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RESUMO

GENVIGIR, F.D.V. Estudo da expressao génica e de polimorfismos do ge ne
ABCAl em individuos sob terapia hipolipemiante . 2007. 116 f. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2007.

A ATP-binding cassette transporter A1 (ABCAl) é uma proteina transmembrana
responsavel pelo efluxo celular de colesterol e fosfolipideos, que € um passo
essencial para o transporte reverso do colesterol e para a biogénese da HDL.
Polimorfismos do gene ABCALl foram associados com risco de doenga arterial
coronariana, variacbes no perfil lipidico e diferencas na resposta a farmacos
hipolipemiantes. Com a finalidade de avaliar os efeitos de polimorfismos do ABCAl
sobre a expressao génica e a resposta a vastatinas, foram selecionados individuos
normolipidemicos (NL, n=143) e hipercolesterolémicos (HC, n=224). A resposta a
atorvastatina (10 mg/dia/4 semanas) foi avaliada pelo perfil lipidico sérico em 141
individuos do grupo HC (ATORVA). DNA e RNA total foram extraidos de
amostras de sangue periférico. Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP)
G70943A (R219K), C-14T e C-105T, uma variante nova do ABCALl, foram
detectados por PCR-RFLP e confirmados por sequienciamento de DNA. A expressao
de RNAmM do ABCAL1 em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foi
analisada por PCR-duplex e PCR em tempo real, utilizando o gene GAPD como
referéncia enddgena. A frequéncia do alelo -105T foi 1,4% em NL e 2,0% em HC. O
alelo 70943A (gendtipos GA+AA) foi associado com maior concentracao sérica basal
de apoAl (NL), de HDL-c (ATORVA) e com menores concentracfes basais de
triglicerideos e VLDL-c e menor indice TG/HDL-c (HC e ATORVA) em comparacao
com o gendtipo 70943GG (p<0,05). O polimorfismo C-105T esta em desequilibrio
de ligacdo com o SNP C-14T (p=0,006). Portadores do alelo -105T (gendétipos
CT+TT), quando comparados aos portadores do gendétipo -105CC, tiveram menores
valores basais de triglicerideos e VLDL-c, maior concentracdo de HDL-c e menor
indice TG/HDL-c nos grupos HC e ATORVA e também maiores concentracdes de
apoAl e menor indice apoB/apoAl no grupo ATORVA (p<0,05). Nos grupos HC e
ATORVA, os portadores do haplétipo -14CT+TT/-105CT+TT tiveram menores
valores de triglicerideos e VLDL-c basais, maiores concentracdes de HDL-c e
menor indice TG/HDL-c quando comparados aos portadores dos outros
haplétipos (p<0,05). A expressao basal do ABCA1 foi menor nos HC que nos
NL independentemente da taxa de expressédo alta (GM1) ou baixa (GM2). Este
efeito foi associado com os SNPs C-14T e G70943A SNPs. ApGs o tratamento
com atorvastatina, a expressao de RNAm foi reduzida nos HC portadores do alelo -
14T em comparacdo com os portadores de alelo -14C. Esses resultados séo
sugestivos de que ABCA1 SNPs estao envolvidos na variacao do perfil lipidico sérico
e na expressao de RNAmM em resposta a atorvastatina.

Palavras-chave: ABCAL. Atorvastatina. Expressdo génica. Farmacogenética.
HDL. Polimorfismo genético.



ABSTRACT

GENVIGIR, F.D.V. ABCAL1 gene expression and polymorphisms on patients
under hypolipemic therapy . 2007. 116 f. Dissertation (Masters Degree) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2007.

The ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1l) is a transmembrane protein
involved on cholesterol and phospholipid cellular efflux, which is an essential step for
the reverse cholesterol transport and HDL biogenesis. Single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the ABCAL gene have been associated with increased risk
of coronary heart disease, differences on serum lipid profile and response to
lowering-cholesterol drugs. We have evaluated the influence of ABCA1 SNPs on
MRNA expression and lipid-lowering response to atorvastatin. Normolipidemic
(NL, n=143) hypercholesterolemic (HC, n=224) individuals were enrolled in this
study and the response to atorvastatin (10 mg/day/4 weeks) was evaluated in HC
individuals (ATORVA, n=141). Blood samples were collected for biochemical
analyses, genomic DNA and total RNA extraction. SNPs G70943A (R219K),
C-14T and C-105T, a novel variant of ABCA1, were detected by PCR-RFLP and
confirmed for DNA sequencing. ABCA1 mRNA expression in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) was analysed by PCR-duplex and Real Time PCR,
using the GAPD as the endogenous reference. In HC and NL, the frequency of
-105T allele was 2.0% and 1.4%, respectively. The 70943A allele (genotypes
GA+AA) was associated with higher basal concentrations of apoAl (NL) and
HDL-c (ATORVA) and lower triglyceride and VLDL-c and TG/HDL-c ratio (HC
and ATORVA) than the 70943GG genotype (p<0.05). We found a linkage
disequilibrium between C-14T and C-105T SNPs in HC group (p=0.006). Individuals
carrying -105T allele (CT/TT genotypes), when compared with -105CC carriers,
had lower basal concentrations of triglyceride and VLDL-c, higher
concentration of HDL-c and lower TG/HDL-c ratio in HC and ATORVA groups
and also higher concentration of apoAl and lower apoB/apoAl ratio in ATORVA
group (p<0.05). In HC and ATORVA, individuals with -14CT+TT/-105CT+TT
haplotype had Ilower basal values of triglyceride and VLDL-c, higher
concentration of HDL-c and lower TG/HDL-c ratio than carries of others
haplotypes (p<0,05). ABCA1 mRNA basal expression was lower in HC when
compared to NL independently of high (GM1) or low (GM2) basal expression
rate. This effect was associated with C-14T and G70943A SNPs. After
atorvastatin treatment, mRNA expression was reduced in HC individuals
carrying -14T allele in comparison with the -14C allele carriers. These results
are sugestive that ABCAL1 SNPs are involved on variation of serum lipid profile
and mRNA expression in response to atorvastatin.

Keywords: ABCAL. Atorvastatin. Gene expression. Gene polymorphism. HDL.
Pharmacogenetics.
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13

1 INTRODUCAO

A doenca arterial coronariana (DAC) €é uma importante doenca
cardiovascular que tem elevado indice de mortalidade no mundo. De acordo com
estimativas da World Heart Federation (2006), a doenca cardiovascular €
responsavel, na populacdo mundial, por 17 milhdes de Obitos por ano. No Brasil
(BRASIL, 2006), a mortalidade proporcional por doencas do aparelho circulatorio foi
de 31,5% no ano de 2003.

A relacao inversa entre o colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL-
c) e o risco de eventos cardiovasculares tem sido bem estabelecida através de
estudos epidemioldgicos e clinicos (ASSMANN et al., 1996; FRICK et al., 1990;
GORDON et al., 1989). Esta relagdo passou a ser mais largamente discutida desde
a publicacdo dos dados do estudo de Framingham (HAYDEN; TYAGI, 2005).

Gordon e colaboradores (1989) analisaram a relacdo entre HDL-c e
incidéncia de DAC em quatro estudos americanos : Framingham Heart Study (FHS),
Lipid Research Clinics Prevalence Mortality Follow-up Study (LRCF), Lipid Research
Clinics Coronary Primary Prevention Trial (CPPT) e Multiple Risk Factor Intervention
Trial (MRFIT). Os autores associaram o aumento de 1mg/dL nos valores de HDL-c
com diminuicdo de 2% no risco de DAC em homens (FHS, CPPT, and MRFIT) e
diminuicao de 3% em mulheres (FHS).

A baixa concentracdo de HDL-c € um fator de risco independente para DAC
(ASHEN; BLUMENTHAL, 2005). Em concordancia com recentes estudos, a IV
Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencao da Aterosclerose (SOCIEDADE

BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007) considera como baixos valores as
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concentragdes séricas de HDL-c inferior a 40 mg/dL em homens e 50 mg/dL em
mulheres.

A principal causa de DAC é a aterosclerose, uma doenca progressiva
caracterizada pelo acumulo de lipideos e elementos fibréticos em grandes artérias
(LIBBY, 2002). Em estudos com modelos animais e em humanos, foi sugerido que a
HDL possui propriedades biolégicas que protegem contra a aterosclerose, mantendo
normal a homeostasia lipidica em macrofagos. Essa protecdo resulta do papel da
HDL no transporte reverso do colesterol (TRC) e em suas propriedades antioxidante,
antiagregante plaquetaria, antiinflamatéria e imunomodulatéria (HERSBERGER,;
VON ECKARDSTEIN, 2003; KRIMBOU; MARCIL; GENEST, 2006; LEWIS; RADER,
2005; RADER, 2006). Em particular, a funcdo da HDL no TRC é considerada
importante para prevencao de aterosclerose por transportar colesterol sintetizado ou
armazenado nas células periféricas, incluindo macréfagos presentes na parede do
vaso, para o figado ou oOrgaos esteroidogénicos (HERSBERGER; VON
ECKARDSTEIN, 2003; LEWIS; RADER, 2005; ORAM; HEINECKE, 2005).

O efluxo de colesterol celular, parte importante do TRC, pode ser realizado
por mecanismos passivos ou ativos. Entre os processos ativos estdo aqueles que
envolvem a interacdo da HDL ou de polipeptideos anfipéticos, incluindo
apolipoproteinas, com os transportadores da familia ATP-binding cassete (ABC),
(CAVELIER et al., 2006).

A superfamilia ABC é composta de proteinas que realizam o transporte
transmembrana de uma variedade de moléculas utilizando ATP como fonte de
energia (DEAN; HAMON; CHIMINI, 2001).

A ABCAl é um transportador de membrana constituido de 2261

aminoécidos (PULLINGER et al., 2000; SANTAMARINA-FOJO et al.,, 2000) e
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estruturalmente é dividido em duas metades similares, sendo cada metade
composta por um dominio transmembrana, contendo seis hélices, e um dominio de
ligacdo ao nucleotideo, contendo duas regifes denominadas Walker A e Walker B,
presentes em muitas proteinas que utilizam ATP, e uma regido Walker C, presente
unicamente nos transportadores ABC (Figura 1) (BUNGERT; MOLDAY; MOLDAY,
2001; DEAN; HAMON; CHIMINI, 2001; HAMON; CHAMBENOIT; CHIMINI, 2002;

ORAM; HEINECKE, 2005).

Walker C

Figura 1. Modelo estrutural da proteina ABCA1
Fonte: ORAM; HEINECKE, 2005.

A proteina ABCAL1 foi relatada pela primeira vez por Luciani e colaboradores
(1994), mas a sua identificacdo como um importante regulador do metabolismo da
HDL ocorreu cinco anos depois com a descoberta de que mutacdes do gene ABCAL
resultam na doenca de Tangier (BODZIOCH et al., 1999; BROOKS-WILSON et al.,
1999; REMALEY et al., 1999; RUST et al.,, 1999). Esta € uma rara doenca
autossomica recessiva, com cerca de 100 casos descritos na literatura, e

caracterizada por quase completa auséncia de HDL plasmatica, pelo acumulo de
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ésteres de colesterol em varios tecidos, notavelmente no figado, baco, tonsilas e
mucosa intestinal, e, frequentemente, por DAC prematura (BODZIOCH et al., 1999;
BROOKS-WILSON et al., 1999; BRUNHAM; SINGARAJA; HAYDEN, 2006; NOFER;
REMALEY, 2005; ORAM, 2000). Muta¢cBes do gene ABCA1 também podem resultar
em Hipoalfalipoproteinemia Familiar (HAF), que é caracterizada por baixas
concentragbes plasmaticas de HDL-c e auséncia das manifestacdes clinicas da
doenca de Tangier (BROOKS-WILSON et al., 1999).

Em estudo com camundongos transgénicos que expressam ABCA1l
humana, Singaraja e colaboradores (2001) verificaram que o aumento de expressao
desta proteina resultou em aumento do efluxo de colesterol em diferentes tecidos e
elevacao das concentracdes de HDL-c, apoAl e apoAll (apolipoproteina All). Estes
dados séo consistentes com outros estudos que mostram que a auséncia de ABCAl
em camundongos resultou em drastica deficiéncia de HDL-c e apoAl, além de
produzir um fendtipo similar ao observado em humanos com doenca de Tangier
(AIELLO; BREES; FRANCONE, 2003; MCNEISH et al.,, 2000). Francone e
colaboradores (2003) realizando estudos como estes, sugerem que a auséncia de
ABCAL altera a estabilidade metabdlica e a maturagéo da HDL.

O transportador ABCA1 € um componente critico na formac¢do da HDL e no
efluxo celular de fosfolipideos e colesterol para apolipoproteinas, especialmente a
apolipoproteina-Al (apoAl), a principal constituinte da particula de HDL (ASZTALOS,
2004; CAVELIER et al., 2006; KRIMBOU; MARCIL; GENEST, 2006; LEE; PARKS,
2005).

Dois modelos tém sido propostos para explicar o mecanismo pelo qual a
ABCA1 transfere fosfolipideos e colesterol livre para a apoAl livre ou pobremente

associada a lipideos. No primeiro modelo (Figura 2A) o efluxo lipidico ocorre por
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exocitose. Colesterol livre, derivado da hidrélise de ésteres de colesterol, e
fosfolipideos intracelulares sdo empacotados em vesiculas de transporte, através do
complexo de Golgi, e translocados para sitios na membrana plasmética contendo a
proteina ABCAL1 (CAVELIER et al., 2006; LEE; PARKS, 2005; ORAM, 2002; ORAM,;
HEINECKE, 2005). Em seguida, os lipideos séo transportados através da membrana
plasmatica e, através de interac6es com a apoAl sdo removidos da célula, formando

particulas nascentes de HDL.

Figura 2. Modelos para o efluxo de lipideos mediado pela ABCA1
(A) Mecanismo de efluxo lipidico por exocitose. (B) Mecanismo de

efluxo por retroendocitose.
Nota: Em vermelho: apoAl; em verde: ABCAL. C, colesterol; PL, fosfolipideos.
Fonte: ORAM, 2002.

Alternativamente, no segundo modelo (Figura 2B), denominado
retroendocitose, a apoAl é interiorizada com a ABCAL, via endocitose, interage com
pools lipidicos intracelulares para adquirir fosfolipideos e colesterol livre e o

complexo apolipoproteina-lipideos € liberado da célula apds fuséo da vesicula com a
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membrana plasmatica (CAVELIER et al., 2006; LEE; PARKS, 2005; ORAM, 2002;
ORAM; HEINECKE, 2005). Neste modelo, alguns autores questionam se a ABCAl
influencia a endocitose da apoAl diretamente ou indiretamente, por sinalizacéo de
outros receptores endociticos (CAVELIER et al., 2006).

As particulas de HDL nascentes sofrem em seguida varias modificagcbes em
uma série complexa de passos para aquisicdo de mais lipideos e proteinas. Uma
destas modificacbes € a esterificacdo do colesterol livre, pela enzima lecitina
colesterol acil transferase (LCAT), e sua transferéncia para o centro lipidico da
particula de HDL, formando particulas esféricas maduras conhecidas como HDLj
(menor e mais densa) e HDL, (maior e menos densa) (HERSBERGER; VON
ECKARDSTEIN, 2003; LINSEL-NITSCHKE; TALL, 2005; RADER, 2006).

E importante ressaltar que os precursores da HDL também podem ser
produzidos a partir do metabolismo de quilomicrons ou da lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL), durante o processo de lipdlise mediada pela lipase
lipoproteica (LPL), ou ainda a partir da interconversao de HDL, e HDL;
(HERSBERGER; VON ECKARDSTEIN, 2003).

O processamento e remodelamento das particulas de HDL maduras na
circulag@o ocorrem por varios processos combinados. Proteinas de transferéncia de
lipideos, como a proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP) e a
proteina de transferéncia de fosfolipideos (PLPT), lipases, como a lipase hepética
(HL) e a lipase endotelial (EL), receptores de superficie celular, como o receptor
scavenger Bl (SR-BI), e as lipoproteinas ndo-HDL realizam ac¢des determinantes do
destino metabdlico da HDL (HERSBERGER; VON ECKARDSTEIN, 2003;

KWITEROVICH JUNIOR, 2000; LEWIS; RADER, 2005; RADER, 2007).
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Aproximadamente 50% da variabilidade plasmatica de HDL-c é determinada
por fatores genéticos, mas a identificacdo destes fatores tem sido dificil (BRUNHAM;
SINGARAJA; HAYDEN, 2006; PAJUKANTA, 2004). Entretanto, uma busca
extremamente Util das variantes genéticas envolvidas no metabolismo da HDL tem
sido o estudo de formas mendelianas raras de deficiéncia de HDL, como aquelas
envolvendo os genes LCAT, APOAI e ABCA1 (BRUNHAM; SINGARAJA; HAYDEN,
2006; PAJUKANTA, 2004).

O gene que codifica a ABCALl estd localizado no cromossomo 9 e é
composto por 50 éxons, sendo que 49 éxons sao codificadores da proteina (DEAN;
HAMON; CHIMINI, 2001; SANTAMARINA-FOJO et al., 2000). O gene ABCA1 é
largamente expresso em tecidos animais (KIELAR et al., 2001; WELLINGTON et al.,
2002) . Em humanos, Kielar e colaboradores (2001) verificaram maior abundancia de
RNAmM do ABCAL1 no figado, placenta, intestino delgado, pulméo e estbmago. Além
disso, esses autores realizaram estudo com cultura de células humanas e
verificaram 0 aumento de expresséo deste gene na diferenciagdo de mondcitos e
constataram que macréfagos carregados com lipoproteina de baixa densidade
(LDL) modificada enzimaticamente (E-LDL) mostram maior expressao de RNAm do
ABCAL1 do que qualquer tecido humano analisado.

A inducéo da transcricdo do ABCA1 em células carregadas com colesterol €
consistente com o fato de que o transportador ABCAl esta envolvido com a
secrecdo do excesso de colesterol celular LANGMANN, et al 1999; ORAM, 2002). O
aumento de expressdo de ABCAL resulta da ativacdo do receptor nuclear liver-X-
receptor (LXRa/B) por oxiesterodis, gerados a partir do colesterol e em sua maioria
por enzimas do citocromo P450 (BJORKHEM, 2002; DENIS et al., 2003; FU et al.,

2001; RUSSELL, 2000; SCHMITZ; LANGMANN, 2005). O LXR forma heterodimeros
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com o retinoid-X-receptor (RXR) que se ligam em elementos responsivos, presentes
na regido promotora e no primeiro intron do gene ABCA1, aumentando a transcricdo
deste gene (DENIS et al.,, 2003; SCHMITZ; LANGMANN, 2005). O LXR também
regula varios outros genes envolvidos na homeostasia do colesterol, como o gene
da ABCG1, ABCG5, ABCG8, SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein
1c), CETP, PLPT, entre outros (EDWARDS; KENNEDY; MAK, 2002; TALL,;
COSTET; WANG, 2002).

Vérias outras substancias naturais ou sintéticas e reguladores metabdlicos,
como ligantes de PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors), hormonios,
citocinas e drogas, também influenciam a transcricdo do ABCAL, sugerindo um
sofisticado mecanismo transcricional para este gene (SCHMITZ; LANGMANN,
2005). Além disso, a presenca de regulacdo pos transcricional faz com que a
guantidade de proteina ABCAL nas células nem sempre seja correlacionada com a
quantidade de RNAm expresso (FORCHERON et al., 2005; WELLINGTON et al.,
2002).

Até o momento foram encontrados mais de 70 mutacbes e numerosos
polimorfismos de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphism, SNP) no
gene ABCA1 (ATTIE, 2007; BRUNHAM; SINGARAJA; HAYDEN, 2006; IIDA et al.,
2001). Entre esses polimorfismos, um dos mais estudados é a substituicdo de uma
guanina (G) por uma adenina (A) na posicao 70943 do gene (éxon 7), que resulta na
troca de uma arginina (R) por lisina (K) no residuo de aminoacido de nimero 219,
localizado no dominio extracelular da proteina (BENTON et al., 2006; HODOGLUGIL
et al., 2005).

O polimorfismo G70943A (R219K) foi associado com protecao contra o risco

de DAC e de infarto do miocéardio, com menor gravidade de DAC e com menor
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prevaléncia de calcificagdo coronariana (BENTON et al., 2006; BERTOLINI et al.,
2004; CENARRO et al., 2003; CLEE et al., 2001; EVANS; BEIL, 2003; TREGOUET
et al., 2004). Esta protecao parece estar relacionada com aumento da concentracéo
de HDL-c e/ou diminuicdo de triglicerideos na presenca da variante 219K (BENTON
et al., 2006; CLEE et al., 2001; MANTARING et al., 2007; YAMAKAWA-KOBAYASHI
et al., 2004), mas estes resultados n&do foram reproduzidos em todos os trabalhos
(BERTOLINI et al., 2004; CENARRO et al., 2003; SALEHEEN et al., 2007).

Outro SNP, o C-14T (anteriormente denominado C69T), localizado na regido
promotora do ABCAL, foi associado com aumento de eventos coronarianos e
progressdo da aterosclerose sem, contudo, estar associado com alteracées nos
lipideos séricos em homens holandeses com DAC (ZWARTS et al., 2002). Tan e
colaboradores (2003) estudaram a populagdo masculina de trés etnias residentes
em Cingapura e observaram que o SNP C-14T foi relacionado ao aumento de risco
de DAC em indianos, em amostras de caso e controle, e ao aumento de HDL-c em
chineses saudéaveis. A associagdo do SNP C-14T com aumento de HDL-c também
foi descrita na populagdo turca, sendo esta associagao verificada apenas em
homens (HODOGLUGIL et al., 2005).

Varios outros polimorfismos do ABCAl também tém sido associados a
alteracdes no perfil lipidico e risco de DAC. Variantes como V771M, V825I e 1883M
tém sido associadas a aumento de HDL-c, diminuicdo de triglicerideos (1883M) e
aumento de apoAl (V771M) (BRUNHAM; SINGARAJA; HAYDEN, 2006;
SINGARAJA et al.,, 2003). Os SNPs E1172D e R1587K foram relacionados a
diminuicdo de HDL-c e os SNPs como o C-565T e G-278C (também denominados
C-477T e G-191C) foram associados com diferencas na gravidade de DAC

(KYRIAKOQOU et al., 2005; SINGARAJA et al., 2003).
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A hipercolesterolemia é um importante fator de risco para aterosclerose
(LINTON; FAZIO, 2003) e mudancas no estilo de vida sdo recomendadas para
reduzir a colesterolemia e, consequentemente, diminuir o risco de doengas
cardiovasculares. Tais mudancas incluem: reducéo de ingestao de gordura saturada
e de colesterol, reducdo de peso e pratica de atividade fisica regular (GRUNDY,
2001). Entretanto, essas condutas nem sempre sdo eficazes e ha necessidade de
intervencdo farmacologica com medicamentos hipocolesterolemiantes, sendo as
vastatinas 0s mais largamente utilizados devido ao seu potente efeito
hipocolesterolemiante.

As vastatinas sao potentes inibidores da 3-hidréxi-3-metilglutaril
coenzima A (HMGCOoA) redutase que é a enzima chave na sintese de
colesterol (VAUGHAN; GOTTO JUNIOR, 2004). A HMG-CoA redutase converte
a HMG-CoA em mevalonato, um precursor dos compostos isoprendides
envolvidos na sinalizacdo e na proliferagcdo celular (LENNERNAS, 2003). A
inibicdo da HMG-CoA redutase resulta em diminuicdo de sintese de colesterol
e reducdo da producédo de citocinas inflamatérias, bem como bloqueio do ciclo
celular, sendo os dois ultimos efeitos pleiotropicos atribuidos as vastatinas
(LENNERNAS, 2003).

A reducdo da sintese enddgena de colesterol é um sinalizador de
transducdo de sinal na célula que resulta na inducdo da expressdo de
receptores de LDL e, com isso, h4d o aumento da captacdo de particulas de
LDL pelas células hepaticas e extra-hepaticas, reduzindo a colesterolemia
(BROWN; GOLDSTEIN, 2004).

A atorvastatina € um inibidor sintético reversivel da HMG-CoA

redutase, administrado via oral como sal céalcico da forma ativa hidroxi-acida
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(JACOBSEN et al, 2000; LENNERNAS, 2003). Ela é biotransformada
primariamente por enzimas de fase | do citocromo P450, no intestino e no
figado (LENNERNAS, 2003). Na fase Il da biotransformacdo hepatica, a
atorvastatina sofre glucoronidacdo, mediada pelas UDP-glicuronil transferases
(UGT) 1A1 e 1A3, resultando em intermediarios acil-glucoronideos
(JACOBSEN et al.,, 2000; PRUEKSARITANONT et al., 2002). O efluxo celular
da droga é realizado pelos transportadores de fase Ill, representados
principalmente pela glicoproteina P, uma outra proteina da familia ABC
(BOGMAN et al., 2001; CHEN et al., 2005).
De um modo geral, as vastatinas tém um poder de acao relativamente fraco
para aumentar a HDL plasméatica. Em um estudo comparativo entre sinvastatina e
atorvastatina, em doses equipotentes, a sinvastatina mostrou uma elevacédo da HDL
plasmatica significativamente maior que a atorvastatina. Contudo, em doses
elevadas de atorvastatina, ao contrario da sinvastatina, a HDL plasmatica diminuiu
como resultado da diminuicdo da expressdo de apoAl (TOTH, 2001). A
heterogeneidade de respostas observadas em monoterapias com vastatinas, com
relacdo ao HDL-c plasmatico, pode ser uma possivel explicacdo para o fato de
alguns pacientes em tratamento com vastatinas terem eventos coronarianos, apesar
da reducgéo nas concentragdes de LDL-c (ASZTALOS, 2004).
Os estudos sédo conflitantes quanto aos efeitos das vastatinas na modulagéo
da expressdo do ABCAL. Em células de hepatoma de rato (FUSAH) a pitavastatina e
a compactina induziram efluxo de colesterol e fosfolipideos para a apoAl (ZANOTTI
et al.,, 2004), enquanto que em células humanas de hepatoma, HepG2, a
pitavastatina e a fluvastatina aumentaram a expressdo de RNAmM do gene da ABCAl

(MAEJIMA et al., 2004; SONE et al.,, 2004). Ando e colaboradores (2004), no



24
entanto, ndo constataram alteracbes de expressdo de RNAm do ABCA1l e de
proteina quando estudaram células HepG2 tratadas com pravastatina.

Em macrofagos murinos e humanos, (RAW264.7, THP-1 e HMDM - Human
monocyte-derived macrophages) varias vastatinas regularam negativamente a
expressdo de ABCAL1l (ANDO et al., 2004; SONE et al., 2004; WONG; QUINN,;
BROWN, 2004) e a compactina também diminuiu o efluxo de colesterol em
macroéfagos THP-1 e HMDM (WONG; QUINN; BROWN, 2004). No entanto, Argmann
e colaboradores (2005) mostraram um aumento de efluxo de colesterol para a apoAl
em macréfagos THP-1 induzido pela sinvastatina e pela atorvastatina, sendo que
esta ultima também aumentou a expressdo de RNAmM do ABCAL.

Em células Swiss 3T3 (linhagem celular de fibroblastos de camundongo) e
em HEK293 (célula humana embrionéria de rim 293) ndo foram detectadas nenhuma
alteracdo de expressdao de RNAmM do ABCALl apds incubacdo com fluvastatina
(SONE et al., 2004). E em um estudo in vivo publicado, Ando e colaboradores (2004)
verificaram que a pravastatina nao alterou a expressdo do ABCAl e nem a
concentracéo da proteina em leucocitos e no figado de camundongos.

Considerando o papel critico da ABCA1 na formagéo da particula de HDL,
gue é um importante marcador de risco de doengas cardiovasculares e possivel alvo
terapéutico, € de grande interesse avaliar, na nossa populacdo, os efeitos de
polimorfismos genéticos e da expressdo génica da ABCA1 no metabolismo do

colesterol e na variabilidade de resposta ao tratamento com atorvastatina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Determinar as frequéncias genotipicas de polimorfismos do ABCAl em
individuos hipercolesterolémicos e normolipidémicos.

2.2 Avaliar os efeitos de polimorfismos do ABCA1 sobre a expressao génica e sobre
o perfil lipidico sérico de individuos hipercolesterolémicos e normolipidémicos.

2.3 Avaliar a influéncia dos polimorfismos do ABCAL1 sobre o perfil lipidico sérico
apos o tratamento com atorvastatina.

2.4 Analisar o efeito da atorvastatina sobre a expressdo de RNAm do ABCAl1 em
células mononucleares de sangue periférico de individuos

hipercolesterolémicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA E PROTOCOLO TERAPEUTICO

Foram selecionados para o estudo 367 individuos, de ambos os
géneros, com idades entre 29 e 81 anos. Desses individuos, 224 séo
hipercolesterolémicos (HC), com hipercolesterolemia primaria segundo o0s
critérios da 3" Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias (SANTOS; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2001) e sem uso de medicacao
hipolipemiante, e 143 sdo normolipidémicos (NL). Os individuos foram
selecionados na Secdo de Lipoproteinas do Instituto Dante Pazzanese de
Cardiologia (IDPC) de Séo Paulo (HC, n= 76), no periodo de 2002 a 2004, e na
Divisdo de Clinica Médica do Hospital Universitario da Universidade de Séao
Paulo (HU/USP) (HC, n=148; NL, n=143), de 2004 a 2007.

Os individuos foram informados sobre o protocolo do estudo que foi
previamente aprovado pelos comités de ética das instituicbes envolvidas
(HU/USP, IDPC e Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
S&o Paulo) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP, Anexo
C) e somente participaram os que assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE). Nesse momento, foram obtidos os dados de etnia, sexo,
idade, peso, altura, menopausa, tabagismo, hipertensdo, histéria familiar de
DAC, pratica de exercicios fisicos e medica¢cbes em uso.

Individuos com indice de massa corporea (IMC) igual ou superior a
30kg/mz2 foram classificados como obesos (WORLD HEALTH ORGANIZATION,

2000) e agueles que apresentaram pressado sistolica/diastélica igual ou
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superior a 140/90 mmHg ou estavam sob tratamento anti-hipertensivo foram
considerados hipertensos (ARTERIAL HYPERTENSION WORK GROUPS,
2004). A etnia foi autodeclarada e os individuos que se autodenominaram
pardos ou negros foram incluidos em um Unico grupo.

Foram excluidos do estudo individuos com disturbios da tiredide,
diabete melito, doencas hepatica e renal graves conhecidas antes ou apoés
avaliacdo laboratorial. Individuos que se declararam orientais, individuos com
doencas cardiovasculares, mulheres gravidas ou em uso de contraceptivos
orais nao participaram do estudo.

Os individuos HC foram orientados a fazer uso de dieta com baixo teor
de colesterol e gordura saturada por quatro semanas (CHAHOUD; AUDE;
MEHTA, 2004). ApoOs esse periodo, foi feita avaliacdo laboratorial e somente
os individuos com concentracdes séricas de LDL-c superiores a 160 mg/dL
foram tratados com atorvastatina 10 mg (dose oral Unica diaria) por um periodo
de quatro semanas. A dose de 10 mg é a dose minima comercializada do
medicamento. A resposta terapéutica a atorvastatina foi avaliada pela
determinacédo do perfil lipidico sérico, antes e apds o tratamento.

Dentre os 224 individuos HC, 141 foram tratados com atorvastatina
(ATORVA) e 83 ndo foram tratados por ndo atenderem os critérios para o

tratamento farmacoldgico.

3.2 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram coletadas amostras de sangue, apos jejum de 12 a 14 horas, no

periodo basal e ap6s o tratamento com atorvastatina. Foram obtidos 15 mL de

sangue, em tubo com acido etilenodiaminotetracético (EDTA, 1 mg/mL de
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sangue), para extracdo de DNA e RNA. Foram também obtidos cerca de 9 mL
de sangue para a determinacdo de concentra¢gdes séricas de colesterol total e
fracOes, triglicerideos, apolipoproteina Al (apoAl), apolipoproteina B (apoB),
TSH (horménio estimulante da tiredide), T4 livre (tetraiodotironina ou tiroxina
livre), glicose, uréia, creatinina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e creatino quinase (CK).

As concentracOes seéricas de colesterol total e fracfes, triglicerideos,
apoAl e apoB foram utilizadas a fim de avaliar a resposta terapéutica a
atorvastatina. A avaliagdo de TSH e T4 livre foi utilizada para exclusao de
pacientes com hipo ou hipertireoidismo. A glicemia foi determinada para excluir
os individuos com diabete melito. A dosagem de uréia e creatinina e avaliacdo
da atividade das enzimas ALT e AST foram utilizadas para exclusdo de
pacientes com lesao renal e/ou hepatica, respectivamente. As atividades das
enzimas ALT e CK foram utilizadas para monitorar o aparecimento de
hepatotoxicidade e miotoxicidade, as duas principais reacdes adversas do

tratamento com atorvastatina (BELLOSTA; PAOLETTI; CORSINI, 2004).

3.3 LINHAGENS CELULARES E CONDICOES DE CULTIVO

Neste estudo, foi utilizada a linhagem de células imortalizadas Caco-2,
isolada de adenocarcinoma colorretal, que foi obtida do Banco de Células do Rio
de Janeiro (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Essa linhagem celular foi utilizada
como calibrador nas analises de expressdo do RNAm do ABCAL utilizando
PCR em tempo real.

Para garantir a homogeneidade das caracteristicas morfofisioldgicas,

as células Caco-2 foram mantidas em cultura por periodos nunca superiores a
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trés meses conforme método padrdo para cultivo celular (PERES; CURI,
2005).

As células foram cultivadas em meio de DMEM (Dulbecco's modified
Eagle medium) (pH 7,4) com 10% de soro fetal bovino, a 37°C, em atmosfera
umidificada contendo 5% de géas carbbénico. O meio de cultivo foi suplementado
com L-glutamina 2 mmoles/L, bicarbonato de sddio 44 mmoles/L, penicilina
10.000 U/L e estreptomicina 10 mg/L. O meio foi trocado duas vezes por
semana e as células foram tripsinizadas (solucéo de tripsina 0,2% e versene
0,02%) e subcultivadas entre as concentracdes de 1 a 10x10° células por mL,

uma vez por semana.

3.4 DETERMINACOES DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

As concentragdes séricas de colesterol total e triglicerideos foram
determinadas por métodos enziméaticos-colorimétricos (FOSSATI; PRENCIPE,
1982; SIEDEL et al., 1983) utilizando conjuntos diagndésticos (Siemens
Medical/Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY, EUA), em analisador automatico
Advia 1650® (Siemens Medical/Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY, EUA). A
determinacdo de HDL-c foi realizada por método enziméatico (NAUCK; MARZ;
WIELAND, 1998) com o conjunto diagnéstico da DiaSys® (DiaSys Diagnostic
Systems GmbH, Holzheim, Alemanha). As concentra¢cfes séricas de colesterol
da VLDL (VLDL-c) e de LDL-c foram calculadas segundo a férmula de
Friedewald e colaboradores (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972)
para valores de triglicerideos inferiores a 400 mg/dL. Nenhum paciente

apresentou concentracao sérica de triglicerideos superior a esse valor.
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As atividades das enzimas (ALT, AST e CK) e a concentracdo de uréia
foram determinadas por métodos cinéticos (BERGMEYER; SCHEIBE;
WAHLFELD, 1978; HORDER et al., 1991; TALKE; SCHUBERT, 1965). As
dosagens de glicose e creatinina foram realizadas por métodos enzimaticos-
colorimétricos (FABINY; ERTINGSHAUSEN, 1971; TRINDER, 1969). Estas
anélises também foram realizadas em analisador automéatico Advia 1650
(Siemens Medical/Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY, EUA).

As determinagdes de T4 livre e TSH foram realizadas por imunoensaio
competitivo e método imunométrico, respectivamente (HAY et al., 1991;
WITHERSPOON et al.,, 1988a, 1988b) utilizando conjuntos diagndsticos e
analisador automaético Immulite 2000® (Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, EUA).

Todas as determinacdes descritas foram realizadas no Servico de
Laboratério Clinico do HU/USP ou no Laboratério de Analises Clinicas do
IDPC. O Servico de Laboratério Clinico do HU/USP é membro participante do
Programa Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ) da Sociedade Brasileira
de Analises Clinicas (SBAC), e o IDPC, do Programa de Exceléncia para
Laboratérios Médicos (PELM) da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica (SBPC).

Amostras de soro foram enviadas ao Laboratério Alvaro, em Cascavel
no estado do Parand, para determinacdo das concentracdes de apoAl e apoB
por meétodos nefelométricos (RIFAI; KING, 1986) utilizando conjuntos
diagndsticos da Dade Behring (Dade Behring GmbH, Marburg, Alemanha), em
analisador automatico BN 11° (Dade Behring GmbH, Marburg, Alemanha). Este
laboratdrio € membro participante dos programas PNCQ e PELM.

A presenca de LDL pequena foi estimada pela razao

triglicerideos/HDL-c (TG/HDL-c) (MARUYAMA; IMAMURA; TERAMOTO, 2003)
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e o risco para DAC foi avaliado através da relagcdo apoB/apoAl (THOMPSON;

DANESH, 2006; WALLDIUS et al., 2004).

3.5 EXTRACAO E ANALISE DE DNA GENOMICO

O DNA genbémico foi extraido dos leucdcitos do sangue periférico, apos
lise dos eritrécitos, utilizando o método de precipitacdo salina desenvolvido em
nosso laboratério (SALAZAR et al., 1998). Resumidamente, as amostras de
sangue, colhidas com EDTA, foram lisadas com tamp&o Tris-1 [Tris-HCI a 10
mmoles/L (pH 8,0), KCI a 10 mmoles/L; MgCl, a 10 mmoles/L e EDTA a 2
mmoles/L] adicionado de Triton X-100 a 2,5%. Posteriormente, os nucleos
celulares foram lisados com tampao Tris-2 (Tris-HCI a 10 mmoles/L, pH 8,0,
KCl a 10 mmoles/L, MgCl, a 10 mmoles/L, EDTA a 2 mmoles/L pH 8,0 e NaCl
a 0,4 moles/L) adicionado de dodecil sulfato de s6dio (SDS) 10%. A seguir, foi
adicionado NaCl a 5moles/L e a suspensédo foi centrifugada durante 5min a
12000rpm. Ao sobrenadante, foi adicionado 1mL de etanol absoluto e o DNA
precipitado foi centrifugado durante 5min a 12000rpm, lavado com etanol 70%
e ressuspendido em tampao TE pH 8,0 [Tris-HCI a 10 mmoles/L e EDTA 1
mmol/L (pH 8,0)]. As amostras de DNA foram armazenadas a -20° C.

A integridade das amostras de DNA foi avaliada por eletroforese em gel
de agarose a 0,8% utilizando tampao TBE 0,5X [Tris-HCI a 45 mmoles/L, acido
borico a 45 mmoles/L e EDTA a 1 mmol/L (pH 8,0)] (SAMBROOK; RUSSEL,
2001). A separacdo eletroforética foi realizada a 100 V, 60 mA, por 30 min, em
cuba de eletroforese horizontal (Gibco BRL Life Technologies Inc.,
Gaithersburg, MD, EUA) e fonte modelo EPS 200 (GE Healthcare,

Buckinghamshire, Inglaterra). Como referéncia foi utilizado um marcador de
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tamanho molecular de DNA de 1000 bp (1Kb) (Invitrogen Corporation, CA,
EUA).

As bandas eletroforéticas foram visualizadas sob luz ultravioleta, apos
coloracdo do gel com brometo de etidio (0,5 mg/mL) (SAMBROOK; RUSSEL,
2001) e fotodocumentadas em sistema de captura de imagem ChemilmagerQ
4400 (v5.5) (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA, EUA).

A quantificacdo de DNA foi realizada por espectrofotometria a 260nm
utilizando espectrofotémetro Beckman modelo DU 640 (Beckman, Fullerton,
CA, EUA) e a pureza do DNA determinada pela relacdo Azsonm/A2s0nm

(SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

3.6 ENSAIOS DE PCR

Trés SNPs do ABCAL1 foram estudados: C-14T (regido promotora), C-
105T (regidao promotora) e G70943A (R219K, éxon 7). A nomenclatura dessas
regides polimorficas esta de acordo com a sequéncia disponivel (nUumero de
acesso AF275948) no Banco de genes (GenBank) do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (USA, 2007).

As regides polimorficas foram amplificadas por reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) e os produtos gerados foram utilizados em ensaios de
polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP) e ensaios de
sequenciamento de DNA.

Para os ensaios de PCR dos SNPs foram desenhados iniciadores com
auxilio do programa Primer Premier® v.5.0 (PREMIER Biosoftware International,
CA, EUA). Para essa finalidade, utilizou-se a seqiiéncia disponivel citada

acima. Para as reacOes de sequenciamento dos SNPs C-14T e C-105T foram
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utilizados os mesmos iniciadores desenhados para os ensaios de PCR. Na
Tabela 1, estdo descritos os iniciadores utilizados nos ensaios de PCR-RFLP

e sequenciamento de DNA.

Tabela 1 — Iniciadores utilizados nos ensaios de PCR e sequenciamento de

DNA
Polimorfismos Métodos Sequéncias dos Iniciadores Tamanho
do Produto

de PCR

C-14T e PCR-RFLP e Sense: 5’-CTCCACGTGCTTTCTGCTGA-3’ 173 bp

C-105T Seqlienciamento  ppgisense: 5'-CACTCACTCTCGCTCGCAAT-3'

R219K PCR-RFLP Sense: 5’-GAAGAGATGATTCAACTTGGTGAC-3' 295 bp

(G70943A) Antisense: 5'-GCCCAAAAGTCTGAAAGAACAC-3’

Os ensaios de PCR foram otimizados a partir de um protocolo bésico.
Inicialmente, mantiveram-se constantes as concentra¢cdes dos componentes da
reacdo e o numero de ciclos (35 ciclos), e variou-se a temperatura de
hibridizag&o dos iniciadores.

Nos ensaios de PCR, foram utilizados 50 a 100 ng de DNA gendmico,
iniciadores a 200 nmoles/L (Invitrogen Corporation, CA, EUA),
desoxirribonucleotideos trifosfatados (ANTPs) a 200 umoles/L (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Inglaterra), DNA polimerase 0,5 a 1 U e tampao de PCR [Tris-
HCI a 75 mmoles/L (pH 9,0), MgCl, a 2 mmoles/L, KCl a 50 mmoles/L, sulfato
de amoénio a 20 mmoles/L] (Biotools, Madrid, Espanha), em volume final de 50
uL completado com agua MilliQ autoclavada.

Os ensaios de PCR foram realizados utilizando-se termociclador PTC-200

(MJ Research Inc., MA, EUA), sob as seguintes condic¢des: etapa inicial a 98°C por 3
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min (desnaturacédo inicial); amplificacdo por 29-32 ciclos a 94°C por 45 s a 1 min
(desnaturacéo), 57,4 a 58,0°C por 1 min e 30 s a 2 min (hibridizag&o dos iniciadores)
e 72°C por 1 min a 1 min e 30 s (extens&o); etapa final a 72°C por 10 min (extensao
final).

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1% em TBE 0,5X e analisados conforme descrito no item 3.5. Como
referéncia foi utilizado um marcador de tamanho molecular de DNA de 100 bp
(Invitrogen Corporation, CA, EUA).

O ensaio de PCR para o polimorfismo ABCA1 R219K foi otimizado com 100
ng de DNA gendmico e 1 U de DNA polimerase (Biotools, Madrid, Espanha). A
reacdo mostrou melhor eficiéncia com 32 ciclos de amplificacdo com a etapa de
desnaturacao a 94°C por 45 s, hibridizacdo a 58°C por 1 min e 30 s e etapa de
extensdo a 72°C por 1 min e 30 s . O produto gerado tem tamanho de 295 bp
(Figura 3).

Nos ensaios de PCR dos polimorfismos C-14T e C-105T, foram utilizados 50
ng de DNA gendmico e 0,5 U DNA polimerase (Biotools, Madrid, Espanha). O ensaio
apresentou condicbes oOtimas em 29 ciclos de amplificacdo com etapa de
desnaturacao a 94°C por 1 min, hibridizacao a 57,4°C por 2 min e etapa de extensao

a 72°C por 1 min. O produto gerado tem tamanho de 173 bp (Figura 4).
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295 bp

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose a 1% de produtos de PCR do SNP
R219K

Nota: Linha 1: marcador de tamanho molecular de DNA de 100bp. Linha 2 a 6: produtos de

PCR. Linha 7: controle negativo.

800 bp ___, 8

S e —— W — 173 bp

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de PCR dos SNPs

C-14T e C-105T
Nota: Linha 1: marcador de tamanho molecular de DNA de 100bp. Linha 2 a 6: produtos de
PCR. Linha 7: controle negativo.

3.7 ENSAIOS DE RFLP

Os alelos dos SNPs C-14T, C-105T e R219K foram identificados por
RFLP. Os produtos de PCR foram digeridos com enzimas de restricdo, especificas
para andlise de cada polimorfismo. Os ensaios de digestdo enzimatica foram
realizados por 4 h, em banho de 4gua (FANEM Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) a

37 ou 55°C, em volume final de reacdo de 20 pL.
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Os produtos de restricdo foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8%, em TBE 1 X (Tris-HCI 90 mmoles/L, acido borico 90
mmoles/L e EDTA 2 mmoles/L (pH 8,0) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001),
utilizando o sistema de eletroforese vertical Mini v16-2 (Biometra, Gottingen,
Alemanha). A eletroforese foi realizada com a fonte modelo EPS 200 (GE
Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra) a 120 V, 16 mA durante 4 h. Foi
utilizado marcador de tamanho molecular de 10 bp (Invitrogen Corporation,
CA, EUA) para monitorar o tamanho dos fragmentos gerados pela restricéo
enzimatica.

O gel foi, posteriormente, corado com nitrato de prata (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha) e documentado por meio de sistema de digitalizacao de
imagem (HP Scan Jet 3400C, Hewlett-Packard®, Hong Kong, China).

A digestao do produto de PCR do SNP R219K foi realizada com 5 U da
enzima de restricdo Styl (New England Biolabs Inc., Beverly, MA, EUA), a 37°C,
gerando fragmentos com tamanhos de 183, 131, 112 e 52 bp (Figura 5). O
fragmento de 112 bp € gerado pela presenca do sitio constitutivo e visualizado em
todos as amostras.

O SNP C-14T, inicialmente, foi digerido com 5 U da enzima Mspl (New
England Biolabs Inc., Beverly, MA, EUA), a 37°C, originando os fragmentos de 128,
92, 45 e 36 bp. O fragmento de 45 bp era gerado pelo sitio constitutivo e visualizado
em todas as amostras, conforme o esquema representado na Figura 6A. No
entanto, a digestdo enzimatica deste SNP com Mspl revelou um padrao de
bandas diferente do esperado em algumas amostras (Figura 6B ).

As amostras com perfil RFLP diferente foram entdo sequenciadas e 0s
resultados mostraram um polimorfismo, até entdo nédo descrito na literatura, no

local proposto como sitio constitutivo da estratégia inicialmente desenhada
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para o SNP C-14T. Este novo polimorfismo foi denominado C-105T, de acordo
com o sitio de inicio da transcricdo descrito por Santamarina-Fojo e
colaboradores (2000) e disponivel no Banco de genes do NCBI (namero de
acesso AF275948) (USA, 2007).

Foram entdo desenhadas novas estratégias de RFLP para identificacéo
dos alelos dos polimorfismos C-14T e C-105T, utilizando 0s mesmos
iniciadores ja descritos. Os alelos do polimorfismo SNP C-105T foram
identificados ap0s digestdo enzimética dos produtos de PCR com 4 U da
enzima AlwNI (New England Biolabs Inc., Beverly, MA, EUA), a 37°C, e os
fragmentos gerados continham 173, 129 e 44 bp (Figura 7A). Para o SNP C-
14T a reacdo de digestdo enzimética foi realizada com 15 U da enzima de
restricdo BsmAl (New England Biolabs Inc., Beverly, MA, EUA), a 55°C, gerando
fragmentos com tamanhos de 173, 139 e 34 bp (Figura 7B ). Na Tabela 2, séo
apresentados os tamanhos dos fragmentos dos produtos de restricdo para 0s

SNPs do ABCAL.

100 bp —»

Figura 5. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, corado com nitrato de
prata, dos produtos de restricdo do SNP ABCA1 G70943A (R219K)
com a enzima de restricao Styl

Nota: Linha 1: marcador de tamanho molecular de DNA de 10 bp. Linha 2: produto de PCR.
Linhas 3 e 7: gendtipo AA. Linhas 4, 6 e 10: genétipo GA. Linhas 5, 8, 9 e 11: gendtipo GG.
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, Regido Promotora .
5. g Exon 1 .. 3
A
/ PCR \
[E] sitio Constitutivo
0 ]

173 b
[ Sitio Polimérfico P

Digestdo com Msp |

N

128 bp 128 bp
92 bp 92 bp
45 bp 45 bp 45 bp
36 bp 36 bp
Gendtipo CC Genétipo CT Gendtipo TT

6 7 8 9 10 11 12 13

173 bp
128 bp
92 bp

45 bp

Figura 6. Andalise de RFLP do polimorfismo ABCAL1 C-14T com a enzima Mspl
(A) Esquema representativo da digestdo enzimatica do produto de PCR. (B)
Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, corado com nitrato de prata,
dos produtos de restricdo do SNP.

Nota: (B) Linha 1: marcador de tamanho molecular de DNA de 10 bp. Linha 2: produto de

PCR. Linhas 3, 8 e 9: gendtipo esperado CT. Linhas 4 a 7,10 e 11: gendtipo esperado CC.

Linhas 12 e 13: fragmentos ndo esperados para a digestao. Genétipo esperado TT nao é
mostrado na figura.



39

A B
-105 -14 +1
aaacagaggcC/Tgggaagg ... ... ... ... ... ... ... aggaactagtcC/TcggcaaaaaccccGTAAT
RFLP RFLP
(AIWNI) (BsmaAl)

1 2 3 45 6 7829 1 234567 8910

139 bp

Figura 7. Representacdo esquematica da identificacdo dos polimorfismos
ABCA1 C-14T e C-105T por RFLP

(A) SNP ABCA1 C-105T. (B) SNP ABCA1 C-14T.
Nota: (A) Linha 1: marcador de tamanho molecular de DNA de 10 bp. Linha 2: produto de
PCR. Linhas 3, 4, 6 a 8: genétipo CC. Linha 5: gendtipo CT. Linha 9: genotipo TT.
(B) Linha 1: produto de PCR. Linha 2: marcador de tamanho molecular de DNA de 10 bp.
Linhas 3, 7, 9 e 10: gendtipo CT. Linhas 4, 5 e 8: gendétipo CC. Linha 6: gendétipo TT.
O sitio de inicio da transcri¢do esta indicado (G™) (SANTAMARINA-FOJO et al., 2000).

Tabela 2 — Fragmentos dos produtos de restricdo dos SNPs do ABCAl

Polimorfismo Homozigoto Heterozigoto Homozigoto Produto de PCR
comum polimorfico integro
C-14T 173 bp 173 bp 139 bp 173 bp
139 bp 34 bp
34 bp
C-105T 173 bp 173 bp 129 bp 173 bp
129 bp 44 bp
44 bp
R219K 131 bp 183 bp 183 bp 295 bp
(G70943A) 112 bp 131 bp 112 bp
52 bp 112 bp
52 bp

Nota: Digestdo enzimatica do polimorfismo C-14T foi realizada com BsmAl.
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3.8 ENSAIOS DE SEQUENCIAMENTO DE DNA

@) polimorfismo  C-105T  foi inicialmente  confirmado  por
sequenciamento de DNA. Algumas amostras genotipadas por PCR-RFLP para
0s SNPs C-14T e C-105T foram confirmadas também por seqienciamento de
DNA.

Para o sequenciamento dos SNP, os produtos de PCR foram gerados nas
condi¢des descritas no item 3.6, com excec¢ao do numero de ciclos de amplificacao
que aumentou de 29 para 32. Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se
colunas de purificagdo por tamanho molecular (Microspin S300HR Columns, GE
Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra), segundo as instru¢cfes do fabricante.

Os produtos purificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2%, em cuba de eletroforese horizontal (Gibco BRL Life
Technologies Inc., Gaithersburg, MD, EUA). A separacdo eletroforética foi
realizada por 30 min a 100 V e 60 mA, utilizando-se a fonte modelo EPS 200
(GE Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra). As bandas foram visualizadas
conforme descrito no item 3.5.

A concentracao dos produtos de PCR foi determinada comparando-se
as intensidades das bandas eletroforéticas geradas com as do marcador de
massa molecular de DNA (Low Mass DNA Ladder, Invitrogen Corporation, CA,

EUA) (Figura 8).
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2000 bp, 100 ng _,,

400 bp, 20 ng —»
200 bp, 10 ng —p»

173 b
100 bp, 5 ng P

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos de PCR purificados

para a reacao de sequenciamento dos SNPs C-14T e C-105T
Nota: Linha 1. Low Mass DNA Ladder. Linhas 2 a 5: produtos de PCR purificados. Linha
6:controle negativo.

O ensaio de sequenciamento de DNA foi realizado no Centro de
Estudos do Genoma Humano (Instituto de Biociéncias, USP, Sdo Paulo,
Brasil), a partir do produto de PCR purificado produzido em nosso laboratoério.
Para essa finalidade, foram utilizados aproximadamente 30 ng de produto de
PCR purificado, 2,5 pmoles de iniciador, 4,0 uL de DYEnamic ET Terminator
Reagent Premix (GE Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra) e agua MilliQ para
completar o volume de 10 pL. Os ensaios foram realizados no termociclador
PTC-200 (MJ Research Inc., MA, EUA) utilizando-se o seguinte protocolo: 30
ciclos de incubacao a 95°C por 20 s, 57,4°C por 15 s e 60°C por 1 min.

Os produtos de seguenciamento foram purificados por precipitacéao
utilizando acetato de aménio a 7,5 moles/L e etanol absoluto. Esses produtos
purificados foram ressuspendidos em solucdo de aplicacdao (Mega BACE
loading solution—formamida 70%, EDTA a 1lmmol/L) e foram injetados no
sistema de eletroforese capilar Mega BACE 1000 (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Inglaterra). Para a injecdo das amostras foram aplicados 2 kV
durante 60 s e, a sequir, a eletroforese foi realizada a 8 kV por 120 min. A

andlise dos dados brutos foi feita pelo software Sequence Analyser do
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MegaBACE utilizando o BaseCaller Cimarron 3.12. Posteriormente, as
sequéncias foram analisadas no nosso laboratério utilizando-se o programa
BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.5 (HALL, 2005).

Os eletroferogramas representativos dos seqienciamentos de
individuos portadores dos genétipos do SNP C-14T estdo ilustrados na
Figuras 9. Na Figura 10, sdo apresentados os eletroferogramas dos

portadores dos diferentes genétipos do novo polimorfismo C-105T.

v

A G T CH G G C AA A G T CT CG G © A4

QMM it st

Figura 9. Eletroferogramas de sequenciamento de DNA para o SNP C-14T
(A) Gendtipo CC. (B) Gendtipo CT. (C) Genbtipo TT.

v v ¢

4 C4 G 4G G CC GG Ch G A B G CC GG b CAG AG G

MM%&&MM&/\W

Figura 10. Eletroferogramas de sequenciamento de DNA para o SNP C-105T
(A) Gendtipo CC. (B) Gendtipo CT. (C) Genbtipo TT.




43

3.9 EXTRACAO E ANALISE DO RNA TOTAL

O RNA total foi extraido de células mononucleares do sangue periférico
(CMSP) gue foram previamente separadas por gradiente descontinuo de Ficoll-
Hypaque (Sigma-Aldrich, MO, EUA) densidade especifica de 1,070 g/mL, a
temperatura ambiente (NAVARRETE; HIRATA; HIRATA, 2000).
Resumidamente, 5 mL de sangue colhido em EDTA foram diluidos 1:2 (v/v)
com tampao Tris-EDTA (Tris-HClI a 10 mmoles/L, pH 7,4, e EDTA 10
mmoles/L, pH 8,0). A seguir, esse volume foi cuidadosamente pipetado sobre
3,5 mL de Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich, MO, EUA) contido em tubo cbnico de
15 mL que foi centrifugado a 800 g, 30 min, a temperatura ambiente. As
células mononucleares foram recolhidas, lavadas 3 vezes com o dobro do seu
volume com tampao Tris-EDTA, contadas em camara de Neubauer e
imediatamente submetidas a extracdo do RNA total.

Entre 1 (um) e 5 x 10° CMSP e células da linhagem Caco-2 foram
lisadas com 1 mL de TRIZOL® (Invitrogen Corporation, CA, EUA) de acordo
com procedimento previamente padronizado em nosso laboratério (MASSIRER
et al., 2004). Resumidamente, 200 uL de cloroférmio foram adicionados aos
lisados e os extratos foram homogeneizados e centrifugados 12.000 g, 15 min,
a 4°C. O RNA total presente na fase aquosa foi precipitado com isopropanol
gelado, centrifugado a 10.000 g, por 10 min, a 4°C e lavado com etanol a 75%
(vlv). A seguir, o RNA foi seco a temperatura ambiente, ressuspendido em 50
UL agua esterilizada tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma-Aldrich,

MO, EUA) e armazenado a —70°C para posterior analise.
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O RNA total foi quantificado por espectrofotometria no ultravioleta
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001) utilizando-se o espectrofotdmetro Beckman
modelo DU 640 (Beckman, Fullerton, CA, EUA) e o grau de pureza do RNA
determinado pela relacdo Azsonm/Az2s0nm (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a
1,0% em tampdo MOPS [MOPS a 20 mmoles/L (pH 7,0), acetato de sodio a 8
mmoles/L e EDTA 1 mmol/L (pH 8,0)] contendo formaldeido a 2,2 moles/L
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Como referéncia, foi utilizado um marcador de
tamanho molecular de RNA (GE Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra). A
eletroforese foi realizada a 32 V por 40 min utilizando cuba de eletroforese
horizontal (Gibco BRL Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD, EUA) e fonte
modelo EPS 200 (GE Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra). As bandas
eletroforéticas foram visualizadas sob luz ultravioleta conforme descrito no

item 3.5.

3.10 ANALISE DA EXPRESSAO DE RNAmM POR RT-PCR duplex

A expressdo de RNAmM do ABCA1 em CMSP foi medida por transcrigao
reversa (RT) seguida de PCR. Em paralelo, foi medida a expressédo de RNAm
do gene gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPD) como referéncia
enddgena. A analise conjunta de RNAm de ABCAl e GAPD foi realizada no
formato de PCR-duplex.

O cDNA foi gerado a partir de 1 pg de RNA, utilizando-se 200 ng de
iniciadores aleatérios (random primers) (Invitrogen Corporation, CA, EUA),
ditiotreitol (DTT) a 10 mmoles/L (Invitrogen Corporation, CA, EUA), dNTPs a

500 pmoles/L (GE Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra), 200 U de
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transcriptase reversa (SuperScript'™ Il Reverse Transcriptase RNase H) e
tamp&o de RT [Tris-HCIl a 250 mmoles/L (pH 8,3), KCl a 375 mmoles/L e MgCl,
15 mmoles/L] (Invitrogen Corporation, CA, EUA). O ensaio de RT foi realizado
em termociclador PTC-200 (MJ Resarch Inc., MA, EUA), com as seguintes
etapas: 25°C por 10 min, 42°C por 50 min e 70°C por 15 min. O cDNA obtido
foi armazenado a —20°C até a realizacdo da PCR.

Os iniciadores usados para amplificar o cDNA do ABCA1l por PCR-
duplex foram desenhados utilizando-se o programa Primer Premier v.5.0
(PREMIER Biosoftware International, CA, EUA) com base na sequéncia génica
disponivel (namero de acesso NM_005502) no banco de genes do NCBI (USA,
2007) e estao descritos na Tabela 3. O cDNA do GAPD foi amplificado
utilizando os iniciadores previamente descritos (TOKUNAGA et al., 1987)

(Tabela 3).

Tabela 3 — Iniciadores utilizados nas reagdes de PCR-duplex e PCR em

Tempo Real
Genes RT-PCR Iniciadores Fragmento
ABCAl Duplex 5 GAAGAGATGATTCAACTTGGTGAC 3’ 326 bp
5" CAGACAATACGAGACACAGCCT 3
GAPD Duplex 5" ACCACAGTCCATGCCATCAC 3’ 452 bp
5 TCCACCACCCTGTTGCTGTA 3
ABCA1l Tempo 5 GCTGCATAGTCTTGGGACTCT 3’ 63 bp
real 5 AGAAGCTGGAGTGACATGCG 3
5FAM™ CAGGAGCTGTTCAGCAT NFQ-MGB3’
GAPD Tempo Catalogo 4326317E Dado néo
real (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) informado
Fluoréforos: 5'VIC® e NFQ-MGB 3’ pelo
fabricante

Nota: FAM"", fluoréforo 6-carboxifluoresceina; MGB, minor groove binder; NFQ, non-fluorescent
quencher; VIC®, fluoréforo disponibilizado pela Applied Biosystems®.
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Nos ensaios de PCR-duplex, foram utilizados 1 pL de CcDNA,
iniciadores para ABCA1l a 400 nmoles/L, iniciadores para o GAPD a 17
nmoles/L (Integrated DNA Technologies Inc., Coralville, EUA), dNTPs a 0,2
mmoles/L (GE Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra), DNA polimerase 1 U e
tampao de PCR (Biotools, Madrid, Espanha).

Os ensaios foram realizados no termociclador PTC-200 (MJ Research,
Inc., MA, EUA), utilizando-se o programa: etapa inicial a 98°C por 3 min; 34
ciclos de: 94°C por 1 min, 60°C por 2 min, e 72°C por 2 min; e etapa final a
72°C por 10 min.

Os produtos de PCR-duplex foram avaliados por eletroforese em gel de
agarose a 2%, em tampao TBE 0,5 X por 40 min a 100 V e analisados conforme
descrito no item 3.5. Como referéncia foram utilizados marcadores de tamanho
molecular de DNA de 100 bp (Invitrogen Corporation, CA, EUA).

Inicialmente foram estabelecidas as condi¢cbes de ensaio de RT-PCR para
os genes individuais. Os iniciadores desenhados para a expressdo do ABCA1 foram
testados para verificar sua especificidade. Foram testadas as temperaturas de
hibridizacéo (57°C - 62°C) dos ensaios de PCR de ABCA1 e GAPD, com 32 ciclos e
iniciadores a 200 nmoles/L. Nessas condi¢fes houve um sinal fraco de amplificacao
do gene ABCAL1 entre 59 - 62°C (Figura ndo mostrada) e, ao contrario, o gene GAPD
mostrou ter uma expressao bastante significativa em todas as temperaturas testadas
(Figura 11A).

Utilizando-se o intervalo de temperatura no qual havia sinal de amplificacéo
do ABCAL, aumentou-se o numero de ciclos para 35, mas, ainda assim, o sinal de
amplificacdo manteve-se fraco. Diante desses resultados, a concentracdo de
iniciadores foi aumentada para 400 nmoles/L e foram testados o numero de ciclos

(Figura ndo mostrada) e a temperatura de hibridizacdo (gradiente de 55°C a 62°C)
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(Figura 11B). As condigbes selecionadas para o ensaio de PCR do gene ABCAl

foram iniciadores a 400 nmoles/L, 35 ciclos e temperatura de hibridizagédo de 60°C.

326 bp

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% de produtos de RT-PCR dos
genes ABCA1 e GAPD
(A) Teste de temperaturas de hibridizacdo para o GAPD. (B) Teste de

temperaturas para o ABCAL.
Nota: (A) Linha 1: marcador de tamanho molecular de DNA de 100 bp. Linha 2: 57,5°C. Linha 3:
58,8°C. Linha 4: 60,0°C. Linha 5: 60,8°C. Linha 6: 61,4°C. Linha 7: 62,0°C. Linha 8: controle
negativo.
(B) Linha 1: marcador de tamanho molecular de DNA de 100 bp. Linha 2: 55,3°C. Linha 3: 57,5°C.
Linha 4: 58,8°C. Linha 5: 60,0°C. Linha 6: 61,4°C. Linha 7: 62,0°C. Linha 8: controle negativo.

Para a otimizacdo da PCR-duplex, foram testadas as concentracfes de
iniciadores para o gene GAPD (3,1 a 100,0 nmoles/L) mantendo-se a constante a
do gene ABCA1l (400 nmoles/L) (Figura 12A). Inicialmente foi selecionada a
concentracdo de iniciadores a 12,5 nmoles/L para o gene GAPD, porém nessa
concentracdo o gene ABCAL apresentou sinal significativamente mais intenso que o
gene GAPD. Resultados de ensaios posteriores mostraram que a melhor
concentracdo de iniciadores para o GAPD é 17,0 nmoles/L.

Em seguida foram testados os numeros de ciclos necessarios para avaliar
em quais deles que reacdo de RT-PCR se desenvolve na fase exponencial. Na

Figura 12B , podem ser observadas as intensidades das bandas dos ensaios de RT-
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PCR para ciclos de amplificagdo que variam de 31 a 37. O numero de ciclos
necessérios para gerar produtos de PCR com intensidades e leituras
densitométricas adequadas (grafico ndo mostrado), para avaliacdo da razdo entre
ABCA1 e GAPD, foi estabelecido em 34 ciclos.

Estes ensaios foram realizados com o objetivo de conhecer a
expressao do ABCA1l em CMSP. Para o estudo quantitativo da expressao do

ABCA1l em CMSP utilizou-se o método de PCR em tempo real.
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos de RT-PCR duplex
dos genes ABCA1 e GAPD
(A) Variacdo da concentracdo dos iniciadores do GAPD. (B) Teste
de ciclos.
Nota: (A) Linha 1: marcador de tamanho molecular de DNA de 100 bp. Linha 2 a 7:
100nmoles/L, 50nmoles/L, 25nmoles/L, 12,5nmoles/L, 6,25nmoles/L e 3,125nmoles/L,
respectivamente. Linha 8: auséncia de iniciadores para o gene GAPD.

(B) Linha 1: marcador de tamanho molecular de DNA de 100 bp. Linha 2 a 8: 31, 32, 33, 34, 35, 36 €
37 ciclos, respectivamente.
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3.11 ANALISE DA EXPRESSAO DE RNAmM POR RT-PCR EM TEMPO REAL

A medida quantitativa da expressdo do RNAm do ABCA1 em CMSP foi
realizada por PCR em tempo real utilizando o sistema de amplificacéo
TagMan® PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O sinal de
fluorescéncia emitido pelo fluoréforo da sonda TagMan® foi detectado em
tempo real. A andlise da expressdo génica foi realizada por método de
guantificacao relativa utilizando o gene GAPD como referéncia enddgena.

As seqlUéncias dos iniciadores e das sondas marcadas com fluoréforo
foram fornecidas em solug&o 20 vezes concentrada pelo servigo “Assay by design”
(ABCA1) e “Assay on demand” (GAPD) (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
As sequéncias dos iniciadores e das sondas fornecidas pelo fabricante estao
descritas na Tabela 3 (anterior).

Para os ensaios de PCR em tempo real, o cDNA foi obtido conforme
descrito no item 3.10. Os cDNA dos genes ABCA1 e GAPD foram amplificados
por PCR individual. Os ensaios foram realizados no termociclador ABI Prism
7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Nos ensaios de amplificagdo do ABCAL utilizou-se iniciadores a 900
nmoles/L e sonda de deteccdo marcada com FAM™ (6-carboxifluoresceina) a
250 nmoles/L. Para o GAPD, utilizou-se a sonda de deteccao (250 nmoles/L)
marcada com VIC® e os iniciadores a 150 nmoles/L. Os demais reagentes
foram fornecidos em solucéo 2x concentrada denominada Master Mix contendo
dNTPs com dUTP (desoxiuridina trifosfato), AmpErase® UNG (Uracil N-
glicosilase), enzima AmpliTag Gold® DNA Polymerase, uma referéncia passiva
e tampéo de reacdo Gold PCR Buffer (Applied Biosystems, Foster City, CA,

EUA). Foi utilizado volume final de 25 pL por reacéo.
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O programa de PCR em tempo real utilizado foi constituido de: (1) um
ciclo 2 min a 50°C, (ativacdo da UNG); (2) um ciclo de 10 min a 95°C,
(inativacao da UNG); (3) 40 ciclos de 15 s a 95°C (desnaturagcao) e 1 min a
60°C (hibridizacdo e extensado). Os sinais de fluorescéncia emitidos pelos
fluoréforos das sondas TagMan® foram detectados pelo equipamento ABI
Prism 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os dados foram
analisados utilizando-se o programa Sequence Detection Software v1.2.3
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) que gera curvas semi-logaritmicas
dos sinais de amplificacgé&o.

A quantidade de cDNA utilizada nos ensaios foi otimizada a partir de
uma curva-padrao, realizada com diferentes concentracbes de amostra de
cDNA. A curva-padrao permite avaliar a linearidade da amplificagcdo bem como
a eficiéncia da mesma. Segundo Livak e Schmittgen (2001), para uma reacgao
de PCR em tempo real ter eficiéncia de 100%, a inclinagao (slope) da curva-
padrdao deve ser préximo de -3,3. A eficiéncia de cada ensaio foi considerada
adequada para valores acima de 90%.

As andlises de expressdo de RNAm do gene ABCA1 foram realizadas com
base na formula: 222t (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). O valor médio de express&o
relativa do ABCA1 em células da linhagem Caco-2 foi utilizado como calibrador
nesta formula e a variagdo interensaio da PCR em tempo real foi analisada com o

uso do cDNA desta linhagem celular.

3.12 CONTROLE DE QUALIDADE DOS ENSAIOS DE PCR-RFLP E RT-PCR

Os ensaios de PCR foram monitorizados utilizando-se um controle

negativo (tubo no qual ndo se adiciona a amostra) em cada conjunto de
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reacbes. Os ensaios de PCR-duplex foram realizados em triplicata para cada
amostra. Os ensaios de PCR em tempo real foram realizados em duplicata
para cada amostra e a variagado interensaio encontrada, avaliada com células
da linhagem Caco-2, foi de 2,42% para o ABCA1 e 3,56% para o GAPD.

Os ensaios de PCR-RFLP foram repetidos aleatoriamente para 30%
das amostras testadas e ndo foi encontrado nenhum erro de genotipagem.

Controles de genétipos foram utilizados em todos os ensaios de PCR-RFLP.

3.13 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se 0s programas
SigmaStat v.2.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA) e SAS System for Windows versao
8.02 (SAS Institute Inc., 1999-2001, Cary, NC, EUA).

Inicialmente foram realizadas analises descritivas dos parametros
bioquimicos basais para todos os grupos, dos parametros bioquimicos apos
tratamento com atorvastatina no grupo hipercolesterolémico tratado e dos
valores de expressdo génica para normolipidémicos e hipercolesterolémicos
(pré- e pobs-terapia farmacoldgica). Para as andlises dos polimorfismos
genéticos os gendtipos heterozigotos foram agrupados com o0s genétipos
raros, para aumentar o poder estatistico dos testes.

As varidveis com distribuicdo assimétrica ou sem distribuicdo normal
foram transformadas em logaritmo (logio). O teste t de Student foi utilizado
para comparar 0s valores de parametros bioquimicos entre 0s grupos
estudados e para avaliar o efeito dos polimorfismos genéticos sobre os valores
de lipideos basais ou sobre a resposta terapéutica. Este teste também foi

utiizado para comparar o0s valores de expressdo génica entre
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normolipidémicos e hipercolesterolémicos ou entre os diferentes grupos
genotipicos. No grupo de hipercolesterolémicos tratados, as andlises de
eficacia da terapia com atorvastatina e as comparacdes entre valores de
expressao basal e pds-tratamento foram realizadas com a utilizacdo do teste t
de Student para amostras pareadas. No caso de analises, bioquimicas ou de
expressao génica, envolvendo trés grupos haplotipicos utilizou-se a Analise de
Variancia Simples (One-Way ANOVA) seguida de teste de comparacéao
multipla de Tukey, quando necessario.

Variaveis categéricas foram comparadas por Qui-quadrado (x?) ou
Teste Exato de Fisher. O teste Qui-quadrado também foi utilizado para avaliar
o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e para comparar as frequéncias alélicas do
nosso grupo de estudo com as de outras populacoes.

O nivel de significancia estabelecido foi de p < 0,05.



53

4 RESULTADOS

4.1 DADOS DOS INDIVIDUOS DO ESTUDO

As caracteristicas antropométricas e clinicas e as concentracdes séricas
basais de lipideos de individuos dos grupos NL, HC e ATORVA estdo descritas na
Tabela 4. Oito pacientes ndo informaram seu grupo étnico (3 NL, 4 HC e 1
ATORVA).

A média de idade foi maior em pacientes HC ou ATORVA quando
comparados ao grupo NL (p<0,001). Isso porque, alteracdes metabdlicas
ocorrem com maior freqiéncia em individuos com idade mais avancada.

Os grupos HC ou ATORVA, quando comparados ao NL, apresentaram
distribuicdes similares quanto a género, etnia, hdbito de fumar, consumo de
alcool ou prética de exercicios fisicos (p>0,05). No entanto, os valores de IMC
e as proporcdes de individuos obesos, hipertensos, com historia familiar de
DAC ou de mulheres em menopausa foram maiores nos grupos HC e ATORVA
(p<0,05).

Como esperado, o0s grupos HC e ATORVA apresentaram
concentracdes séricas de lipideos superiores as do grupo NL (p<0,001), com
excecdo dos valores de HDL-c que foram similares entre os grupos. No grupo
NL, os valores de apoAl foram maiores que os do grupo ATORVA (p=0,003),
mas foram similares aos HC total (p>0,05). Os indices apoB/apoAl e TG/HDL-c
de individuos hipercolesterolémicos (ATORVA ou HC) foram superiores aos

dos individuos do grupo NL (p<0,001).
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Tabela 4 — Caracteristicas clinicas, variaveis antropométricas e perfil lipidico
sérico dos grupos estudados

Variavel NL HC pt ATORVA p?
(143) (224) (141)
Sexo 27,3/72,7 32,6/67,4 0,281 32,6/67,4 0,325
(Masculino/feminino) (%)
Idade (anos) 46,9+7,3 55,2410,9 <0,001 57,4+11,2 <0,001
Etnia* 62,9/37,1 66,8/33,2 0,512 67,1/32,9 0,531
(Brancos/Negros) (%)
IMC (kg/m?) 26,2141 27,542 0,004 27,6+4,3 0,006
Obesidade (%) 13,0 26,5 0,003 27,3 0,003
Hipertensao arterial (%) 40,7 54,8 0,009 58,3 0,003
Menopausa (%) 31,5 73,9 <0,001 85,2 <0,001
Fumante (%) 18,9 14,8 0,449 15,6 0,646
Consumo de alcool (%) 32,4 28,8 0,470 29,1 0,545
Prética de atividade 46,9 48,2 0,802 46,0 0,892
fisica (%)
DAC (%) 40,6 53,8 0,013 57,1 0,005
CT (mg/dL) 173,2+18,1 257,0+46,6 <0,001 281,0+38,4 <0,001
TG (mg/dL) 83,5+28,5 148,0+65,3 <0,001 158,9+65,4 <0,001
HDL-c (mg/dL) 57,3t13,1 57,1+14,7 0,703 56,2+14,0 0,390
LDL-c (mg/dL) 99,1+17,7 170,1+43,3 <0,001 192,8+35,3 <0,001
VLDL-c (mg/dL) 16,7+5,7 29,6+13,1 <0,001 31,8+13,1 <0,001
ApOoAI (mg/dL) 142,4+28,0 138,8429,3 0,211 132,1+26,2 0,003
ApoB (mg/dL) 85,5+22,4 130,7+29,8 <0,001 143,8+26,2 <0,001
ApoB/ApoAl 0,6%0,2 1,0+£0,4 <0,001 1,1+0,4 <0,001
TG/HDL-c 1,6+0,8 2,9+1,9 <0,001 3,1+1,9 <0,001

Nota: Numero de individuos em parénteses. Os individuos com IMC = 30kg/m?2 foram classificados
como obesos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000) e aqueles com pressao sistélica e diastolica
igual ou superior a 140/90 mmHg ou submetidos a terapia anti-hipertensiva foram considerados
hipertensos (ARTERIAL HYPERTENSION WORK GROUPS, 2004). Variaveis continuas sao
apresentadas como média + DP, foram transformadas em logaritmo (log;o) para os testes estatisticos
(com excecdo da idade) e comparadas por Teste t de Student. Variaveis categéricas foram
comparadas por qui-quadrado ()(2).

*A etnia foi autodeclarada e 1 individuo ATORVA, 4 individuos HC e 3 NL n&o informaram o
grupo étnico.

ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; ATORVA, pacientes hipercolesterolémicos
tratados com atorvastatina; CT, colesterol total; DAC, histéria familiar de doenca arterial coronariana;
HC, pacientes hipercolesterolémicos; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade; IMC, indice
de massa corporea; LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; NL, pacientes
normolipidémicos; TG, triglicerideos; VLDL-c, colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade.

p': NL vs HC. p?: NL vs ATORVA.
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4.2 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DOS POLIMORFISMOS

A analise da frequéncia dos alelos e a distribuicdo dos genétipos dos
SNPs C-105T, C-14T e R219K do ABCAL, nos pacientes dos grupos HC e NL,
podem ser observadas na Tabela 5. As frequéncias genotipicas ou alélicas
dos SNPs de individuos hipercolesterolémicos foram similares as de
normolipidémicos (p>0,05). Os SNPs C-14T e R219K apresentaram EHW nos
grupos NL e HC. J4 o SNP C-105T apresentou EHW no grupo NL (x? = 0,03,
p>0,05), mas ndo no grupo HC (¥* = 9,53, p<0,01).

As distribuicdes de gendtipos e as frequéncias de alelos dos SNPs dos
grupos HC e NL entre homens e mulheres foram similares (p>0,05) (dados né&o
mostrados). Resultados similares foram encontrados quando parametros como
hipertensdo, menopausa, obesidade, histérico de DAC, habito de fumar,
consumo de alcool e préatica de exercicios fisicos foram analisados.

Devido a grande miscigenacdo étnica em nossa populacédo
(ZEMBRZUSKI; CALLEGARI-JACQUES; HUTZ, 2006; PARRA et al., 2003), para as

analises genéticas os individuos nao foram separados de acordo com a etnia.



56

Tabela 5 — Distribuicdo de genotipos e freqiéncia de alelos dos SNPs C-105T,
C-14T e R219K do gene ABCA1, em HC e NL

Polimorfismo Distribuicdo dos genotipos (%) Frequén cia de alelos

C-105T (of CT TT C T
HC 96,4% 3,1% 0,5% 98,0% 2,0%
(224) (216) (7) (1)
NL 97,2% 2,8% 0,0% 98,6% 1,4%
(143) (139) (4) (0)
Teste exato de Fisher p=1,000 x?=0,4 (1gl, p=0,541)
C-14T cC CT TT C T
HC 43,3% 43,3% 13,4% 65,0% 35,0%
(224) (97) (97) (30)
NL 42,0% 48,9% 9,1% 66,4% 33,6%
(143) (60) (70) (13)
x?=2,0 (2gl, p=0,363) x?=0,1 (1gl, p=0,740)
(RGZ71§$<43 A GG GA AA G A
HC 33,9% 48,2% 17,9% 58,0% 42,0%
(224) (76) (108) (40)
NL 37,8% 43,3% 18,9% 59,4% 40,6%
(143) (54) (62) (27)
x?=0,9 (2gl, p=0,652) x?=0,1 (1gl, p=0,764)

Nota: Nimero de individuos em parénteses. HC, pacientes hipercolesterolémicos; NL, pacientes
normolipidémicos.

Equilibrio de Hardy-Weinberg:

SNP C-105T: HC, ¥* = 9,563 (p<0,01) e NL, ¥* = 0,03 (p>0,05).

SNP C-14T: HC, ¥* = 0,53 (p>0,05) e NL, x*= 1,36 (p >0,05).

SNP R219K: HC, ¥* = 0,02 (p>0,05) e NL, ¥’ = 1,45 (p>0,05).

4.3 RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ATORVASTATINA

A resposta ao tratamento com atorvastatina (10mg/dia/4 semanas)
pode ser observada na Tabela 6. Apds o tratamento, houve reducéo
significativa dos lipideos séricos (p<0,05), com excecao dos valores da apoAl
gue nao se alteraram. As relacdes apoB/apoAl e TG/HDL-c também reduziram

significativamente apdés o tratamento (p<0,001).
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A atividade de CK sérica nao variou com o tratamento (p>0,05).
Embora houve aumento da ALT sérica (p<0,001), os valores médios estiveram
abaixo do limite superior de referéncia para homens ou mulheres (43 U/L e 36
U/L, respectivamente). Portanto, esses resultados sugerem que, na dose
utilizada e durante o periodo de estudo, a atorvastatina ndo promoveu reacdes

adversas.

Tabela 6 — Perfil lipidico e outros parametros bioquimicos dos individuos
ATORVA (n=141), antes e ap0s tratamento com atorvastatina (10
mg/dia/4semanas)

Variavel Pré Pos Variacao P
Tratamento Tratamento (%)

CT (mg/dL) 281,0£#38,4  199,2+31,3 -28,7+9,6 <0,001
TG (mg/dL) 158,9+65,4  132,3+52,5 -12,4+27,3 <0,001
HDL-c (mg/dL) 56,2+14,0 54,1+£12,7 -2,8+11,4 0,004
LDL-c (mg/dL) 192,8+35,3 118,5+27,6 -38,0+12,4 <0,001
VLDL-c (mg/dL) 31,8+13,1 26,5+10,5 -12,4+27,3 <0,001
ApOAI (mg/dL) 132,1+26,2 135,7+27,5 4,6+25,7 0,151
ApoB (mg/dL) 143,8426,2  100,6+20,0 -28,7+17,7 <0,001
ApoB/ApoAl 1,1+0,4 0,8+0,2 -30,6%16,5 <0,001
TG/HDL-c 3,1+1.9 2,6£1,3 -8,5£31,0 <0,001
CK (u/L) 97,0£79,3 96,5+85,3 2,2+34,9 0,460
ALT (U/L) 20,849,2 24,5+£15,0 24,9+63,0 <0,001

Nota: Valores sdo apresentados como media + DP dos dados. Média de variagdo com sinal negativo
indica reducdo dos valores das varidveis. Varidveis pré e pos tratamento transformadas em logaritmo
(logyp) para os testes estatisticos e comparadas por teste t de Student para amostras pareadas.

ALT, alanina aminotransferase; ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; ATORVA,
pacientes hipercolesterolémicos tratados com atorvastatina; CK, creatino quinase; CT, colesterol
total; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa
densidade; TG, triglicerideos; VLDL-c, colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade.
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4.4 INFLUENCIA DOS POLIMORFISMOS SOBRE O PERFIL LIPIDICO

SERICO ANTES E APOS O TRATAMENTO COM ATORVASTATINA

4.4.1 Polimorfismo R219K (G70943A)

Na tabela 7, sdo mostrados os resultados do perfil lipidico sérico entre os
normolipidémicos portadores de gendétipos do SNP G70943A. Os portadores dos
gendtipos 70943GA/AA apresentaram maiores valores séricos de apoAl (p=0,035)
gue os portadores do gendtipo 70943GG.

Nos grupos HC e ATORVA, portadores dos genétipos 70943GA/AA
apresentaram menores concentracdes séricas basais de triglicerideos (HC, p=0,039;
ATORVA, p=0,023) e VLDL-c (HC, p=0,036; ATORVA, p=0,023) e menor indice
TG/HDL-c (HC, p=0,030; ATORVA, p=0,011) quando comparados aos portadores do
gendtipo 70943GG (Tabelas 7 e 8). Além disso, no grupo ATORVA, portadores do
alelo 70943A apresentaram maior concentracdo basal de HDL-c (p=0,033) (Tabela 8
e Figura 13). Esses resultados sdo sugestivos de que o SNP R219K (G70943A)
estd associado com um perfil lipidico sérico menos aterogénico em nossa
populacéo.

Apbés o tratamento com atorvastatina, os individuos portadores dos
gendtipos 70943GA/AA continuaram com menores concentracdes séricas de
triglicerideos (p=0,026) e VLDL-c (p=0,026), maiores valores séricos de HDL-c
(p=0,024) e menor indice TG/HDL-c (p=0,007) quando comparados aos portadores
do gendtipo 70943GG (Tabela 8 e Figura 14). Nao houve diferencas na resposta ao
tratamento com atorvastatina entre portadores dos gendtipos G70943A (p>0,05,

Tabela 8).



Tabela 7 — Efeito do SNP R219K (G70943A) no perfil lipidico sérico dos grupos

NL e HC
Variavel Genotipos
NL 70943GG 70943GA/AA p
(143) (54) (89)
CT (mg/dL) 172,7+19,6 173,5+17,3 0,723
TG (mg/dL) 85,2+28,6 82,4+28,6 0,557
HDL-c (mg/dL) 55,3+12,5 58,5+13,3 0,150
LDL-c (mg/dL) 100,1+18,7 98,5+17,1 0,696
VLDL-c (mg/dL) 17,145,7 16,5+5,7 0,557
ApoAI (mg/dL) 136,2+28,9 146,1+26,9 0,035
ApoB (mg/dL) 87,6+24,1 84,2+21,3 0,416
ApoB/ApoAl 0,7+0,2 0,6+0,2 0,074
TG/HDL-c 1,7+0,8 1,5+0,8 0,266
HC 70943GG 70943GA/AA p
(224) (76) (148)
CT (mg/dL) 257,7+45,3 256,6+47,4 0,822
TG (mg/dL) 164,4+77,5 139,6156,5 0,039
HDL-c (mg/dL) 55,3+14,6 58,1+14,7 0,157
LDL-c (mg/dL) 169,4+42.8 170,4+43,7 0,890
VLDL-Cc (mg/dL) 32,9+15,5 27,9+11,3 0,036
ApoAI (mg/dL) 136,6+27,9 139,9+30,1 0,513
ApoB (mg/dL) 130,8+33,2 130,7+28,0 0,876
ApoB/ApoAl 1,0+0,3 1,0+0,4 0,732
TG/HDL-c 3,4+2,2 2,7£1,6 0,030

Nota: NUmero de individuos em parénteses. Valores sao apresentados como media + DP dos dados.
Variaveis transformadas em logaritmo (log;o) para os testes estatisticos e comparadas por teste t de
Student.

ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; CT, colesterol total; HC, pacientes
hipercolesterolémicos; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c, colesterol da
lipoproteina de baixa densidade; NL, pacientes normolipidémicos; TG, triglicerideos; VLDL-c,
colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade.
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Tabela 8 — Efeito do SNP R219K (G70943A) no perfil lipidico sérico de
individuos do grupo ATORVA, antes ap6s o tratamento com

atorvastatina

Variavel 70943GG 70943GA/AA
(49) (92) p
CT (mg/dL) Basal 281,1+37,0 281,0+39,3 0,960
Atorvastatina 196,7+28,7 200,6+£32,7 0,550
Variacao (%) -29,7+8,4 -28,2+10,2 0,386
TG (mg/dL) Basal 177,2£72,0 149,2+59,7 0,023
Atorvastatina 148,7+66,0 123,6+41,5 0,026
Variacédo (%) -12,8+27,8 -12,2+27,2 0,896
HDL-c (mg/dL)  Basal 53,1+14,3 57,8+13,7 0,033
Atorvastatina 51,0+12,3 55,7+12,7 0,024
Variacao (%) -2,949,8 -2,8+12,2 0,938
LDL-c (mg/dL) Basal 192,4+33,3 193,0+36,6 0,978
Atorvastatina 116,3+26,0 119,7+28,5 0,530
Variacao (%) -39,3+10,8 -37,4+13,2 0,388
VLDL-c (mg/dL) Basal 35,4114 ,4 29,8+12,0 0,023
Atorvastatina 29,7+13,2 24,7+8,3 0,026
Variacao (%) -12,8+27,8 -12,2+27,2 0,896
ApoAl (mg/dL) Basal 129,8+25,6 133,3+26,5 0,556
Atorvastatina 130,6+24,9 139,1+28,8 0,078
Variacédo (%) 1,7411,7 6,1+30,6 0,736
ApoB (mg/dL) Basal 145,1+31,1 142,8+23,3 0,806
Atorvastatina 100,5+18,5 100,4+20,4 0,935
Variacao (%) -28,2+25,0 -29,0+12,3 0,511
ApoB/ApoAl Basal 1,2+0,3 1,1+0,4 0,506
Atorvastatina 0,8+0,2 0,7+0,2 0,193
Variacao (%) -29,6+19,4 -31,2+14,8 0,653
TG/HDL-c Basal 3,7£2,1 2,8+1,7 0,011
Atorvastatina 3,2+1,7 2,4+1,0 0,007
Variacao (%) -8,7+33,2 -8,4+30,0 0,959

Nota: Numero de individuos em parénteses. Valores sdo apresentados como media + DP dos dados.
Média de variacdo com sinal negativo indica reducdo dos valores das varidveis. Variaveis

transformadas em logaritmo (logy) para os testes estatisticos e comparadas por teste t de Student.
ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; ATORVA, pacientes hipercolesterolémicos
tratados com atorvastatina; CT, colesterol total; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade;
LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; TG, triglicerideos; VLDL-c, colesterol da
lipoproteina de muito baixa densidade.
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Figura 13. Perfil lipidico sérico basal de individuos do grupo ATORVA segundo
genodtipos do SNP ABCA1 G70943A

Nota: ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; ATORVA, pacientes hipercolesterolémicos
tratados com atorvastatina; CT, colesterol total; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade;
LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; TG, triglicerideos; VLDL-c, colesterol da
lipoproteina de muito baixa densidade.
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Figura 14. Perfil lipidico sérico de individuos do grupo ATORVA apés o
tratamento com atorvastatina (10mg/dia/4semanas) segundo
gendtipos do SNP ABCA1 G70943A

Nota: ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; ATORVA, pacientes hipercolesterolémicos

tratados com atorvastatina; CT, colesterol total; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade;

LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; TG, triglicerideos; VLDL-c, colesterol da
lipoproteina de muito baixa densidade.
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4.4.2 Polimorfismo C-14T

Nos grupos NL e HC, nédo foram observadas associacdes do SNP
C-14T com o perfil lipidico sérico basal ou com os indices apoB/apoAl ou
TG/HDL-c (Tabela 9).

Da mesma forma, os resultados de perfil lipidico foram similares entre os
portadores de gendtipos -14CC e -14CT/TT do grupo ATORVA, no pré e no pos-
tratamento com atorvastatina, e ndo houve diferengas significativas com relacdo a
variacdo porcentual dos parametros bioquimicos analisados apos a terapia
farmacoldgica (p>0,05) (Tabela 10). Estes resultados sdo sugestivos de que o
SNP C-14T néo esta relacionado com variagcdes no perfil lipidico ou com a

resposta ao tratamento com atorvastatina.
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Tabela 9 — Efeito do SNP C-14T no perfil lipidico sérico dos grupos NL e HC

Variavel Gendotipos

NL -14CC -14CT/TT p
(143) (60) (83)

CT (mg/dL) 172,3+15,5 173,9+419,9 0,739
TG (mg/dL) 83,1+28,7 83,8+28,5 0,922
HDL-c (mg/dL) 58,8+13,6 56,2+12,7 0,262
LDL-c (mg/dL) 96,8+16,1 100,8+18,7 0,276
VLDL-c (mg/dL) 16,6+5,7 16,845,7 0,922
ApOAI (mg/dL) 145,5+29,9 140,3+26,5 0,367
ApoB (mg/dL) 81,3+19,6 88,5+23,8 0,064
ApoB/ApoAl 0,6+0,2 0,7+0,2 0,065
TG/HDL-c 1,6+0,8 1,6+0,8 0,546
HC -14CC -14CT/TT p
(224) (97) (127)

CT (mg/dL) 258,5+49,9 255,8+44,1 0,778
TG (mg/dL) 143,4+70,4 151,5+61,1 0,151
HDL-c (mg/dL) 58,2+15,8 56,3+13,8 0,466
LDL-c (mg/dL) 171,3+45,3 169,1+41,8 0,796
VLDL-c (mg/dL) 28,6+14,1 30,3+12,2 0,138
ApOAI (mg/dL) 140,3+32,4 137,7+27,0 0,639
ApoB (mg/dL) 130,4+33,2 130,9+27,2 0,705
ApoB/ApoAl 1,0+0,3 1,0+0,4 0,599
TG/HDL-c 2,8+2,0 3,0+1,8 0,186

Nota: NUmero de individuos em parénteses. Valores sao apresentados como media + DP dos dados.
Variaveis transformadas em logaritmo (log;o) para os testes estatisticos e comparadas por teste t de
Student.

ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; CT, colesterol total; HC, pacientes
hipercolesterolémicos; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c, colesterol da
lipoproteina de baixa densidade; NL, pacientes normolipidémicos; TG, triglicerideos; VLDL-c,
colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade.
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Tabela 10 — Efeito do SNP C-14T no perfil lipidico sérico de individuos do

grupo ATORVA, antes apdés o tratamento com atorvastatina

Variavel -14CC -14CT/TT p
(60) (81)
CT (mg/dL) Basal 284,3+42,3 278,6+35,4 0,433
Atorvastatina 203,6+31,2 196,0+31,2 0,152
Variagao (%) -27,8+10,4 -29,449,0 0,319
TG (mg/dL) Basal 157,0+72,9 160,3+59,6 0,497
Atorvastatina 131,5+57,8 132,9+48,6 0,685
Variacéo (%) -11,1+29,1 -13,4+26,0 0,623
HDL-c (mg/dL)  Basal 56,6+14,6 55,9+13,7 0,869
Atorvastatina 54,3+12,9 53,9+12,7 0,860
Variagao (%) -2,8+11,6 -2,8+11,3 0,994
LDL-c (mg/dL)  Basal 195,8+37,5 190,5+33,7 0,394
Atorvastatina 122,8+28,0 115,4+27,2 0,111
Variacéo (%) -36,6+12,9 -39,1+12,0 0,239
VLDL-c (mg/dL) Basal 31,4+14,6 32,1#11,9 0,497
Atorvastatina 26,3+11,6 26,6+9,7 0,685
Variagao (%) -11,1+29,1 -13,4+£26,0 0,623
ApoAl (mg/dL) Basal 132,8+24,0 131,5+27,8 0,631
Atorvastatina 134,1+24,7 137,7+29,8 0,541
Variacéo (%) 1,2+11,5 7,0£32,1 0,104
ApoB (mg/dL)  Basal 147,5+27,9 140,9+24,8 0,138
Atorvastatina 103,5+18,2 98,1+20,5 0,079
Variagcao (%) -29,0+12,0 -28,6+20,9 0,340
ApoB/ApoAl Basal 1,1+0,2 1,1+0,4 0,493
Atorvastatina 0,8+0,2 0,7+0,2 0,081
Variacéo (%) -29,4+12 .9 -31,5+18,6 0,445
TG/HDL-c Basal 3,1+2,1 3,2+1,7 0,581
Atorvastatina 2,7+1,6 2,6+1,1 0,604
Variagao (%) -7,1+33,5 -9,5+29,2 0,649

Nota: Numero de individuos em parénteses. Valores sdo apresentados como media + DP dos dados.

Média de variagdo com sinal negativo indica reducdo dos valores das variaveis. Variaveis
transformadas em logaritmo (logyo) para os testes estatisticos e comparadas por teste t de Student.
ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; ATORVA, pacientes hipercolesterolémicos
tratados com atorvastatina; CT, colesterol total; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade;
LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; TG, triglicerideos; VLDL-c, colesterol da
lipoproteina de muito baixa densidade.
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4.4.3 Polimorfismo C-105T

O perfil lipidico basal de individuos NL foi similar entre os portadores de
gendtipos -105CC e -105CT/TT (Tabela 11). No entanto, no grupo HC, portadores
dos gendtipos -105CT/TT apresentaram menores concentracdes séricas de
triglicerideos (p=0,010) e VLDL-c (p=0,010), menor indice TG/HDL-c (p<0,001) e
maiores concentracfes de HDL-c (p=0,009) do que os portadores do gendtipo -
105CC (Tabela 11 e Figura 15). Da mesma forma, no grupo ATORVA portadores
dos gendtipos -105CT/TT apresentaram menores valores basais de triglicerideos
(p=0,015) e VLDL-c (p=0,015), maior concentragdo de HDL-c (p=0,010) e apoAl
(p=0,040) e menores valores para os indices apoB/apoAl (p<0,001) e TG/HDL-c
(p=0,004) quando comparados aos portadores do genotipo -105CC (Tabela 12 e
Figura 16 ). Estes achados sugerem que o alelo -105T pode estar associado a um
perfil lipidico sérico menos aterogénico.

Além disso, ap0s o tratamento com atorvastatina, os individuos portadores
do alelo -105T mantiveram maiores as concentra¢cdes de HDL-c (p=0,007) e apoAl
(p=0,004) e menores indices apoB/apoAl (p=0,014) e TG/HDL-c (p=0,042) que o0s
portadores do gendtipo -105CC (Tabela 12 e Figura 17). Mas, ap0s o tratamento
farmacoldgico, ndo foram observadas diferencas nas variacbes médias de perfil
lipidico entre os gendtipos, sugerindo que o SNP C-105T ndo est4 associado com

diferencas na resposta a terapia com atorvastatina.
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Tabela 11 — Efeito do SNP C-105T no perfil lipidico sérico dos grupos NL e HC

Variavel Genotipos

NL -105CC -105CT /1T p
(143) (139) (4)

CT (mg/dL) 172,8+18,1 188,5+10,8 0,098
TG (mg/dL) 83,1+28,4 95,5+32,4 0,360
HDL-c (mg/dL) 57,3+13,1 58,3+11,6 0,825
LDL-c (mg/dL) 98,8+17,8 111,349,5 0,175
VLDL-c (mg/dL) 16,6+5,7 19,1+6,5 0,360
ApOAI (mg/dL) 142,3+28,2 147,7+21,4 0,636
ApoB (mg/dL) 85,5+22,7 86,8+10,1 0,736
ApoB/ApoAl 0,6+0,2 0,6+0,2 0,977
TG/HDL-c 1,6+0,8 1,8+1,1 0,576
HC -105CC -105CT/TT p
(224) (216) (8)

CT (mg/dL) 257,4+47,0 245,9%33,2 0,570
TG (mg/dL) 150,0+65,6 95,3+19,8 0,010
HDL-c (mg/dL) 56,6+14,6 70,5+12,4 0,009
LDL-c (mg/dL) 170,6+43,8 156,4+27,3 0,469
VLDL-c (mg/dL) 30,0+13,1 19,1+4,0 0,010
ApoAl (mg/dL) 138,1+29,3 156,0+24,9 0,090
ApoB (mg/dL) 131,0+29,8 124,3+31,3 0,557
ApoB/ApoAl 1,0+0,4 0,8+0,1 0,138
TG/HDL-c 3,0+1,9 1,4+0,4 <0,001

Nota: Numero de individuos em parénteses. Valores sdo apresentados como media + DP dos dados.
Variaveis transformadas em logaritmo (log,o) para os testes estatisticos e comparadas por teste t de
Student.

ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; CT, colesterol total;, HC, pacientes
hipercolesterolémicos; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c, colesterol da
lipoproteina de baixa densidade; NL, pacientes normolipidémicos; TG, triglicerideos; VLDL-c,
colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade.
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Tabela 12 — Efeito do SNP C-105T no perfil lipidico sérico de individuos do

grupo ATORVA, antes apdés o tratamento com atorvastatina

Variavel -105CC -105CT/TT p
(136) (5)
CT (mg/dL) Basal 281,8+38,5 259,8+33,6 0,182
Atorvastatina 199,1+31,4 203,6+32,9 0,736
Variacéo (%) -29,0+9,5 -21,6+8,7 0,091
TG (mg/dL) Basal 161,2+65,4 97,2+17,7 0,015
Atorvastatina 133,5453,0 100,0+£15,2 0,203
Variacéo (%) -13,0+27,3 5,4+23,6 0,139
HDL-c (mg/dL) Basal 55,6+13,6 73,0+15,4 0,010
Atorvastatina 53,5+%12,5 69,6+10,0 0,007
Variacao (%) -2,8411,5 -3,449,0 0,907
LDL-c (mg/dL) Basal 193,7+35,4 167,4+23,0 0,069
Atorvastatina 118,74£27,9 114,0+£22,7 0,783
Variacéo (%) -38,3+12,4 -31,9+10,4 0,262
VLDL-c (mg/dL) Basal 32,2+13,1 19,4+3,5 0,015
Atorvastatina 26,7+10,6 20,0+3,1 0,203
Variacao (%) -13,0+27,3 5,4+23,6 0,139
ApoAIl (mg/dL) Basal 131,1+25,8 158,0+25,4 0,040
Atorvastatina 134,7426,3 174,4+39,7 0,004
Variacéo (%) 4,4+26,1 10,0+11,5 0,134
ApoB (mg/dL) Basal 143,9+26,1 137,2+33,4 0,520
Atorvastatina 100,6+19,9 94,9+13,0 0,610
Variagao (%) -28,8+17,8 -28,0+16,9 0,970
ApoB/ApoAl Basal 1,1+0,4 0,9+0,1 <0,001
Atorvastatina 0,8%0,2 0,6%0,2 0,014
Variacéo (%) -30,6+16,5 -33,1+19,7 0,732
TG/HDL-c Basal 3,2+1,9 1,4+0,4 0,004
Atorvastatina 2,7+1,3 1,5+0,3 0,042
Variacéo (%) -9,2+31,2 9,2+21,9 0,195

Nota: Numero de individuos em parénteses. Valores sdo apresentados como media + DP dos dados.
Média de variagdo com sinal negativo indica reducdo dos valores das variaveis. Variaveis

transformadas em logaritmo (logyo) para os testes estatisticos e comparadas por teste t de Student.

ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; ATORVA, pacientes hipercolesterolémicos
tratados com atorvastatina; CT, colesterol total; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade;
LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; TG, triglicerideos; VLDL-c, colesterol da

lipoproteina de muito baixa densidade.
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Figura 15. Perfil lipidico sérico basal de individuos do grupo HC segundo
genotipos do SNP ABCA1 C-105T

Nota: ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; CT, colesterol total; HC, pacientes

hipercolesterolémicos; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c, colesterol da

lipoproteina de baixa densidade; TG, triglicerideos; VLDL-c, colesterol da lipoproteina de muito baixa
densidade.
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Figura 16. Perfil lipidico sérico basal de individuos do grupo ATORVA segundo
genotipos do SNP ABCA1 C-105T

Nota: ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; ATORVA, pacientes hipercolesterolémicos

tratados com atorvastatina; CT, colesterol total; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade;

LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; TG, triglicerideos; VLDL-c, colesterol da

lipoproteina de muito baixa densidade.
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Figura 17. Perfil lipidico sérico de individuos do grupo ATORVA apés o
tratamento com atorvastatina (10mg/dia/4semanas) segundo
genotipos do SNP ABCA1 C-105T

Nota: ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; ATORVA, pacientes hipercolesterolémicos
tratados com atorvastatina; CT, colesterol total; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade;
LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; TG, triglicerideos; VLDL-c, colesterol da
lipoproteina de muito baixa densidade.

4.4.4 Andlise de haplétipos

O polimorfismo ABCAl1l C-105T, descoberto em nosso laboratério,
mostrou nao estar em equilibrio de Hardy-Weinberg no grupo de pacientes
hipercolesterolémicos (¥*= 9,53, p<0,01) (Tabela 5 anterior). Neste mesmo
grupo, este polimorfismo aparece associado ao SNP C-14T, conforme
demonstrado na Tabela 13.

A analise dos dados utilizando-se o programa Estimating Haplotype (USA,
2006) confirmou a existéncia de associacao (desequilibrio de ligacdo) entre os alelos
dos polimorfismos C-14T e C-105T no grupo HC ()(2: 12,28, p<0,01) mas nao no
grupo NL (¥*= 3,29, p>0,05). O fato de n&o ter sido observada associacdo entre os

SNPs no grupo NL deve-se, provavelmente, ao fato da baixa frequéncia do alelo -
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105T neste grupo. E possivel que a inclusdo de mais individuos NL modifique este
resultado.

Ao analisar as interagbes do SNP R219K (G70943A), verificou-se auséncia
de associacao tanto com o SNP C-105T quanto com o SNP C-14T nos grupos HC
e NL (p>0,05). Portanto, o SNP R219K parece ndo estar em desequilibrio de
ligacdo com os SNPs da regiao promotora avaliados neste estudo.

Com base nos dados de desequilibrio de ligagdo entre os polimorfismos
C-14T e C-105T, seis haplétipos foram encontrados (Tabela 13), sendo que o0s
haplotipos -14CC/-105CC e -14CT/-105CC foram os mais frequentes e os -14TT/-
105CT e -14TT/-105TT os menos frequentes. Para melhor visualizagdo da possivel
interferéncia da associagdo destes dois polimorfismos no perfil lipidico dos pacientes
estudados e na resposta a terapia com atorvastatina, foram formados trés grupos,
sendo os haplétipos agrupados da seguinte forma: -14CC/-105CC; -14CT+TT/-
105CC e -14CT+TT/-105CT+TT. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre o perfil lipidico de pacientes normolipidémicos portadores dos diferentes
hapl6tipos (Tabela 14).

Tanto no grupo HC total quanto no grupo ATORVA, os portadores dos
haplotipos -14CT+TT/-105CT+TT apresentaram menores concentragdes séricas
basais de triglicerideos (HC, p=0,006; ATORVA, p=0,027) e VLDL-c (HC, p=0,005;
ATORVA, p=0,027), menor indice TG/HDL-c basal (HC, p=0,002; ATORVA,
p=0,010) e maior concentracdo basal de HDL-c (HC, p=0,017; ATORVA, p=0,030)
guando comparado aos portadores dos outros haplotipos (Tabelas 14 e 15, Figuras
18 e 19).

Apbs o tratamento farmacoldgico, os portadores dos haplétipos -14CT+TT/-
105CT+TT mantiveram maior concentracéo sérica de HDL-c (p=0,021) e passaram a

apresentar maior concentracdo de apoAl (p=0,015) que os portadores dos outros
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hapl6tipos; além disso, apresentaram menor indice apoB/apoAl (p=0,019) quando
comparados aos portadores do haplétipo -14CC/-105CC (Tabela 15 e Figura 20).

A maior concentragdo plasmatica de apoAl dos portadores dos haplotipos -
14CT+TT/-105CT+TT (Tabela 15), significativa somente apds o tratamento com
atorvastatina, sugere que a associacao dos dois SNPs (C-14T e C-105T) pode estar

relacionada com a resposta a terapia com atorvastatina.

Tabela 13 — Frequéncia de gendtipos e haplétipos dos polimorfismos ABCAL
C-105T e C-14T, em HC e NL

NL (143) C-14T

C-105T cC CT TT

oo 42,0 % 46,1 % 9,1 %
(60) (66) (13)

.- 0,0 % 2,8 % 0,0 %
0) (4)0 (0)0

0,
T 0,0 % 0,0 % 0,0 %

(0) (0) (0)

Teste exato de Fisher p=0,195

HC (224) C-14T1
cc 43,3 % 41,1 % 12,1 %

97) (92) (27)
CT 0,0% 22% 0,9 %

. (g)0 . (g)0 . (2)0

,0 % ,0 % 4 %

i (0) (0) (1)
Teste exato de Fisher p=0,006

Haplotipos HC NL
-14CC/-105CC 43,3% (97) 42,0% (60)
-14CT/-105CC 41,1% (92) 46,1% (66)
-14CT/-105CT 2,2% (5) 2,8% (4) Teste exato de
-14TT/-105CC 12,1% (27) 9,1% (13) Fisher p=0,765
-14TT/-105CT 0,9% (2) 0,0% (0)
-14TT/-105TT 0,4% (1) 0,0% (0)

Nota: Numero de individuos em parénteses. HC, pacientes hipercolesterolémicos; NL, pacientes
normolipidémicos.
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Tabela 14 — Influencia de haplotipos ABCAL1 C-14T e C-105T sobre o pefrfil

lipidico sérico de individuos NL e HC

Variavel Haplotipos

NL -14CC/-105CC -14CT+TT/-105CC  -14CT+TT/-105CT+TT p
(143) (60) (79) (4)

CT (mg/dL) 172,3+15,5 173,1+20,0 188,5+10,8 0,254
TG (mg/dL) 83,1+28,7 83,2+28,4 95,5+32,4 0,662
HDL-c (mg/dL) 58,8+13,6 56,1+12,8 58,2+11,6 0,496
LDL-c (mg/dL) 96,8+16,1 100,3+18,9 111,3+9,5 0,265
VLDL-c (mg/dL) 16,645,7 16,645,7 19,1+6,5 0,662
ApOAI (mg/dL) 145,5+29,9 139,9+26,8 147,7+21,4 0,553
ApoB (mg/dL) 81,3+19,6 88,6+24,4 86,8+10,1 0,181
ApoB/ApoAl 0,6+0,2 0,7+0,2 0,6+0,2 0,176
TG/HDL-c 1,6+0,8 1,6+0,8 1,8+1,1 0,744
HC -14CC/-105CC -14CT+TT/-105CC  -14CT+TT/-105CT+TT p
(224) (97) (119) (8)

CT (mg/dL) 258,5+49,9 256,5+44,7 245,9+33,2 0,836
TG (mg/dL) 143,4+70,4° 155,3+61,1° 95,3+19,8° 0,006
HDL-c (mg/dL) 58,2+15,8" 55,4+13,4° 70,5+12,4° 0,017
LDL-c (mg/dL) 171,3+45,4 170,0+42,6 156,4+27,3 0,763
VLDL-c (mg/dL) 28,6+14,1° 31,1+12,2° 19,1+4,02 0,005
ApOAI (mg/dL) 140,3+32,4 136,4+26,8 156,0+24,9 0,177
ApoB (mg/dL) 130,4%33,2 131,4+27,0 124,3+31,3 0,749
ApoB/ApoAl 1,0+0,3 1,0+0,4 0,840,1 0,245
TG/HDL-c 2,842,0° 3,1+1,8° 1,4+0,42 0,002

Nota: NUmero de individuos em parénteses. Valores sao apresentados como media + DP dos dados.
Variaveis transformadas em logaritmo (logyg) para os testes estatisticos e comparadas por One-Way
ANOVA, seguido do teste de comparagdo multipla de Tukey. ab | etras diferentes na mesma linha
apontam meédias significativamente diferentes.

ApoAl,

apolipoproteina Al;

ApoB, apolipoproteina B; CT,

colesterol total;

HC, pacientes

hipercolesterolémicos; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c, colesterol da
lipoproteina de baixa densidade; NL, pacientes normolipidémicos; TG, triglicerideos; VLDL-c,
colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade.
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Tabela 15 — Influencia de haplétipos ABCA1 C-14T e C-105T sobre o perfil
lipidico sérico de individuos do grupo ATORVA, antes e ap0s o

tratamento com atorvastatina

Variavel 14CC/  -14CT+TT/- -14CT+TT/
-105CC 105CC  -105CT+TT
(60) (76) (5) P
CT (mg/dL) Basal 284,3+42,3 279,8+35,3 259,8+33,6 0,349
Atorvastatina 203,6+31,2 195,5+31,2 203,6+32,9 0,304
Variacdo (%) -27,8+10,4  -29,9+8,8  -21,6¢8,7 0,102
TG (mg/dL) Basal 157,0472,9° 164,5¢59,1° 97,2+¢17,7% 0,027
Atorvastatina 131,5457,7 135,1+49,3 100,0+152 0,367
Variagdo (%) 11,1429,1  -14,6425,8  5,4423,6 0,253
HDL-c (mg/dL) Basal 56,6+14,6° 54,8+12,9° 73,0¢154% 0,030
Atorvastatina  54,3+12,9° 52,8+122° 69,6+10,0° 0,021
Variagdo (%) -2,8+11,6 -2,8+11,5 -3,4+9,0 0,993
LDL-c (mg/dL) Basal 195,8437,5 192,1+33,8 167,4+230 0,165
Atorvastatina 122,8428,0 115,4+27,5 114,0+227 0,282
Variagdo (%) -36,6+12,9 -39,6+12,0 -31,9+10,4 0,204
VLDL-c (mg/dL) Basal 31,4+14,6° 32,9+11,8° 194435% 0,027
Atorvastatina 26,3+11,6 27,0199 20,0£3,2 0,367
Variagdo (%) -11,1+29,1 -14,6+25,8 5,4423,6 0,253
ApoAIl (mg/dL) Basal 132,8424,0 129,8+27,2 158,04254 0,085
Atorvastatina  134,1+24,7° 1352+27,6° 174,4+39,7% 0,015
Variagdo (%) 1,2411,5 6,8£33,0  10,0+11,6 0,428
ApoB (mg/dL) Basal 147,5427,9 141,1+24,4 137,2+334 0,308
Atorvastatina 103,5+18,2 98,3+20,9 94,9+13,0 0,209
Variagdo (%) -29,0£12,0 -28,6£21,3  -28,0+16,9 0,990
ApoB/ApoAl Basal 1,140,3 1,240,4 0,9+0,1 0,117
Atorvastatina 0,8+0,2° 0,7+0,23° 0,6+0,2% 0,019
Variacdo (%) -29,4+12,9  -31,4+18,7 -33,1+19,7 0,753
TG/HDL-c Basal 3,142,1° 3,31,7° 1,420,4% 0,010
Atorvastatina 2,7+1.6 2,7+1,1 1,540,3 0,075
Variacdo (%) 7,1+335  -10,8+29,3  9,2+219 0,344

Nota: Numero de individuos em parénteses. Valores sdo apresentados como media + DP dos dados.
Média de variagcdo com sinal negativo indica reducdo dos valores das variaveis. Variaveis
transformadas em logaritmo (log,o) para os testes estatisticos e comparadas por One-Way ANOVA,
seguido do teste de comparacdo mdltipla de Tukey. &b | etras diferentes na mesma linha apontam
médias significativamente diferentes.

ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; ATORVA, pacientes hipercolesterolémicos
tratados com atorvastatina; CT, colesterol total; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade;
LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; TG, triglicerideos; VLDL-c, colesterol da
lipoproteina de muito baixa densidade.
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Figura 18. Perfil lipidico sérico basal de individuos do grupo HC segundo
haplotipos ABCAL C-14T/C-105T

Nota: ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; CT, colesterol total; HC, pacientes

hipercolesterolémicos; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c, colesterol

da lipoproteina de baixa densidade; TG, triglicerideos; VLDL-c, colesterol da lipoproteina de
muito baixa densidade.

350 -
300 |
*

2 250 - | Hapl6tipos C-14T/ C-105T]
)
% 200 1 O CC/CC (60)
S
S 150 | m CT+TT/CC (76)
<
) *
2 100 1 O CT+TT/CT+TT (5)
(@]
o *

50

O 4|
cT TG  HDL-c LDL-c VLDL-c ApoAl ApoB

Figura 19. Perfil lipidico sérico basal de individuos do grupo ATORVA segundo
haplétipos ABCAL1 C-14T/C-105T

Nota: ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; ATORVA, pacientes

hipercolesterolémicos tratados com atorvastatina; CT, colesterol total; HDL-c, colesterol da

lipoproteina de alta densidade; LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; TG,

triglicerideos; VLDL-c, colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade.
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Figura 20. Perfil lipidico sérico de individuos do grupo ATORVA apé6s o
tratamento com atorvastatina (10mg/dia/4semanas) segundo
haplétipos ABCAL1 C-14T/C-105T

Nota: ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; ATORVA, pacientes

hipercolesterolémicos tratados com atorvastatina; CT, colesterol total; HDL-c, colesterol da

lipoproteina de alta densidade; LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; TG,
triglicerideos; VLDL-c, colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade.

4.5 ESTUDO DA EXPRESSAO DO RNAmM DO ABCA1

As anadlises da expressdo de RNAmM do ABCA1 em CMSP, por PCR em
Tempo Real, foram realizadas com 132 pacientes normolipidémicos (NL) e 128
pacientes hipercolesterolémicos (ATORVA), no tempo basal (HC-Basal) e ap0s
o tratamento com atorvastatina (HC-Atorva).

Os valores de expressdao de RNAm do ABCA1 em CMSP apresentaram
alta dispersdo. Em virtude disto, as andlises de expressdo génica foram
realizadas separadamente para dois grupos: um com valores de expressao
basal maiores que o valor da mediana (GM1) e outro com valores de expressao
basal menores do que o valor da mediana (GM2). E importante ressaltar que o valor

da mediana de expressao génica foi determinado a partir da unido de todos os
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valores basais de expressao génica dos grupos NL e HC. Este procedimento evita o
aparecimento de falsas diferencas entre 0s grupos.

Pacientes HC apresentaram menor expressdo basal de RNAm do
ABCA1l em CMSP do que individuos NL tanto no grupo GM1 (p=0,010) quanto
no grupo GM2 (p<0,001) (Tabela 16 e Figura 21). A média da expresséo basal
foi aproximadamente trés vezes maior no grupo GM1 do que no GM2, em
ambos os grupos NL e HC (p<0,001) (Tabela 16).

A expressdao do ABCAl nao foi modificada pelo tratamento com
atorvastatina, em ambos os grupos GM1 e GM2 (p>0,05) (Tabela 16 e Figura
21).

As relagdes entre os SNPs do ABCAl e a expressdo de RNAmM em
CMSP também foram avaliadas. No GM1, ndo foram observadas diferencas de
expressao basal entre os portadores dos genétipos do SNP G70943A (R219K)
dos grupos NL e HC (Tabela 17). No entanto, no GM2, verificou-se que os HC
portadores do alelo 70943A (genétipos GA + AA) apresentaram menores
valores de expresséo basal quando comparados aos NL (p=0,024). Isso néo foi
encontrado nos portadores do gendtipo GG. N&do se observou relagdo entre o
SNP G70943A (R219K) e a expressdo de RNAm do ABCA1l em resposta a
atorvastatina, em ambos os grupos GM1 e GM2 (Tabela 17).

Na Tabela 18, sdo apresentados os dados de expressdo de RNAm do
ABCA1 para o SNP C-14T. Nos grupos GM1 e GM2, a expressao génica basal
foi menor em pacientes HC portadores do genétipo CC gquando comparados
aos individuos NL (GM1, p=0,029; GM2, p<0,001), o que nao foi observado
nos portadores do alelo -14T (genotipos CT+TT) (Figura 22). Por outro lado,

no grupo GM1, a atorvastatina reduziu cerca de 33% a expressado génica nos
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portadores do alelo -14T (p=0,009). Esse efeito ndo foi observado no grupo
GM2.

Para analises de expressdo génica envolvendo o novo SNP C-105T ou
os haplétipos dos SNPs C-14T e C-105T, os pacientes ndo foram subdivididos
em grupos com base no valor da mediana da distribuicdo dos valores de
expressao génica. Isso devido a baixa frequéncia do alelo -105T neste estudo
(NL, 1,4%; HC, 2,0%).

Os individuos HC portadores do alelo -105C (genétipo CC)
apresentaram menor expressao basal (50%) que os NL (p<0,001), mas isso
nao foi observado para os portadores do alelo -105T (gendtipo CT + TT)
(Tabela 19 e Figura 23). Ap6s o tratamento com atorvastatina, a reducao da
expressdo génica também foi observada nos portadores do alelo -105C
(p=0,019), mas nao nos portadores do alelo -105T; no entanto, em virtude das
médias dos valores de expressao estarem muito préximas e pelo fato de haver
uma grande dispersao de valores, este dado precisa ser reavaliado.

Na Tabela 20 observa-se que a expressao basal de RNAm do ABCALl
dos portadores dos haplétipos comuns (-14CC/-105CC e -14CT+TT/-105CC)
foi menor no grupo HC quando comparado a do grupo NL (p<0,001) (Figura
24). Essa diferenca nédo foi observada no grupo de portadores do haplétipo
raro (-14CT+TT/-105CT+TT) porém, devido ao pequeno numero de individuos
portadores desse haplotipo, esses resultados devem ser analisados com
cautela.

A expressdao génica ap6s o tratamento com atorvastatina foi
significativamente reduzida em individuos portadores do haplétipo -14CT+TT/
-105CC (p=0,041) mas nao nos portadores de haplotipos -14CC/-105CC e -

14CT+TT/-105CT+TT (Tabela 20).
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E importante salientar que embora a variabilidade desses resultados
tenha sido maior devido ao ndo agrupamento de GM1 e GM2 nesta analise,
observa-se que a presenca do alelo -14T esta associada a reducdo da
expressao do ABCA1l em resposta a atorvastatina, confirmando os resultados
previamente apresentados para o polimorfismo C-14T no grupo GM1 (Tabela

18).

Tabela 16 — Valores da expressdo basal de RNAm do ABCAl1l em CMSP de
pacientes normolipidémicos e hipercolesterolémicos, antes e ap0s o
tratamento com atorvastatina

GM1 GM?2 p
2-AACt 48,8+27.8 13,1+3,3
NL (ACt" —ACte*?) (90) (42) <0,001
2-AACt 37,3+21,8 11,0+3,9
HC'BasaI (ACtHC-BasaI _ACtCacoz) (40) (88) <01001
p 0,010 <0,001
2-AACt 31,2+26,8 12,2+12,7
HC-Atorva (ACtHC—Atorva _ACtCaCOZ) (40) (88) <0;001
p* 0,198 0,364

Nota: Numero de individuos em parénteses. Valores sdo apresentados como media + DP dos dados.
Variaveis transformadas em logaritmo (log;o) para os testes estatisticos e comparadas por teste t de
Student.

p* referente ao teste t de Student para amostras pareadas entre valores de expressdo basais e apés
tratamento com atorvastatina.

Caco2, linhagem celular Caco2; CMSP, células mononucleares do sangue periférico; GM1, grupo
com valores de expressdo maiores do que o valor da mediana dos valores basais; GM2, grupo com
valores de expressdo menores do que o valor da mediana dos valores basais; HC-Atorva,
hipercolesterolémicos ap6s tratamento com atorvastatina; HC-Basal, hipercolesterolémicos,
no tempo basal; NL, normolipidémicos; RNAmM, RNA mensageiro.
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Figura 21. Valores da expressao relativa de RNAm do ABCAl em CMSP de
pacientes normolipidémicos e hipercolesterolémicos, antes e apdés o

tratamento com atorvastatina, nos grupos GM1 e GM2
Nota: CMSP, células mononucleares do sangue periférico; GM1, grupo com valores de expressao
maiores do que o valor da mediana dos valores basais; GM2, grupo com valores de expressao
menores do que o valor da mediana dos valores basais; HC-Atorva, hipercolesterolémicos apoés
tratamento com atorvastatina; HC-Basal, hipercolesterolémicos, no tempo basal; NL,
normolipidémicos; RNAm, RNA mensageiro.
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Tabela 17 — Influéncia do SNP G70943A (R219K) na expressdo basal de
RNAmM do ABCAl1 em CMSP de pacientes normolipidémicos e
hipercolesterolémicos, antes e apdés o tratamento com

atorvastatina

GM1 70943GG 70943GA/AA p
2-AACt 52,4+31,1 46,7+25,8

NL (ACtNL —AthaCOZ) (33) (57) 0’383
2-AACt 38,8422.4 36,2+21,8

HC-Basal (ACHHC-Basal _pcCacory (16) (24) 0,678

p 0,090 0,053
2-AACt 29,3+19,2 32,5+31,1

HC'Atorva (ACtHC-Atorva _ACtCacoz) (16) (24) 01816

p* 0,114 0,585

GM2 70943GG 70943GA/AA p
2-AACt 13,2+3,4 13,0+3,4

NL (ACtNL—AthaCOZ) (18) (24) 0’807
2-AACt 11,2+3,7 10,9+4,0

HC'BasaI (ACtHC—BasaI _ACtCacoz) (28) (60) 01665

p 0,055 0,024
2-AACt 11,8+7,1 12,4+14,7

HC'Atorva (ACtHC—Atorva _ACtCacoz) (28) (60) 01629

p* 0,726 0,406

Nota: Numero de individuos em parénteses. Valores sdo apresentados como media + DP dos dados.
Variaveis transformadas em logaritmo (log,o) para os testes estatisticos e comparadas por teste t de
Student.

p* referente ao teste t de Student para amostras pareadas entre valores de expressédo basais e apds
tratamento com atorvastatina.

Caco2, linhagem celular Caco2; CMSP, células mononucleares do sangue periférico; GM1, grupo
com valores de expressao maiores do que o valor da mediana dos valores basais; GM2, grupo com
valores de expressdo menores do o valor da mediana dos valores basais; HC-Atorva,
hipercolesterolémicos apds tratamento com atorvastatina; HC-Basal, hipercolesterolémicos,
no tempo basal; NL, normolipidémicos; RNAm, RNA mensageiro; SNP, polimorfismo de
nucleotideo unico.
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Tabela 18 — Influéncia do SNP C-14T na expressao basal de RNAm do ABCAL1l
em CMSP de pacientes normolipidémicos e hipercolesterolémicos,
antes e apo6s o tratamento com atorvastatina

GM1 -14CC “14CT/ TT p
2-AACt 45,6+23,5 51,1+30,6
NL (ACtNL _ACtCacoz) (38) (52) 0,543
2-AACt 33,8+21,3 40,1+22,2
HC'BasaI (ACtHC-BasaI _ACtCacoz) (18) (22) 0,271
p 0,029 0,139
-AAC
2% oo 36,4+31,2 27,0+22.4
HC-Atorva  (actHcAerva _pcicaee?) (18) (22) 0,345
p* 0,759 0,009
GM2 -14CC “14CT/ TT
-AAC
2 le C 2 1411i277 12,6i3,6
NL (ACt"" —ACtE2%?) (16) (26) 0,122
-AAC
2 H(t:—BasaI Caco2 10’7i3!5 11!2i4!2
HC-Basal (act —ACt®2°2) (36) (52) 0,711
p <0,001 0,125
-AAC
e 10,445,9 13,5+15,8
HC-Atorva  (act va_ACt ) (36) (52) 0,424
p* 0,786 0,295

Nota: NUmero de individuos em parénteses. Valores sao apresentados como media + DP dos dados.
Variaveis transformadas em logaritmo (log;o) para os testes estatisticos e comparadas por teste t de
Student.

p* referente ao teste t de Student para amostras pareadas entre valores de expressdo basais e apds
tratamento com atorvastatina.

Caco2, linhagem celular Caco2; CMSP, células mononucleares do sangue periférico; GM1, grupo
com valores de expressdo maiores do que o valor da mediana dos valores basais; GM2, grupo com
valores de expressdo menores do que o valor da mediana dos valores basais; HC-Atorva,
hipercolesterolémicos ap0s tratamento com atorvastatina; HC-Basal, hipercolesterolémicos,
no tempo basal; NL, normolipidémicos; RNAm, RNA mensageiro; SNP, polimorfismo de
nucleotideo unico.
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Figura 22. Influéncia do polimorfismo C-14T nos valores da expressao relativa de
RNAmMm do ABCAl1 em CMSP de pacientes normolipidémicos e
hipercolesterolémicos, antes e ap0s o tratamento com atorvastatina
(A) Grupo GM1. (B) Grupo GM2.

Nota: CMSP, células mononucleares do sangue periférico; GM1, grupo com valores de expressao

maiores do que o valor da mediana dos valores basais; GM2, grupo com valores de expresséo

menores do que o valor da mediana dos valores basais; HC-Atorva, hipercolesterolémicos apés
tratamento com atorvastatina; HC-Basal, hipercolesterolémicos, no tempo basal; NL,
normolipidémicos; RNAm, RNA mensageiro.
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Tabela 19 — Influéncia do SNP C-105T na expressdao de RNAmM do ABCA1 em
CMSP de pacientes normolipidémicos e hipercolesterolémicos,
antes e apds o tratamento com atorvastatina

-105CC -105CT/TT p
2-AACt 37,6+28,6 32,6+19,0
NL (ACtNL _ACtCaCOZ) (129) (3) 0’920
2-AACt 18,8+17,4 27,3+18,0
HC'BasaI (ACtHC-BasaI _ACtCacoz) (123) (5) 01 180
p <0,001 0,707
2-AACt 17,9+20,5 22,7+13,8
HC'Atorva (ACtHC-Atorva _ACtCacoz) (123) (5) 01237
p* 0,019 0,699

Nota: Numero de individuos em parénteses. Valores sdo apresentados como media + DP dos dados.
Variaveis transformadas em logaritmo (log,o) para os testes estatisticos e comparadas por teste t de
Student.

p* referente ao teste t de Student para amostras pareadas entre valores de expressdo basais e apés
tratamento com atorvastatina.

Caco2, linhagem celular Caco2; CMSP, células mononucleares do sangue periférico; HC-Atorva,
hipercolesterolémicos apds tratamento com atorvastatina; HC-Basal, hipercolesterolémicos,
no tempo basal; NL, normolipidémicos; RNAm, RNA mensageiro; SNP, polimorfismo de
nucleotideo unico.
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Figura 23. Influéncia do polimorfismo C-105T nos valores da expressao relativa de
RNAmMm do ABCA1 em CMSP de pacientes normolipidémicos e
hipercolesterolémicos, antes e ap0s o tratamento com atorvastatina

Nota: CMSP, células mononucleares do sangue periférico; HC-Atorva, hipercolesterolémicos apds

tratamento com atorvastatina; HC-Basal, hipercolesterolémicos, no tempo basal; NL,
normolipidémicos; RNAm, RNA mensageiro.
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Tabela 20 — Influéncia dos haplétipos (C-14T/C-105T) na expressdao de RNAm

do ABCA1 em CMSP de pacientes normolipidémicos e
hipercolesterolémicos, antes e ap6s o tratamento com
atorvastatina
-14CC/ -14CT+TT/ -14CT+TT/
-105CC -105CC -105CT+TT
2 AACt 36,3+24,5  38,5#31,4  32,6%19,0
NL (ACtV" —ACte*?) (54) (75) 3) 0,953
-AACt
18,4+16,6 19,3+18,2  27,3%18,0
HC-BasaI (ACtHC-BaSEﬂ _ACtCaCOZ) (54) (69) (5) 01408
p <0,001 <0,001 0,707
L CAtorva 2A'ACA§;_AW oy 1913221 17,1#19.2 227%138 ) 449
(Act -ActT) (54) (69) 5) !
p* 0,234 0,041 0,699

Nota: Numero de individuos em parénteses. Valores sdo apresentados como media + DP dos dados.
Variaveis transformadas em logaritmo (log,o) para os testes estatisticos e comparadas nas linhas por
One-Way ANOVA e nas colunas por teste t de Student. p* referente ao teste t de Student para
amostras pareadas entre valores de expressao basal e apés tratamento com atorvastatina.

Caco2, linhagem celular Caco2; CMSP, células mononucleares do sangue periférico; HC-Atorva,
hipercolesterolémicos apds tratamento com atorvastatina; HC-Basal, hipercolesterolémicos,

no tempo basal; NL, normolipidémicos; RNAm, RNA mensageiro; SNP, polimorfismo de
nucleotideo Unico.
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Figura 24. Influéncia dos haplétipos dos SNP C-14T e C-105T nos valores da
expressdo relativa de RNAm do ABCAl em CMSP de pacientes
normolipidémicos e hipercolesterolémicos, , antes e apds o tratamento

com atorvastatina
Nota: CMSP, células mononucleares do sangue periférico; HC-Atorva, hipercolesterolémicos apés
tratamento com atorvastatina; HC-Basal, hipercolesterolémicos, no tempo basal; NL,
normolipidémicos; RNAm, RNA mensageiro.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, a frequéncia do alelo 70943A, do polimorfismo G70943A
(R219K), foi 40,6% no grupo de pacientes normolipidémicos e 42,0% no grupo de
hipercolesterolémicos. Estas frequéncias foram estatisticamente similares (p>0,05)
as observadas em americanos com descendéncia caucasoide, hispanica ou chinesa
(28,0%, 38,0% e 40,0%, respectivamente) (BENTON et al., 2006), em turcos (38,5%)
(HODOGLUGIL et al., 2005), em europeus (28,0%) (CENARRO et al., 2003;
TREGOUET et al., 2004), em japoneses (54,1%) (YAMAKAWA-KOBAYASHI et al.,
2004) e em paquistaneses (37,3%) (SALEHEEN et al., 2007). Porém foram maiores
do que as frequéncias observadas em outros estudos com europeus (25,4% e
26,0%) (CLEE et al., 2001; EVANS; BEIL, 2003) e com americanos brancos (26,2%)
(SRINIVASAN et al.,, 2003) e menores do que as encontradas em nhegros
americanos (59,5% e 64,0%) (BENTON et al.,, 2006; SRINIVASAN et al., 2003)
(p<0,05).

Ao analisar a relacdo dos polimorfismos com o perfil lipidico, no grupo de
individuos normolipidémicos, observou-se que o SNP G70943A foi associado com
maior concentracdo sérica de apoAl (p=0,035), principal constituinte da particula de
HDL. Em hipercolesterolémicos (HC e ATORVA) a presenca do alelo 70943A
(genodtipos 70943GA/AA) foi relacionada com menores concentragdes séricas basais
de triglicerideos e VLDL-c e com menor teor de LDL pequena e densa, dada pela
relacdo TG/HDL-c. Além disso, no grupo ATORVA, o SNP G70943A foi associado
com maiores concentracdes de HDL-c. Esses resultados s&o sugestivos de que o
SNP R219K (G70943A) esta associado com um perfil lipidico sérico menos

aterogénico na nossa populacéo.
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Alguns estudos também associaram o alelo 70943A com diminuicdo de
triglicerideos, aumento de HDL-c ou apoAl (BENTON et al., 2006; CLEE et al.,
2001; MANTARING et al., 2007; YAMAKAWA-KOBAYASHI et al., 2004), porém
outros nédo verificaram estas alteracdes (BERTOLINI et al., 2004; CENARRO et al.,
2003; SALEHEEN et al., 2007; TREGOUET et al., 2004).

A associacdo do polimorfismo G70943A com o risco de DAC, estimado
através da razdo apoB/apoAl (THOMPSON; DANESH, 2006), nao foi observada em
nossa amostra de individuos clinicamente sem doenca cardiaca. Em estudos
caso/controle, este SNP foi associado com menor risco de DAC e de infarto do
miocardio, sem necessariamente estar relacionado com alteracbes de lipideos
plasméticos (BERTOLINI et al., 2004; CENARRO et al., 2003; EVANS; BEIL, 2003;
TREGOUET et al., 2004). Benton e colaboradores (2006), estudando americanos de
ambos os sexos e sem evidéncia de doenca cardiaca, demonstraram associacao
entre genotipo 70943AA e menor prevaléncia de calcificagdo coronariana, um
marcador da aterosclerose subclinica.

Clee e colaboradores (2000) sugeriram que variagdes no efluxo de
colesterol, advindas de variagbes da fungédo do transportador ABCA1, tém reflexos
tanto no HDL-c plasmatico quanto na susceptibilidade a DAC. Em virtude deste
trabalho, mais tarde, o mesmo grupo de pesquisa sugeriu que a variante 70943A
(219K) esta associada com o aumento da atividade da proteina ABCA1l e com a
aceleracdo do TRC (CLEE et al.,, 2001). A substituicdo de arginina por lisina na
posicdo 219 da proteina, na alca extracelular, pode resultar em mudanca
conformacional que melhora a interagdo entre a ABCAl e a apoAl e/ou aumenta a
eficiéncia de transferéncia de colesterol e fosfolipideos dos estoques intracelulares
para a membrana plasmatica (BENTON et al.,, 2006). Esta hipétese também é

sustentada por estudos que evidenciaram relacdo entre mutacdes nas algas
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extracelulares da ABCA1 com diminuicdo do efluxo de colesterol e alteragbes na
interacdo com a apoAl, em portadores da doenca de Tangier e de
Hipoalfalipoproteinemia Familiar (SINGARAJA et al., 2003; WANG; TALL, 2003).

Com relagao ao polimorfismo C-14T, as frequéncias do alelo raro -14T nos
grupos HC e NL foram 35,0% e 33,6%, respectivamente. Estas frequéncias foram
similares as encontradas em americanos dos Estados Unidos (38,0%) (PULLINGER
et al., 2000), em turcos (37,7%) (HODOGLUGIL et al., 2005), em homens, saudaveis
ou com DAC, Malaios, Indianos e Chineses de Cingapura (31,7% a 44,3%) (Tan et
al., 2003) e em duas populacdes do Reino Unido (33,5 e 34,6%) (TREGOUET et al.,
2004) (p>0,05), porem foram maiores que as observadas em homens holandeses
com DAC (13,8%, p<0,05) (ZWARTS et al., 2002).

Neste estudo ndo foi observada associacao entre o perfil lipidico basal e o
SNP C-14T em pacientes normolipidémicos ou hipercolesterolémicos (HC ou
ATORVA). Resultados semelhantes foram observados em homens holandeses com
DAC participantes do estudo Regression Growth Evaluation Statin Study
(REGRESS), que avaliou o efeito da pravastatina na progressdo de DAC em
homens sintomaticos e com normal ou moderada elevacdo da concentracdo de
colesterol plasmatico (ZWARTS et al., 2002), e na populacdo masculina de malaios
e indianos, saudéaveis ou portadores de DAC, residentes em Cingapura (TAN et al.,
2003). Por outro lado, alguns estudos relacionaram o alelo -14T com o aumento de
HDL-c em homens turcos e chineses (HODOGLUGIL et al., 2005; TAN et al., 2003).

O SNP C-14T foi associado com risco de DAC em indianos, em amostras de
caso-controle (TAN et al., 2003) e com aumento do numero de eventos coronarianos
em homens holandeses com DAC (ZWARTS et al., 2002). N6s ndo encontramos
associacao significativa entre este polimorfismo e o risco de DAC. Estas diferencas

podem ser devido ao fato de que ndés somente estimamos do risco de DAC
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baseados na razdo apoB/apoAl (THOMPSON; DANESH, 2006) em individuos sem
doencas cardiacas, enquanto 0s outros autores avaliaram pacientes com DAC
comprovada.

Para o novo SNP ABCA1 C-105T a frequéncia do alelo -105T no grupo HC
(2,0%) foi similar & encontrada no grupo NL (1,4%, p>0,05). Este resultado é
sugestivo de que este SNP nao esta associado com hipercolesterolemia neste
estudo. Contudo, a freqUéncia deste polimorfismo é muito baixa neste grupo
amostral e mais estudos precisam ser feitos para reavaliar estes resultados,
especialmente devido ao fato de que este SNP ndo apresentou EHW no grupo HC
(x* = 9,53; p<0,01). Vérias hipteses tém sido propostas para explicar desvios de
EHW, como erros de genotipagem ou selecdo da amostra de estudo de maneira nao
randémica (SOUVEREIN et al., 2005; ZOU; DONNER, 2006). E possivel que para a
analise do SNP C-105T o desvio do EHW possa ter ocorrido em virtude de dois
fatores: o primeiro fator € a selecdo ndo randdmica, pois os pacientes foram
selecionados em centros especificos e com base no perfil lipidico (normolipidémico
ou portador de hipercolesterolemia primaria); e o segundo fator é o tamanho limitado
da amostra para analise deste polimorfismo.

O SNP C-105T parece estar relacionado a um perfil lipidico sérico menos
aterogénico. Isso porque o alelo -105T foi associado com menores valores basais de
triglicerideos e VLDL-c, maior concentracdo de HDL-c e reducdo do teor de LDL
pequena e densa (avaliada pela razdo TG/HDL-c) no grupo HC. Além disso, com
maiores concentracdes de apoAl e menor risco para DAC no grupo ATORVA.

O mecanismo pelo qual este novo polimorfismo exerce estes efeitos precisa
ser investigado. E possivel que o SNP C-105T modifique o dominio de ligacdo de
fatores de transcricdo, alterando a taxa de expressdo de RNAm do gene ABCAL e,

possivelmente, a producéo da proteina ou sua atividade. Isso levaria a mudancas no
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efluxo celular de fosfolipideos e colesterol e no metabolismo da HDL, o que,
consequentemente, levaria a alteracdes no metabolismo dos triglicerideos. Ja € bem
conhecida a relagdo inversa entre concentracdo plasmatica de HDL-c e de
triglicerideos (DESPRES et al., 2000), mas o mecanismo preciso de como isso
ocorre ainda nao foi completamente esclarecido. Ha sugestdes de que o aumento de
HDL-c poderia levar ao aumento da troca de ésteres de colesterol por triglicerideos,
realizada pela CETP, entre a HDL e as lipoproteinas ricas em triglicerideos. O
aumento da transferéncia de triglicerideos para a HDL poderia entdo levar ao
aumento do catabolismo destes triglicerideos (CLEE et al., 2001).

Interessantemente, com a casuistica reunida até agora verificamos que
o polimorfismo C-105T estd associado ao C-14T no grupo de pacientes
hipercolesterolémicos (p=0,006).

Pela analise de haplétipos, nos grupos HC e ATORVA, verificou-se que
os portadores dos alelos raros para os dois polimorfismos simultaneamente
(LACT+TT/-105CT+TT), tiveram as menores concentracdes séricas basais de
triglicerideos e VLDL-C, maiores concentra¢cdes de HDL-c e menor teor de LDL
pequena e densa. Apesar da pequena casuistica para esta analise, estes
dados sugerem que a presenca simultdnea dos dois alelos raros esta
associada com perfil lipidico sérico menos aterogénico. Entretanto, esses
resultados precisam ser confirmados com amostras populacionais maiores.

Na populagado turca, a combinacdo dos genétipos -14TT e 219KK foi
associada com maiores valores séricos de HDL-c (HODOGLUGIL et al., 2005) e
na populacdo européia 0 SNP ABCA1 C-14T esta em desequilibrio de ligacdo com
varios outros polimorfismos (TREGOUET et al., 2004). Por isso, apesar dos nossos

achados interessantes, estes dados precisam ser analisados com cuidado, pois



90

podem estar presentes interagbes com outros polimorfismos ndo contemplados
neste estudo ou mesmo com fatores ambientais.

Neste estudo, nos hipercolesterolémicos tratados com atorvastatina, a
resposta hipolipemiante foi semelhante a descrita em outros estudos com
populacdes brasileiras (RODRIGUES et al., 2005; SORKIN et al., 2005).

N&o foi possivel detectar a associacdo dos SNPs G70943A (R219K), C-
14T e C-105T, isoladamente, com a resposta a atorvastatina. Porém,
observou-se uma possivel associacdo entre o haplétipo raro -14CT+TT/-
105CT+TT e a resposta de apoAl ao tratamento. E importante comentar que
esse dado deve ser reavaliado em uma populagdo maior, considerando-se que
podem ter resultado de eventos ao acaso, devido ao reduzido grupo amostral.

A relagéo entre o SNP C-14T e a progressao da aterosclerose em pacientes
portadores de DAC tratados com pravastatina foi avaliada por Zwarts e
colaboradores (2002). Os autores concluiram que a pravastatina pode reverter o
efeito de progressdo da aterosclerose associado ao alelo -14T. Lutucuta e
colaboradores (2001) verificaram que outro polimorfismo da regido promotora do
ABCA1, C-565T (também denominado C-477T), foi associado com a gravidade da
aterosclerose coronariana, determinada por angiografia coronariana quantitativa, e,
apos o tratamento com fluvastatina, com variagdo percentual média de apoAl, mas
nao de outros lipideos.

NOs também avaliamos a expressao relativa de RNAm do gene ABCAl1 em
CMSP de 132 individuos normolipidémicos e 128 pacientes hipercolesterolémicos do
grupo ATORVA, antes (HC-Basal) e ap6s o tratamento com atorvastatina (HC-
Atorva). Os valores basais de expressdo de RNAm do ABCA1l de individuos

hipercolesterolémicos e normolipidémicos apresentaram grande dispersdo, razéo
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pela qual os valores foram agrupados em GM1 (expressdo basal alta) e GM2
(expresséao basal baixa).

As diferencas de expressdo de RNAm basal entre os grupos GM1 e GM2
parecem nao estar associadas com os polimorfismos do gene ABCA1 estudados,
independentemente do fato de os pacientes serem HC ou NL. Portanto outras
variantes ou outros fatores podem estar relacionados com essa variabilidade na
expressao génica.

A expressio de RNAm do ABCAl1 foi menor em CMSP de
hipercolesterolémicos (HC-Basal) quando comparados aos normolipidémicos (NL)
(p<0,05), em ambos os grupos GM1 e GM2. Poderia se esperar que 0s pacientes
HC teriam maior expressdo que os NL em virtude da maior concentracdo de
colesterol intracelular e conseqientemente de oxiesterdis, o0 que levaria ao aumento
de expresséo do ABCAL, via ativacdo do receptor LXR. O aumento da transcricdo do
gene ABCA1l ocorreria em virtude da ligagdo do heterodimero LXR/RXR em
elementos funcionais na regido promotora e no intron 1 do ABCA1, chamados DR4
(DENIS et al., 2003; SCHMITZ; LANGMANN, 2005).

A hipercolesterolemia estd associada a muitas e complexas adaptacdes e
modificacdes do metabolismo normal do colesterol (HACHEM; MOORADIAN, 2006)
gue podem afetar a expressdo do ABCAL. Além disso, altas concentracdes de
colesterol séo freqlientemente associadas com aumentos dos marcadores sollveis
de inflamacao sistémica (ASCER et al., 2004; FERRONI et al., 2003; SOLHEIM et
al., 2001). Foi observado que a presenca de citocinas proinflamatérias inibe a
expressdo de ABCAl em macrofagos J774 e em foam cells derivadas de
macrofagos peritoneais de murinos (KHOVIDHUNKIT et al., 2003; PANOUSIS;

ZUCKERMAN, 2000).
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Também € importante comentar que variacdes na expressao génica em
células mononucleares do sangue periférico podem nao refletir as variacdes de
expressdo em células de outros tecidos. Albrecht e colaboradores (2004) relataram
gue a expressao do ABCA1 em placas ateroscleréticas de carétida foi maior que em
artérias sem placa de pacientes controles, mas a expressao em leucdcitos totais foi
similar entre pacientes com placa e controles.

Outro fator que pode interferir em resultados de expressdo de RNAm é a
escolha do gene de referéncia endégena. Kielar e colaboradores (2001) mostraram
gue a expresséao relativa do ABCAL, utilizando como referéncia o gene PBGD -
porphobilinogen deaminase, ndo foi comparavel a quantificacdo absoluta quando as
analises envolveram expressdo génica entre varios tecidos; no entanto, as
comparacdes foram satisfatorias quando envolveram andlises de expressdo de um
mesmo tipo celular.

Neste estudo, os portadores do alelo -14C (gendtipo CC) tiveram
menor expressao basal nos pacientes HC em relacdo aos NL, o que néo foi
observado para os portadores do alelo -14T. Recentemente, foi observado que
o alelo -14T resultou em maior atividade transcricional do ABCA1 em células
HepG2, COS-7 e CHO (HODOGLUGIL et al.,, 2005). Esses resultados séo
sugestivos de que o SNP C-14T tem um papel importante na regulagéo da taxa de
transcricdo do ABCAL.

Como comentado anteriormente, o SNP C-105T estd em desequilibrio
de ligacao com o C-14T, portanto era de se esperar que os portadores do alelo
-105C (gendtipo CC) tivessem valores de expressdo basal mais baixos, como
de fato foi observado nos pacientes HC quando comparados ao NL. Entretanto,
se esse SNP tem um efeito direto sobre a expressédo génica precisa ainda ser

confirmado em outros estudos.
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O SNP ABCA1l G70943A (R219K) também foi associado com menor
expressdo génica em pacientes HC em comparacdo com os individuos NL.
Essa relacdao pode resultar de ligacdao entre esse SNP e o C-14T,
considerando-se o0 seu papel de modulador da expressdo génica. Entretanto,
neste estudo, ndo foi observado desequilibrio de ligagdo entre essas duas
variantes; portanto, € possivel que outras variantes do ABCA1 sejam responsaveis
pelos efeitos observados nos pacientes HC portadores do alelo 70943A.

Um aspecto que deve ser considerado € a presenca de uma variante que
afete a estabilidade do RNAmM e consequentemente modifique a expressao génica.
Entretanto, a comprovagdo desta hipotese requer experimentos adicionais que nao
puderam ser realizados durante este trabalho.

Os resultados obtidos permitem sugerir que a atorvastatina pode diminuir
a expressdo do ABCA1 de forma dependente do polimorfismo ABCA1l C-14T. O
efeito inibitério da atorvastatina sobre a expressao do ABCAL foi associada com o
alelo -14T (gendtipos -14CT + TT). Entéo, parece que a atorvastatina é capaz de
reverter o efeito modulador associado a este alelo.

Estudos com macréfagos humanos e murinos demonstraram que vastatinas
regulam negativamente a taxa de transcricdo do ABCA1, em decorréncia da reducao
do colesterol intracelular e, consequientemente, da geracao de oxiesterois, que séo
ligantes de LXR (ANDO et al., 2004; SONE et al., 2004; WONG; QUINN; BROWN,
2004). Interessantemente, Sone e colaboradores (2004) verificaram que, em
macréfagos RAW?264.7, a reducdo da atividade da luciferase, induzida pelas
vastatinas, nao foi suficientemente grande para explicar a diminuicdo de RNAm do
ABCAL verificada em ensaios de Northern blot. Por isso, os autores sugeriram que
possam existir outros mecanismos envolvidos nesta regulagéo, como por exemplo,

mudancas na estabilidade de RNAm do gene.
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Andlises do SNP C-105T demonstraram que portadores do genétipo -105CC
reduziram significativamente a expressdo de RNAm do ABCAL1 apds a terapia com a
atorvastatina. No entanto, devemos considerar que as médias dos valores de
expressao génica sdo muito proximas e também que ha um desvio padrao muito
grande nestas amostras. Além do mais, este dado estd em discordancia com as
andlises de haplétipos que revelaram reducdo dos valores de expressao nos
portadores dos haplétipos -14CT+TT/-105CC mas ndo nos portadores -14CC/-
105CC.

Na realidade, o fato de ndo termos dividido as amostras em grupos GM1 e
GM2, para as andlises do SNP C-105T e dos haplétipos dos polimorfismos C-14T/C-
105T, pode ter interferido nos resultados devido as altas dispersdes dos valores de
expressao génica.

Este estudo mostrou que os polimorfismos do ABCA1 podem modificar a
expressao génica em individuos hipercolesterolémicos e em resposta ao tratamento
com atorvastatina. Além disso, podem estar associados com alteragbes no
metabolismo da HDL, que estdo por sua vez relacionadas com risco de DAC. Visto
gue ha consideravel interesse no desenvolvimento de terapias ateroprotetoras,
ensaios complementares serdo necessarios para a melhor compreensdo destas

relagoes.
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6 CONCLUSOES

Um novo polimorfismo do gene ABCA1, C-105T, foi descrito na nossa
populacédo e o alelo -105T esta presente em uma frequéncia muito baixa, 1,4%
em normolipidémicos e 2,0% em hipercolesterolémicos. O alelo raro deste
polimorfismo parece estar associado a um perfil lipidico sérico menos
aterogénico.

O SNP C-14T néo foi associado com alteragcées nas concentragdes de
lipideos plasmaticos, mas este polimorfismo estd em desequilibrio de ligacao
com o SNP C-105T e a presenca simultanea dos dois alelos raros parece estar
relacionada com perfil lipidico protetor para DAC.

O alelo ABCA1 70943A também mostrou associacdo com perfil lipidico
sérico menos aterogénico.

Nenhum polimorfismo analisado neste estudo influenciou na resposta
hipolipemiante de pacientes tratados com atorvastatina (10mg/dia/4 semanas).

A expressdo do RNAm do ABCAL1 em células mononucleares é menor em
individuos hipercolesterolémicos que em normolipidémicos e esta diferenca parece
estar associada aos SNPs C-14T e G70943A.

O tratamento com atorvastatina reduz a expressédo de RNAm do ABCAl1 em

células mononucleares de forma dependente do polimorfismo C-14T.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Hx Filﬁl Ll wersitirs

UsP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA
NOME DO PACIENTE

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° SEXO M( ) F( )
DATA DE NASCIMENTO / I

ENDERECO Ne APTO
BAIRRO CIDADE

CEP TELEFONE:

DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROJETO DE PESQUISA:

“ESTUDO DE GENES ENVOLVIDOS NO METABOLISMO LIPIDICO E NA
RESPOSTA TERAPEUTICA DE INDIVIDUOS HIPERCOLESTEROLEMICOS
TRATADOS COM VASTATINAS”

2. PESQUISADOR: Dra. Rosario Dominguez Crespo Hirata
CARGO/FUNCAO: docente (FCF-USP) INSCRICAO CRF: N° 8876
AREA DO HU: Projeto em colaboracéo com a Divis&o de Clinica Médica

3. AVALIAQAO DO RISCO DA PESQUISA

[ ] Semrisco [X] Risco minimo [ 1] Risco médio

[ ] Risco baixo [ 1 Risco maior

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiéncia

imediata ou tardia do estudo)

4. DURACAO DA PESQUISA: 2 ANOS
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Prezado Paciente,

Meu nome é Rosario D. C. Hirata, sou professora da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP, e estou convidando-o a participar do projeto de pesquisa que estou
desenvolvendo com a equipe de médicos da Divisao de Clinica Médica que estdo fazendo
seu atendimento no Hospital Universitario da USP.

Nesta pesquisa, vou medir o colesterol e outros lipideos no seu sangue e também vou
fazer varios testes genéticos para verificar se estdo relacionados com o risco de doenca do
coracdo e com o resultado do tratamento com atorvastatina, medicamento que diminui o
colesterol no sangue. Caso seu colesterol esteja normal vocé participard do estudo uma
Unica vez. Caso seja muito alto, vocé tera que fazer uma dieta especial durante um més e, se
necessario, tera que tomar um medicamento para diminuir o colesterol. Caso precise de
tratamento, o seu médico recomendard o uso de atorvastatina, de acordo com as suas
necessidades, e vocé participara do estudo trés vezes: antes da dieta, apdés um més de dieta,
e ap6s um més de tratamento com atorvastatina.

Para participar desta pesquisa precisarei do seu consentimento e de amostras de
sangue que serao coletadas no Setor de Coleta do Laboratério Clinico do HU/USP. O risco a
sua salde sera minimo, por causa da coleta de sangue que pode formar uma mancha roxa
(hematoma) no local da picada da agulha. Além de vocé, outros trezentos e noventa e nove
pacientes também participardo do estudo. Precisarei, ainda, que vocé responda algumas
perguntas sobre doencas existentes nas pessoas de sua familia, habitos alimentares e uso
de medicamentos.

Inicialmente, serdo coletadas cinco amostras de sangue (cerca de 30 mL) para a
avaliagdo do colesterol e de outros exames laboratoriais. Se o seu colesterol for normal, sua
participacdo no estudo se encerra apds a analise dos resultados laboratoriais. Se vocé tiver
colesterol alto, sera encaminhado para o Setor de Nutricdo do HU/USP que lhe indicara uma
dieta especial para baixar o colesterol. Apdés um més de dieta, serdo coletadas trés amostras
de sangue (cerca de 20 mL) para medir o seu colesterol. Se o colesterol continuar alto, o seu
médico receitard atorvastatina que vocé devera tomar durante pelo menos um més. Ao final
desse periodo, serdo coletadas trés amostras de sangue (cerca de 20 mL) e sua participacéo
neste estudo terminard. As amostras de sangue serdo utilizadas para medir colesterol e
outros lipideos, glicemia, hormbénios da tiredide e também para realizar os testes genéticos.

Vocé e seu médico terdo acesso aos resultados dos exames de laboratério que
ficardo disponiveis em seu prontuario. Caso seja de seu interesse, também disponibilizarei os
resultados dos testes genéticos no final da pesquisa. Suas informac¢des serdo mantidas em
sigilo e somente serdo disponibilizadas com seu consentimento. Caso vocé desista de
participar da pesquisa, ndo haverd nenhum prejuizo de seu atendimento no Hospital
Universitario.

Caso vocé tenha alguma duvida em relacdo a pesquisa, pode entrar em contato
comigo (telefones: 3091-3660 e 3091-3634), com o Dr. Egidio Lima Dorea (telefones: 3039-
9433 e 3039-9275), ou com o Comité de Etica do HU/USP (3039-9457) a qualquer hora do
dia.

Declaro que, apdés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em parti cipar da presente Pesquisa.
Sé&o Paulo, de de 200 __
Assinatura do sujeito de pesquisa assinatura do pesquisador

(carimbo ou nome legivel)

Uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido seréa fornecida para vocé pelo médico do
estudo.
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Nome: Paciente n.°

Data do convite: / / Regis tron.°

Data de nascimento: / /

Sexo: [ ] Masculino [ ] Feminino Menopausa: [ ] Pré [ ]Po6s

Etnia:[ ]Branca [ ] Parda [ ] Negra [ ] Amarela

Hébito de fumar: [ ] Nunca fumou [ ] Parou de fumar [ ] Ha&a quanto tempo?
[ ]Fuma n.°decigarros/dia__ .
Consome bebida alcodlica? [ ]Sim [ ] Néo
[ ]Até 7 doses/sem. [ ] Mais de 7 doses/sem.

Possui algum tipo de doenca? [ ] Sim [ ] Nao Qual(is)?

[ ] Diabetes Mellitus

Jateve infarto? [ ]Sim [ ]Nao Ha& quantotempo?

E hipertenso? [ ]Sim [ ] N&o

Medida de Presséo arterial: (mmHg)
E obeso? [ ]Sim [ ]Né&o
Peso(Kg) Altura (cm) IMC:

Toma medicamentos? [ ]Sim [ ] Nao

Qual(is)? Em que dosagem?

Profisséo: Hé& exigéncia de esfor¢o fisico? [ ] Sim [ ] Né&o

Pratica exercicio fisico? [ ]Sim [ ] Né&o
HISTORICO FAMILIAR
Possui algum parente (pai, mae ou irmao) com:

[ ] Diabete Mellitus [ ] Obesidade [ ] Hipertenséo

[ ]Doencas cardiovascular Quem?

[ ] Hipercolesterolemia Quem?

[ ]Ndotem [ ] N&o sabe

DETERMINACOES BIOQUIMICAS

Triagem Apds dieta (4 semanas) ApOs 10 mg atorvastatina
BASAL (4 sem)
Data: Data: Data:
GLI GLI ALT ALT AST
CT CT AST CT CK
TG TG CK TG
HDL-C HDL-C T4L HDL-C
LDL-C LDL-C TSH LDL-C
VLDL-C VLDL-C C U VLDL-C

CT: colesterol total/ GLI: glicemia/ TG: triglicerideos
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ANEXO A — Cépia do aval da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP)

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saide
Comissido Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 1360/2004

Registro CONEP: 10008 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

p

Registro CEP: 358/03 Processo n°® 25000.041535/2004-01
Projeto de Pesquisa: " Estudo de genes envolvidos no metabolismo lipidico e na
resposta terapéutica de individuos hipercolesterclémicos tratados com vastinas. *
Pesquisador Responsavel: Dra.. Rosério Dominguez Crespo Hirata

Instituigao: HU - USP

Area Tematica Especial:. Genética Humana

Ao se proceder & andlise das respostas ao Parecer CONEP n® 854/2004, relativo ao
projetc em questao, considerou-se que:

a- Foram atendidas as solicitagdes do referido parecer. O projeto preenche os
requisitos fundamentais da Resoiugo CNS 196/S6 sobre Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos.

b- O projeto foi aprovade pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituigio

supracitada.

Diante do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, de
acordo com as atribuigbes definidas na Resolugcdo CNS 196/96, manifesta-se

pela aprovagado do projete de pesquisa proposto.

Situacgado: Projete aprovado

Brasilia, 15 de julho de 2004,

o et oers

WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP/CNS/MS
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