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RESUMO

Este trabalho teve como objetive estudar o polimorfismo GIn604Glu do gene
ABCG5 e a sua correlagao com os pardmetros lipidicos, em uma populacdo de
voluntérios residentes na cidade de Sao Roque (SP), em 2009. Foram determinados
os perfis lipidicos de 150 voluntarios por meio de métodos enzimaticos
colorimétricos (Advia-1650-Bayer) e em seguida a realizacdo de analise do
polimorfismo GIn604Glu do gene ABCG5 pela técnica de reacdo em cadeia da
polimerase seguida de analise de enzima de restricdo. Os resultados mostraram
que 45% dos individuos apresentaram hipercolesterolemia, 31% “exibiram
hipertriacilglicerolemia e 11% hipoalfalipoproteinemia. A analise do polimorfismo
GIn604Glu do gene ABCGS5 demonstrou que 55% dos individuos eram
heterozigotos, 37% homozigotos normais e 8% homozigotos mutantes. Nao foi
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observada diferenca significativa entre os perfis lipidicos dos homozigotos
selvagens, homozigotos mutantes e heterozigotos, ndo existindo correlagdo entre
os perfis lipidicos e o polimorfismo. Os resultados sugerem que na populagao
estudada, a presenca do polimorfismo ndo pode ser considerada como um
biomarcador para dislipidemia. Sendo necessarios estudos mais amplos que
avaliem a relacdo entre o perfil genético do individuo e a resposta ao tratamento
preconizado.

Palavras-chave: ABCG5/G8. Dislipidemia. Farmacogenética. Hipercolesterolemia.
Polimorfismo. Sitosterolemia.

ABSTRACT

The aim of the present work is to study the GIn604Glu polymorphism of the
ABCGS5 gene and its correlation with the lipid profile in a volunteer population
resident in the city of Sdo Roque in the state of Sao Paulo (2009). For the analysis
of the lipid profile and the GIn604Glu polymorphism, we used the techniques of
colorimetric analysis, Polymerase Chain Reaction (PCR) and Restriction fragment
Length Polymorphism (RFLP), respectively. The results showed that 45% of the
individuals presented with hypercholesterolemia, 31% with hypertriacylglyce-
rolemia and 11% with hypoalphalipoproteinemia. The analysis of the GIn604Glu
polymorphism showed that 55% of the individuals were heterozygous, 37%
normal heterozygous and 8% mutant heterozygous. No significant difference
was observed between the lipid profiles of the wild homozygous, mutant
homozygous and heterozygous, there being no correlation between the lipid
profile and polymorphisms. The results suggest that the presence of polymorphism
cannot be used as a dyslipidemia biomarker, in the studied population. Broader
studies are required that can evaluate the relationship between the genetic profile
of the individual and the response to the advocated treatment.

Key words: ABCG5/G8. Dyslipidemia. Pharmacogenetics. Hypercholesterolemia.
Polymorphism. Sitosterolemia.

INTRODUCAO

Segundo a Organizacao Mundial da Saude
(OMS), as desordens cardiovasculares sao principal
causa de mortalidade no mundo, responsaveis por
um em cada trés ébitos (World Health Qrganization,
2000; 2007).

As dislipidemias sao um dos fatores de riscos
mais importantes para o surgimento de eventos
cardiovasculares. Sdo modificacbes nas concen-
tracoes de lipides e/ou lipoproteinas e/ou apo-
proteinas. Podem ser primérias quando apresentam
causas genéticas, ou secundérias a varias doengas e
ao uso de algumas drogas. Muitas vezes sao mistas

(primarias e secundarias). Quando a causa nao é
identificada sdo denominadas de esporadicas ou
poligénicas. As dislipidemias classificam-se em
hipertriacilglicerolemias isoladas, hipercolestero-
lemias isoladas, hiperlipidemias mista e Lipoprotei-
na de Alta Densidade-colesterol (HDL-c) baixo (De
Faria & Castilho, 2006).

As estatinas sdo recomendadas para o
controle da hipercolesterolemia isolada e podem ser
administradas em associacao a ezetimiba, colestira-
mina e eventualmente a fibratos ou acido nicotinico.
No tratamento da hipertrigliceridemia isolada séo
indicados, primeiramente, os fibratos e, em segundo
lugar, o acido nicotinico ou a associagdo de ambos.
O &cido nicotinico e os fibratos sao indicados para o
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tratamento da hipoalfalipoproteinemia (Sociedade
Brasileira de Cardiologia, 2007).

Em consequéncia da alta incidéncia dessas
co-morbidades, existe a necessidade de desen-
valvimento de novas terapias farmacoldgicas. Con-
tudo, as respostas aos tratamentos hipolipemiantes
exibem distingdes interindividuais, sendo que,
enqguanto em alguns apresentam respostas efetivas,
outros apresentam auséncia de resposta ou mesmo
toxicidade inesperada (Metzger et al., 2006). A
busca de ferramentas terapéuticas mais eficazes e
seguras, que possam predizer quais pacientes
responderdo ou ndo a uma terapia € extremamente
valida. Atualmente, aliada aos avancos da genética,
biologia molecular e o sequenciamento do genoma
humano, tem sido muito destacada a influéncia de
variacbes genéticas nas respostas as drogas (Nebert,
1999; Sandrim et al., 2006).

Estes novos avancos deram inicio a farmaco-
genética, uma nova area que utiliza a genética para
auxiliar na previsdo da eficacia farmacolégica da
monoterapia ou da associacado de um ou mais far-
macos, podendo trazer vantagens ao tratamento das
dislipidemias, devido a maior adesdo do paciente
ao tratamento em resposta a diminuicao das reacoes
adversas e maior eficacia do mesmo, o que leva a
uma diminui¢do no tempo de tratamento e no nu-
mero de internagdes, fator de importante impacto
na saude publica (Fiegenbaum & Hutz, 2006; Hirata
et al., 2006; Metzger et al., 2006).

Recentemente, foi caracterizado um grupo de
proteinas transmembranares conhecidas como
cassete ATP-ligante (ABC), formadoras da familia que
medeia o transporte unidirecional, dependente de
ATP, de uma gama seletiva de moléculas, como ions,
acucares, proteinas, compostos hidrofilicos, xenobid-
ticos, esterois e lipidios (Dean & Hamon, 2001;
Vaisman et al., 2001). Pelo menos 5 sub-familias
dos transportadores ABC medeiam o efluxo de esterdis
em mamiferos, sao eles 0 ABCA1, ABCG1, ABCG4,
ABCG5e ABCGS8. O ABCG5 e ABCG8 (ATP-Binding
Cassette, Subfamily G, Member 5 e 8) séo
heterodimeros altamente expressos no figado,
intestino delgado, vesicula biliar e em menor quanti-
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dade nos célons intestinais (Graf et al., 2002). Essas
proteinas desempenham papel crucial na homeostase
do colesterol, pois produzem transportadores com
uma grande especificidade para a eliminacao dos
esterdis de origem animal e vegetal e, em casos
de mutacdes, h& acimulo de fitoesterdis na circula-
cdo sanguinea, fato conhecido como sitoestero-
lemia (Bhattacharyya & Connor, 1974).

A sitosterolemia é uma doenca de heranca
autossdmica recessiva caracterizada pela hiperfitoste-
rolemia e hipercolesterolemia (Bhattacharyya &
Connor, 1974; Hubacek et al., 2001; Lee et al.,
2001; Heimerl et al., 2002).

Recentemente, o polimorfismo C1950G
(GInB04—Glu) do gene ABCGS foi caracterizado como
causa de erros inatos de metabolismo gue culminam
em dislipidemias (Weggemans et a/., 2002; Herron
et al., 2006, Caamano ef al.,, 2008). O objetivo
deste estudo foi determinar os perfis lipidicos e
genéticos e verificar a existéncia de correlacao
entre o polimorfismo de uma Unica base (C1950G)
do gene ABCGS5 com as dislipidemias, em
individuos da cidade de Sao Roque (SP).

MATERIAL E METODOS

Casuistica

Este foi um estudo randomizado, realizado
em 2009, com 150 individuos voluntérios que residem
na cidade de Sao Rogque (SP). Como critérios de
inclusdo, foram considerados o nao uso de medi-
camentos que pudessem vir a interferir no metabolis-
mo lipidico ou de carboidratos e o ndo tratamento
de doencas metabdlicas. Os dados de cada um dos
individuos como peso e altura foram medidos em
momento anterior a coleta e o restantes dos dados
pessoais foi obtidos através de questionario, os testes
bioquimicos e genéticos foram realizados a partir de
amostras biolégicas sanguineas. O questionario e a
coleta foram realizados apés assinatura do termo
de consentimento livre esclarecido. Este tipo de estudo
¢ considerado de risco minimo para os voluntarios,
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conforme definicao da resolucao 01/88 do Conselho
Nacional de Salde e recebeu parecer favoravel do
Comité de Etica em Pesquisa (CEP - Universidade
de Sorocaba (processo n°026/06).

Determinacdo do perfil lipidico

A determinacdo das concentracdes séricas
do Colesterol Total (CT), HDL-c e Triacilglicerol (TG)
foram realizados por métodos enzimaticos
colorimétricos (Sera Pak Plus) em sistema de auto-
macao Advia-1650 (Bayer). As fracbes Lipo-
proteina de Baixa Densidade e Lipoproteina de
Muito Baixa Densidade e do colesterol (LDL-c e
VLDL-c) foram estimadas pela equacdo de
Friedewald (Friedewald & Frederickson,1972), para
TG<400mg/dL. O sangue foi coletado com o pa-
ciente respeitando jejum de 12 horas.

Para avaliacdo dos perfis lipidico e lipopro-
téico foram utilizados os valores de referéncia
baseados nas recomendacdes do National Choles-
terol Education Program (NCEP, 1993) que conside-
ra hipercolesterolemia a elevacdo do LDL-c
(e”160mg/dL), hipertriacilglicerolemia a elevacao
do TG (2"150mg/dL), hipoalfalipoproteinemia a
reducao do HDL-c (d"40mg/dL) e hiperlipidemia
mista valores aumentados de ambos, LDL-c
(e"160mg/dL) e TG (e”150mg/dL). Nos casos em
que os TG eram e"”400mg/dL, o calculo do LDL-c
pela formula de Friedewald era inadequado, sen-
do considerado a hiperlipidemia o colesterol
e”200mg/dL (National Cholesterol Education
Program, 1993).

Determinagao do perfil genético

A extracdo do DNA gendmico foi baseada
em Sambrook et al. (1989). Os ensaios de Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) foram modificados
a partir de Hubéatek et al. (2004). Para realizacao
da PCR as concentracdes utilizadas foram aproxi-
madamente 5ng de DNA gendmico, 400nM de
cada primer, 5x Tampao de reacdo, 2mM de MgCl,
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0,2mM de deoxinucleotideos (dNTP) e 2,5U deTaq
DNA polimerase, soh as seguintes condicoes: 95°C
por 5 minutos, 35 ciclos de 95°C por 5 minutos,
60°C por 1 minuto, 72°C por 4 minutos e 72°C por
5 minutos.

Os fragmentos obtidos pela PCR foram de
117ph. Estes seguidamente foram expostos a res-
tricdo enziméatica com a enzima Xho-/ (Fermentas)
por 16h a 37°C. Os alelos mutantes nao possuem
sitio de restricao da enzima, logo permaneceram
inalterados, enquanto que os alelos normais foram
divididos em 2 fragmentos (31pb + 86pb).

As bandas foram visualizadas em gel de
agarose 1000 Low melting a 2 e 4%, utilizando-

" se Blue Green Loading Dye | (LCG) sobre luz UV,

seguida de fotodocumentagao.

Quanto a analise estatistica, as caracteristicas
clinicas, bioguimicas e genéticas do grupo foram
feitas através de andlise descritiva. O teste de t Student
foi utilizado para a comparacéo de dados como me-
dia e desvio padrao e o teste de Fischer na compara-
céo de porcentagens, além de uma analise de va-
riancia com comparacdes multiplas de uma via One
Away Anova, sendo a significdncia estatistica assu-
mida para um p<0,05. Para a andlise dos dados foram
utilizados os programas GraphPadinStat da Graphpad
Software Inc., San Diego, (CA) e Minitab 14.

RESULTADOS

O grupo em estudo foi constituido de 150
individuos, sendo 87% brancos e 13% negros,
58% do sexo feminino e 42% do sexo masculino,
com idade média de 38 anos e [ndice de Massa
Corporal (IMC) médio de 25,Tkg/m?.

Em média, os voluntarios eram normolipidé-
micos (Tabela 1), entretanto, alteracdes importantes
nas concentracoes dos lipides plasmaticos foram
observadas, como hipercolesterolemia (45%),
hipertriacilglicerolemia (31%) e hipoalfalipopro-
teinemia (11%). Entre os hipealfalipoproteinemicos,
56,25% apresentaram também hipertriacilglice-
rolemia, de acordo com a Sociedade Brasileira de
Cardiologia (2007).
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A andlise do perfil genético foi realizada O estudo da correlacao dos parametros das
em 147 individuos, sendo observado que 55% eram fracdes lipidicas e IMC com a mutacdo GIn604Glu
heterozigotos, 37% homozigotos normais e 8% ndo mostrou correlacdo estatisticamente significa-
de homozigotos mutantes (Figura 1). tiva (Tabela 3).

Os individuos foram subdivididos em homo-
zigotos selvagens, heterozigotos e homozigotos DISCUSSAO
mutantes, e as medias dos perfis lipidicos mos-
traram a nao ocorréncia de diferencas significa- No presente trabalho foi possivel observar
tivas entre os resultados (Tabela 2). que a maioria dos voluntdrios era portador de

Tabela 1. Caracterizacdo do perfil lipidico e lipoproteico dos pacientes. Sao Roque (SP), 2009.

Perfil lipidico Media Desvio-Padrao
Colesterol Total (mg/dL) 198,44 40,81
VLDL-colesterol (mg/dL) 25,67 14,75
LDL-colesterol (mg/dL) 121,22 33,60
HDL-colesterol (mg/dL) 51,12 9,01
Triacilglicerol (mg/dL) 131,12 77,85

n:150; VLDL: Lipoproteina de Muito Baixa Densidade; LDL: Lipoproteina de Baixa Densidade: HDL: Lipoproteina de Alta Densidade.

Tabela 2. Distribuicdo dos lipides de acordo com o perfil genético e comparacao dos subgrupos. Sdo Rogue (SP), 2009.

Variavel Homozigoto Mutante Heterozigoto Homozigoto Selvagem
n=12 (8%) n=81 (55%) n=54 (37%)

Perfil genético (%) M DP M DP M DP
Colesterol total (mg/dL) 1832 36,2 "196,7 43,4 "206,8 358
VLDL-colesterol (mg/dL) 19,8 82 24,8 15,4 269 14,8
LDL-colesterol (mg/dL) 123 32,4 1223 34,2 "126,8 31,1
HDL-colesterol (mg/dL) 51,1 8,3 50,9 8.5 51,6 10,3
Triacilglicerol (mg/dL) 98,8 41,0 "125,0 76,6 ‘134,4 74,2

Analise estatistica realizada por ANOVA “one way” . "p>0,05; VLDL: Lipoproteina de Muito Baixa Densidade; LDL: Lipoproteina de Baixa Densidade;
HDL: Lipoproteina de Alta Densidade; M: Média; DP: Desvio-Padrio.

Tabela 3. Perfil genético mutante em relacdo as fracoes lipfdicas e 53 e S SIS ) R T e A G
ao IMC. Sao Rogue (SP), 2009.

Perfil genético p (valor)

Colesterol Total vs Gendtipo 0,317 SR

Indice de massa corporal vs Genétipo 0,744 P M N HZ

Triaciglicerol vs Genc’)tip-)o_ 0,809 100 pb l:":l I:I —— - —

HDL-colesterol vs Genétipo 0,744

VLDL-colesterol vs Genédtipo 0,373

LDL=colesterol vs Gendtipo 0,744
'p=>0,05; HDL: Lipoproteina de Alta Densidade; VLDL: Lipoproteina Figura 1. Figura ilustrativa para identificacdo dos homozigotos
de Muito Baixa Densidade; LDL: Lipoproteina de Baixa Densidade; mutantes (HM), heterozigotos (HZ) e homozigotos nor-
IMC: [ndice de Massa Corporal. mais (HN).
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hiperlipidemias (hipercolesterolemia ou hipertri-
gliceremia), além disso, mais da metade desses
individuos apresentaram também dislipidemia mis-
ta (hipertriacilglicerolemia associada a hipoal-
falipoproteinemia), corroborando com o que ja
esta descrito na literatura a respeito de quéo fre-
guente é a associacao entre esses diferentes tipos
de dislipidemias (Law et al., 1994).

Recentemente foram realizados estudos,
referente a genes importantes do metabolismo
lipidico como os genes ABCG5/G8, buscando
caracterizar e definir qual o seu verdadeiro papel
molecular e fisiopatologico (Lida et al.,, 2002;
Fitzgerald et al., 2010).

No presente estudo detectou-se gue mais da
metade dos voluntarios eram portadores do poli-
morfismo (GIN604Glu) do gene ABCGS (heterozigotos
e homozigotos), havendo notoriamente um ndmero
maior de individuos heterozigotos (G/C). Dados
referentes ao polimorfismo do gene ABCG5 na
populacao brasileira sdo inexistentes. Embora exis-
tam estudos na populacao brasileira referente a
outras mutacoes diretamente relacionadas com o
metabolismo de lipoproteinas, entre elas estao
mutacoes que interferem no Metilenotetrahidro-
folato Redutase (MTHFR), Apo (Al-1l), Apo (C-III),
Apo (B), Apo E, receptores de LDL-c (LDLr), e casos
de hipercolesterolemia familiar (Bydlowsky et al.,
1996; Cavalli et al., 2000; Salazar et al., 2002,
Santos & Zago, 2003; Fiegenbaum et al., 2007;
Sabino et al., 2009).

Pesquisas que correlacionaram a dislipidemia
e a mutacdo do gene ABCGS5, apesar de terem
algumas distingdes de delineamento, sao contro-
versas em relacao as mutacdes estarem ou nao
associadas as dislipidemias. No presente trabalho,
nao foi encontrada correlagdo entre os parametros
do perfil lipidico e o polimorfismo GIn604Glu do gene
ABCGS. Resultados semelhantes foram encontrados
por Hubatek et al. (2004), ao estudarem 285
voluntérios tchecos (70,0% homozigotos normais,
27,0% heterozigotos e 2,8% homozigotos mutantes)
visto gque nao encontraram correlacdo ente o poli-
morfismo e a colesterolemia. Entretanto, Weggemans
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et al. (2002) ao estudarem uma populacdo holandesa
identificaram uma relevante significancia dos
homozigotos mutantes do gene ABCG5 (GIn604Glu)
com 0s niveis séricos dos lipidios. Estudo realizado
na populacao chilena, Caamafno et al. (2008)
constataram que dentre os 222 voluntarios 118
eram hipercolesterémicos, sendo aproximadamen-
te 49 destes homozigotos mutantes (42,0%), suge-
rindo que a mutagao no gene ABCG5 (GIn604Glu)
estava altamente correlacionada com a hipercoles-
terolemia. Além disso, Acalovschi et al. (2006)
constataram, em 68 individuos com calculos renais,
gue a mesma mutacao no ABCG5 estava associada
a hipertriacilglicerolemia e que o polimorfismo

- pode contribuir com variacées nos niveis dos li-

pidios plasméticos e na saturacdo do colesterol
biliar.

Segundo Weggemans et al. (2002), sao ne-
cessarios novos estudos epidemiolégicos para verificar
a real atuacao do polimorfismo supra citado sobre
as dislipidemias e as suas consequentes co-mor-
bidades e complicacdes, tais como as Doencas Ar-
teriais Coronarianas (DAC).

E sabido que a prescricao dos hipolipemiantes
se dé de modo empirico onde ndo é levada em conta
a chamada “individualizacdo bioquimica e tera-
péutica". A variabilidade de farmacos ilustra a
heterogeneidade de resposta as drogas entre
pacientes, e isso é parcialmente devido a compo-
sicdo genética Unica que cada individuo apresenta
(Metzger et al., 2006).

E importante salientar que, apesar de nao
termos realizados testes que avaliassem o papel dos
polimorfismos na eficacia do tratamento, a relevancia
do presente trabalho também reside no fato da
identificacdo de mutacdes em genes especificos que
podem ajudar numa predicéo farmacolédgica mais
adequada visto que no presente trabalho foi
detectada a presenca de polimorfismo de uma unica
base (GIn604Glu) no gene ABCG5 com frequéncia
genotipica de 63% de mutacoes. A terapia farma-
cologica comumente utilizada para o tratamento da
hipercolesterolemia é, principalmente, a base de
estatinas que atuam no metabolismo do colesterol,
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enquanto que estudos demonstram que no caso
de individuos com mutacées no gene ABCGS e
ABCG8 a ezetimiba, que atua na absorcao
intestinal do colesterol, possui maior eficiéncia
(Tunstall-Pedoe et al., 2000; Mansur et al., 2001;
Graf et al., 2002; Freeman et al., 2004; Neal &
Jones, 2006). Uma maior especificidade de
repostas aos medicamentos trard melhoras a
atencdao médica e farmacéutica (Hirata et al.,
2006; Metzger et al., 2006)

CONCLUSAO

A analise do perfil genético do grupo
detectou na populagao a presenca de polimorfismo
GIn604Glu no gene ABCG5 com freqiéncia
genotipica de 63% de mutacdo (55% - hetero-
zigotos e 8% - homozigotos mutantes). Nao houve
diferenca significativa entre o perfil lipidico dos
individuos homozigotos mutantes e heterozigotos
quando comparados aos homozigotos selvagens,
nem correlacdo significativa entre a presenca do
polimorfismo e as concentragbes séricas dos lipi-
des. Desta forma, nao é possivel afirmar que a
mutacao a GIn604Glu do gene ABCGS5 pode ser
considerada como um biomarcador associado as
dislipidemias. Os resultados sugerem que na popu-
lacao estudada, a presenca do polimorfismo nao
pode ser usada como um biomarcador para disli-
pidemia. Sao necessarios estudos mais amplos que
avaliem a relacdo entre o perfil genético do indi-
viduo e a resposta ao tratamento preconizado.
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