 e 12 horas
depois da administracdo da morfina. Escala do Score: O=ausente; 1=ligeiro; 2=moderado;

3=insuportavel.

Verificou-se que existem diferencas estatisticamente significativas (p<0,001)
entre os scores de prurido observados nos 4 instantes de avaliacao (TO, T1;T2 e
T3).

Relativamente ao efeito “dor”, verificamos que existe uma evolucao dos
scores ao longo das 12 horas de observacao do estudo. No instante TO, a mediana
do score dor é 3, mantendo-se no instante T1, baixando para score mediano de 2
em T2 e para 1,5 em T3. Verificamos que estas diferencas sao significativas

(p<0,001). A figura 3.3 ilustra a evolugao dos scores de dor.
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Figura 3.3- Evolugdo do score dor durante durante 12 horas de observacdo apos a

administracao de morfina por via epidural.

Em relagdo aos graus de satisfacao, verificou-se que dez mulheres ficaram

satisfeitas e trinta muito satisfeitas com a analgesia obtida.

3.2 Estudo genético dos polimorfismos val158met do gene
COMTe 118A>G do gene OPRM1

Foi analisada uma amostragem de quarenta mulheres (n=40) submetidas a
cesariana. A amostra estd em equilibrio de Hardy-Weinberg para os polimorfismos
val/met do gene COMT (p=0,5077; qui-2=1,356) e 118A>G do gene que codifica o
OPRMI (p=1; qui-2=0). A distribuicao dos gendtipos e alelos nos dois polimorfismos
esta descrita na tabela 3.3.
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Tabela 3.3- Distribuicao dos gendtipos e alelos relativos aos polimorfismos
val/met158 do gene COMT e 118A>G do gene OPRMI.

N=40 OPRMI comT
AA 28 (0,700) val/val 9(0,225)
GENOTIPOS AG 11 (0,275) val/met 25 (0,625)
GG 10,025) met/met  6(0,150)
ALELOS A 67(0,837) val (V)  43(0,538)
G 13(0,162) met (M) 37 (0,463)

3.3. Analise farmacogenomica

3.3.1 Impacto da variabilidade genética no aparecimento
do efeito prurido

Quando pretendemos relacionar o efeito prurido com a variabilidade genética,
tratamos este efeito como presente/ausente durante o periodo de 12 horas apds a
administracao de morfina. Comparamos o efeito prurido com as frequéncias
genotipicas (Figura 3.4) e alélicas (Figura 3.5) do gene da COMT e com as
frequéncias genotipicas (Figura 3.6) e alélicas do gene OPRMI (Figura 3.7).
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Figura 3.4- Distribuicdo do efeito prurido de acordo com as frequéncias dos

genotipos associados ao polimorfismo val158met do gene COMT.
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Figura 3.5- Distribuicdo do efeito prurido de acordo com as frequéncias alélicas

associadas ao polimorfismo val158met do gene COMT (v=val; m=met).
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Figura 3.6- Distribuicdo do efeito prurido de acordo com as frequéncias dos

genotipos associados ao polimorfismo 118A>G do gene OPRMI.

BCom prurido

Osem prurido

M -

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 3.7- Distribuicdo do efeito prurido de acordo com frequéncias alélicas

associadas ao polimorfismo 118A>G do gene OPRM..
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Nao foram encontradas diferencas significativas, respectivamente, tanto para
o polimorfismo do gene COMT7, como do OPRM1, na distribuicdo dos genotipos (qui-
2=0,510; p=0,775; qui-2=0,901; p=0,638) ou dos alelos (p=0,621; odds ratio:
1,348; 1C95% 0,499 -3,643; risco relativo: 1,243; 1C95% 0,600 - 2,573; p=0,745;
odds ratio: 0,827; CI 95% 0,226 - 3,021; risco relativo: 0,873; CI95% 0,353 -

2,161) de acordo com a presenca/auséncia de prurido.

Verificamos que a diferenca de frequéncias entre os grupos em estudo nao é

significativa, tanto para gendtipos como para alelos.

Tendo em conta que os polimorfismos investigados parecem nao influenciar o
aparecimento de prurido, averiguamos ainda se os restantes parametros analisados
[idade, peso, altura, idade gestacional, tipo de cesariana (electiva/urgente), técnica
anestésica (epiraqui), ASA (I/ II), medicacdo e complicacdes no intra-operatério]
estariam associados ao aparecimento de prurido. Na Tabela 3.4 encontram-se

descritos os resultados obtidos.

3.3.2 Impacto da variabilidade genética na dor

Quando pretendemos associar os scores de dor com a variabilidade genética,
comparamos as doentes que tinham tido um score de dor>3 com as frequéncias
genotipicas (Figura 3.8) e alélicas (Figura 3.9) do gene COMT e com as frequéncias

genotipicas (Figura 3.10) e alélicas (Figura 3.11) do gene OPRML..

Nao foram encontradas diferencas significativas, respectivamente, tanto para
o polimorfismo do gene COMT, como do OPRM1, na distribuicdo dos gendtipos (qui-
2=2,442; p=0,295; qui-2=1,511; p=0,470) ou dos alelos (p=0,265; odds
ratio=1,352 1C95% 0,8153 - 2,243; risco relativo=1,721; IC 95% 0,7039-
4,208;p=0,770; odds ratio: 0,838;1C95% 0,254 - 2,764; risco relativo: 0,906; IC95%

0,472- 1,738), de acordo com a presenca/auséncia de dor.
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Tabela 3.4- Comparacao entre mulheres com e sem o efeito secundario

prurido relativamente a variaveis demograficas e clinicas.

Variaveis Sem Prurido Com Prurido P

No de Mulheres n=27 n=13
Idade (anos), média + DP 32+4 33+3 0,590
Peso (kg), média + DP 75+11 75+9 0,950
Altura (cm), Média + DP 163 +5 163 +5 0,970
Idade Gest. (sem), Med (P25 - P75) 38 (38 - 39) 39 (38 - 39) 0,180
Cesariana Electiva (1/27) 3,7% (2/13) 15,4% 0,242
Técnica Anestésica

Epiraqui (17/27)  63,0% | (7/13)  53,8% |  cqf

Epidural (10/27) 37,0% (6/13) 46,2% !
ASA

I (15/27) 55,6% (6/13) 46,2% 0.580

II (12/27) 44,4% (7/13) 53,8% !
Medicacao no Intra-Operatdrio

Efedrina (12/27)  44,4% (4/13) 30,8% 0,408

Metoclopramida (10/27)  37,0% | (4/13)  30,8% 1,000

Cefazulina (18/27) 66,7% (9/13) 69,2% 1,000

Ocitocina (6/27)  22,2% | (4/13)  30,8% | 0,700
ComplicagGes Intra-Operatdrio

Nausea (7/27)  259% | (6/13)  46,2% | 0,280

Vomito (5/27) 18,5% (1/13) 7,7% 0,640

Bradicardia (0/27) 0,0% (1/13) 7,7% 0,320

Hipotensao (12/27) 44,4% (4/13) 30,8% 0,500

mm

Odor <=3
vim

Odor >3

o

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 3.8- Distribuicdo dos scores de dor de acordo com as frequéncias dos

gendtipos associados ao polimorfismo val158met do gene COMT.
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Figura 3.9- Distribuicdo dos scores de dor de acordo com as frequéncias alélicas

associadas ao polimorfismo val158met do gene COMT.
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Figura 3.10- Distribuicdo dos scores de dor de acordo com as frequéncias dos

gendtipos associados ao polimorfismo 118A>G do gene OPRM..
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Figura 3.11- Distribuicdo dos scores de dor frequéncias alélicas associadas ao

polimorfismo val158met do gene COMT.

Verificamos que a diferenca de frequéncias entre os grupos em estudo nao é

significativa, tanto para gendtipos como para alelos.

No sentido de analisar a possivel interaccao entre as duas varidveis dor e
prurido (Tabela 3.5), fomos averiguar se o aparecimento do prurido estava
associado a um score de dor mais elevado. Nao foram encontradas diferencas

estatisticamente significativas (Qui-2=0,014 e p=0,906).
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Tabela 3.5-Analise de associacdo entre as variaveis dor e prurido.

Prurido
nao sim
‘ h&o 14 (51,9%) 7 (53,8%)
Dor>3
‘ sim 13 (48,1%) 6 (46,29%)

Tendo em conta que os polimorfismos investigados parecem nao influenciar o
aparecimento de dor, averiguamos ainda se os restantes parametros analisados
[idade, peso, altura, idade gestacional, tipo de cesariana (electiva/urgente), técnica
anestésica (epiraqui/epidural), ASA (I/ II), medicacdo e complicacdes no intra-
operatorio] estariam associados ao aparecimento de dor. Na Tabela 3.6 encontram-

se descritos os resultados obtidos.
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Tabela 3.6- Anadlise da associacao entre os factores demograficos e clinicos e os

scores de dor.

Variaveis DornoTO <3 DornoTO > 3 P

NO de Mulheres n=21 n=19
Idade (anos), média + DP 32+ 4 32+ 4 0,850
Peso (kg), Média + DP 74 + 11 76 + 10 0,570
Altura (cm), Média + DP 164 + 6 162 +7 0,600
Idade Gest. (sem), Med (P25 - P75) 39 (38 - 39) 39 (38 -39) 0,500
Cesariana Electiva (3/21) 14,3% (0/19) 0,0% 0,230
Técnica Anestésica

Epiraqui (11/21)  52,4% | (13/19)  68,4% 0.300

Epidural (10/21)  47,6% (6/19) 31,6% !
ASA

I (10/21)  47,6% (11/19) 57,9% 0,520

II (11/21) 52,4% (8/19) 42,1% !
Medicacao no Intra-Operatdrio

Efedrina (5/21) 23,8% | (11/19) 57,9% | 0,030

Metoclopramida (8/21) 38,1% (6/19) 31,6% 0,670

Cefazulina (16/21) 76,2% (11/19) 57,9% 0,220

Ocitocina (7/21) 33,3% (3/19) 15,8% 0,280
ComplicagGes Intra-Operatdrio

Nausea (7/21) 33,3% (6/19) 31,6% 0,910

Vomito (4/21) 19,0% (2/19) 10,5% 0,660

Bradicardia (1/21) 4,8% (0/19) 0,0% 1,000

Hipotensao (5/21) 23,8% | (11/19) 57,9% | 0,030

p<0,005 significa que o resultado do teste é estatisticamente significativo

Quando fomos analisar a utilizacao intra-operatéria de efedrina e as
frequéncias genotipicas das doentes relativas aos polimorfismos estudados dos
genes OPRM1 e COMT (Tabelas 3.7 e 3.8 respectivamente), verificamos que nesta
amostra o maior consumo de efedrina ocorreu nas mulheres com genodtipo AA,
embora a diferenca ndo seja estatisticamente significativa (p=0,729). E de notar que
se consideraram no mesmo grupo os gendtipos AG e GG, pelo facto de existir
apenas um caso GG. Em relacdao ao gene COMT7, a maior utilizacao de efedrina
ocorreu nas mulheres VM. No entanto, a diferenca ndao é estatisticamente

significativa (p=0,814).
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Tabela 3.7- Distribuicao do consumo de efedrina de acordo com os
enotipos do gene OPRMI.

Efedrina AG+GG AA Total
Nao (8/12) 66,7% (16/28) 57,1% 24
Sim (4/12) 33,3% (12/28) 42,9% 16

Total 12 28 40

Tabela 3.8- Distribuicao do consumo de efedrina de acordo com os gendtipos do

gene COMT.
Efedrina \"A" VM MM Total
Nao (6/9) 66,7% (14/25) 56,0% (4/6) 66,7% 24
Sim (3/9) 33,3% (11/25)  44,0% (2/6) 33,3% 16
Total 9 25 6 40
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Capitulo 4

4. Discussao e Conclusoes



O estudo da associacdo que efectudmos nao detectou diferencas estatisticamente
significativas na associacao do efeito prurido e os polimorfismos estudados dos
genes COMT e OPRMI. Tal como ja foi referido, o estudo realizado pretendeu
examinar o efeito da associacao de dois polimorfismos nos genes COMT e OPRMI no
aparecimento do efeito secundario prurido, depois da administragdo de morfina por

via epidural.

Os receptores opidides sao os alvos principais para a analgesia opidide.
Embora os efeitos dos opidides sejam mediados por diferentes receptores, os de tipo
M assumem um papel predominante. A maior parte dos estudos de farmacogenética
envolvendo o gene OPRM1, que codifica aquele receptor, realizados até ao momento
actual, tém-se focado no polimorfismo 118A>G, cuja frequéncia alélica minor se
situa entre 10-15%, nos caucasianos, (Kosarac et al., 2009), havendo, contudo,
resultados controversos. Sia et al. (2008) avaliaram a associacao deste polimorfismo
e a adequacdo da analgesia pos-operatéria em 588 mulheres chinesas, nas quais
tinha sido administrada 0,1 mg de morfina por via intratecal (IT), para o tratamento
da dor pods-cesariana. As frequéncias alélicas para o alelo A e o alelo G eram,
respectivamente, 0,660 e 0,340. As mulheres foram avaliadas no pds-operatorio
para diferencas inter-individuais nos scores de dor relatados, consumos de morfina
nas 24 horas e incidéncia de efeitos secundarios. Os autores concluiram que o
consumo de morfina nas 24 horas diferia significativamente entre os trés gendtipos
(p=0,001). O grupo de mulheres com o gendtipo AA foi o que consumiu doses
menores de morfina intravenosa (média 5,9 mg; enquanto nos grupos AG e GG, os
consumos foram maiores (dose média de 8 mg e de 9,4 mg, respectivamente). Foi
também nas mulheres com o gendtipo AA, que se verificou a incidéncia mais alta de
nauseas. Embora neste estudo se tivesse verificado uma incidéncia de prurido
considerada alta (49%), nao foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos: 136 de 272 mulheres (50%) no grupo AA tinham
prurido versus 113 de 234 (48%) no grupo AG versus 35 de 82 no grupo GG. No
entanto, a todas as mulheres incluidas neste estudo foi administrada uma associa¢ao
de anti-eméticos, (metoclopramida, ondansetron e dexametasona) no fim da
intervencdo cirirgica. Embora a avaliacdo do efeito prurido, nao fosse o objectivo

primario deste estudo, parece-nos que a utilizacao do farmaco ondansetron pode ter
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tido impacto nos resultados observados, relativamente a este efeito. Numa revisao
sistematica recente (Bonnet e al.,, 2008,) os autores concluem que o uso de
blogueadores dos receptores 5HT; pode ser uma estratégia efectiva na prevencao
do prurido provocado pela administracdao de opidides por via neuro-axial. Num outro
estudo (Hayashida et al., 2008), em 138 adultos japoneses submetidos a grande
cirurgia abdominal, nos quais foi utilizada uma anestesia geral combinada, com uma
anestesia epidural, em que a analgesia pds-operatoria foi realizada por via epidural
com levobupivacaina a 0,25%, com morfina ou fentanil, os autores também
verificaram consumos menores de analgésico nos portadores do gendtipo AA118 do
OPRM1. Por outro lado, Landau et al. (2008) avaliaram a associacao entre este
polimorfismo e a eficacia analgésica do fentanil intratecal em 224 mulheres, nas
quais tinha sido realizado um bloqueio sequencial para o tratamento do dor no
trabalho de parto. Verificaram que, ao contrario dos dois estudos anteriormente
mencionados, as mulheres homozigdticas AA118 apresentavam uma dose média
eficaz (ED50) de fentanil significativamente maior do que os outros gendtipos
(p<0,001).

O prurido é o efeito secundario mais comum associado a administracdo da
morfina por via intratecal ou epidural. No presente estudo, a incidéncia de prurido
foi de 67,5%, o que estd de acordo com os dados publicados na literatura
(Charuluxananan et al., 2003); Szarvas et al., 2003). Tal como noutros estudos, os
locais do prurido referidos habitualmente pelas utentes avaliadas neste trabalho,
foram a face, tronco e dorso. Na face, o prurido foi mais comum a volta dos olhos e

nariz.

O mecanismo que explica o aparecimento de prurido subsequente a
administracdao neuro-axial de opidides ainda ndao se encontra completamente
esclarecido. Varias teorias tém sido propostas. Provavelmente, ndo esta relacionado
com a libertacdo de histamina, porque os anti-histaminicos sao ineficazes no
tratamento do prurido causado pela morfina espinhal, embora possa ocorrer alivio
associado a sedacao produzida por estes farmacos. Os receptores opidides no
sistema nervoso central sao activados pela morfina. Estes receptores estao

localizados a nivel espinhal e supra espinhal. Os opidides administrados por via
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neuro-axial activam os receptores na substancia gelatinosa no corno posterior da
medula. O receptor u é responsavel pela modulacdo da dor e esta envolvido no
aparecimento de alguns efeitos secundarios, designadamente a nausea, o vomito e
o prurido. Isto explicaria o efeito antipruriginoso dos antagonistas dos receptores
opidides. Ha evidéncias de que os opidides e o sistema serotoninérgico interagem
estreitamente; a morfina produz parte do seu efeito analgésico através da libertagao
de serotonina (Szarvas et al., 2003). O ondansetron, um antagonista dos receptores
5HT3, tem um efeito anti-prurido. Foi publicado que a morfina pode activar os
receptores 5HT3 por um mecanismo independente do receptor p. Assim, a
estimulacao directa dos receptores da serotonina 5HT3, no corno posterior da

medula, € um mecanismo possivel para o surgimento de prurido.

O estudo da associacao que apresentamos nao detectou diferencas
estatisticamente significativas na associacao do efeito prurido e o polimorfismo
118A>G, tal como no estudo publicado por Sia et al. (2008). No entanto, existem
diferencas entre este estudo e o que realizamos. Em primeiro lugar, as etnias dos
dois estudos ndo sdo idénticas. O impacto desse factor no aparecimento de efeitos
secundarios nao esta devidamente avaliado, embora seja conhecido que a
percepcao da dor varia entre diferentes etnias. Outro dado, que em nossa opiniao
podera ser relevante para este estudo de associacao, € o uso de farmacos anti-
eméticos com comprovada eficacia na prevencao e tratamento do prurido como é o
caso dos antagonistas dos receptores 5HT3. No nosso estudo, nao foi administrado
este tipo de farmacos como medicacao anti-emética a nenhuma das mulheres

submetidas a cesariana, de forma a nao introduzir um viés nos resultados.

A noradrenalina (NA), a adrenalina (A) e a dopamina (DA) tém multiplas
funcOes no cérebro, incluindo o processamento e a modulacao da dor. Mecanismos
noradrenérgicos e adrenérgicos podem modular a dor a nivel supra-espinhal,
espinhal e perifericamente. A nivel supra-espinhal, a NA, actuando em receptores
adrenérgicos, pode facilitar ou inibir a dor, dependendo do local supra-espinhal de
libertacao, o tipo de receptor adrenérgico activado e a intensidade e natureza do
estimulo estudado. Ha evidéncias de uma interaccao fisioldgica e funcional entre os

adrenoreceptores a2 e os receptores p, nas células nervosas (Skorpen et al., 2009).
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A co-administracdo de compostos noradrenérgicos e opidides pode resultar em
sinergismo. As catecolaminas sao metabolizadas pela COMT e alteragdes na
actividade desta enzima tém implicacOes na percepcao da dor e no seu tratamento.
Varios estudos envolvendo o polimorfismo vall58met do gene COMT tém sido
realizados. Num estudo que envolveu 207 doentes noruegueses, tratados com
morfina por dor oncoldgica (Rakvag et al., 2005) os autores verificaram um maior
consumo de morfina nos doentes homozigédticos val-val108/158, que, em média,
consumiram 50% mais morfina por dia do que os homozigéticos 158met-met. Os
autores especularam que a morfina poderia ser mais eficaz nos doentes portadores

do alelo 158met.

Num estudo inglés, que envolveu 228 doentes oncoldgicos, os autores nao
verificaram nenhum impacto do polimorfismo val158met nos efeitos secundarios
centrais dos opidides, nem nas necessidades de morfina entre os doentes (Ross et
al., 2008). Estes factos reflectem a relacao complexa, directa ou indirecta, entre a
neurotransmissao dopaminérgica e/ou noradrenérgica e o sistema opidide p

supraespinhal (Andersen et al., 2009).

Recentemente, num estudo efectuado com doentes oncoldgicos (Reyes-Gibby
et al., 2007), em que foi avaliado o efeito da associacao do polimorfismo 118A>G do
gene OPRMI1 e o polimorfismo vall58met do gene COMT, verificaram que 0s
doentes com os genodtipos AA118 e 158met-met, necessitavam de doses mais baixas

para o alivio da dor.

O estudo de associacao que efectuamos ndao detectou diferencas
estatisticamente significativas com o efeito prurido e o polimorfismo da COMT. A
poténcia do teste Qui-2 para a comparacao das proporcdes da presenca de prurido
entre os grupos de mulheres AA e AG+GG é de 9,8%, enquanto a poténcia do teste
Qui-2 para a comparacao entre os grupos VV, VM e MM é de 11,6%. A presenca de
poténcias tao baixas leva-nos a pensar que o estudo deve continuar, com o
objectivo de atingir poténcias mais elevadas, ou seja, maior capacidade de detectar
uma diferenca entre as proporgoes, quando esta existe na populagao do estudo. No
caso da primeira comparacao, precisamos de recorrer a um total de 284 mulheres

para atingir uma poténcia de 50% e na segunda comparacao precisamos de 180
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mulheres para que esta meta seja atingida. Um estudo de associacao de dois
polimorfismos requer amostras muito numerosas porque o numero de pessoas que
possam ter determinada combinacdo de gendtipo com um interesse particular,
diminui dramaticamente a medida que vao sendo estudados mais genes em

simultaneo.

No nosso estudo, encontramos uma associacao estatisticamente significativa
entre a utilizacao de efedrina, hipotensao e scores de dor, apesar deste nao ser o
objectivo primario do estudo. Ndo somos capazes de explicar a associacao
estatisticamente significativa entre o uso de efedrina no intra-operatorio e scores de
dor. Na nossa amostra, todas as mulheres que levaram efedrina foram as mesmas
que tiveram hipotensdo. Tanto quanto é do nosso conhecimento, ndo esta
documentada nenhuma associacao entre o efeito secundario hipotensdo e a
severidade da dor; contudo, parece-nos razoavel assumir que estudos futuros
devem avaliar a interaccdo de farmacos utilizados para o tratamento da hipotensao
associada ao bloqueio simpatico na anestesia regional e a severidade da dor e
efeitos secundarios observados nesta populacdo de doentes. Nao detectdmos
diferencas estatisticamente significativas na distribuicao dos consumos de efedrina
de acordo com os gendtipos relativos aos polimorfismos val108/158met e 118A>G,
dos genes COMT e OPRMI, respectivamente. Possivelmente, este facto esta
relacionado com a dimensao reduzida da amostra, que nao permite encontrar
diferencas estatisticamente significativas quando se analisam o0s grupos

estratificados.

Contudo, o estudo apresentado nesta Dissertacao parece-nos relevante por
algumas razoes, que passamos a descrever: (1) tanto quanto é do nosso
conhecimento, e de acordo com os dados disponiveis na literatura, o presente
trabalho é o primeiro estudo de associacao entre os polimorfismos val108/158met e
118A>G, dos genes COMT e OPRM1, respectivamente, realizado numa populacao
obstétrica; (2) o desenho do estudo permitiu evitar vieses multiplos na interpretagao
dos resultados, omitindo por exemplo terapéuticas com eficacia na prevencao/
tratamento do prurido, ou a utilizacdo de opioides por qualquer via no intra-

operatorio. Esta metodologia teve impacto no nimero de doentes recrutados. Por
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esta razao, sao apresentados apenas resultados preliminares, uma vez que o estudo

ainda esta em curso.
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Anexo I — Parecer da Comissio de Etica dos HUC
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HOSPITAIS DA UNIVERSIDADE DE COIMBRA, E.P.E.
COMISSAOQ DE ETICA PARA A SAUDE
Presidente: Prof. Doutor José Joaquim Sousa Barros; _
Vogais: Dra. Maria Odete Isabel; Prof.% Doutora Maria Fétima Piffdanc
Saraiva Martins; Dr. Mdrio Rui Almeida Branco; Prof. Doutor Carlos ©j
Alberto Fontes Ribeiro, Enf.° Adélio Tinoco Mendes;
Jurista: Dra. Alexandra Vilela;
Padre: José Anténio Afonso Pais

Visto / Ao G.A.L

para difusdo
223 /07
Exmo. Senhor:
Director Clinico dos
HUC, EP.E.
N/Ref? Oficio N° Data
CES 0198 17.09.2009

ASSUNTO: [HUC-41-09] - Estudo Observacional “Andlise Farmacogenética da accdo e efeitos
secunddrios da anestesia e analgesia epidural com opidides na cesariana” - Prof.® Doutora Maria
Manuela Monteiro Grazina - Professora Auxiliar da faculdade de Medicina de Coimbra (Co-
Investigador - Dra. Ana do Rosdrio Caleiro Valentim - Servigo de Anestesiologia dos HUC) - estudo
a ser realizado no Servico de Obstetricia dos HUC, EP.E.

Cumpre-me informar Vossa Ex.% que a Comissdo de Etica dos Hospitais da Universidade de

Coimbra, E.P.E. reunida em 15 de Setembro de 2009, com a presenga da maioria dos seus membros,

aprovou a nova versdo do Consentimento Informado, referente ao projecto em epigrafe, o que torna

exequivel o anterior parecer favordvel da Comissto de Etica.

Deliberagtio aprovada por unanimidade.

Com os melhores cumprimentos,

A COMISSAO DE ETICA A E DOS HUC, EP.E.

A
José Joaquyim ros

Comissdo de Etica para a Saide

Pro
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Anexo II — Formulario do consentimento informado
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Colaboracao sobre a Caracterizacao Genética de Efeitos Associados a

Anestesia/Analgesia
IRB no.
Investigador Principal: Co-investigador:
Maria Manuela Monteiro Grazina Ana do Rosério Cale iro Valentim
Professora Auxiliar Assistente Graduada de Anest  esiologia
Faculdade de Medicina de Coimbra Hospitais da Unive  rsidade de Coimbra

Centro de Neurociéncias e Biologia Celular

INTRODUCAO

Est& convidado(a) a fazer parte de um estudo de investigacdo. Antes de decidir fazer parte

deste estudo, precisa de compreender os riscos e 0s beneficios envolvidos. Este formulario
de consentimento fornece informacdes sobre o estudo de investigacdo. Um membro da
equipa de investigagdo estard ao seu dispor para responder as suas perguntas e fornecer
explicagbes adicionais. Se concordar em fazer parte deste estudo de investigacéo, ser-lhe-a
solicitado que assine este formulario de consentimento. Este processo € conhecido por
consentimento com conhecimento de causa ou informado. A sua decisédo em fazer parte do

estudo é estritamente voluntéria. E livre de optar ou ndo por participar.

OBJECTIVOS

Os Hospitais da Universidade de Coimbra — Maternidade Dr. Daniel de Matos, a Faculdade
de Medicina de Coimbra e o Centro de Neurociéncias e Biologia Celular da Universidade de
Coimbra estdo a colaborar num estudo de investigacdo, para realizar a “Caracterizacdo
genética de efeitos associados a Anestesia/Analgesia”. Esta investigacdo esta a ser
realizada tendo em conta que a identificacdo dos genes levara a uma melhor compreensao
da eficacia dos farmacos usados em anestesia e no tratamento da dor, bem como a um
melhor conhecimento dos efeitos secundarios associados, tendo em conta as

caracteristicas genéticas de um individuo.
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VI.

VII.

VIII.

PROCEDIMENTOS

Se fizer parte deste estudo, tera que submeter-se a colheita de amostras de sangue e ser-

Ihe-4 solicitado que colabore na obtencdo de varios dados de natureza clinica e

demogréfica.

POSSIVEIS RISCOS

A colheita do sangue pode causar equimoses ou sangramento localizado; raramente causa

infec¢do, tonturas e uma ligeira sensacgéo de dor que é provocada pela pun¢do da agulha.

POSSIVEIS BENEFICIOS

Nao existe um beneficio imediato para si, quer financeiro ou de qualquer outra natureza,

devido a sua participacdo neste estudo. Julga-se que os resultados desta investigacao
levardo em Ultima analise ao avan¢o da ciéncia e ao progresso que esta a ser feito em

relacdo ao uso de tratamentos adequados as caracteristicas genéticas de cada individuo.

CONSENTIMENTO PARA UTILIZACAQ E ELIMINACAO DE T ECIDOS OU DE SANGUE

Através da assinatura deste formulério, esta a dar o seu consentimento para a utilizagéo do

seu sangue para este estudo de investigacdo e para a eliminacdo de qualquer sangue que
reste apos a sua utilizacdo no referido estudo ou se for determinado que este ndo é

adequado para a utilizagdo no mesmo.

CUSTOS
N&o incorrera em quaisquer despesas durante este estudo e relacionadas com este. Nao
sera responsavel por nenhumas das despesas decorrentes de andlises, testes e avaliaces

exigidas por este protocolo.

COMPENSACAO

N&ao esta disponivel qualquer tipo de compensacao financeira (nenhum pagamento) para 0s

participantes deste estudo.
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XI.

PAGAMENTO DEVIDO A LESOES OU RISCOS
Fazer parte deste estudo de investigacdo pode provocar lesées ou riscos. (Isto foi explicado
na seccio intitulada, “POSSIVEIS RISCOS”).

Se ocorrerem efeitos adversos que resultem directamente do estudo, os Hospitais da

Universidade de Coimbra — Maternidade Dr. Daniel de Matos, a Faculdade de Medicina de
Coimbra ou o Centro de Neurociéncias e Biologia Celular da Universidade de Coimbra
providenciardo cuidados médicos a curto prazo para quaisquer lesdes que resultem da sua
participacdo neste estudo de investigacdo, na medida em que esses custos ndo sejam
cobertos pelos seus seguros médicos ou do hospital. Tratamento médico de urgéncia esta
disponivel, mas sera providenciado, mediante o custo habitual, pelos Hospitais da
Universidade de Coimbra, um afiliado do Centro de Neurociéncias e Biologia Celular da
Universidade de Coimbra. Ndo devera esperar que alguém pague pela dor, ansiedade,
perda de rendimentos, ou despesas que ndo sejam de natureza médica em que possa
incorrer devido a fazer parte deste estudo de investigagdo. Os Hospitais da Universidade de
Coimbra néo providenciardo cuidados médicos a longo prazo hem compensacao financeira

devido a lesGes relacionadas com este estudo de investigacéo.

DIREITO A DESISTIR DO ESTUDO

A sua participacdo neste estudo de investigagédo € voluntaria. Podera decidir ndo comecar

ou cessar a sua participacdo neste estudo em qualquer altura. Os cuidados que receber e
as relagBes que estabelecer com os prestadores de assisténcia médica dos Hospitais da
Universidade de Coimbra, ndo serado afectados de forma nenhuma. Ser-lhe-do comunicadas
guaisquer novas informacdes sobre o estudo de investigacdo que possam fazer com que
mude de ideias sobre a sua participacdo no mesmo. Devera notificar o investigador principal

deste estudo, caso decida cessar a sua participacdo no estudo, antes do tempo previsto.

CONFIDENCIALIDADE DOS RELATORIOS MEDICOS E DA | NVESTIGACAO

Nos Hospitais da Universidade de Coimbra — Maternidade Dr. Daniel de Matos sera

atribuido a sua amostra um namero de identificac@o especial. A sua amostra sera registada,
acompanhada dos dados relativos ao tratamento, sexo, etnia, idade, indicacdo relativa a
presenca dos antecedentes familiares e sintomas de doenca, dados relativos ao tratamento,
eficacia do mesmo e efeitos secundarios registados.

O seu nome, o numero de Seguranca Social, a informacdo de contacto e a data de
nascimento ndo serdo fornecidos a qualquer outra entidade para além das Instituicdes

acima referidas, onde sera conduzido o estudo.
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XIl.

XIII.

E possivel que representantes dos organismos regulamentares possam visitar os Hospitais
da Universidade de Coimbra — Maternidade Dr. Daniel de Matos, para examinar as suas
informacfes de natureza médica. Nesse caso, copias das partes relevantes do seu registo

meédico serdo divulgadas, mas todos os dados relativos a sua identificacdo serdo ocultados.

Excepto no que se refere a estas entidades, os registos médicos e do estudo de
investigacdo serdo mantidos em sigilo, a menos que autorize a sua divulgagédo ou que os
ditos registos sejam exigidos por deciséo judicial.

Os resultados da investigacdo poderdo ser publicados, mas a sua identificacdo (por

exemplo, nome, nimero de segurancga social) sera sempre mantida em sigilo.

PERGUNTAS

Se sentir um efeito secundario ou uma lesdo que possa estar relacionada com este estudo
ou se tiver que marcar uma consulta inesperada que possa estar relacionada com este
estudo devido a assisténcia médica necesséria por qualquer razdo, queira contactar a Prof.

Doutora Maria Manuela M. Grazina ou a Dra. Ana do Rosario Caleiro Valentim.

ASSINATURAS

Através da assinatura deste formulario de consentimento, afirma que leu este formulario de

consentimento, que este estudo lhe foi explicado, que as suas perguntas foram
respondidas, e que estda de acordo em fazer parte deste estudo. N&o estd a abdicar de
nenhum dos seus direitos legais ao assinar este formulario de consentimento com
conhecimento de causa. Ser-lhe-4 entregue a si e as investigadoras do prjecto, Prof.
Doutora Maria Manuela M. Grazina e Dra. Ana do Rosario C. Valentim, uma copia deste
formulério de consentimento. Através da assinatura deste formulério, também afirma que
esta a fazer parte deste estudo de sua livre vontade e que d& autorizagdo a qualquer
membro dos Hospitais da Universidade de Coimbra — Maternidade Dr. Daniel de Matos,
e/ou a quaisquer entidades regulamentares governamentais para examinar a sua histéria
clinica e registos médicos. Finalmente, através da assinatura deste formulério afirma que
todas as informagBes que tiver prestado acerca dos seus antecedentes médicos séo

verdadeiras.

Participante (nome em mailsculas) Assinatura Data

Pessoa obtendo consentimento (Imprimir nome)  Assinatura Data
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XIV.

Se o patrticipante puder compreender, mas ndo puder ler (por exemplo, se for cego), ou ndo
puder assinar (por exemplo, se ndo puder usar as maos) o formulario de consentimento, é

necessaria a assinatura de uma testemunha néo relacionada com o estudo.

Nome da testemunha (Imprimir 0 nome) Assinatura Data

DECLARACAO DOS INVESTIGADORES

Certifico que o estudo de investigacdo foi explicado por mim ao individuo acima

mencionado, incluindo os objectivos, os procedimentos, os possiveis riscos e 0os beneficios
latentes, relacionados com a participagdo neste estudo de investigacdo. Quaisquer

perguntas feitas pelo dito individuo foram respondidas satisfatoriamente.

Maria Manuela Monteiro Grazina, PhD

Investigador principal (Imprimir ou dactilografar o nome)  Assinatura Data

Ana do Roséario Caleiro Valentim, MD

Co-Investigador (Imprimir ou dactilografar o nome) Assinatura Data
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Anexo III — Folha de registo dos dados clinico
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TS h_|_b R |_= E NAD
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