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RESUMO

As proteinas da ABC sdo uma familia de transportadores de membrana que
participam no transporte de lipideos e na biodisponibilidade de drogas. Alteragdes
em genes dessas proteinas também tém sido associadas a diferencas na resposta
a varios farmacos. Neste estudo, foram avaliados os efeitos dos potimorfismos dos
genes MDR1 (C3435T e G2677T/A) e MRP1 (G2012T) na expressao de RNAm e
concentragdes  séricas dos  lipideos, em 76  individuos  com
hipercolesterolesterolemia primaria , tratados com atorvastatina (10mg/dia/4sem),
DNA e RNA foram obtidos a partir de células mononucleares do sangue perférico.
Os polimorfismos genéticos foram analisados por PCR-RFLP e a expressdo de
RNAm foi quantificada por RT-PCR. A distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo
MDR1 G2677T/A foi diferente entre brancos e negros (xz=17,1; p=0,002), sendo a
frequéncia do genédtipo GT maior nos brancos (50%) que nos negros (27%). As
frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos MDR1 C3435T e MRP1
G2012T foram similares entre brancos e negros. O alelo 3435T foi associado com
menor expressao basal do RNAmM do gene MDR7, em brancos, € com maior
concentragao basal de Apo Al sérica, em negros. Os polimorfismos G2677T/A do
gene MDR1 e G2012T do gene MRP1 ndo parecem associados a variagdes do
perfil lipidico sérico, antes e apos o tratamento com atorvastatina. A atorvastatina
modificou a expressdao de RNAm dos genes MDR1 e MRP1 dependentemente da
expressdo basal. A redugio da expressdao do RNAm do gene MDR1 foi associada
com menor resposta de apo B sérica a atorvastatina. Com base nesses resuitados,
o polimorfismo C3435T parece estar associado com a expressao basal do gene
MDR1 e com a variabilidade na resposta a atorvastatina.



ABSTRACT

The human ABC proteins are a family of membrane translocators that are
involved in lipid transport and drug disposition. Genetic polymorphisms in genes
encoding these ABC transporters have been associated with differences in
response to several drugs. In this study, effects of MDR1 (C3435T e G2677T/A)
and MRP1 (G2012T) polymorphisms on mRNA expression and serum levels of
lipids were evaluated in 76 individual with primary hypercholesterolemia, before and
after atorvastatin therapy (10mg/day/4weeks). DNA and RNA were obtained from
mononuclear peripheral cells. Polymorphisms were identified by PCR-FFLP and the
mRNA expression was quantified by RT-PCR. Genotype distribution of MDR1
G2677T/A polymorphism was different between whites and blacks (x*=17,1;
p=0,002). The genotype GT frequency was higher in whites (50%) than in blacks
(27%). The allelic and genotypic frequencies for MDR7 C3435T e MRP1 G2012T
polymorphisms were similar between blacks and whites. The 3435T allele was
associated with lower basal mMRNA expression of the MDR1? gene in whites, and
with higher basail of serum apo Al in blacks. The MDR1 G26877T/A and G2012T
MRP1 gene polymorphisms do not seem associated with serum lipids variations
before and after atorvastatin treatment. RNAm expression of the MDR17 and MRP1
genes was modified by atorvastatin in refation to the basal expression. Reduction of
RNAm expression of MDR1 gene was associated with lower response of serum apo
B to atorvastatin. In clonclusion, C3435T polymorphism is likely to be associated
with basal expression of MDR1 gene and variability in response to atorvastatin.



1. INTRODUGAO
1.1. Doenga Arterial Coronariana e fatores de risco cardiovascular:

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo doengas degenerativas que
compreendem as doengas isquémicas do coragdo, como a doenga arterial
coronariana (DAC), as doengas cerebrovasculares e outras doengas do aparelho
circulatdrio {hitp://www.datasus.gov.br).

As DCV representam uma das principais causas da mortalidade mundial. De
acordo com estimativas da Organizacdo Mundial de Saudde, as DCV foram
responsaveis, na populagdo mundial, por 14,7 mithdes de 6bitos em 1990 e 17
milndes de Obitos em 1999 (Bonow et al., 2002). Segundo dados do DATASUS, a
mortalidade proporcional por doengas do aparelho circulatério, no Brasil, foi de
32,27%, no ano de 1999 (http://www.datasus.gov.br) . A taxa de mortalidade por
doengcas do aparelho circulatério no Brasil, em 1999, foi de 156,9/100.000
habitantes, sendo que a taxa de mortalidade por doenga isquémica do coragéo, no
mesmo periodo, foi de 46,8/100.000 habitantes. As maiores taxas de mortalidade
se concentram nas regides sul e sudeste do pafs ( http://www.datasus.gov.br).

A principal causa de DAC é a aterosclerose, doenga progressiva dos vasos
sanglineos caracterizada por espessamento da camada intima das artérias
grandes e médias, que reduz o fluxo sangiineo e o aporte de oxigénio e nutrientes
ao musculo cardiaco (Ross, 1986). O espessamento ocorre devido a proliferagao
de células musculares lisas e depésito de lipideos que sdo fagocitados por
macréfagos (foam cells) formando placas visiveis (placas de ateroma) na regiao
sub-endotelial das artérias (Liorente e Badimon, 1998). O processo de evolugao
das placas até a trombose se caracteriza no evento mais importante da DAC. Esse
processo depende mais da composicdo da placa do que do grau de estenose
arterial por ela produzido (Llorente e Badimon, 1998).

No processo de formagao da placa, a lesac ndo desnudante ao endotélio é
um dos eventos iniciais e & conseqiéncia de alteragcdo da homeostase do
colesterol, da presenga de endotoxinas bacterianas, viroses, compostos quimicos
do cigarro, deposicdo de complexos imunes, hipertensdo sistémica, entre outros



fatores. A lesdo leva a perda da permeabilidade seletiva e das funcdes anti-
trombogénicas das células endoteliais com aderéncia de plaquetas e infiltrado de
celulas inflamatdrias e lipoproteinas plasmaticas na parede do vaso. Esse infiltrado
celular produz fatores de crescimento, os quais promovem a proliferagéo de células
musculares lisas (Ross, 1398).

Foi demonstrado que tanto o colesterol éster quanto o colesterol livre se
acumulam nas lesdes ateroscleroticas (Simons, 1986; Kannel et al., 1979; Stamler
et al., 1986). E em 1899, foi sugerido por Batetta et al., que a esterificagdo
intracelular do colesterol, com seu subseqiiente acumulo estimularia a divisdo e
proliferagdo de células musculares lisas reforgando, assim, a teoria de que o
acumulo de colesterol intracelular deve estar diretamente correlacionado com o
processo aterogénico (Batetta, et al., 1999; Batetta et al., 2003).

Os principais fatores de risco associados ao desenvolvimento da DAC sio
as doengas cronico-degenerativas, como as dislipidemias, a hipertensao arterial, o
diabetes, a resisténcia a insulina, a obesidade, as doengas trombéticas. O risco de
DAC também esta associado com sexo, idade, dieta, habito de fumar, estresse e
sedentarismo. Dentre as dislipidemias, a hipercolesterolemia tem sido implicada
como um dos mais importantes fatores de risco para DAC (Simons, 1986; Kannel
et al., 1979; Stamler et al., 1986).

O estudo de Framingham, iniciado no final da década de 40, mostrou que o
aumento do colesterol totat (CT) e de colesterol da lipoproteina de baixa densidade
(LDL-C) e a diminuigdo do colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL-C)
séo indicadores de risco de DAC (Castelli, 1984). Outro estudo muito importante foi
o Multiple Risk Factor Intervention Trial (MRFIT), da década de 80, no qual foram
acompanhados por 6 anos 360.000 individuos, que confirmou a
hipercolesterolemia, principalmente o aumento da concentragdo plasmatica do
LDL-C como fator de risco para DAC, além de estar associado com 0 aumento dos
indices de mortalidade por doenga coronariana (Stamler et al., 1986).

A hipercolesterolemia pode ser decorrente de fatores ambientais, como a
dieta, o habito de fumar, a baixa frequéncia de atividade fisica, e o estresse,
associados a fatores antropomeétricos, como a idade, o sexo, o indice de massa
corporea (IMC) (Neaton e Wentworth, 1992; Yusuf et al., 2001; Reddy, 2002;



Marmot et al., 1997). Fatores genéticos, como alteragdes em genes envolvidos no
metabolismo lipidico também predispéem a hipercolesterolemia (Yip ef al., 2003;
Scheuner, 2003; Stein ef al., 2002).

A hipercolesterolemia familiar e o defeito de apolipoproteina B familiar sdo
exemplos de doengas monogenéticas em que se observa valor elevado da
concentragao de colesterol sérico e DAC precoce (Goldstein e Brown, 2001).
Entretanto, na populagdo em geral, a hipercolesterolemia tem sido associada a
variantes genéticas de proteinas envoividas no metabolismo do colesterol
(Fuentes ef al., 1997; Forti et al, 2003; Shimokata et al., 2004). Polimorfismos nos
genes da apolipoproteina B (APOB), da apolipoproteina E (APOE), do receptor de
LDL (RLDL) e outros tém sido associados com aumento das concentragdes
plasmaticas de LDL-C e risco de DAC (Shimokata et al., 2004; Forti et al., 2003 ;
Couture, ef al., 1999).

No Brasil, estudos de polimorfismos nos genes APOB (Guzman et al,
2000; Cavalli et al.,, 2000; Machado, et al., 2001), RLDL (Salazar ef al., 1999;
Salazar et al., 2000a; Forti et al., 2003) APOE (Salazar ef al., 2000b) mostraram
associagdo com variagdes nas concentragdes séricas de LDL-C e também com

perfil lipidico com alto risco para o desenvolvimento de DAC.

1.2. Tratamento da hipercolesterolemia

A redugdo da concentragdo plasmatica do colesterol constitui prevengao
importante na diminuigdo do risco de DAC (Jacabson, 2001; Grundy, 2001). Esse
fato foi constatado em estudos que avaliaram individuos hipercolesterolémicos
tratados com vastatinas para prevengdo primaria (WOSCOPS e
AFCAPS/TexCAPS) ou secundaria (4S, CARE e LIPID) ou de eventos
coronarianos (Shépherd et al., 1995; Sacks et al., 1996; LIPID study group, 1988).

O tratamento de pacientes com hipercolesterolemia € iniciado com a
orientaggo dietética (dieta com baixo teor de colesterol e de gorduras saturadas),
e mudangas no estilo de vida, como o estimulo a pratica de atividade fisica, o

abandono dos habitos de fumar e de consumir bebidas alcodlicas (Diretrizes



Brasileiras..., 2001; NCEP, 2001). Embora essas medidas promovam redugdo da
concentracao plasmaética de colesterol, ha uma parcela de pacientes que nio
respondem a essas medidas e necessitam, inclusive, de intervengéo terapéutica.

Varios tipos de farmacos tém sido utilizados no tratamento da
hipercolesterolemia, entre os quais podemos citar as vastatinas, os sequestrantes
de acidos biliares, os fibratos, o 4cido nicotinico, o probucol e recentemente o
ezetimibe. Esses farmacos atuam por mecanismos diversos e apresentam efeitos
diferenciados sobre o LDL-C, ou sobre os triacilglicerois, ou ainda, sobre o HDL-C
(Grundy, 2001; NCEP, 2001).

As vastatinas sdo inibidores potentes da hidroximetil-glutaril-CoA (HMG-
CoA) redutase, enzima-chave da sintese de colesterol, que resulta na diminuigéo
da concentragéo intracelular do colesterol (Grundy, 2001). Essa redugédo ativa as
proteases SP1 e SP2, enzimas que promovem a clivagem das sterol regulatory
element-binding proteins (SREBPs) no reticulo endoplasmatico. As SREBPs sio
transportadas para o nucleo da célula, onde estimulam a expressdo de receptores
de LDL, pela ligacao aos sterol/ regulatory element (SRE), localizados na regido
promotora do gene RLDL. O aumento da expressdo dos receptores de LDL
estimula a endocitose das LDL e diminui a sua concentragédo plasmatica (Goldstein
et al., 2002) (Figura 1).

A HMG-CoA redutase converte a HMG-CoA em mevalonato, que é um
precursor dos compostos isoprendides, intermediarios da biossintese de colesterol
e envolvidos na sinalizagao e proliferagao celular (Vaughan et al., 2000). Portanto,
a inibicao da HMG-CoA redutase pelas vastatinas também reduz as concentragdes
intracelulares de isoprencides e conseglientemente promove agéo antiinflamatoria
e antiproliferativa caracterizando alguns dos efeitos pleiotropicos atribuidos as
vastatinas (Hoffman, et al., 2001; LaRosa, 2001). As vastatinas tém acgao anti-
agregante plaquetaria, possivelmente decorrente da diminuigdo da produgdo de
tromboxane A,. Essa agéo pleiotrépica tem sido associada a estabilizagdo da placa
de ateroma formada, pois também ¢ atribuida s vastatinas o reestabelecimento do
equilibrio entre os sistema fibrinolitico e da coagulagdo (Vaughan et al, 2000;
Ambrosi et al., 2003).






e Drobnik, 2003). A rosuvastatina, recentemente aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA), ja é comercializada no Brasil, compondo, assim, mais um
farmaco no arsenal terapéutico. A pitavastatina, por sua vez, se encontra em fase
II e III de estudos farmacodindmicos e toxicologicos na Europa e no Japdo
(Iglesias e Diez, 2003).

VASTATINAS NATURAIS
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Figura 2. Estrutura quimica das vastatinas naturais e sintéticas. Adaptado de Christians e cols.
(1998) e Iglesias e Diez (2003).
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As vastatinas diferem entre si pela potencia para a obten¢do de uma mesma
acgao farmacolégica (Schmitz e Drobnik, 2003; Grundy, 2001). A equivaléncia entre
as doses das vastatinas, observada pela mesma porcentagem de redugdo na

concentragio sérica do LDL-C, € de 10 mg de atorvastatina, 20 mg de sinvastatina,
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40 mg de lovastatina, 80 mg de fluvastatina e 0,4 mg de cerivastatina. A maior
eficacia terapéutica, representada pela redugdo do LDL-C de 65%, é obtida com 80
mg/dia de rosuvastatina (Iglesias e Diez, 2003). A rosuvastatina apresenta maior
eficacia do que a atorvastatina nas mesmas doses (Olsson et al., 2002; Davidson
et al., 2002) e a pitavastatina aparentemente apresenta eficacia semelthante a da
atorvastatina (lglesias e Diez, 2003).

As vastatinas, geralmente, s3o muito bem toleradas e bem aceitas pelos
pacientes. Os efeitos adversos mais comumente associados a esses
farmacoterapicos sdo a toxicidade muscular (mialgia ou miopatia) e hepatica
(Jacobson, 2001). O risco de miopatia € aumentado quando ha associagdo das
vastatinas com outros medicamentos, como os fibratos, ¢ acido nicotinico ou a
ciclosporina (Vaughan et al, 2000). Outros efeitos adversos como disturbios
gastrointestinais (flatuléncia, constipagao e dispepsia), dores de cabeca e insdnia

também tem sido relatados durante a terapia com vastatinas (Malinowski, 1998).

1.3. Fatores que influenciam a resposta farmacologica

Os fatores que modificam a biodisponibilidade dos farmacos, tais como as
taxas de absorgdo, distribuigdo, metabolizagdo e eliminagdo, podem afetar de
forma significativa a resposta farmacoldgica, por alteragdo da concentragdo
plasmatica ou da eficacia do composto farmacoiogicamente ativo (Brinckmann e
Eichelbaum, 2001; Hoffman et al., 2001).

A metabolizagdo de farmacos é dependente de agdo enzimatica e &
subdividida em trés fases. Na fase |, participam as isocenzimas do citocromo P450
(CYP) que s3o responsaveis por reagdes de oxidagao dos xenobioticos. Na fase II,
estdo envolvidas as transferases que adicionam um grupamento quimico a
estrutura dos xenobidticos. As enzimas envolvidas nessas duas fases transformam
os xenobidticos em metabolitos mais hidrossoldveis, facilitando, assim, sua
eliminacao (Lennernas, 2003). Na fase lII, participam as proteinas do sistema de
eliminacéo e efluxo de xenobiéticos naturais ou biotransfromados. As proteinas da

familia ATP Binding Cassete (ABC) sdo importantes representantes desta classe

11



de proteinas (Lennernas, 2003). Os xenobiétiocos podem ser biotransformados por
uma ou mais fases de metabolizagao (Lennernas, 2003).

A compreensdo da biotransformagido dos farmacos apresenta grande
relevancia nos estudos farmacocinéticos, em especial quando associada aos
estudos de eficacia e seguranga terapétuica, o que permite adequar as doses e os
esquemas de administracdo (Lennernas, 2003). E bem conhecido que diferencas
na taxa de biotransformagédo de um dado farmaco pode variar entre individuos. Nos
metabolizadores lentos, a maior concentragdo plasmatica do farmaco pode levar a
efeitos adversos graves. Ja nos metabolizadores rapidos, a menor concentracao
plasmatica pode resultar na ineficacia da terapia (Steimer e Potter, 2002).

Embora as vastatinas sejam os farmacos hipocolesterolemiantes mais
eficientes, a resposta farmacologica apresenta variagdes significantes entre os
individuos. Em pacientes tratados com vastatinas em que ndo sdo atingidos os
alvos de reducdo de LDL-C considerados eficazes e seguros, é administrado o
dobro da dose inicial que resulta em redugao adicional de LDL-C sérico de 5 a 7%.
Para esses pacientes também é utilizada, com freqiiéncia, associacdo de
hipocolesterolemiantes de classes diferentes (Kastelein, 2003). Essas condutas,
apesar de muito eficientes, aumentam a probabilidade da ocorréncia de efeitos
adversos ou toxicos por alterarem a cinética de metabolizagdo dos farmacos
(Iglesias e Diez, 2003; Brorhholt-Petersen et al,, 2001). Atualmente, ja existem
algumas alternativas no arsenal farmacoterapico, como a rosuvastatina que
apresenta eficacia terapéutica maior do que a da atorvastastina e o ezetimibe gque
tem sido utilizado com seguranga em associagdo com vastatinas (Davidson, 2003).

As vastatinas sdo metabolizadas por isoenzimas do citocromo P450, com
excec¢do da pravastatina que sofre agdo de enzimas de fase II (sulfotransferase e
glutationa-S-transferase) gerando metabolitos sulfatados e glicuronidados
(Christinas et al., 1998). As vias de biotransformagéo hepatica das vastatinas
podem ser observadas na figura 3. Dentre essas enzimas, a CYP3A4 é a principal
metabolizadora das vastatinas hidroxi-acidas (atorvastatina, cerivastatina,
sinvastatina e lovastatina). A fluvastatina, por outro lado, € principlamente

metabolizada pela CYP2C9. A rosuvastatina é metabolizada pelas enzimas
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farmacocinética das vastatinas (Prueksaritanont et a/., 2002; Schmitz e Drobnik,
2003; Mallinowski, 1998).

Os metabélitos das vastatinas gerados pela agdo das enzimas de
biotransformagéo de fases I e II podem ser eliminados através de transportadores
de membrana da familia ABC, localizados na regiao apical dos canaliculos biliares
e basolateral dos hepatécitos (Schmitz e Drobnik, 2003; Siest et al., 2003).

Os transportadores ABC sao agrupados em sete sub-familias de proteinas,
denominadas ABC1, MDR/TAP, MRP/CFTR, ALD, OABP, GCN20 e White
(http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm), que apresentam alto grau de similaridade
de suas seqiiéncias de aminoacidos (Dean et al, 2001; Oram e Lawn, 2001;
Schwab et al, 2003). As proteinas da familia ABC promovem o efluxo de
xenobidticos e substancias enddgenas utilizando a hidrélise do ATP para bombear
estas substancias contra um gradiente de concentragido (Ambudkar et al., 1999).

A eliminagdo das vastatinas biotransformadas peias CYP3A4 para os
canaliculos biliares € mediada pela glicoproteina P (GPP), enquanto que os
produtos de conjugacao, gerados por enzimas de fase II, sdo eliminados pela muit
drug related protein 2 (MRP2) (Figura 3). Além disso, os intermediarios
glicuronidados podem ser eliminados, em menor extenséo, para 0 plasma através
de transportadores de membrana basolateral, em especial a mult drug related
protein 1 (MRP1) (Schmitz e Drobnik, 2003).

A atorvastatina, apés absorgdo intestinal, é transportada ao hepatdcito
através de um- transportador de membrana de &nions organicos, denominado
OATP2 (Lennernas, 2003) (Figura 3). No hepatécito, a principal via de
metabolizagdo da atorvastatina é oxidagao promovida pela CYP3A4 e, em menor
extensdo, a glicuronidagdo pela UGT (Lennernas, 2003). Os produtos de
biotransformagao da atorvastatina podem ser eliminados pela GPP e MRP2 para
os canaliculos biliares (Lennernas, 2003). A via de elimingdo renal, de menor
importancia, esta associada ao transportador de membrana MRP1 (Schimitz e
Drobnik, 2003). Como a eficAcia terapéutica esta associada a concentragao sérica
do composto farmacologicamente ativo, a atividade dos transportadores de
membrana, envolvidos com a cinética de metabolizagdo da atorvastatina, é
relevante na avaliagao da resposta terapéutica.

14



1.4. Genes envolvidos na resposta terapéutica

A variagdo da resposta farmacoldgica entre os individuos tem varios
determinantes que podem ter origem fisiologica (sexo, idade, IMC), fisiopatoldgica
(fungbes renal, hepatica, cardiovascular, pulmonar, entre outras), genética
(proteinas de absorgdo e de transporte plasmatico, enzimas metabolizadoras de
farmacos, transportadores de membrana, entre outras) ou ambiental (fumo, dieta,
alcool, poluentes e outros) (Meisel et al., 2000).

No caso dos agentes hipocolesterolemiantes variantes de genes envolvidos
com o metabolismo lipidico ou com a absor¢do, metabolizagdo e eliminagao dos
farmacos tém sido associados com a variabilidade na resposta farmacolégica
(Maitland-van der Zee et al., 2002; Dornbrook-Lavender e Pieper, 2003).

Varios estudos mostraram que alteragbes em genes envolvidos no
metabolismo lipidico (APOB, APOE, RLDL entre outros) tém importante efeito na
resposta farmacolégica de vastatinas (Salazar, 1999; Guzman et al, 2000;
Brorholit-Petersen, 2001; Brinkmann e Eichelbaum, 2001; Hoffmann et al., 2001,
Schmitz e Drobnik, 2003; Siest et al., 2003; Gerdes et al., 2001). AlteragGes no
gene RLDL, por exemplo, podem apresentar como conseqiiéncia redugéo da
expressdo de RLDL nos hepatocitos ou expressdo de receptores defeituosos, que
prejudicam a captagdo e a interiorizardo das particulas de LDL (Marks, et al.,
2003). A eficacia terapéutica das vastatinas é dependente do tipo de mutagao
presente no gene RLDL, como descrito por Brorholt-Petersen e cols. {2001).

Os estudos de genes envolvidos na metabolizagdo de farmacos tém
mostrado que variantes do gene da CYP3A4 estio associados com variabilidade
na resposta a atorvastatina (Cavalli, 2003; Kajinami, et al., 2004a).

Variantes genéticas de transportadores ABC, entre os quais estdo a GPP e
a MRP1, tém sido associadas com a resposta terapéutica de quimioterapicos,
cardioténicos, antivirais, antibiétiocos entre outros (Kerb et al., 2001; Sakaeda et
al., 2002; Morya et al., 2002; Hoffmeyer et al., 2000; Schmitz e Drobnik, 2003; Lin e
Yamazaki, 2003; Marzolini et al., 2004), além de estar envolvidas no metabotismo
endogeno de lipideos e outros metabdlitos (Efferth, 2001; Borst e Elferink, 2002).

A GPP ¢é um transportador ABC com massa molecular de 160 kDa,

composta por dois dominios transmembrana que sdo sub-divididos em 6 sub-
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dominios responsaveis pela afinidade a diferentes substratos (Figura 4). A GPP
apresenta também em sua estrutura dois dominios intracelulares de ligagdo ao
ATP, responsaveis pela producdo de energia para mediar o efluxo celular
(Ambudkar et al., 1999).

A GPP é codificada pelo gene MDR1 (cromossomo 7q31) (Cole et al., 1992)
~le contem 28 éxons e uma regido promotora (Figura 4), nos quais ja foram
identificados 29 polimorfismos (Marzolini et al., 2004; Sakaeda, et a/, 2002).

Figura 4. Representagdo esquematica do gene MDR1, (P: regido promotora) e da proteina GPP,
(dois dominios transmembrana com 6 sub-dominios e dois dominios intracelulares de ligagéo ao
ATP) (Adaptado de Kerb et al., 2001).

A GPP é expressa em tecidos com fun¢gdo excretéria (figado, rins e
intestinos) e protetora, como as barreiras hemato-encefalica, placentaria, testicular
e ovariana (Marzolini et al.,, 2004; Schinkel e Jonker, 2003; Sun et al,, 2003;). A
GPP transporta um largo espectro de compostos, estruturalmente nao
relacionados, para fora das células impedindo, assim, o acumulo de compostos
téxicos nos tecidos (Ambudkar et al.,1999; Cascorbi, et al., 2001).

A GPP é considerada um fator importante na eliminagdo de farmacos que
sa0 metabolizados pela CYP3A4 (Corsini et al., 1999). Algumas vastatinas que sao
metabolizadas pela CYP3A4, como a atorvastatina, lovastatina e, 'm menor grau,
a pravastatina, sofrem a¢ao da GPP no processo de eliminagao biliar (Corsini ei [,
1999; Lennernans, 2003).

A GPP tem também outras fungdes metabélicas importantes, cc
captacdo de colesterol da dieta pelos entercitos (Tessner e Stenson, ~00)
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regulagao do transporte de colesterol da membrana citoplasmatica ao reticulo
endoplasmatico (Field et al., 1998; Tessner e Stenson, 2000). O aumento de
expressdo da GPP foi associado ao acumulo de colesterol intracelular em células
de cultura de enterocito e em lesGes ateroscleréticas (Field et al., 1998; Batetta et
al., 1999).

Alguns estudos demonstraram que o aumento da expressdo do gene MDR1
esta associado com resisténcia aos efeitos de varios farmacos que sofrem agao de
efluxo celular pela GPP (Ambudkar et al., 1999). Alteracbes em regides
regulatdrias (promotoras ou de enhancers) do gene MDR1 podem afetar a taxa e a
eficacia do processamento do pré-mRNA levando a variagées na expressdo da
proteina GPP (Hoffmeyer et al, 2000; Sakaeda, et al, 2002). Variagées na
expressdo da proteina GPP também estdo associadas com diferentes
polimorfismos no gene MDR1 (Mickley et al, 1998; Hoffmeyer et al., 2000; Kim et
al, 2001; Nakamura et al, 2002; Sakaeda, et al, 2002).

Polimorfismos do gene MDR7 tém sido associados a variagdo na
concentragao intracelular e na biodisponibilidade de varios farmacos, modificando a
resposta farmacoldgica e tendo implicagbes potenciais de risco para varias
doengas (Kerb et al., 2001; Marzolini et al., 2004).

Foi observado que o polimorfismo C3435T (éxon 26) do gene MDR1 esta
relacionado com variagdo na express&o intestinal e atividade in vivo da GPP
(Hoffmeyer et al., 2000; Nakamura et al, 2002). Portanto, o polimorfismo MDR1
C3435T pode ter um papel funcional na biodisponibilidade de varios farmacos que
sofrem agédo da GPP, apesar deste polimorfismo ser silencioso, ou seja, ndo alterar
a seqiéncia de aminoacidos da estrutura da proteina (Cascorbi et al., 2001; Kerb
et al., 2001).

Em alguns estudos, foi observado que a freqliéncia do alelo raro T do
polimorfismo C3435T do gene MDR1 é maior em individuos brancos e asiaticos do
que em individuos de origem africana (Ameyaw et al., 2001; Schaeffeler et al,
2001: Cascorbi et al., 2002; Nakamura et al, 2002; Bernal et al., 2003).

Duas outras variantes comuns localizadas no codon 893 (éxon 26) do gene
MDR1, Ala8938ér (G2677T) e Ala893Treo (G2677A), também foram associadas a

variagGes na concentragéo intraceiular de digoxina em células NIH-3T3 (Kim et al.,
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2001) e a alteragbes da resposta farmacologica (Hoffmeyer et al, 2000). A
substituicdo de aminoacidos dessas variantes se encontra no segundo dominio
transmembrana da proteina GPP, sitio responsavel pela afinidade aos substratos
da proteina (Kerb et al., 2001; Ambudkar et al., 1999).

Foi observado que a variante G2677T tem maior freqiiéncia que a variante
G2677A, em individuos brancos (Cascorbi et al., 2001; Kim et al., 2001; Fromm,
2002; Moriya et al, 2002; Sakaeda et al, 2002). Além disso, os haplétipos formados
pelos polimorfismos C3435T e o G2677A/T parecem ter efeito importante na
expressdo da proteina GPP em estudos clinicos, modificando a resposta
farmacologica a digoxina e a ciclosporina (Chowbay et al., 2003; Johne et al.,
2002). Foi mostrado que os haplotipos formados pelos polimorfismos C3435T e
G2677T/A também apresentaram efeito sobre a resposta ao tratamento com
atorvastatina em pacientes do sexo feminino (Kajinami et al., 2004b).

A MRP1 é um trasportador ABC codificado peio gene MRP1, localizado no
cromossomo 16p13.1 (Cole et al., 1992). O gene MRP17 é composto por 31 éxons e
30 introns (Figura 5) nos quais ja foram identificados mais de 16 polimorfismos
(Grant et al., 1997; Ito et al., 2001).

A MRP1 tem massa molecular de 190 kDa e apresenta trés dominios
transmembrana (Figura 6), gue determinam a afinidade da proteina a diferentes
substratos, e dois dominios intracelulares de ligagdo ac ATP responsaveis pela
produgdo de energia para efluxo dos substratos (Hipfner et al., 1999). Os dominios
transmembrana (MSD1, MSD2 e MSD3) sdo compostos de cinco, seis e quatro
segmentos transmembrana, respectivamente. Os dois dominios intracelulares de
ligagdo ao ATP sdo denominados NBD1 e NBD2 e estdo localizados entre os
dominios MSD2 e MSD3 e apos o dominio MSD3, respectivamente (Hipfner et al.,
1999; Borst, et al., 1999).

A MRP1 & responsavel pelo efluxo de vérios compostos enddgenos
(bilirrubina, sais biliares, estrégenos, leucotrienos, prostaglandinas e outros) e de
farmacos conjugados com glutationa ou outros &nions organicos, Como o
glicuronato ou sulfato (Hipfner et al., 1999; Dean et al., 2001; Kerb et al., 2001). A
MRP1 também pode estar envolvida na eliminagéo dos produtos de metabolizagdo

de algumas vastatinas, como a atorvastatina ou a pravastina, que sofrem
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hidroxilagdo pela CYP3A4 e conjugagdo posterior com glicuronato ou com
glutationa (Malinowski, 1998; Christians et al, 1998; Jacobsen et al., 2000;
Prueksaritanont et al., 2002; Prueksaritanont, 2001 ).

MSD1 MSD2
MRP mRNA I.‘ %I
I tl 1
[LILL LLI LA L Tt ry 11T mwi I U
1 2345 67 89101112 1314 I51617 1819 20 21 22 23 242526272829 30 31
Gene MRP 10kb

—
Figura 5. Representagdo do gene MRPT com 31 éxons e seu respectivo RNAm que codifica as

diversas regides da proteina MRP1. MSD1, MSD2 e MSD3: dominios transmembrana; A e B:
regides Walker A e B dos dominios de ligagdo ac ATP. Adaptado de Grant et al., 1997.
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Figura 6. Representagao da proteina MRP1 que apresenta trés dominios transmembrana (MSD1,
MSD2 e MSD3) e dois dominios citoplasmaticos de ligagao ao ATP (NBD1 e NBD2). Adaptado de
Hipfner et al., 1999,
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A superexpressdo dc gene MRP1 tem sido associada ao fenotipo da
resisténcia multifarmacos em diferentes linhagens celulares e em diferentes tipos
de tumor por modular a taxa de sintese da proteina (Hipfner et al., 1999). Variantes
geneticas do MRP1 tém sido associadas a varigoes na expressdo do RNAm, assim
como, com a diminuicio da atividade de transporte da proteina (Gao et al., 2000;
Szakacs et al., 2000).

Entre os polimorfismos do gene MRP1, alguns ocorrem em sitios de
clivagem de ATP ou em dominios de interagdo da proteina MRP1 com substratos
(Ito et al, 2001; Morya et al, 2002). O polimorfismo G2012T (éxon 16) que resulta
na substituicdo Gli671Val no NBD1 da proteina foi associado com diminuicdo da
expressdao do RNAm em linfocitos do sangue periférico (Conrad et ai., 2001).
Outros polimorfismos estao associados com processamento do RNAm incorreto do
gene MRP1 que leva a produgéo de proteina MRP1 modificada, muitas vezes sem
atividade, enquanto outros podem afetar a expressdo de RNAm do gene MRP{
(Conrad et al, 2001). Essas alteragdes levam a perda total ou parcial de atividade
da proteina MPR1 que poderia interferir no efluxo de farmacos conjugados com
glicuronato, como a atorvastatina.

Com base nessas informagbes, variantes dos genes MDR1 e MRP1
associadas com alteragdes na expressado génica podem afetar a biodisponibilidade
da atorvastaina e conseqUentemehte modificar a sua reposta farmacolagica.

A avaliagdo de polimorfismos dos genes MDR1 e MRP1 sobre a expresséo
génica e o perfil lipidico sérico podem fornecer informagdes importantes sobre a
variabilidade genética da resposta terapéutica a atorvastatina. Esse conhecimento
pode ser futuramente empregado no estabelecimento de marcadores geneticos
uteis na individualizagdo da dose e no monitoramento terapéutico de pacientes

hipercolesterolémicos tratados com atorvastatina.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos de polimorfismos de genes MDR71 e MRP1 sobre a
expressdo geénica e resposta terapéutica em individuos hipercolesterolémicos
tratados com atorvastatina.

4.2, Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos dos polimorfismos dos genes MDR1 e MRP1 sobre a expressao
do RNAmM em células mononucleares do sangue periférico de individuos

hipercolesterolémicos, antes e apos tratamento com atorvastatina.

e Analisar os efeitos dos polimorfismos dos genes MDR1 e MRP1 sobre as
concentragdes séricas de lipideos de individuos hipercolesterolémicos, antes e

apés o tratamento com atorvastatina.
e Avaliar o efeito da atorvastatina sobre a expressdao do RNAm dos genes MDR1 e

MRP1 em células mononucleares do sangue periférico de individuos

hipercolesterolémicos.
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3. Material e Métodos

3.1. Casuistica

Foram estudados 76 individuos com hipercolesterolemia primaria
diagnosticada de acordo com os critérios do 3°. Consenso Brasileiro sobre
Dislipidemias (Diretrizes Brasileiras..., 2001), tratados com atorvastatina por quatro
semanas.

Foram incluidos no estudo pacientes de ambos os sexos, com idade entre
30 e 75 anos, apresentando concentragdes séricas de colesterol total superiores a
200 mg/dL, de LDL-C superiores a 160 mg/dL e de triacilgliceréis inferiores a 350
mg/dL. N&o foram incluidos no estudo: individuos com hipotiroidismo identificado
através de critérios clinicos e de determinagéo sérica de horménio estimulante da
tiredide (TSH) (valor de referéncia 0,4 a 5,5 pUl/mL), diabete melito (glicemia de
jejum acima de 120 mg/dL), mulheres em uso de contraceptivos orais e mulheres
gravidas.

Os pacientes foram selecionados por médicos da Segédo de Lipoproteinas do
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia de Sdo Paulo, de acordo com os critérios
de inclusdo e exclusdo, acima descritos. Os pacientes selecionados foram
informados sobre o protocolo do estudo, e somente participaram 0s que aceitaram
o convite de participagdo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Informado (Anexo 1).

O protocolo terapéutico consistiu de periodo sem medicagdo e com dieta
orientada por 4 semanas. Apos esse periodo, foram administradas 10 mg de
atorvastatina, em dose Unica diaria, via oral, por 4 semanas.

O protocolo de estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia de S&o Paulo e da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (Anexos 2 e 3).

Os pacientes hipercolesterolémicos incluidos no estudo foram
caracterizados segundo critérios antropométricos e clinico-laboratoriais e esses

dados podem ser observados na tabela 1.
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Tabela 1: Caracterizagéo da amostra estudada segundo parametros

antropometricos e avaliagdo clinico-laboratorial:

Sexo
Masculino 25 (33%)
Feminino 51 (67%)
Menopausa 46 (92%)
Idade
<50 anos 13 (17%)
50-59 anos 24 (31%)
60-69 anos 21 (28%)
270 anos 18 (24%)
Etnia
negros 22 (29%)
brancos 54 (71%)
Tabagismo
fumante 10 (13%)
Ex-fumante 25 (34%)
Nao fumante 41 (53%)
Obesidade

IMC (Kg/cm?)

<25 24 (32%)

25-29 - 26 (36%)

230 - 24(32%)
Hipertensio 51 (687%)
CK ‘ 52+ 30
ALT 20+£9
TSH 1,88+ 1,56

IMC: indice de massa corporea; PAS: pressao artenal sistdlica; PAD: pressao arterial giastolica; CK: creatino quinase;
ALT: alanina aminotransferase; TSH: hormonio estimulante da tiredide; HDL-C: colesterol de HDL: LDL-C: cofesterol

de LDL; VLDL-c: colesterol de VLDL; apo Al: apolipoproteina Al ; apo B: apolipoproteina B.

Pode ser observado que os pacientes estudados eram em sua maioria
mulheres, representande uma proporgdo de 2 mulheres:1 homem. Como a faixa
etaria dos pacientes se situa principaimente entre os 50 a 69 anos (59%) observa-
se que a proporgdc de mulheres menopausadas estudadas foi de 92%. Os
pacientes estudados eram em sua maioria de etnia branca (71%).
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Dos pacientes estudados, 53% se declararam ndo fumantes e 34% se
declararam ex-fumantes, sendo que os 13% restantes eram fumantes.

Através dos dados da tabela quando se avalia a obesidade através do indice
de massa corpédrea (IMC), 32% dos pacientes sdo obesos e 36% encontram-se
dentro da faixa de sobrepeso.

Observa-se também, que 67% dos pacientes foram classsificados como
hipertensos. A hipertensdo ndo foi utilizada como critério de exclusdo e os
pacientes conhecidamente hipertensos foram mantidos sob terapia anti-
hipertensiva. O esquema terapéutico foi especifico para cada paciente e os
medicamentos anti-hipertensivos utilizados foram: diuréticos (furosemida),
diuréticos tiazidicos (hidroclorotiazida, clortalidona), diuréticos poupadores de
potassio (espironolactona, amilorida), bloqueadores do canal de céicio (nifedipina,
amlodipina, verapamil, diltiazen), beta-bloqueadores seletivos (atenolol) e n&o
seletivos (propanolol) vasodilatadores (hidralazina, minoxidil), antagonistas da
enzima de conversdo da angiotensina (enalapril, captopril), bloqueadores de
receptores da angiotensina (ibesartam, losartam) bloqueadores centrais (alfa-
metildopa).

Através dos dados laboratoriais podemos verificar que o0s pacientes
estudados n&do apresentaram diabete melito ou hipotireoidismo, segundo as
determinagdes de glicemia e de TSH. As determinagdes séricas de alanina
aminotransferase (ALT) e creatina quinase (CK) foram utilizadas como parametros
de monitorizagdo de eventuais efeitos adversos pelo uso de atorvastatina nao se

caracterizando como critérios de exclusao.
3.2. Amostras bioldgicas

Durante o estudo, os pacientes foram submetidos a duas coletas de sangue
(12 a 14 horas de jejum), sendo a primeira apés o periodo sem medicag¢ac e a
segunda apds o tratamento com atorvastatina.

Na primeira coleta, foram obtidas duas amostras de sangue com K;EDTA (1
mg/mL), sendo uma de 10 mL para extragdo de RNA total e a outra de 5 mL para

extragdo de DNA gendmico. Foi coletada também uma amostra de 5 mL sem
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anticoagulante para obtencdo de soro. No soro, as concentrages séricas de
lipideos, apolipoproteinas Al (apoAl) e B (apoB), ALT e CK foram determinadas
para avaliagao do estado basal dos pacientes.

Na segunda coleta, foi obtida uma amostra de 10 mL de sangue com
KsEDTA (1mg/mL) para a extracdo de RNA total e uma amostra de 5 mL sem
anticoagulante para obtengdo de soro, no qual foram determinados os lipideos e
apolipoproteinas para a monitorizagio da resposta terapéutica, e ALT e CK para
avaliagdo de efeitos adversos.

3.3. Métodos
3.3.1. Determinagées bioquimicas e hormonais

As concentragdes séricas de colesterol total, HDL-C e triacilgliceréis foram
determinadas por método enzimatico-colorimétrico (Siedel et al., 1993; Sugiuchi, et
al., 1995). As concentragbes séricas de VLDL-C e LDL-C foram calculadas
segundo a férmula de Friedwald (Friedwald, 1972).

As determinagdes ALT e CK foram realizadas por métodos cinéticos no UV
(Wroblewski e LaDue, 1956; Karmen, 1955; Horder et al, 1991). A glicemia foi
determinada pelo método enzimatico colorimétrico (Trinder, 1969).

As determinagées de apo Al e de apo B foram realizadas por métodos
imunoturbidimétricos (Karl e Engel, 1991; Rifai e King, 1986). Todas essas
determinagdes foram realizadas utilizando kits da Roche Diagnoéstica (Mannheim,
Alemanha), em analisador automatico, Hitachi 912 (Roche Diagnostics,
F.Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland).

O controle de qualidade das determinagbes séricas foi realizado pela
determinagdo concomitante de soros controle normal e patologico comerciais da
Roche Diagnéstica (Mannheim, Alemanha).

A determinagdo de TSH foi realizada por imunoensaio através de método
imunométrico (Babson, 1991) utilizando analisador automatico Immulite (DPC, Los

Angeles-EUA) com sistema de detecgdo por quimioluminescéncia.
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3.3.2. Extragao e avaliagdo do DNA genémico

O DNA gen6mico foi extraido a partir de sangue total pelo método de
precipitagdo salina modificado em nosso iaboratorio (SALAZAR et al., 1998). As
amostras de sangue foram submetidas a lise celular com 900 pL do tampao Tris-1
(Tris-HCl a 10 mM pH 8,0, KCl a 10 mM, MgCl2 a 10 mM, EDTA a 2 mM pH 8,0)
contendo Triton X-100 a 2,5%. Apds centrifugacdo, os nlcleos celulares foram
lisados com 220 pl do tampao Tris-2 (Tris-HCl a 10 mM pH 8,0, KCl a 10 mM,
MgCl; a 10 mM, EDTA a 2 mM pH 8,0, NaCl a 400 mM) contendo SDS a 1%. As
proteinas foram removidas por precipitagdo salina com 100 pL de NaCi 5 M. O
DNA presente no sobrenadante foi isolado e purificado por precipitagio etandlica e
finalmente, ressuspendido em 100 pL do tampédo TE (Tris-HCl a 10 mM e EDTA a
1mM, pH 8,0) e mantido a -20°C.

A integridade das amostras de DNA foi avaliada por separagido
eletroforética em gel de agarose a 0,8% em tampdo TBE (Tris-HCI a 90 mM, acido
bérico a 90 mM e EDTA a 2,0 mM, pH 8,0) em cuba de eletroforese submersa
(Gibco BRL, Life Technologies inc. Gaithersburg, MD, EUA), aplicando-se 5 pL de
DNA e 1uL de tampdoc de amostra de DNA (azul de bromofenol a 0,25%,
xilenocianol FF a 0,25% e glicerol a 30%) (Sambrook et al., 2001a). A separagao
eletroforética foi realizada a 100V, por 30 min, utilizando fonte modelo EPS 200
(Pharmacia LKB, Uppsala, Suécia). Posteriormente, as bandas foram visualizadas
sob luz UV apds coloragdo do gel com brometo de etidio (0,5 mg/mL) utilizando
como referéncia um marcador de tamanho molecular de DNA de 100 bp
(Sambrook et al., 2001b). A fotodocumentagdo do gel foi realizada por em sistema
de captura de imagem Chemilmager™ 4400 (v5.5) parte integrante do sistema de
digitalizagdo de imagens Multiimage™ Light Cabinet (Alphainnotech, San
Leandro/CA, EUA), composto de uma camera digital de 8 bits acoplada a uma

camara escura.
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A quantificagdo do DNA foi feita em espectrofotémetro Beckman DU 640

(Fullerton, CA, EUA) a 260nm, e a pureza do DNA determinada pela relagdo
Azso/Azao (Sambrook et al., 2001b)

3.3.3. Analise dos polimorfismos genéticos

Os polimorfismos G2677T/A (exon 21) e C3435T (exon 26) do gene MDR1 e
o polimorfismo G2012T (exon 16) do gene MRPT foram analisados por
amplificagdo do DNA gendmico por reagdo em cadeia pela polimerase (PCR)
seguida de restricdo enzimatica (RFLP). Os iniciadores foram desenhados
utilizando-se o programa Primer Premier v.5.0 (Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA) com base na segiiéncia de dados disponivel no Gene Bank (MDR1: nimero
de acesso M14758; MRP1: numero de acesso L05628), exceto os iniciadores anti-
sense, utilizados na reagdo de PCR-RFLP dos polimorfismos do gene MDR17, que
foram os descritos por Cascorbi (Cascorbi et al., 2001). Os iniciadores utilizados
estdo descritos na tabela 2.

Foram avaliadas as condigées da PCR variando-se: a quantidade de DNA, a
quantidade da enzima DNA polimerase, a temperatura de hibridagdo (em gradiente
de temperatura) e o numero de ciclos (necessarios para a amplificagdo dos
produtos que devem ser detectados na fase exponencial da cinética de reagao)
(McPherson e Molier, 2000). Na reacdo de PCR, foram utilizados 50-200 ng de
DNA genémico, 10 pmol dos iniciadores (Invitrogen, Sac Paulo/SP, Brasil), 0,2
mmol/L de dNTPs (Amersham Biosciences, Piscataway/NJ, EUA), 0,5-1,0 U de
Tag DNA polimerase (Biotools, Madri, Espanha) e tamp&do de PCR [(75 mM Tris-
HCI (pH 9,0), 50 mM de KCI, 20 mM (NH4);SQs, 2 mmol/L de MgClz)], em um
volume total de 50 uL. A reagdo de amplificagdo consistiu de uma etapa de
desnaturagao inicial 4 98°C por 3 min; seguida de 30-35 ciclos de amplificagdo com
etapa de desnaturagéo a 94°C por 1-2 min, hibridagado a 55-70°C por 2 min e etapa
de extensdo & 72°C por 2 min; e extensdo final & 72°C por 10 min. A reagédo de
PCR foi realizada em termociclador PTC-200 (M&J Research, Watertown/MA,
EUA).
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Tabela 2. Iniciadores utilizados nas reagées de PCR-RFLP e de RT-PCR

Gene Alelo  éxon Iniciador sense Iniciador anti-sense  Frag®
MDR1 2677G 21  5’-ugttttgcaggctataggttce-3° 5'-atttagtttgactcaccttcce-3° 231
MDR1 2677A 21  5’-ugttttgcapgetataggtice-3° 5°-atttagtttgactcaccttcec-3"" 231
MDR1 3435T 26  5’-tccttaatctcacagtaacttggea-3' 5'-atgaagpcatgtatgtiggeet-3° 302
MDR1 Expressdo 21-24 5'-agaaggtgctgggaagatcgetact-3° 5'- ¢ctectgactatgecaaagecaa-3' 314°
MRP1 2012G 16  5'-tgaactcagcagtagaaatggaaggaatgt-3’ S’-gcccaccacggccaccaaaga-3® 2189
MRP1 Expressdo 25-29 5'-gecgtggagaggctcaaggagtatt-3' S'-caggaccctgtittgtittegggn-3° 3649
GAPDH Expressdo 2-3  5’-accacagtccatgccatcac-3’ 5' —tacagcaacagggtggtgpa-3' 452°

? tamanho do fragmento (bp).

® Cascorbi et al., 2001

° codigo de acesso M14758 (www.ncbi.nih.nim.gov/Entrez)
¢ codigo de acesso LO5628 (www.ncbi.nih.nlm.gov/Entrez)
® Tokunaga et al., 1997

Os produtos de PCR gerados foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1% em TBE em cuba de eletroforese submersa (Gibco BRL, Life
Technologies Inc. Gaithersburg, MD, EUA), aplicando-se 5 plL. de DNA e 1ul de
tampao de amostra de DNA, utilizando-se como referéncia um marcador de
tamanho molecular de DNA de 100 bp (Sambrook et al, 2001a). A separagao
eletroforética foi realizada a 100V, por 45 min, utilizando-se fonte modelo EPS 200
(Pharmacia LKB, Uppsala, Suécia). Posteriormente, as bandas foram visualizadas
sob luz UV, apds coloragdo do gel com brometo de etidio (0,5 mg/mL) {Sambrook
et al, 2001a) e fotodocumentadas em sistema de captura de imagem
Chemiimager™ 4400 (v5.5) (Alphalnnotech, San Leandro/CA, EUA).

Para a genotipagem do polimorfismo G2677T/A do gene MDRT foram

necessarias duas reagbes de restricdo enzimatica a partir de um unico produto de
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Figura 8: Estratégia da reagio de restrigdo, utilizando-se a enzima Rsal, para a identificagio do
alelo 2677A do gene MDR1.

Para a genotipagem do polimorfismo C3435T do gene MDR1 foi utilizada a
enzima de restricdo Mbol que reconhece e digere o produto de PCR que ¢ol..2m o
alelo 3435C. Na figura 9 esta representada a estratégia da reagdo de restri,..0
utilizada para a genotipagem do polimorfismo C3435T do gene MDR1.

Na reagdo de restricdo enzimatica, foram pipetados 8,5 pL do produto de
PCR, 1 U da enzima Mbol e 1,0 uL de tamp&o da enzima (NaCl a 50m..., Tris-HCl
a 10 mM, EDTA a 0,1mM, DTT a 1 mM, BSA a 200 ng/mL e glicerol a _0%, em pH
7,4), em volume final de 20 pl.









As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram separadas
por gradiente descontinuo de Ficoll-Hypaque densidade especifica de 1,070 g/mL a
temperatura ambiente (Salazar et al., 2000c). Resumidamente, em dois tubos
c6nicos de 15 mL de capacidade, foram adicionados 10 mL de sangue total (EDTA
1mg/mL) diluidos v:v com solugéo de Tris-EDTA (Tris-HCl a 10mM, pH 7,4 e EDTA
a 10mM, pH 8,0) sobre 3 mL de Ficoll-Hypaque, formando um gradiente. O tubo foi
centrifugado a 800 x g, por 30min, & temperatura ambiente. Apds centrifugagéo, o
anel de células mononucleares presente na interface entre as fases superior e
inferior foi recolhido. As céluias obtidas foram lavadas com solugéo de Tris-EDTA
(Tris-HCl a 10mM, pH 7,4 e EDTA a 10mM, pH 8,0) e 0 numero total de células foi
contado em camara de Neubauer.

A CMSP (1 a 10x10° celulas/mL) foram lisadas utilizando-se 1 mL do
reagente TRIZOLR de acordo com o protocolo do fabricante {Gibco BRL,
Invitrogen-Life Technologies, Carlsbad, MD, EUA). As amostras foram
homogeneizadas em agitador de tubos (mod. 251, Fanem, S&o Paulo, Brasil),
seguidas da adicdo de 0,2 mL de cloroférmio, homogeneizagdo e centrifugagdo a
12.000 x g por 15 min, a 4°C em centrifuga refrigerada (5414R, Eppendorff,
Hamburg, Alemanha). O RNA total presente na fase aquosa foi precipitado com
isopropanol gelado, centrifugado a 10.000 x g, por 10 min, a 4°C e lavado com
etanol a 75% (v/v). Em seguida, o RNA foi seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em 100 pL agua esterilizada tratada com dietilpirocarbonato
(DEPC), incubado por 10 min a 56°C, e armazenado a —70°C para posterior
analise.

O RNA total isolado foi quantificado (Azsonm) € foi avaliado o grau de pureza
(Aaso/Azgo) através de espectrofotometria no ultravioleta (UV) em espectrofotdmetro
Beckman DU 640 (Fullerton, CA, EUA) (Sambroook et al., 2001). A integridade do
RNA das amostras foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1,0%
contendo formaldeido a 2,2M e tampdo MOPS [MOPS a 20mM (pH 7,0), acetato
de sodio a 8mM e EDTA a 1mM (pH 8,0)] preparado com agua esterilizada
preparada com DEPC (Sambrook et al., 2001). A 10 uL de RNA total foi adicionado
4,4 uL de tampdo MOPS [MOPS a 100mM (pH 7,0), acetato de sodio a 40 mM e
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EDTA a 5 mM (pH 8,0)], 7,8 uL de formaldeido a 37% e 22 pL de formamida,
incubados a 65°C por 15 min, transferidos para banho de gelo e adicionados 4 pL
de tampdo de amostra de RNA (glicerol a 50%, azul de bromofeno! 0,25%,
xilenocianol FF 0,25% e EDTA 1 mM, pH 8,0), preparado com agua com DEPC. As
amostras de RNA (10 uL) foram separadas por eletroforese a 32V por 40 minutos
utilizando fonte modelo EPS 200 (Pharmacia LKB, Uppsala, Suécia).
Posteriormente, as bandas foram visualizadas sob luz UV, apés coloragao do gel
com brometo de etidio (0,5 mg/mL) (Sambrook et al., 2001) e fotodocumentadas
em sistema de captura e digitalizagdo de imagem utilizando-se o programa
Chemilmager™ 4400 (v5.5) (Alphalnnotech, San Leandro/CA, EUA).

3.3.5. Ensaio de RT-PCR:

A expressao do mRNA dos genes MDR1, MRP1 e gliceraideido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) em CMSP foi quantificada por ensaio de transcrigdo
reversa seguida por PCR (RT-PCR).

As condigdes da reagao de transcrigdo reversa foram avaliadas variando-se
a quantidade inicial de RNA total e a concentragdo da enzima transcriptase. Para a
sintese do cDNA foram realizadas reagdes na presenga 1 a 3 ug de RNA, 200 ng
de oligonucleotideos aleatérios (random hexamers) da Gibco BRL (Life
Technologies Inc. Gathersburg, MD, EUA), 100 a 200 Ui da enzima SuperScriptTM
Il RT RNase H" (Invitrogen-Life Technologies, Gathersburg, MD, EUA). Em tubo de
0,5 mL foram adicionados RNA total, 2uL de oligonucleotideos aleatérios (200ng) e
o volume foi completado para 12 uL com agua esterilizada e tratada com DEPC.
Os tubos foram homogeneizados e incubados a 65°C por 5 min para desnaturagao
do RNA e imediatamente resfriados em banho de gelo. A seguir, foram
acrescentados 8 L de uma mistura contendo a enzima, o tampé&o de enzima (Tris-
HCL a 50 mM, KCla 75 mM, MgCl, a 3 mM), DTTa 10 mMe DNTP a 0,5 mMdee
incubados por 10 min a 25°C, seguidos de 50 min a 42°C e 15 min a 70°C. O cDNA
obtido foi armazenado a —20°C até a realizagdo da PCR.

Para a PCR foram avaliados o volume de cDNA e as condigdes da PCR
individual para cada gene (GAPDH, MDR1 e MRP1), variando-se a temperatura de
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hibridagdo, a concentragédo dos iniciadores e finaimente, o ndmero de ciclos para
detecgdo de produtos na fase exponencial da cinética de reacdo. Apds essa
analise, foram avaliadas as condi¢gdes da PCR-duplex, entre os genes de estudo
(MDR1 e MRP1) e o gene constitutivo GAPDH. Os iniciadores escolhidos usados
para amplificar 0 cDNA dos genes MDR7T e MRP1 (tabela 2) foram desenhados
utilizando-se o programa Primer Premier v 5,0 (Sigma Chemicals Co, St. Louis ,
EUA), com base nas seqiéncias génicas disponiveis no banco de genes do Gene
Bank cédigo de acesso M147558 para o gene MDR1 e LO5628 para o gene
MRP1 (www.ncbi.nim.nig.gov/GeneBank). Para reduzir a interferéncia de

amplificacdo de DNA residual foram desenhados inicadores localizados em
diferentes éxons dos genes MDR71 e MRP1. Os iniciadores para amplificar o gene
GAPDH foram os descritos no trabalho de Tokunaga et al. (1987)

Na reagao de PCR, foram utilizados 1 - 2 uL de cDNA, 10 - 20 pmol dos
iniciadores dos genes MDR7? ou MRP1 e 5 -10 pmol dos iniciadores do gene
GAPDH (Invitrogen, Sao Paulo/SP, Brasil), 0,2 mmol/L de dNTPs (Amersham
Biosciences, Piscataway/NJ, EUA), 1 U de DNA polimerase (Biotools, Madri,
Espanha) e tampao de PCR [(75 mM Tris-HCI (pH 9,0), 50mM de KCI, 20 mM
(NH;)2S04, 2 mmol/L de MgCl,)], em um volume total de 50 uL. A reagao de
amplificagao, para ambos os genes, consistiu de uma etapa de desnaturagéo inicial
a 98°C por 3 min; seguida de 20 - 45 ciclos de amplificacdo com etapa de
desnaturagdo a 94°C por 1 min, hibridagdo a 56 - 62°C por 1 min e etapa de
extensdo a 72°C por 2 min; e extensao final a 72°C por 10 min. A reagéo de PCR
foi realizada em termociclador PTC-200 (M&J Research, Watertown/MA, EUA).

Os produtos de RT-PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose
a 1,5%, adicionando-se 2 L. de tampao de amostra de DNA a 10 pL de produto de
RT-PCR. As amostras, assim preparadas, foram separadas por eletroforese em
tampao TBE por 30 minutos a 100V (Amershan Pharmacia Biotech AB,
Minesota/CA, EUA). Posteriormente, as bandas foram visualizadas sob luz UV,
ap6s coloragao do gel com brometo de etidio (0,5 mg/mL) utilizando-se como
referéncia um marcador de DNA de tamanho molecular de 100 bp (Amershan
Bioscience, Piscataway/NJ, EUA) (Sambrook et al., 2001) e fotodocumentadas em
sistema de digitalizagdo e captura de imagem utilizando-se ©O program
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Chemilmager™ 4400 (v5.5) (Alphalnnotech, San Leandro/CA, EUA). As leituras de
densidade Optica das bandas eletroforéticas foram quantificadas. Para essa
quantificacdo foram determinadas e padronizadas as condigbes de aquisicdo de
imagens, utilizando-se como critério a nitidez da imagem obtida das bandas. Para a
analise densitometrica das bandas, dos produtos de RT-PCR obtidas para os
pacientes, foi fixada a area a ser analisada, que foi possivel devido as condigdes
de aquisi¢do de imagens previamente padronizadas.

3.3.6 Medida semiquantitativa da expressido génica do MDR1 e MRP1

A medida da expressdao do RNAmM de MDR1 e MRP1 foi obtida em valores
relativos (expressao relativa) entre a densidade dptica da banda correspondente ao
produto de amplificagdo do MDR71 ou MRP1 e a densidade éptica da banda
correspondente ao produto de amplificagdo do GAPDH.

O sinal amplificag@o do gene constitutivo GAPDH foi utilizado para o calculo
da expressao relativa, pelo fato do referido gene ser expresso de forma constante e
abundante nas células de mamiferos (Bustin, 2000).

3.3.7. Controle de qualidade das reagdes de PCR-RFLP e RT-PCR:

As amplificagbes realizadas pela técnica de PCR foram monitorizadas
utilizando-se controle de reagentes (tubo no qual sdo adicionados todos os
reagentes para a rea¢ao de amplificagao, exceto a amostra de DNA ou cDNA) em
cada conjunto de reagdes. Também foram repetidas 10% das reagdes de PCR,
aleatoriamente.

Os produtos de PCR-RFLP apresentam em sua seqiéncia um sitio de
reconhecimento da enzima de restricido, denominado sitio constitutivo, que permite
a avaliagdo da atividade enzimatica durante a reagao de restricdo, sendo um
controle util da reagao.

Os ensaios de RT-PCR para cada amostra foram realizados em triplicata.
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3.4. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica utilizando-se o programa
SigmaStat (para Windows v 2.03) (SPSS Inc., Chicago/IL EUA).

Para analise das frequéncias dos gendétipos e dos alelos foi utilizado o teste
de qui-quadrado (x? ou teste exato de Fisher (Rosner, 1986). A relagao entre as
freqiiéncias génicas e genotipicas (Equilibrio de Hardy-Weinberg) foi também
venficada pelo teste de qui-quadrado (Beiguelman, 1995).

Para andlise comparativa dos parametros bioquimicos ou de expressao
génica entre 2 grupos foi utilizado o teste ¢ de Student, e entre 3 ou mais grupos, foi
utiizada a Anadlise de Variancia. Para os parametros que nao apresentaram
distribuigdo normal foi feita transformagédo logaritimica (log+o) e utilizado os testes
acima descritos. O nivel de significancia aceito foi de p < 0,05.
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4. Resultados

4.1. Analise dos dados dos pacientes estudados

Para a analise dos polimorfismos genéticos os pacientes estudados foram
agrupados segundo a etnia, uma vez que 29% dos pacientes eram de etnia negra.

Dentre os individuos de etnia negra, apenas dois eram do sexo masculino,
por outro lado nos individuos de etnia branca, a relagdo foi de 1 homem:1,34
mulher, ou seja, praticamente 1:1. A idade, o indice de massa corporea (IMC) e a
proporgdo de obesos foi semelhante entre os grupos étnicos estudados. Como a
hipertensdo nao foi critério de exclusjo, observamos nos pacientes incluidos no
estudo, a maior freqiéncia de hipertensos entre os negros, porém, a pressdo
arterial sistdlica e diastdlica ndo se mostrou diferente entre os grupos etnicos,
provavelmente devido a terapia anti-hipertensiva.

Ao analisar o perfil lipidico basal dos individuos hipercolesterolémicos
incluidos no estudo segundo a etnia, observou-se que os brancos apresentaram
concentracbes séricas de triacilglicerois e de VLDL-C superiores as encontradas
nos individuos de etnia negra. Por outro lado, a concentragéo sérica de HDL-C foi
superior nos negros.

As caracteristicas antropométricas e clinco-laboratoriais dos pacientes

agrupados segundo a etnia podem ser ocbservadas na tabela 3.
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Tabela 3. Caracteristicas antropométrica e clinico-laboratoriais dos pacientes com

hipercolesterolemia primaria incluidos no estudo segundo a etnia.

Negros (22) Brancos (54) P*
Homens/mulheres 2/20 23/31 z2=6.5f;§ =0.07)
ldade (anos) 61110 59+ 12 0,401
IMC (Kg/cm?) 28 +4 28+5 0,792
72=0,34 (p=0,56)
Obesos (%) 36 % 41%
1g/
PAS (mmHg) 141 £ 20 135+ 23 0,252
PAD (mmHg) 90 + 14 86 + 12 0,331
72=4,02 (p=0,045)
Hipertensos (%) 77 % 63 %
1gl
Colesterol total (mg/dL) 297 + 42 285 + 42 0,282
Triacilglicerois (mg/dL) 129 + 39 186 + 75 0,001
HDL-C (mg/dL) 62+ 15 51+ 14 0,002
LDL-C (mg/dL) 209 + 35 198 + 39 0,169
VLDL-C (mg/dL) 26 + 8 37 +15 0,001
ApoAI (mg/dL) 130 + 22 122 +22 0,185
ApoB (mg/dL) 140 £ 22 142 + 20 0,728

Numero de individuos entre paréntesis. IMC: indice de massa corporea; PAS: pressao arterial
sistolica; PAD: pressao arterial diastolica;CK: creatino quinase; ALT: alanina aminotransferase;
TSH: horménio estimulante da tireside; HDL-C: colesterol de HDL; LDL-C: colesterol de LDL; VLDL-
c: colesterol de VLDL; apo Al: apolipoproteina Al ; apo B: apolipoproteina 8.x2: qui quadrado; gl:
graus de liberdade; * teste t de Student, os parametros que nao apresentaram distribuigao normal

foi feita transformagao logaritimica.
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e negra (x2=1,92, p=0,38). Por outro lado, a distribuicio dos gendtipos G2677T/A
dos brancos foi diferente dos negros (32=17,1, p=0,02). Os individuos de etnia
branca apresentaram maior frequéncia do genétipo GT (50%), enquanto que nos
individuos de etnia negra o genétipo GG (50%) foi o mais frequente.

Para o polimorfismo C3435T, o alelo 3435C foi o mais frequente (57%),
engquanto que o alelo 3435T apresentou frequéncia de 43%. As frequéncias alélicas
e a distribuigdo dos genétipos ndo foram diferentes entre os grupos étnicos dos
pacientes estudados. Entretanto, observa-se que o genétipo CT nos brancos
apresenta uma tendéncia a uma maior frequéncia do que nos negros (brancos:52%
vs. negros:41%, x2=3,00, p=0,223)

Tabela 4. Distribuicdo de gendtipos e freqiéncia relativa de alelos para os
G2677T/A e C3435T do gene MDR7T dos
hipercolesterolémicos.

polimorfismos individuos

Polimorfismo

Distribuicdo de Genotipos (%)

Frequéncia de Alelos

G2677T/A GG GT 1T GA TA G T A
Brancos (54) 32 50 9 5 4 0,59 0,36 0,05
7y @7 (8 3) (2)
Negros (22) 50 27 14 9 0 068 0,27 0,05

(1) (6) 3) (2) (0)

+*=17,1 (4 gl, p=0,002)

+%=1,92 (2 gl, p=0,382)

C3435T CC CT TT C T
Brancos (54} 30 52 18 0,56 0,44
(16) (28) (10)
Negros (22) 41 41 18 0,61 0,39
(9) (9) (4)

x%=3,00 (2 gl, p=0,223)

¥?=0,330(1 g/, p=0,566)

Numero de individuos entre paréntesis.

Equilibrio de Hardy-Weinberg:
G2677T/A: brancos, x* = 1,588 (3 g/, p>0,05 ); negros, x* = 2,666 (3 g/, p>0,05)
C3435T: brancos, x2 =0,234 ( 2 g, p>0,05 ); negros, x* = 0,414 (2 g/, p>0,05)
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Na tabela 5, sao apresentadas as distribuigdes dos genétipos e a freqiiéncia
relativa de alelos para os polimorfismos G2012T do gene MRP1. O alelo 2012G foi
o0 mais freglente (95%) e alelo 2012T o mais raro (5%). A distribuicdo dos
gendtipos e a freqiiéncia dos alelos do polimorfismo ndo foram diferentes entre os
individuos das duas etnias estudados.

Tabela 5. Distribuicdo de gendtipos e frequéncia relativa de alelos para os
polimorfismos G2012T do gene MRP1 dos individuos hipercolesterolémicos.

Polimorfismo Distribuicao de Genétipos (%) Frequéncia de Alelo
G2012T GG GT 1T G T
Brancos (54) 89 1" 0 0,94 0,06
(48) (8) (0)
Negros (22) 91 9 0 0,95 0,05
(20) (2) (0
x*=0,056 (1 gi, p=0,814) P=1,00

Equilibrio de Hardy-Weinberg:
G2012T: brancos, x* = 0,0031 (3 g/, p>0,05 ); negros, x* = 0,0050 (3 g/, p>0,05)

4.3. Efeito dos polimorfismos genéticos sobre o perfil lipidico sérico basal

Para a andlise do potimorfismo G2677T/A do gene MDR1 sobre o perfil
lipidico sérico, os individuos portadores do genétipo 2677GG foram separados dos
demais genotipos (GA+GT+TA+TT).

De acordo com os dados da tabela 6, nao foram observadas diferengas de
concentragdes séricas de lipideos e apolipoproteinas, antes do tratamento, entre
os portadores do genétipo 2677GG e nao portadores (p>0,05). Além disso,
resultados similares foram encontrados quando os individuos foram agrupados
segundo a etnia (figura 14; tabelas 21 e 22, Anexo 4). Esses resultados sugerem
que o polimorfismo G2677T/A do gene MDR1 n&o esta associado a variagdes nas
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Colesterol da HDL; apo AL apolipoproteina Al; apo B: apolipoproteina B. (Dados expressos na
tabelas 20 e 21, anexo 4)

Para a analise do polimorfismo C3435T do gene MDR1 sobre o perfil lipidico
sérico, os individuos portadores do genétipo 3435CC foram separados dos
portadores do alelo T (gen6tipos CT+TT).

De acordo com os dados da tabela 7, as concentragdes séricas basais de
lipideos e apolipoproteinas dos portadores do genétipo 3435CC foram similares as
dos portadores do alelo 3435T (p>0,05). Também ndoc foram observadas
diferengas entre individuos do sexo mascutino e feminino (dados nao mostrados).
Entretanto, quando o0s individuos foram agrupados segundo a etnia, observou-se
que no grupo de negros a concentragao sérica de apoAl foi maior nos individuos
portadores do alelo 3435T (tabela 8, figura 15B), 0 que nao ocorreu no grupo de
brancos (figura 15A; anexo 5 tabela 22). Esses resultados sugerem que o
polimorfismo C3435T do gene MDR7? pode estar associado a variagdes na

concentragao serica de apoAl de individuos hipercolesterolémicos de etnia negra.

Tabela 7. Concentragbes séricas de lipideos (médiatDP) de acordo com os
diferentes gendtipos do polimorfismo C3435T do gene MDRT nos individuos com
hipercolesterolemia.

GENOTIPOS C3435T

Perfil lipidico cC CT+TT P*
(mg/dL) (25) (51)

Colesterol total 281 + 32 293+ 45 0,228
Triacilglicerois 156 £ 59 176 £ 77 0,269
LDL-C 196 + 29 203 + 42 0,504
HDL-C 53+ 15 54 +15 0,849
VLDL-C 31+£12 35+ 15 0,271
ApOAI 123+ 23 125 + 22 0,667
ApoB 140 + 18 142 + 22 0,622

Numero de individuos entre paréntesis. LDL-C: colesterol de LDL; VLDL-C: colesterol de VLDL;
apoAl: apolipoproteina Al e apoB: apolipoproteina B. *teste t de Student, para os parametros que
n&o apresentaram distribui¢do nommal foi feita transformagao logaritimica.
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Para a analise do polimorfisrho G2012T do gene MRP1 sobre o perfil lipidico
sérico, os individuos portadores do gendtipo GG foram separados dos portadores
do gendtipo GT, pois nos pacientes estudados néo foi encontrado o genétipo TT.

De acordo com os dados da tabela 9, ndo foram observadas diferengas de
concentragGes séricas de lipideos e apolipoproteinas, antes do tratamento, entre
os portadores dos gendtipos 2012GG e 2012GT (p>0,05). Esses resultados
sugerem que o polimorfismo G2012T do gene MRPT ndo estd associado a
variagdes nas concentragbes séricas de lipideos e apolipoproteinas de individuos

hipercolesterolémicos (Tabela 9, fig 16).

Tabela 9. Concentragées séricas de lipideos (médiatDP) de acordo com os
diferentes genodtipos do polimorfismo G2012T do gene MRPT nos individuos

hipercolesterolémicos estudados.

GENOTIPOS G2012T

Perfil Lipidico GG GT P*
(mgydL) (68) (8)

Colesterot total 290 +42 282 + 39 0,630
Triacilglicerois 165 + 67 209 + 100 0,187
LDL-C 202+ 39 193 £ 25 0,585
HDL-C 55+ 14 48 + 21 0,074
VLDL-C 33+13 42 + 20 0,182
ApoAl 126 £ 21 114 £ 30 0,133
ApoB 141+ 20 141+ 23 0,944

Numero de individuos entre paréntesis. LDL-C: colesterol de LDL; VLOL-C: colesterol de VLOL;
apoAl: apolipoproteina Al e apoB: apolipoproteina B. *teste t de Student, para os parametros que
nao apresentaram distribuigdo normal foi feita transformagao logaritimica.
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Tabela 10. Concentragdc dos lipideos e apolipoproteinas séricos (média+DP)
antes e apds administragdo de atorvastatina (10mg/d/4sem) e a porcentagem de
resposta nos pacientes com hipercolesterolemia primaria estudados.

Perfil Lipidico Basal Apés 10 mg Resposta
(mg/dL) atorvastatina P* (%)
Colesterol total 289 + 42 202 + 34 <0,001 -30+10
Triacilglicerois 169 +72 135+ 54 <0,001 -16 £ 23
HDL-C 54 + 15 53+ 14 0,209 -1+£12
LDL-C 201 + 38 121 £ 30 <0,001 -39+13
VLDL-C 34 +14 27£10 <0,001 -17 £ 23
ApoAl 125+ 22 126 £ 21 0,429 -2+ 11
ApcB 14120 99 + 19 <0,001 -29+13

Nimero de individuos entre paréntesis. LDL-C: colesterol de LDL; VLDL-C: colestercl de VLDL;
apoAl: apoiipoproteina Al e apoB: apolipoproteina B. Sinal (+) indica aumento, sinal (-) indica
reducao. *teste t Student pareado.

Tabela 11. Variagdo relativa das concentragdes de lipideos e apolipoproteinas
séricas (médiatDP) dos individuos com hipercolesterolemia primaria apos

tratamento com atorvastatina (10mg/d/4sem).

Peril Lipidico Brancos Negros P*
(mg/dL) (54) (22)

Colesterol Total -0,30+0,09 -0,29 + 0,11 0,662
Triacilgliceréis -0,20 + 0,24 -0,06 £ 0,18 0,656
HDL-C -0,01 + 0,10 -0,01+0,14 0,958
LDL-C -0,39+£0,13 -0,40+£0,14 0,747
VLDL-C -0,21+£0,24 -0,06 £ 0,18 0,086
ApoAI +0,01 £0,10 +0,06 £ 0,12 0,186
ApoB -0,30+£0,13 -0,29 + 0,14 0,763

entre parentesis, numero de individuos; LDL-C: colesterol de LDL; VLDL-C: colesterol de VLDL; TG:
triaciiglicerois; apoAl: apolipoproteina Al e apoB: apolipoproteina B. *teste t de Student, para os
parametros que nao apresentaram distribuigdo normal foi feita transformagao iogaritimica. Sinal (+)
indica aumento, sinal (-) indica redugac.

g1BLIOTEGA 50

. tdnds e Ciéﬂc‘as Fa"“acéu\\(‘.ﬁ‘i



Ao avaliar a influéncia dos polimorfismos G2677T/A do gene MDR1 sobre a
resposta a atorvastatina, observou-se que os portadores do genétipo 2677GG
apresentaram variagdes no perfil lipidico sérico similar as dos portadores dos
demais gendtipos (GT+GA+TT+TA) (p>0,05) (tabela 12). Além disso, resultados
similares foram encontrados quando os individuos foram agrupados segundo a
etnia (dados ndo mostrados). Portanto, o polimorfismo G2677T/A do gene MDR1

ndo esta associado com a resposta a atorvastatina em individuos
hipercolesterolémicos.

Tabela 12. Variagdo relativa na concentragdo dos lipideos séricos (média+DP)
apos administragdc de atorvastatina (10mg/d/4sem) nos individuos com

hipercolesterolemia primaria, agrupados segundo os genétipcs do polimorfismo
G2677T/A do gene MDR1.

Polimorfismo G2677T/A

Perfil Lipidico GG GT+TT+GA+TA P*
(mg/dL) (n=28) (n=48)

Colesterol total -0,29 £ 0,10 -0,30+0,10 0,584
Triacilgliceréis -0,16 £ 0,23 -0,16 £ 0,23 0,824
HDL-C +0,01 £ 0,10 +0,02 £0,12 0,269
LDL-C -0,38 £ 0,15 -0,40 £ 0,11 0,662
VLDL-C -0,16 + 0,23 -0,17 £ 0,24 0,794
ApoAI +0,05 £ 0,07 -0,00+0,13 0,06
ApoB -0,29+0,14 -0,30+ 0,13 0,661

entre parentesis, nimero de individuos; LDL-C: colesteral de LDL; VLDL-C: colesterol de VLOL; TG:
triacilgticerois; apoAl: apolipoproteina Al e apoB: apolipoproteina B. Sinal (+) indica aumento, sinal
(-) indica redugdo. *teste t de Student, para os parametros que ndo apresentaram distribuigao
normal foi feita transformagao logaritimica.
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A andlise da influéncia do polimorfismo C3435T do gene MDR1 sobre a
resposta terapéutica mostrou que os individuos portadores do gendtipo 3435CC
tiveram variac&o do perfil lipidico sérico semenhante aos portadores dos genétipos
CT e TT (p>0,05) (tabela 13), independente da etnia (dados n&o mostrados).

Ao separar os individuos de acordo com o sexo, observou-se que os
homens portadores do alelo T (gendtipos CT e TT) tiveram menor redugéo relativa
de LDL-C sérica ap6és o fratamento com atorvastatina que os portadores do
gendtipo CC, porém as redugdes nio apresentaram diferencas estatisticamente
significantes (-0,34 + 0,13 vs -0,43 + 0,010; p=0,103). Por outro lado, nas mulheres
as redugles relativas sericas dos lipideos apés administragdo de atorvastatina nao
foram associadas aos gendtipos deste polimorfismo (figura 17; tabela 23 e 24,
Anexo 6).

Tabela 13. Variagdo relativa na concentragcdo dos lipideos séricos (médiatDP)
apés administragdo de atorvastatina (10mg/d/4sem) nos individuos com
hipercolesterolemia primaria agrupados segundo os genétipos do polimorfismo
C3435T do gene MDR1.

Polimorfismo C3435T

Perfil Lipidico CC CT+TT P*
(mg/dL) (25) (51)

Colesterol Total -0,30+0,12 -0,30+ 0,09 0,937
Triacilgliceréis -0,17 £ 0,22 -0,15+0,24 0,695
HDL-C +0,00 £ 0,14 -0,01+£0,10 0,572
LDL-C -0,40+0,14 -0,39+ 0,12 0,773
VLDL-C -0,18 £ 0,21 -0,16 £ 0,24 0,792
ApoAl +0,01+£0,13 +0,02+ 0,10 0,792
ApcB -0,32+0,13 -0,28+0,13 0,246

entre parentesis, numero de individuos; LDL-C: colesterol de LDL; VLDL-C: colesterol de VLDL; TG:

triacilglicerdis; apoAl: apolipoproteina Al e apoB: apoiipoproteina B. Sinal (+) indica aumento, sinal
(-) indica redugdo. *teste t de Student, para os parametros que nao apresentaram distribuigao
normal foi feita transformagao logaritimica.
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Tabela 14. Variagdo relativa na concentragdo dos lipideos séricos (médiazDP)

apos administragdo de atorvastatina (10mg/d/4sem) nos individuos

hipercolesterolémicos primarios agrupados segundo os genétipos do polimorfismo
(G2012T do gene MRP1.

Polimorfismo G2012T

GG GT P*

(68) (8)
Colesterol Total -0,30+ 0,10 -0,25+0,12 0,112
Triacilgliceréis -0,17£0,22 -0,10+ 0,32 0,463
HDL-C -0,02+0,10 +0,07 £ 0,19 0,037
LDL-C -0,40+ 0,13 -0,34+£ 0,13 0,230
VLDL-C -0,17 £ 0,22 -0,11+ 0,31 0,432
ApoAlI +0,01 £0,10 +0,09+0,19 1,000
ApoB -0,30+0,12 -0,21+0,15 0,039

Numero de individuos entre parentesis; LDL-C: colesterol de LDL; VLDL-C: colesterol de VLDL; TG:
triacilglicerdis; apoAl: apolipoproteina Al e apoB: apolipoproteina B. Sinal (+} indica aumento, sinal
(-) indica redugao; *teste t de Student, para os parametros que ndo apresentaram distribuicdo
nomnal foi feita transformagao logaritimica.

4.5. Efeito dos polimorfismos G2677T/A e C3435T do gene MDR1 e G2012T do
gene MRP1 sobre expressao génica

A partir de 10 mL sangue coletado com EDTA, foram isoladas as células
mononucleares do sangue periférico. Das amostras de sangue coletadas foram
obtidas em meédia 9306+3488 células/mm°. A partir destas células foi obtido em
média 716,10+224,90 ug de RNA total/mL, quantificado por espectrofotmetria no
UV em comprimento de onda 260nm. O grau de pureza, avaliado pela relagao de
absorbancia entre os comprimentos de onda 260 nm/280 nm, aceito foi de 1,8
(Sambrook, 2001b).
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basal ou apés a administragdo de atorvastatina quando agrupados segundo os
genotipos dos potimorfismos G2677T/A e C3435T.

Tabela 15. Expressdo basal e apos administragdo de atorvastatina (10mg/d/4sem)
em pacientes hipercolesterlémicos primarios segundo genétipo dos polimorfismos
C3435T e G26877T/A do gene MDR1 e G2012T do gene MRFP1.

G2677T/IA
GG GT+TT+GA+TA P*
(28) (48)
basal 0,58 +0,20 0,60 + 0,21 0,763
atorvastatina 0,55+0,22 0,55+0,18 0,982
C3435T
CC CT+TT P*
(25) (51)
basal 0,66+ 0,22 0,56 +0,19 0,049
atorvastastina 0,55+ 0,21 0,565+0,19 0,931
G2012T
GG GT P*
(68) (8)
Basal 0,73 £0,20 0,68+0,16 0,566
atorvastatina 0,76 £ 0,18 0,66 = 0,20 0,114

n: entre paréntesis; *teste f de Student, para os parametros que nao apresentaram distribuigdo normal
foi feita transformacéo logartimica.
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Numero de individuos entre paréntesis; GI: Pacientes hipercolesteroiémicos que apresentaram
reducdo da expressdo do RNAm do gene MDR? apds administracdo de atorvastatina
(10mg/d/d4sem). Gll: pacientes hipercolesterolémicos sem alteragdo da expressio do RNAm do
gene MDR1 apds administragdo de atorvastatina; GII: pacientes hipercolesterolémicos que

apresentaram aumento da expressdo do RNAm do gene MDR?1 apds administragdo de
atorvastatina.

Quando se analisou a expressdoc do RNAm do gene MRP?1 em células
monccleares do sangue periférico, apds o tratamento com atorvastatina, também
se observaram trés padrdes de variagdo da expressdao. Em 30 pacientes houve
diminuicdo da expressdo (grupo P1), em 9 pacientes nao houve variagdo da
expressdo (grupo P2) e em 37 pacientes ocorreu aumento da expressao (grupo
P3) (Figura 24; tabela 29, anexo 11).

Ao analisar a expressao do gene MRP1 em CMSP foi observado que nos
grupos P1 e P2 a expressao basal foi maior que no grupo P3 (p<0,05) (Figura 25;
tabela 29, anexo 11). Apds o tratamento com atorvastatina, a expressao dos
individuos do grupo P1 foi menor do grupo P3 (p=0,01) e nao foi diferente do grupo
P2 (p=0,06). Os grupos P2 e P3 ndo apresentaram diferengas (p=0,936)

Ao avaliar as concentragdes séricas basais dos lipideos e apolipoproteinas e
a resposta terapéutica nao foram observadas diferengas entre os pacientes dos
grupos P1, P2 e P3 do gene MRP1 (Tabela 18). Apos tratamento com
atorvastatina, os individuos dos grupos P1, P2 e P3 n&o apresentaram diferengas
na reducao dos lipideos séricos (figura 26; tabela 30, anexo 12)

De acordo com os dados da tabela 19, podemos observar que a distribui¢ao
dos gendtipos do pofimorfismo G2012T do gene MRP1 foi similar entre 0s grupos
P1,P2e P3.
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Tabela 19. Distribuicdo dos gendtipos dos polimorfismos G2012T do gene MRP1
em pacientes hipercolesterolémicos dos grupos P1, P2 e P3.

Gendtipos ' P1 P2 P3
GG 38 13 49
(26) (9) (33)
GT 50 0 50
(4) (0) 4

x2=1313;, 29l P=0519

NUmero de individuos entre paréntesis; P1: pacientes hipercolesterolémicos que apresentaram
reducdo da expressdc do RNAmM do gene MRPT apds administracdc de atorvastatina
(10mg/d/asem); P2: pacientes hipercolesterolémicos sem alteracdo da expressdo do RNAm do
gene MRP1 apds administragio de atorvastatina (i0mg/d/4sem), P3: pacientes
hipercolesterolémicos que apresentaram aumento da expressdo do RNAm do gene MRPT apds
administragao de atorvastatina (10mg/d/4sem)

5. Discussido

Na andlise do polimorfismo MDR1 G2677T/A, entre os individuos de etnia
branca, as freqiéncias dos alelos 2677G, T e A foram de 59%, 36% e 5%,
respectivamente. Essas freqiiéncias foram similares a de caucasianos americanos
e europeus para os alelos 2677G (52 a 56%), 2677T (38% a 46%) e 2677A (2%)
(Kim et al., 2001; Cascorbi et al., 2001, Gerloff et al., 2002). '

Ja, entre os individuos de etnia negra, as freqiéncias encontradas para 0s
alelos 2677G (68%) e 2677T (27%) foram similares as observadas em individuos
de etnia negra de origem americana observada por Kim e cols. (alelo G: 85%; alelo
T: 15%) (Kim et al., 2001). Entretanto, o alelo 2677A que ocorreu em 5% dos
individuos de etnia negra do nosso estudo, nao foi detectade no estudo de Kim e
cols. e também nao foi avaliado em outras populagdes negras (Kim et al., 2001).
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Apesar de n3o terem sido detectadas diferencas estatisticamente
significantes de freqiéncia dos alelos do polimorfismo G2677T/A entre os
individuos de etnias branca e negra, nota-se que o alelo T foi discretamente mais
freqlente nos de etnia branca. Essa diferenca se acentuou na distribuicdo dos
genodtipos, sendo a freqiéncia do gendtipo GT nos individuos de etnia branca
(50%) significativamente maior que nos de etnia negra (27%).

Em relagao ao polimorfismo MDR1 C3435T, a frequéncia alelo 3435T nos
individuos de etnia negra (39%) foi similar as observadas em populagdes negras
de origem africana (10% a 27%) (Kim et a/, 2001; Schaeffeller et al., 2001;
Ameyaw ef al., 2001).

Ja entre os pacientes de etnia branca, o alelo 3435T apresentou frequiéncia
de 44%, também semelhante & encontrada em caucasianos de origem européia
(48% a 54%) (Hoffmeyer et al, 2001; Kim et al, 2001; Ameyaw et al., 2001;
Cascorbi et al., 2001).

Para o polimorfismo C3435T, ndo foram observadas diferengas na
freqiéncia de alelos e na distribuicdo dos genétipos entre os dois grupos étnicos.
Entretanto, a freqiiéncia do gendtipo CT foi discretamente maior nos individuos de
etnia branca (52%) que nos de etnia negra (41%). Segundo Ameyaw e cols., a
frequéncia do genétipo CT é maior (38 a 48%) em individuos Caucasianos da
Europa e da Asia, enquanto que, em populagdes Africanas e Afro-americanas, o
gendtipo CC é o mais frequente (52 a 70%) (Ameyaw et al., 2001).

As diferengas na distribuicdo dos gendtipos e na frequéncia dos alelos dos
polimorfismos G2677T/A e C3435T, entre as etnias dos pacientes estudados,
revelam a importancia desse parametro para a analise dos resultados.

O polimorfismo G2677T/A do gene MDR1 nao apresentou efeito sobre as
concentragdes de lipideos séricos, antes e apds a administragéo de atorvastatina,
independente da etnia ou do sexo dos individuos hipercolesterolémicos estudados.

Ao analisar o efeito do polimorfismo C3435T do gene MDR1 sobre o perfil
lipidico sérico basal, foram observados maiores valores de apo Al sérica em
individuos portadores do alelo 3435T (gendtipo CT+TT) quando comparados aos
portadores do genétipo 3435CC, nos pacientes de etnia negra.
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Curiosamente, a expressdo basal do RNAm do gene MDR7 nas células
mononucleares do sangue periférico foi menor nos portadores do alelo 3435T
(gendtipo CT+TT) que nos com gendtipo 3435CC, nos pacientes de etnia branca.
Associagio entre o gendtipo 3435TT e menor expressdo do RNAm do gene MDR1
em linfocitos e em enterécitos foi também observada em individuos caucasianos
sadios (Hofmeyer et al., 2000; Hitzl et al., 2001).

Foi sugerido que a proteina GPP, codificada pelo gene MDR1, esta
envolvida no transporte do coiesterol da membrana celular para o citoplasma e
para o reticulo endoplasmatico, onde é esterificado pela ACAT e armazenado
(Garrigues, et al., 2002; Bateta et a/., 1999). Portanto, a baixa expressao do RNAm
do MDR1, e consequentemente de GPP, poderia resultar na reducio da taxa de
transporte intracelular do colesterol e de seu armazenamento na forma esterificada.
Em decorréncia disso, haveria um acumulo de colesterol da membrana que
resultaria no aumento da taxa de transporte reverso do colesterol mediado pela
HDL, lipoproteina rica em apo Al (Bateta ef al., 2003).

E possivel, portanto, que a maior concentracdo basal de apo Al sérica
resulte da baixa expressdao do gene MDRT observada nos portadores do alelo
3435T (CT+TT).

A proteina GPP regula a metabolizagao hepatica da atorvastatina através da
eliminagao dos produtbs de biotransformacdo (Lennernas, 2003). Essa proteina
também é expressa em outros tecidos e 6rgaos com fungéo protetora celular a
exposicao aos xenobidticos (Marzolini et al., 2004).

E importante observar que a expressao do RNAm deste estudo foi realizada
em células mononucleares do sangue periférico, e portanto, células que nao
apresentam fungdo de metabolizagdo de xenobibticos, mas que expressam
proteinas de efluxo em suas membranas, com fungdes de protecéo celular a
agentes toxicos.

Em finfécitos (CD56+, células NK) de individuos caucasianos sadios, Hitzl e
cols. encontraram associacdo do gendtipo 3435TT com menor atividade de efiuxo
da rodamina pela GPP e menor expressdo do RNAm do gene MDRT (Hitzl et al.,
2001). J4 em enterdcitos de individuos sadios caucasianos portadores do genétipo
3435TT, Hoffmeyer e cols. demonstraram associagao entre a menor expressdo do
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RNAm do gene MDR7 a maior concentracio sérica de digoxina administrada por
via oral (Hofmeyer et al., 2000). Por outro lado, Sakaeda e cols., observaram em
individuos sadios japoneses, maior expressio do RNAmM em enterécitos de
portadores do gendtipo 3435TT, associada a elevada expressdo do RNAm do gene
CYP3A4 (Nakamura et al., 2002, Sakaeda et al., 2002). Portanto, a taxa de
expressao do RNAm do gene MDR1 parece depender do grupo étnico estudado.

A menor expressdo RNAm do gene MDR1, em céiulas mononucieares do
sangue periférico, encontrada em individuos portadores do alelo 3435T (CT+TT)
parece estar associada com menor atividade da proteina GPP, como observado
em linfécitos CD56+ e em biopsias de duodeno (Hitzl et al., 2001; Hoffmayer et al.,
2000).

Hoffmayer e cols. (2000) observaram que a concentragdo plasmatica de
digoxina & maior em portadores do alelo 3435T, devido a maior absorgao intestinal
e menor eliminagdo hepatica do farmaco.

Kajinami e cols. mostraram que o polimorfismo C3435T tem influéncia na
resposta terapéutica a atorvastatina dependente do sexo, sendo que as portadoras
do alelo T apresentam maiores redugdes dos lipideos séricos em relagdo as
portadoras do alelo C (Kajinami et al., 2004b).

Em contraste, no nosso estudo, os pacientes do sexo masculino portadores
do alelo 3435T (CT+TT) tiveram menor redugdo das concentragbes séricas de
apoB, colesterol totai e LDL-C quando comparadas com as dos portadores do
genotipo 3435CC, apds o tratamento com atorvastatina.

Os resultados obtidos no nosso estudo, embora discrepantes dos obtidos
por Kajinami e cols. (2004b), podem estar retacionados a diferengas na expressao
do RNAm do gene MDR7, basal e apdés o tratamento com atorvastatina,
observadas nos individuos hipercolesterolémicos.

Os individuos com maior expressao basal (GI) tiveram redugao da
expressao apds o tratamento com atorvastatina. Em contraste, pacientes com
menor expressdo basal (GII) tiveram aumento da expressao. Portanto, a
atorvastatina apresenta importante efeito sobre a expressdo do RNAm do gene
MDR1 e esse efeito é dependente da expressao basal.
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Os pacientes com menor expressio apds o tratamento (GI) apresentaram
maiores taxas de redugdo de colesterol total, LDL-C e apo B sérica que os do
grupo GHII. Portanto, a redugao da expressao do RNAm do gene MDR1 deve estar
associada com a diminui¢do da express&o da proteina e, conseqiientemente, com
a menor atividade de efluxo da atorvastatina, aumentando sua eficacia terapéutica.

De maneira inversa, o grupo de pacientes que apresentou aumento da
expressao do RNAm do gene MDR1? apds administragdo de atorvastatina (GII),
teve eficacia terapéutica menor, verificada pela menor redugdo das concentracdes
séricas de apoB, LDL-C e colesterol total. Cabe ressaltar que, no grupo GIII, o
alelo 3435T (CT+TT) foi o mais freqiiente (41%), enquanto que o gendtipo 3435CC
foi 0 mais freqiiente no grupo GI (60%).

Esses resultados sdo sugestivos de que os individuos portadores do
genotipo 3435CC apresentam methor resposta terapéutica que é dependente da
reducdo da expressdo do RNAm do gene MDR1 e que provaveimente resulta da
maior concentragao intracelular da atorvastatina. Por outro tado, nos portadores
do alelo 34357 (CT+TT), o aumento da expressdo do gene MDRT apds o
tratamento provavelmente contribui para a menor concentragdo intracelular de
atorvastatina que resulta na menor resposta terapéutica observada nos pacientes
do sexo mascuiino.

As variagdes na expressdao do RNAm do gene MDR1 observadas neste
estudo podem também resultar de mecanismos de regulacdo da expressao
génica. Uma das vias de regulagdo da expressdo do gene MDR7 se da por
interagdo da regido promotora do gene com fatores de transcrigdo do tipo
receptores nucleares, em especial o receptor X pregnana (PXR) (Honkakoski et
al., 2003; Geick et al., 2001),

Os PXRs, também denominados receptores nucleares érfaos, apresentam
dominio de ligagao a xenobidticos e sdo ativados quando formam heterodimeros
com outro receptor nuclear, o receptor X retinéide (RXR) (Chawia et al., 2001).
Esses heterodimeros, quando associados a diferentes xenobidtiocos, ativam a
transcricdo de genes envolvidos na metabolizagdo (enzimas de fases [ e II) e
eliminagao (transportadores da familia ABC) de xenobiétiocos, protegendo, assim,
as células de agdes toxicas a substancias que tenham sido expostas (Kliewer et
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al., 2002). Ja foi descrito que vastatinas podem ser ligantes desses receptores
nucleares (Honkakoski et al., 2003).

Nos pacientes cuja expressdo basal dos genes de efluxo foi maior (GI),
possivelmente a concentragao intracelular da atorvastatina durante o tratamento foi
menor e portanto, haveria menor ativagdo do heterodimero PXR-RXR e
consequentemente menor expressdo do gene MDR1. Adicionalmente, foi descrto
por Boyd e cols. que a atorvastatina apresenta efeito inibitorio sobre a GPP (Boyd
et al., 2000) apresentando, assim, efeito sinérgico na redugdo da expressdo do
gene. Por outro fado, naqueles pacientes cuja expressao basal dos genes de efluxo
foi menor (GIII), a concentragdo intracelular de atorvastatina foi maior gerando
maior ativagdo dos receptores nucleares que modulam a expressao de varios
genes, aumentando a expressao do gene MDR1.

Quanto ao polimorfismo G2012T do gene MRP1, a freqiéncia do alelo
2012T em individuos de etnia branca (5%) foi similar a observada por Conrad e
cols. (2001), em caucasianos alemaes (2,8%). O alelo 2012T foi observado pela
primeira vez em individuos de etnia negra (6%) do nosso estudo. Devido as
baixas frequéncias do alelo 2012T, ndo foram observadas diferengas de
freqiiéncia dos alelos e de distribuicao dos genétipos do polimorfismo G2012T
entre individuos de etnia negra e branca.

A falta de variacdo do perfil lipidico sérico, antes e apds o tratamento com
atorvastatina, entre os portadores dos genétipos do polimorfismo G2012T do gene
MRP1 sugere que este polimorfismo ndo influencia nos lipideos e
apolipoproteinas séricos e na resposta a atorvastatina.

Apesar do polimorfismo G2012T do gene MRP1 ser responsavel por troca
de aminoacido no sitio de ligagdo ao ATP na proteina (Gli671Val), a eliminagao
dos produtos de biotransformagao da atorvastatina pela via renal mediada pela
MRP1, parece ndo sofrer efeito dessa variante. Entretanto, devido a baixa
frequéncia do. alelo 2012T estudos com numero maior de individuos devem ser
realizados para confirmar ou nao os achados deste trabalho.

Como foi observado para o gene MDR7, ap6s a administracao de
atorvastatina, houve variabilidade na express@o do RNAM do gene MRP1 entre 08

pacientes estudados. Essa variabilidade parece depender da express&o basal do
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gene MRP1. Entretanto, as variagdes de expresséo do gene MRP1 néo ocorreram
Nos mesmos pacientes que as observadas para o gene MDR1. Esse resultado se
justifica pela diferenca de regulagdo da expressdo dos genes MDR1 e MRP1. Os
genes MDR1 e MRP1 apresentam em comum apenas uma via de regulagéo, a via
Sp1 (Scotto, 2003).

6. Conclusdes:

6.1. O alelo 3435T em pacientes hipercolesterolémicos esta associado a menor
expressdo basal do RNAmM do gene MDR1 em células mononucleares periféricas
nos individuos de etnia branca e & maior concentragdo basal de apolipoproteina Al
sérica nos individuos de etnia negra.

6.2. Os polimorfismos G2677T/A do gene MDR1 e G2012T do gene MRP1 nao
parecem associados a variagdes do perfil lipidico sérico, antes e apos o tratamento
com atorvastatina.

6.3. A atorvastatina exerceu efeito sobre a expressao do RNAm dos genes MDR1e
MRP1 de maneira dependente da expressio basal.

6.4. A reducdo da expressao do RNAmM do gene MDR1, apds administracdo da
atorvastatina, foi associada com maior redugéo de apolipoproteina B sérica.
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8. Anexos

ANEXO 1: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Paciente N° Iniciais do Paciente

“Avaliagdo da influéncia de genes envolvidos no metabolismo lipidico e na
metabolizacao de farmacos, na resposta terapéutica de individuos
hipercolesterolémicos, tratados com vastatinas”

Proposta do estudo

A proposta deste estudo clinico é associar aiteragdes presentes no DNA com as variagdes
do perfil lipidico em pacientes com hipercolesterolemia, com o objetivo de estudar
marcadores genéticos que possam prevenir 0 risco de desenvolvimento de aterosclerose
ou doenga arterial coronariana.

Procedimentos a serem seguidos

Durante o estudo, vocé visitara seu médico quatro vezes, em um intervalo de 12 semanas.
Durante este periodo, historia clinica e o exame fisico serdo realizados.

Amostras de sangue para testes laboratoriais serdo colhidas nas 4 consultas no decorrer
do estudo. Aiém disso, vocé devera responder um questionario especifico, quando
solicitado.

Duragao do estudo e numero de pacientes
Se voceé aceitar participar deste estudo, sua participagdo sera por trés més. Além de voceé,
noventa e nove outros pacientes também participarao do estudo.

Beneficios aos participantes
Voce recebera todos os testes de laboratério e o tratamento médico sem qualquer custo.

Garantia de Informagao

Vocé, seu parente ou responsavel legal tem o direito de fazer qualquer pergunta sobre sua
doencga, medicagao, procedimentos, riscos e beneficios ou outro aspecto qualquer com
relagdo ao estudo ou sobre seus direitos como paciente. Se ocorrer lesdo ou doenga
relacionada com a investigagdo, ou duvidas sobre seus direitos, vocé deve contatar seu
médico, Dr. telefone: durante as horas de
trabalho, ou telefone: ap6s o trabatho.

Participagdo voluntaria e desisténcia

Sua participagao neste estudo é voluntaria. Da mesma forma, se vocé decidir participar do
estudo vocé podera retirar-se a qualquer momento sem penalidade ou perda dos
beneficios a que vocé tem direito e seu tratamento médico futuro nao sera afetado.

Confidencialidade dos dados
Os dados e os resultados obtidos durante a investigagao serdo confidenciais e nao serao
revelados a terceiros a menos que sua autorizagao previa seja obtida.

Gastos adicionais

Vocé ndo pagara por qualquer medicagdo administrada ou testes de laboratério
relacionados com a investigagdo. Vocé ndo receberd qualquer pagamento por sua
participac3o.

BIBLlOTECA. ‘
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Apobs ter recebido todas as informagbes relacionadas ao estudo eu,

certifico que o Dr. respondeu a todas as minhas
perguntas sobre o estudo e minha condigdo, e eu voluntariamente aceito participar
dele. Esta entendido que eu posso retirar-me do estudo a qualquer momento, e isto
nao afetara meus cuidados médicos no presente e no futuro. Todas as informagdes
a meu respeito serdo confidenciais.

Assinatura do paciente/representante legal

Local e data

Assinatura do médico

Local e data

Uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera fornecida para
vocé pelo médico do estudo.
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ANEXO 2:

Aprovacdo do protocolo de estudo pelo Comité de Etica em Pesqui :
uisa
Dante Pazzanese de Cardiologia. quisa do Instituto

SECRETARIA DE ENTANG DA SATDE
CUUKULNADURIA DE SAUDE DA REGIAQ

NETTERIANAING T A A SV TP AR ML B AN A)

INYTETV U RANTE PATDANGIR" 1 SRl vl

St s, SU0 (Tosrupinetinl - Cy. TPostsl, 215 + B3 Fouhe
. Telerong. 505 3-4000

APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Dala da Aprovagao: 07 de agosto de 2001

Titulo dc_; Protoco_to: “Avaliagdo da influéncia de genes envolvidos no
metabolismo llpidico e na metabolizagao de farmacos, na resposta
terapéutica de individuos hipercolesterotdmlicas, tratados com estatinas”

Nomes dos Investigadores: Dr. Marceio Bertolami e Prot®. Dr®. Rosaric D. C.
Hirata

Aprovag2o do Comité de Etica de Pesquisa

D Comité de Etica em Pesquisa do [nstitutc “Dante Pazzanese” de Cardio.ozia
avaliov 0 Emenda 1 Protocolo do. Estudo "Avaliagao da inflluancia de gencs
envolvidos no metabolismo liplalco @ na melabolizagao ue farmacous, na
resposta terapéutica de Individuos hipercolesteroi@micus. tratados cem
esiatinas”. e a Emenda 1 do Termo de Consentimento Livie ¢ EsClarecic. em
07/agosto/2001 ¢ o aprovou.

\viemoras do Comité de Etica em Pesaulsa

Caigo
Lr. Pedro Silvio Farsky Presidente
Snfermewa Fernanda Anajas Caldas Farias Secretarna
Dra. Claudia Gravina Tadde: Membro Efeuvo
Jra. Clarnisse Ogawa indio do Brasil Membro Eletvo
Dr. Jodo Manoe! Rassi Neto Memoro Eletiva
Snfermeira Ana Aparecida Sanches Bersusa Menibro Efetivo

Membro Eietivo

~neiro Eddie Luis Alonso Junior feli
S, Membro Sictivo

$r. Peterney Neves da Silva

/":./(:-'-'Jf' . -",f‘?' > -
Dr. Pedra Silvio Farsky
Presidente do Comité de Etica etn Pesquisa
CRM: 55.073
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ANEXO 3:

Aprovagéo do protocolo de estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

5 UNIVERSIDADE DE SAOQO PAULO
O O Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Oficio CEP n° 31

Sdo Paulo, 05 ge maio de 2003,

Iimo(a) Sr(a).
Ivanise Marina Moretti Rebecchi

O Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reunido realizada em 28 de abnii
p.passado, aprovou o0 projeto “Estudo de genes de resisténcia envolvidos na
resposta terapéutica a vastatinas”, apresentadc por Vossa Senhoriz.

Lembrando que, como € norma deste CEP exigir, em todos os proetos de
pesquisa sujeitos a analise, Termo de Consentimento Livre & Esclarecido
acessivel, claro e preciso, bem como declaracao de uso exclusive do material,
ambos inexistentes no trabalho, recomendamos que sejam atendidas as
exigéncias acima referidas, ante a probabilidade de o trabalho ja estar concluido.

Lembramos, ainda, que apds a execucac de 50% do cronograma do projeto,
devera ser apresentado um relatério parcial, de acordo com o Artigc 1& - item C,
da Portaria FCF-111/97.

Atenciosamente,

R —
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—_— T e —.
———— -~ e

-

Prof. Tit. Dulcinéia Saes Parra Abdalla
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP

Orientador: Prof. Rosario Domingues Crespo Hirata
FBC
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Anexo 4:;

Tabela 20. Concentragbes séricas basais de lipideos e apolipoproteinas
(médiaxDP) entre individuos brancos com hipercolesterolemia primaria portadores
dos diferentes genétipos do polimorfismo G2677T/A do gene MDR1.

Gendtipos G2677T/A

Perfil lipidico GG GT+TT+GA+TA P*
(mg/dL) (17) (37)

Colesterol total 275128 290 + 46 0,191
Triacilglicerdis 177 £ 65 189 + 80 0,273
HDL-C 49+ 12 52+ 15 0,727
LDL-C 190 + 28 201 +£43 0,527
VLDL-C 35113 38+16 0,584
ApoAI 122 £ 19 123 + 24 0,768
ApoB 145+ 14 140 + 22 0,472

Numero de individuos entre paréntesis. LDL-C: colesterol de LDL; VLDL-C: colesterol de VLDL,;
apoAl: apolipoproteina Al e apoB: apolipoproteina B. *teste t de Student, para os parametros que
ndo apresentaram distribuigao normal foi feita transformagao logaritimica.
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Tabela 21. Concentragbes séricas basais de lipideos e apolipoproteinas
(mediatDP}) entre individuos negros com hipercolesterolemia primaria portadores
dos diferentes genétipos do polimorfismo G2677T/A do gene MDR1.

Gendétipos G2677T/A

Perfil lipidico GG GT+TT+GA+TA P*
(mg/dL) (11) (11)

Colesterol total 307 +42 287 +42 0,278
Triacilgliceréis 124 + 47 134 £ 30 0,547
HDL-C 64 + 15 60+ 15 0,499
LDL-C 218 £ 34 200 £ 35 0,246
VLDL-C 2529 27+6 0,379
ApoAI 128 £ 19 132+ 24 0,653
ApoB 140 £ 24 140 + 21 0,963

Namero de individuos entre paréntesis. LDL-C: colesterol de LDL; VLDL-C: colesterol de VLDL;
apoAl: apolipoproteina Al e apoB: apolipoproteina B. *teste { de Student, para os parametros que
ndo apresentaram distribui¢do normal foi feita transformagao logaritimica.
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Anexo 5:

Tabela 22. Concentragdes séricas basais de lipideos e apolipoproteinas
(média+DP) entre individuos brancos com hipercolesterolemia primaria portadores
dos diferentes genétipos do polimorfismo C3435T do gene MDR1.

Genotipos C3435T

Perfil lipidico CcC CT+TT P*
(mg/dL) (16) (38)

Colesterol total 276 £ 28 290 + 46 0,316
Triacilgliceréis 170 + 64 192 + 80 0,325
HDL-C 52116 50+ 13 0,700
LDL-C 190 + 26 201+ 44 0,412
VLDL-C 34+£13 38+ 16 0,323
ApoAl 126 + 26 121 £ 21 0,404
ApoB 141 + 16 142 + 21 0,861

Numero de individuos entre paréntesis. LDL-C: colesterol de LDL; VLDL-C: colesterol de VLDL;
apoAl: apolipoproteina Al e apoB: apolipoproteina B. *teste { de Student, para os parametros que
ndo apresentaram distribuigdo normal foi feita transformag&o logaritimica.
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Anexo 6:

Tabela 23. Variagdo relativa na concentragdo dos lipideos e apolipoproteinas
(médiatDP) apés a administragdo de atorvastatina (10mg/d/4sem) nos individuos
com hipercolesterolemia primdria do sexo masculino agrupados segundoc os
gendtipos do polimorfismo C3435T do gene MDR1.

Gendtipos C3435T

Perfil lipidico cC CT+TT P*
(mg/dL) ) (18)

Colesterol total -0,34 £+ 0,09 -0,27 + 0,09 0,100
Triacilglicerdis -0,25+0,16 -0,23+ 0,22 0,767
HDL-C +0,02 £ 0,14 -0,03+ 0,10 0317
LDL-C -0,43+0,10 -0,34+0,13 0,103
VLDL-C -0,26 + 0,16 -0,26 + 0,21 0,996
ApoAl 0,00+ 0,12 +0,06 + 0,11 0,262
ApoB -0,32 +£0,10 0,24+ 0,13 0,153

Numero de individuos entre paréntesis. LDL-C: colesterol de LDL; VLDL-C: colesterol de VLDL,
apoAl apolipoproteina Al e apoB: apoiipoproteina B. Sinal (+) indica aumento, sinal (-) indica
redugdo. *teste t de Student, para os parametros que nao apresentaram distribuicdo normal foi feita
transformagao logantimica.
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Tabela 24. Variagao relativa na concentragio dos lipideos e apolipoproteinas
(médiatDP) apés a administracdo de atorvastatina (10mg/d/4sem) nos individuos

com hipercolesterolemia primaria do sexo feminino agrupados segundo os
gendtipos do polimorfismo C3435T do gene MDR1.

Genétipos C3435T

Perfil lipidico CC CT+TT P*
(mg/dL) (N (18)

Colesterol total -0,28+0,13 -0,31+£ 0,09 0,199
Triacilglicerois -0,14 + 0,23 -0,11+ 0,24 0,422
HDL-C +0,03+£0,15 +0,02+ 0,10 0,594
LDL-C -0,38+ 0,15 -0,42+ 0,11 0,344
VLDL-C -0,15 10,22 -0,11+£0,25 0,430
ApoAl 0,02 +0,14 +0,00 + 0,09 0,661
ApoB 0,32 +0,14 -0,31 £ 0,12 0,525

Numero de individuos entre paréntesis. LDL-C: colesterol de LDL; VLDL-C: colesterol de VLDL,;
apoAl: apolipoproteina Al e apoB: apolipoproteina B. Sinal (+) indica aumento, sinal (-) indica

redugdo. *teste ¢ de Student, para os parametros que ndo apresentaram distribuigdo normal foi feita
transformagao logaritimica.
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Anexo 7:

Tabela _25. Express@o basal e apés administragao de atorvastatina (10mg/d/4sem)
em pacientes hipercolesterlémicos primarios de acordo com a etnia sequndo os
gendtipos do polimorfismo C3435T do gene MDR1.

C3435T
Brancos cc - CT+TT P*
(25) (51)
basal 0,65+ 0,20 0,54 + 0,16 0,034
atorvastastina 0,51+0,18 0,55+0,18 0,416
Negros CC CT+TT P*
(25) (61)
basal 0,67 £ 0,27 0,62+0,26 0,660
atorvastastina 063+0,24 0,54 + 0,24 0,383

*teste t de Student, para os parametros que ndo apresentaram distribuigdo normal foi feita
transformagao logaritimica.
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Anexo 8:

Tabela 26. Expressdo basal, apds administragdo de atorvastatina, e variacdo da
expressao do RNAm (médiatDP) do gene MDR?1 em células mononucleares do sangue
periférico de individuos hipercolesterolémicos em Gl, Gl e Gl

Gl GlI Gill P™
(34) (12} (30)
Basal 0,706 £ 0,187* 0,577 £ 0,174 0,466 +£ 0,161*  <0,001

10 mg de atorvastatina 0,450+ 0,183* 0,571 +£0,173 0,654 + 0,158* < 0,007
Variagéo da expressao  -0,360 £ 0,200* -0,010+0,030* 0,610+ 0,960* <0,007

** ANOVA simples seguido pelo teste de Tukey para comparagdes mlltiplas. *diferengas estatisticamente
significantes, segundo o valor de p encontrado.

BIBLIOTECA .
Faculdade de Cigncias Fanmacéulicas
Universidade de Sao Paulo
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Anexo 9:

Tabela 27. Expressao basal, ap6s administracao de atorvastatina, e variagao
da expressao do RNAmM (médiatDP) do gene MDRT em celulas

mononucleares do sangue periférico de individuos hipercolesterolémicos
segundo a etnia.

brancos negros P*
(54) (22)
Basal 0,570 £ 0,177 0,641 £ 0,259 0,175
10 mg de atorvastatina 0,539 + 0,176 0,577 £ 0,237 0,440
Variagao da expressdo 0,03+ 0,43 0,20 + 1,26 0,247

*teste t de Student, para os parametros que nio apresentaram distribuig&o normal foi feita
transformacgao logaritimica.
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Anexo 10:

Tabela 28. Variagao refativa na concentracdo dos lipideos e apolipoproteinas
(médiatDP) apés a administragao de atorvastatina (10mg/d/4sem) nos individuos

com hipercolesterolemia primaria agrupados segundo a variagao da expressao do
gene MDR1 (G, Gll e Glil).

Perfil lipidico Gl Gll Glil p
(34) (30) (12)

Colesterol total -0,321+ 0,101 -0,279 + 0,081 -0,280 + 0,102 0,204

Triacilgliceréis  -0,149+ 0,228 -0,124 + 0,264 -0,186 + 0,225 0,696

HDL-C +0,028 + +0,016 + +0,012 + 0,395
0,138 0,103 0,097

LDL-C -0,417 £+ 0,126 -0,381 £ 0,088 -0,365 + 0,142 0,267

VLDL-C +0,205 + +0,282 + +0,293 + 0,694
0,397 0,411 0,437

ApOAIL +0,014 + +0,020 + +0,019 + 0,977
0,122 0,106 0,093

ApoB -0,330 + -0,316+ 0,082 -0,246 + 0,025
0,109* 0,149*

Numero de individuos entre paréntesis. LDL-C: colesterol de LDL; VLDL-C: colesterol de VLDL; apoAL
apolipoproteina Al e apoB: apolipoproteina B. Sinal (+) indica aumento, sinal (-) indica redugdo. ** ANOVA
simples seguido peio teste de Tukey para comparagdes maltipias. “diferengas estatisticamente significantes,
segundo o valor de p encontrado.
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Anexo 11:

Tabela 29. Expressao basal, apés administragdo de atorvastatina, e variagdo da
expressdo do RNAm (médiatDP) do gene MRP1 em céiulas mononucleares do sangue

periférico de individuos hipercolesterolémicos em P1, P2 e P3.

P1 P2 P3 P+
(30) (9) (37)
Basa! 0,815+ 0,178 0,824 £ 0,173° 0,621+ 0,156° <0,05
10 mg de atorvastatina 0,670+0,178* 0,820+0,178 0,798+0,161* <0,05
Variagdo da expressdao -0,18 + 0,11* -0,01 £ 0,04* 0,33+ 0,30* < 0,001

** ANOVA simples seguido pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas. * ®  diferengas
estatisticamente significantes, segundo o valor de p encontrado.
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Anexo 12:

Tabela 30. Variagdo relativa na concentragdo dos lipideos e apolipoproteinas
(médiatDP) apds a administragao de atorvastatina (10mg/d/4sem) nos individuos
com hipercolesterolemia primaria agrupagos segundo a variagdo da expressdo do

_gene MRP1 (P1, P2 e P3)

P1 P2 P3 P
(30) (9) (37)
Colesterol total 0,300+ 0,096  -0,344 + 0,088 -0,285+0,104 0,273
Triacilglicer6is -0,154 £ 0,237  -0,149+ 0,178 -0,166+0,241 . 0,822
HDL-C +0,00840,139  +0,066+ 0,114 -0,001+0,098 0,316
LOL-C .0,393+0,119 -0433+0,114 -0,379+0,140 0,523
VLDL-C 0,154+ 0,239 -0,149+0,185 -0,180+0,240 0,667
ApOAI 0,022+ 0,130  -0,026 +0,104 0,025+ 0,096 0,467
ApoB 0,317+0,095 -0,324+0,121 -0,269+0,149 0,255

* ANOVA simples seguido pelo teste de Tukey para comparagdes mitiplas.
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Anexo 12:
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