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ABREVIATURAS

ABC — ATP-binding cassette (sitio de ligacdo a ATP)

ATP — Adenosine tri-phosphate (Adenosina trifosfato)

AUC - area under the plasma concentration-time curve (area abaixo da curva de
concentragdo-tempo no plasma)

cDNA - coding DNA (DNA codificante)

EBV — Epstein-Barr virus (virus Epstein-Barr)

FACS - fluorescence activated cell sorter (citometria de fluxo)

HIV — human immunodeficiency virus (virus da imunodeficiéncia humano)

MADb — monoclonal antibody (anticorpo monoclonal)

MDR - multidrug resistance (resisténcia a multiplas drogas)

MHC — major histocompatibility complex (complexo principal de histocompatibilidade)
mRNA — messenger RNA (RNA mensageiro)

NK — natural killer

OMIM - online mendelian inheritance in man

PCR - polymerase chain reaction (reagdo em cadeia da polimerase)

Pgp — P-glycoprotein (glicoproteina P)

RFLP - restriction fragment length polymorphism (polimorfismo de tamanho de fragmento
de restri¢do)

SD — standard deviation (desvio padrdo)

SLE — systemic lupus erythematosus (lupus eritematoso sist€émico)

SNP - single nucleotide polymorphism (polimorfismo de nucleotideo tinico)

UTR - untranslated region (regido nao traduzida)



RESUMO

A Glicoproteina P (Pgp), produto do gene MDRI (ABCBI), é um transportador de efluxo
que age sobre uma grande variedade de substratos e constitui um mecanismo de protecdo
do organismo contra xenobidticos. O gene MDRI apresenta um grande nimero de
polimorfismos e um nimero cada vez maior de estudos mostra que alguns destes podem
afetar a expressio e atividade da Pgp, além de apresentarem implicacdes no
desenvolvimento e susceptibilidade a algumas doencas e também na resposta a tratamento
farmacolégico. No entanto, ainda existem controvérsias. A Pgp tem sido estudada em
algumas doengas autoimunes, como lupus eritematoso sistémico (SLE), onde foi detectado
aumento de atividade deste transportador. Neste trabalho, os polimorfismos C1236T,
G2677T/A e C3435T foram analisados em uma amostra de Brasileiros de origem Européia
e em uma amostra de pacientes com SLE. Nio foram detectadas diferencas
estatisticamente significantes entre as duas amostras quanto as distribui¢des alélicas e
genotipicas destes polimorfismos. Foi observada uma maior freqii€ncia do alelo 3435C em
pacientes afrodescendentes em relagdo aos eurodescendentes. A andlise de caracteristicas
clinicas mostrou que (1) pacientes com eritema malar apresentaram menor freqii€ncia do
alelo 2677A em comparagdo com pacientes sem eritema malar; e (2) pacientes com
pleurite apresentam maior freqiiéncia do alelo 2677A e do gendtipo 2677TA em
comparagdo com aqueles sem pleurite. Estes dados indicam um possivel envolvimento
destes polimorfismos na resposta imunoldgica, especialmente do alelo 2677A, uma vez
que eritema malar e pleurite envolvem respostas imunoldgicas contrastantes,

respectivamente, tipos Th2 e Thl.



ABSTRACT

P-glycoprotein (Pgp), the MDR1 (ABCBI) gene product, is an efflux pump that transports a
huge variety of substrates and is a mechanism of xenobiotic protection. MDRI gene
presents a great number of polymorphisms and an increasing number of studies show that
some of those may affect Pgp expression and activity, besides affecting the development
and susceptibility of diseases and pharmacological response. However, there are still
controversies. Pgp has been studied in some autoimmune diseases, such as systemic lupus
erythematosus (SLE), where high activity of this transporter was detected. In the present
work, C1236T, G2677T/A, and C3435T polymorphisms were analyzed in a sample of
Brazilian individuals with European ancestry and in a sample of SLE patients. No
statistically significant differences were detected between these samples concerning allelic
or genotypic frequencies of these polymorphisms. It was observed a higher frequency of
the 3435T allele in patients with African ancestry than in patients with European ancestry.
Clinical characteristics analysis showed that (1) patients developing malar rash presented
lower frequency of the 2677A allele than patients without malar rash; and (2) patients with
pleuritis presented higher frequency of the 2677A allele and 2677TA genotype in
comparison with those without pleuritis. These data indicate possible involvement of these
polymorphisms in immunological response, specially the 2677A allele, as rash malar and

pleuritis are consequence of contrasting immune responses, respectively, Th2 and Thl

types.



INTRODUCAO

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) foi primeiramente observada em cénceres
humanos. A quimioterapia € o principal tratamento para cinceres sist€micos, 0s quais nio
podem ser curados por cirurgia ou radioterapia. Embora possa ser eficaz em alguns casos, a
maior parte dos cinceres metastiticos se apresenta resistente a quimioterapia ou, embora
responda ao tratamento inicialmente, retorna como um cancer que adquiriu resisténcia.
Esse fendmeno recebeu o nome de resisténcia a miiltiplas drogas, por abranger um amplo
espectro de agentes citotoxicos, e foi descrito na década de 1960 (Kessel et al., 1965,
1968). Nos trabalhos iniciais, foi observado que células que apresentavam o fenétipo de
resisténcia a multiplas drogas apresentavam também um aumento na expressdo da
glicoproteina P (Pgp, onde P significa permeabilidade).

A glicoproteina P pertence a subfamilia ABCB da superfamilia de transportadores
ABC (ATP-binding cassette), que compreende proteinas que transportam uma ampla
variedade de substratos, tais como agucares, aminoicidos, peptideos, fons inorganicos,
além de diversos compostos hidrofébicos e metabdlitos (revisdo em Dean et al., 2001a e
Dean et al., 2001b). Uma das caracteristicas primeiramente observadas no fenétipo MDR
de células cancerosas é a resisténcia cruzada a drogas que ndo apresentam relacio
estrutural ou de fungdo. Diversos estudos mostraram que a Pgp age sobre uma grande
quantidade de substratos que apresentam como caracteristica comum apenas o fato de
serem, em geral, lipofilicos e anfipdticos (revisdo em Schwab et al, 2003a e Marzolini et

al, 2004). O Quadro 1 lista substratos descritos para Pgp.



Quadro 1. Substratos da Pgp
Antiarritmicos Antidepressivos Anti-histaminicos Esterdéides
Digoxina Amitriptilina Cimetidina Aldosterona
Verapamil Fexofenadina Cortisol
Antidiarréicos Ranitidina Dexametasona
Antibioticos Loperamida Terfenadina Estradiol
Eritromicina Hidrocortisona
Esparfloxacina Antieméticos Anti-maléricos Metilprednisolona
Levofloxacina Domperidona Halofantrina
Tetraciclina Ondansetron Mefloquina Outros
Colchicina
Anticancerigenos Antiepilépticos Anti-micéticos Debrisoquina
Actinomicina D Carbamazepina Itraconazol Ivermectina
Daunorubicina Felbamato Morfina
Docetaxel Fenobarbital Anti-virais Rodamina 123
Doxorubicina Fenitoina Amprenavir Triton X-100
Etoposide Gabapentina Indinavir Vecurdnio
Irinotecan Lamotrigina Nelfinavir
Mitomicina C Lamotrigina Ritonavir Redutores do nivel
Mitoxantrona Topiramato Saquinavir de lipidios
Paclitaxel Atorvastatina
Teniposida Anti-hipertensivos Imunossupressores Lovastatina
Topotecan Bunitrolol Ciclosporina A
Vinblastina Celiprolol Rapamicina
Vincristina Diltiazem Tacrolimus
Vindesina Losartan
Mibefradil
Nicardipina
Talinolol

Lista baseada em artigos de revisdo (Marzolini et al., 2004; Sakaeda et al.,2004; Schwab et al.,
2003a; Sakaeda et al., 2002).

Sao conhecidas vdrias isoformas da glicoproteina P, classificadas em classe I, Il e
III. As classes I e II estdo relacionadas com a resisténcia a maltiplas drogas, enquanto a
classe III estd envolvida no transporte de fosfolipidios (van Helvoort et al., 1996; Dey,
2006). Camundongos, ratos e hamsters apresentam as trés classes. Em humanos sdo
descritas duas isoformas, MDRI (classe I) e MDR3 (classe III), codificadas,
respectivamente, pelos genes ABCBI e ABCB4 (Gottesman & Pastan, 1993). Ha uma alta
identidade de seqii€ncia entre as isoformas humanas, a despeito das diferencas na funcio
de transporte que apresentam, e mesmo entre genes MDR humanos e murinos € observada

uma alta homologia. O gene ABCBI (NT_007933; NM_000927), que é também chamado
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de MDRI, esta localizado em 7q21.1 (Callen et al., 1987) e é constituido por uma regido
promotora e 29 éxons, totalizando 209kb (Bodor et al., 2005; Chen et al., 1990).

A subfamilia ABCB inclui, além da Pgp, transportadores TAP (genes ABCB2 e
ABCB?3), que atuam no transporte de peptideos no reticulo endoplasmatico, transportadores
envolvidos na secrecdo da bile no figado, e transportadores que atuam no metabolismo do
ferro na mitocondria (revisdo em Dean er al., 2001b). A superfamilia de transportadores
ABC, no entanto, inclui outras proteinas envolvidas na resisténcia a multiplas drogas. O
transportador BCRP (breast cancer resistance protein, gene ABCG2) apresenta capacidade
de conferir fen6tipo MDR a células cancerosas in vitro (revisdo em Gottesman et al.,
2002). Ha evidéncias de que as proteinas MRP (multidrug resistance-associated protein,
genes ABCCI-6, revisao em Kruh & Belinsky, 2003) apresentem sobreposi¢do de fungdes
com a Pgp, tanto pelos substratos sobre os quais agem como pelos tecidos onde sio
detectadas (revisdo em Leslie et al., 2005). MRPI é também capaz de conferir resisténcia a
multiplas drogas in vitro (revisdo em Gottesman et al., 2002).

A estrutura da Pgp, representada esquematicamente na Figura 1, consiste de duas
metades homoélogas constituidas por um dominio transmembrana com seis segmentos
hidrofébicos e um dominio citoplasmético com um sitio de ligacdo para ATP, totalizando
1280 aminoécidos e 170 kDa (Juliano & Ling, 1976). Sdo conhecidos pelo menos dois
eventos pds-transcricionais para a Pgp, sendo estes glicosilag@o e fosforilacdo (Gottesmann
et al., 1995). Rosenberg et al. (1997) analisaram proteinas isoladas de células de ovério de
hamster, sugerindo que a Pgp se assemelha a um cilindro com cerca de 10 nm de didmetro
e até 8 nm de altura com um poro central de 5 nm e atua como uma bomba de efluxo de
drogas dependente de energia (Endicott & Ling, 1989; Ambudkar et al., 1992 e Shustik et

al., 1995).

11



0000
Membrana
plasmatica

OOOOO

Meio intracelular

Figura 1. Representacdo esquemdtica da estrutura da Pgp, mostrando os seis segmentos
transmembrana e o sitio de ligacdo de ATP de cada metade. N = amino-terminal, C = carboxi-
terminal. Adaptado de Gottesman et al., 2002.

Embora tenha sido inicialmente detectada em células tumorais, a Pgp é também
expressa em células de tecidos normais. No trato gastrointestinal, a primeira barreira de
defesa do corpo contra a exposicdo oral a drogas e toxinas, a Pgp apresenta um gradiente
de expressdo e estd presente na membrana apical do epitélio (Thorn et al., 2005; Thiebaut
et al., 1987). Hepatdcitos apresentam Pgp na superficie canalicular apical e se propde que
facam a excrecdo para a bile de xenobidticos que ndo tenham sido eliminados no intestino
(Leslie et al., 2005). Nos rins, a Pgp € encontrada na superficie apical das células epiteliais
dos tubulos proximais, onde medeia a exportacdo de xenobidticos do sangue para a urina
(Leslie et al., 2005; Thiebaut et al., 1987). A atividade da Pgp no figado e nos rins estaria
relacionada a eliminagéo de drogas (Kusuhara et al, 1998), enquanto no intestino, reduziria
a absorcdo das mesmas (Watkins et al., 1997), além de possivelmente prevenir o acimulo
de bactérias e seus produtos (Leslie et al., 2005). No pulmio, a Pgp estd localizada na
superficie apical do epitélio dos bronquios e bronquiolos e também em macréfagos
alveolares (Scheffer ef al., 2002). Na placenta, a Pgp € expressa em niveis relativamente
altos na borda do sinciciotrofoblasto (Atkinson et al., 2003). Nestes dois ultimos tecidos, e

também nas barreiras hemato-encefdlica, hemato-cérebro-espinhal e hemato-testicular, a

12




Pgp atuaria na prote¢do contra xenobidticos, reduzindo a exposi¢do da célula e tecidos a
substancias potencialmente téxicos (Fromm, 2002).

Células do sistema imunoldgico também expressam Pgp e diversos dados sugerem
um papel importante na resposta imunoldgica, apesar de ainda serem necessarias
investigacdes mais profundas. Chaudhary et al. (1992) analisaram a expressdo de Pgp
(através de anticorpos monoclonais), constatando que ha um gradiente de expressdo desta
proteina nas células do sistema imunoldgico, sendo a expressio em células
CD56">CD8">CD4". Da mesma forma, Klimecki et al. (1994) observaram que esta
proteina é mais expressa em células CD56" (NK) e CD8" (linfécitos T citotoxico) do que
em células CD4" (linfécitos T auxiliar), CD19" (linfécitos B) e CD14" (mondcitos),
enquanto células CD15" (granuldcitos) ndo apresentaram Pgp na superficie. Ainda no
contexto imunoldgico, ja foi demonstrado que algumas citocinas (como IL-2, IL-4 e INF-y)
sdo transportadas pela Pgp (Park et al., 2003 e Drach et al., 1996) e que células expostas a
citocinas inflamatdrias apresentam aumento na expressdo do mRNA de MDRI (Bertilsson
et al., 2001). Além disso, Randolph et al. (1998) observaram que a migrag¢do de células
dendriticas € inibida com a presenca de inibidores da Pgp (verapamil ou anticorpos
monoclonais especificos) e propuseram que a Pgp possa modular a migracio destas através

da regulacdo do transporte de citocinas (IL-1p e/ou TNF).

Polimorfismos no gene MDR1

Variacbes na forma como diferentes individuos respondem a tratamentos
farmacolégicos sdo comumente observadas e podem resultar, por exemplo, de variagdes
genéticas em enzimas de metaboliza¢do e em proteinas de transporte de drogas. Uma vez

que a Pgp é um transportador envolvido na eliminacédo e absor¢do de um amplo espectro de
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drogas, variacdes em sua atividade ou em sua expressdo podem afetar a farmacocinética
dos medicamentos, reduzindo ou aumentando sua biodisponibilidade.

Uma das formas mais comumente estudadas de variacdo genética s@o os
polimorfismos moleculares, especialmente os SNPs (single nucleotide polymorphisms,
polimorfismos de um tnico nucleotideo). Em 2000, Hoffmeyer et al. descreveram 15 SNPs
para o gene MDRI e hoje sdo conhecidos pelo menos 28 SNPs neste gene (Schwab er al.,
2003a; Eichelbaum et al., 2004; Ieiri et al., 2004 e Marzolini et al., 2004), listados na
Tabela 1. Estes polimorfismos sdo encontrados tanto em éxons quanto em introns e
diversos estudos tém sido realizados em busca das conseqiiéncias destas mutacdes em
relacdo a expressdo e funcionamento da Pgp. Cabe salientar que, como hd um grande
nimero de SNPs, a freqiiéncia dos diferentes alelos apresenta diferengas inter-
populacionais.

Entre os polimorfismos descritos, trés t€m sido especialmente estudados, C1236T,
G2677T/A e C3435T (em negrito na Tabela 1). Dos 15 polimorfismos encontrados em
MDRI por Hoffmeyer et al. (2000), apenas um deles apresentou correlacdo com os niveis
de expressao e atividade de Pgp: na posi¢ao 3435 (éxon 26) ocorrem as variantes alélicas C
e T, ambas codificando o aminodacido isoleucina (Ile). Naquele trabalho, foi observado que
individuos 3435TT apresentavam menores niveis de expressdo e atividade de Pgp, em
relacdo a individuos com os outros genétipos. Ja os outros dois polimorfismos mais
freqiientemente analisados em estudos farmacogenéticos e populacionais sdo aqueles que
apresentaram as maiores freqiiéncias dos alelos variantes, entre os polimorfismos
encontrados em éxons, no trabalho realizado por Cascorbi et al. (2001). Estes autores
analisaram 461 individuos na Alemanha. Neste trabalho, foram analisados os alelos C e T

na posicdo 1236 (éxon 12), ambos codificando o aminoédcido glicina (Gly), e os alelos G, T
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e A, codificando respectivamente alanina (Ala), serina (Ser) e treonina (Thr), na posi¢do
2677. Recentemente, Wang et al (2005) observaram que o alelo T na posicdo 3435 causa
uma reducdo na express@o de mRNA em amostras de figado humano, sugerindo que isto
ocorra devido a um efeito deste alelo na estrutura secundaria da molécula, afetando a
estabilidade do mRNA. Os autores analisaram combinagdes genotipicas dos trés principais
polimorfismos, C1236T, G2677T/A e C3435T, observando que apenas 3435T causa este

efeito.
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Tabela 1. SNPs descritos para o gene MDR].

Localizagdo Posicao Alelos Efeito
Promotor 5’ flanqueadora/-41 A/G =
Exon la exon la/-145 C/IG -
Exon 1b exon 1b/-129 T/C -
Intron 1 exon 2/-4 C/T -
Intron 1 exon 2/-1 G/A inicio de traducdo
Exon 2 exon 2/61 A/G Asn21Asp
Intron 4 exon 5/-35 G/C -
Intron 4 exon 5/-25 G/T -
Exon 5 exon 5/307 T/C Phel03Leu
Intron 6 exon 6/+139 C/T -
Intron 6 exon 6/+145 C/T -
Exon 7 exon 7/548 A/G Asn183Ser
Exon 11 exon 11/1199 G/A Ser100Asn
Exon 12 exon 12/1236 C/T Silenciosa
Intron 12 exon 12/+44 C/T -
Exon 13 exon 13/1474 C/T Arg492Cys
Intron 16 exon 17/-76 T/A -
Intron 17 exon 17/+137 A/G -
Exon 21 exon 21/2650 C/T Silenciosa
Exon 21 exon 21/2677 G/T/A Ala893Ser/Thr
Exon 24 exon 24/2956 A/G Met986Val
Exon 24 exon 24/2995 G/A Ala999Thr
Exon 26 exon 26/3320 A/C GIn1107Pro
Exon 26 exon 26/3396 C/T Silenciosa
Exon 26 exon 26/3421 T/A Ser1141Thr
Exon 26 exon 26/3435 C/T Silenciosa
Intron 28 exon 28/+187 G/C -
Intron 28 exon 28/+193 A/G -

A posicao de cada polimorfismo foi estabelecida com a primeira base do c6don de iniciacio ATG sendo 1, de
acordo com a seqiiéncia do GenBank M14758. Polimorfismos localizados em introns tém suas posi¢cdes
determinadas como upstream (+) ou downstream (-) de um dos exons adjacentes de acordo com a
organizacio gendmica descrita por Chen et al. (1990). Marzolini et al., 2004; Schwab et al., 2003a.

Diversas amostras de populagdes da América do Norte, Europa, Asia e Africa ja
foram estudadas quanto as freqiiéncias alélicas e genotipicas destes trés polimorfismos. A
Tabela 2 lista as freqiiéncias alélicas encontradas em amostras de estudos populacionais de
diferentes regides geograficas. Quatro dos trabalhos listados, no entanto, sdo estudos de
casos clinicos e foram incluidos nesta tabela por representarem os tinicos dados disponiveis

atualmente para cada uma das populacdes. Fiegenbaum et al. (2005) e Rodrigues et al.
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(2005) fornecem os unicos dados para populacdes Latino-Americanas e ambos analisaram
amostras de brasileiros com hipercolesterolemia e ascendéncia européia; Kaya et al. (2005)
analisaram 45 pacientes com leucemia e 17 voluntarios, na Turquia; e Roberts et al. (2002)
analisaram pacientes com depressdo na Nova Zelandia.

Para o polimorfismo C3435T, que ja foi estudado em populagdes dos trés
continentes do chamado “Velho Mundo” (Africa, Asia e Europa), a andlise dos dados
apresentados na Tabela 2 mostra que africanos (e populacdes descendentes) apresentam
freqiiéncia do alelo 3435C elevada em relagdo as outras populacdes. J4 o polimorfismo
G2677T/A ndo foi analisado em populagdes africanas, mas observa-se uma maior
freqiiéncia do alelo 2677G em afroamericanos quando comparados a outros grupos étnicos.
Embora muitos estudos ndo tenham analisado o alelo 2677A, populacdes asidticas,
principalmente japonesas, parecem apresentd-lo em uma freqiiéncia elevada comparada a
apresentada por populagdes européias. Para o polimorfismo C1236T, um maior nimero de
andlises pode confirmar a tendéncia observada de maior freqiiéncia do alelo 1236T em
asiaticos.

Virios dos estudos citados na Tabela 2 mostram que hd evidéncias de desequilibrio
de ligacdo entre os alelos 1236C, 2677G e 3435C (Kim et al., 2001; Tanabe et al., 2001;
Illmer et al., 2002; revisdo em Marzolini et al., 2004). Observa-se que freqiientemente
mais de 60% dos individuos analisados, independente de sua origem, apresentam as
combinagdes de genotipos CT-GT-CT, CC-GG-CC e TT-TT-TT nas posi¢des 1236-2677-

3435, respectivamente.
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Tabela 2. Freqiiéncias alélicas dos polimorfismos dos éxons 12, 21 e 26 do gene MDRI
em populacdes de diferentes regides ou paises

Posi¢ao no cDNA 1236 2677 3435
exon 12 exon 21 exon 26
Populacio n C T G T A C T Referéncia
Américas
Brasil§ 99 0,54 046 0,51 0,49* 0,44 0,56 Fiegenbaum ef al. 2005
Brasil§ 69 0,58 0,38 0,04 0,54 0,46 Rodrigues et al. 2005
EUA (afrodescendentes) 23 0,85 0,15 0,85 0,15 0,74 0,26 Kim et al. 2001
EUA (afrodescendentes) 41 0,78 0,22 Schaeffeler et al. 2001
EUA (afrodescendentes) 88 0,84 0,16 Ameyaw et al. 2001
EUA (eurodescendentes) 37 0,58 042 0,54 0,46 0,46 0,54 Kim et al. 2001
Africa
Africado Sul 110 0,86 0,14 Chelule et al. 2003
Africa do Sul (indianos) 103 0,42 0,58 Chelule ef al. 2003
Gana 172 0,90 0,10 Schaeffeler et al. 2001
Gana 206 0,83 0,17 Ameyaw et al. 2001
Quénia 80 0,83 0,17 Ameyaw et al. 2001
Sudao 51 0,73 0,27 Ameyaw et al. 2001
Asia
Ardbia Saudita 96 0,59 0,41 Ameyaw et al. 2001
China 9% 0,28 0,72 0,38 0,50 0,12 0,47 0,53 Chowbay et al. 2003
China 132 0,53 0,47 Ameyaw et al. 2001
China 98 0,46 0,54 Balram et al. 2003
India 87 0,33 0,67 0,33 0,60 0,07 0,37 0,63 Chowbay et al. 2003
India 93 0,38 0,62 Balram er al. 2003
Filipinas 60 0,59 0,41 Ameyaw et al. 2001
Japiao 48 0,35 0,65 0,36 042 0,22 0,51 0,49 Tanabe et al. 2001
Japdo 50 0,57 0,43 Schaeffeler et al. 2001
Japao 114 0,61 0,39 Sakaeda et al. 2001
Japao 117 0,44 0,36 0,20 0,62 0,38 Horinouchi et al. 2002
Japiao 13 0,39 0,46 0,15 0,54 0,46 Moriya et al. 2002
Malasia 92 0,34 0,66 0,53 044 0,03 0,49 0,51 Chowbay et al. 2003
Malasia 99 0,48 0,52 Balram et al. 2003
Ruassia 290 0,55 042 0,03 046 0,54 Gaikovitch et al. 2003
Singapura (chineses) 224 0,35 0,65 041 045 0,14 0,59 041 Lee etal., 2004
Sudoeste asiatico 89 0,34 0,66 Ameyaw et al. 2001
Europa
Alemanha 67 0,66 034 0,56 040 0,04 0,49 0,51 Siegmund et al. 2002
Alemanha 461 0,59 041 0,56 0,42 0,02 0,46 0,54 Cascorbi et al. 2001
Alemanha 188 0,62 0,38 0,52 0,48 Hoffmeyer et al. 2000
Alemanha 537 0,50 0,50 Schaeffeler et al. 2001
Espanha 408 0,52 0,48 Bernal et al. 2003
Itdlia 106 0,56 0,41 0,03 0,54 0,46 Furuno et al. 2002
Polonia 103 0,51 0,49 Drozdzik et al. 2003
Pol6nia 139 0,59 041 0,58 041 0,01 0,48 0,52 Tanetal.,, 2004
Polonia 175 0,60 0,40 Jamroziak et al., 2004
Portugal 100 0,43 0,57 Ameyaw et al. 2001
Reino Unido 190 0,48 0,52 Ameyaw et al. 2001
Reino Unido 200 0,47 0,53 Siddiqui et al. 2003
Turquia§ 62 0,81 0,19 0,40 0,60 Kaya et al., 2005
Oceania
Nova Zelandia§ 160 0,47 0,53 Roberts et al. 2002

n = nimero amostral; caselas em branco indicam dados ndo disponiveis na literatura.
* = freqiéncia de alelos ndo-G (T + A); § = estudos de casos clinicos.
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Impacto clinico dos polimorfismos do gene MDR1

Desde sua descoberta em tumores resistentes a quimioterapia, o papel das proteinas
de transporte, especialmente a Pgp, vem sendo amplamente reconhecido, ndo apenas no
tratamento quimioterdpico, mas também na absor¢do, distribuicdo e eliminacdo de drogas
(Fisher et al., 2005). Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de elucidar a
influéncia dos polimorfismos do gene MDRI na farmacocinética de diferentes farmacos.
Além disso, a participacdo da Pgp na barreira de protecdo do corpo contra diversas
substancias e o fato de defeitos em outros transportadores da familia ABC terem sido
associados a doencgas humanas, vem incentivando a andlise do papel da Pgp e dos
polimorfismos do gene MDRI na susceptibilidade e desenvolvimento de doengas.

Embora muitos estudos busquem analisar o efeito dos diferentes alelos destes
polimorfismos na resposta a tratamentos farmacoldgicos em humanos, nenhuma relacio
definitiva foi estabelecida ainda. H4 controvérsia sobre possiveis efeitos na expressiao
génica, na quantidade de proteina expressa na membrana e mesmo no funcionamento desta
proteina. Os polimorfismos mais frequentemente analisados sdo, da mesma forma que nos
estudos populacionais, C1236T, G2677T/A e C3435T (visto que geralmente ambas as
andlises sdo conduzidas paralelamente), mas ocasionalmente outros também sdo incluidos
nos estudos.

A maior parte das publicagdes a esse respeito avalia a biodisponibilidade
(quantidade de droga disponivel no local de acdo) de diferentes drogas (sabidamente
substratos da Pgp), através da andlise de pardmetros farmacocinéticos e/ou
farmacodindmicos. A farmacocinética estuda as fases de absorcdo, distribuicdo,
metabolizacdo e excre¢do de um farmaco, analisando a concentracdo da droga no plasma
ou tecido, enquanto a farmacodindmica estuda o efeito da droga, ambas relacionando estes

pardmetros a dose administrada (Okamura et al., 2004). As drogas mais utilizadas para
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estudos farmacocinéticos e farmacodindmicos da Pgp s@o o antiarritmico digoxina e os
imunossupressores ciclosporina e tacrolimus. Esse tipo de andlise fornece uma indicacio
da atividade da Pgp, uma vez que a biodisponibilidade de uma determinada droga sera
maior tanto quando for menor o efluxo da mesma mediado por proteinas de transporte. No
entanto, como ndo apenas a Pgp estd envolvida na farmacocinética destas drogas, e outras
proteinas de transporte e enzimas de metabolizacdo influenciam a absorcio e a eliminacio
das drogas, resultados conflitantes sdo encontrados.

Os parametros utilizados no estudo da farmacocinética geralmente ndo envolvem o
célculo direto da biodisponibilidade, mas permitem inferéncias sobre esta. Assim, a andlise
da concentracdo de uma droga no sangue ao longo do tempo apds sua administracdo
oferece parametros que refletem a extensdo (quantidade da droga absorvida) e taxa
(velocidade de absorcdo) de biodisponibilidade. Um dos pardmetros mais utilizados € a
AUC (area under the plasma concentration-time curve) que representa a extensdo de
absorcao através do célculo da drea abaixo da curva de concentracdo em funcio do tempo.
Além deste, podem ser calculados também a concentracio mdxima atingida, Cmadx,
refletindo tanto a taxa quanto a extensdo de absorcdo, e o tempo até que este pico de
concentracdo seja atingido, Tmdax, representando a velocidade de absorcdo. Ainda é
possivel calcular o clearance sist€mico, que representa o processo de eliminacdo por
metabolismo e excre¢do. A andlise de vdrios destes parametros, relacionando-os ao
genotipo de MDRI de cada individuo, fornece indicacdes sobre a influéncia de cada
genotipo na biodisponibilidade de cada droga.

As Tabelas 3 e 4 listam os trabalhos que relacionam a biodisponibilidade de drogas
aos gendtipos de MDRI de acordo com os resultados obtidos. O polimorfismo C1236T € o

menos explorado: apenas Nakajima et al. (2005) e Fiegenbaum et al. (2005) o incluiram
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em andlises farmacogenéticas. O primeiro ndo encontrou relacdo entre os gendtipos

1236CC, 1236CT e 1236TT com a biodisponibilidade de paclitaxel em pacientes com

cancer de ovario (n=22), enquanto o segundo observou uma melhor resposta ao tratamento

com sinvastatina em pacientes com hipercolesterolemia que apresentavam o alelo 1236T.

Tabela 3. Biodisponibilidade de diferentes drogas relacionada ao polimorfismo C3435T

Droga Pardmetro Amostra Origem Referéncia
Maior em individuos CC
Ciclosporina AUC, Cméx 10 transplante renal Euro e afroamericanos Yates et al. 2003
Digoxina AUC, tméax 117 saudéveis Japoneses Horinouchi et al. 2002
Digoxina AUC 114 saudéveis Japoneses Sakaeda et al. 2001
Fexofenadina AUC 60 saudaveis Euro e afroamericanos Kim ez al. 2001
Nelfanavir  nivel da droga 123 HIV Europeus Fellay et al. 2002
Maior em individuos TT
somre M BXade 66 cancer Variada Wong et al. 2005
eliminacdo
Ciclosporina nivel da droga 44 transplante de figado Franceses []?logl(l)(())r:me-Falvre e
Ciclosporina AUC 10 transplante cardidco Chineses Balram et al. 2003
Ciclosporina AUC 14 transplante cardidco Asidticos Chowbay et al. 2003
Digoxina nivel da droga 21 saudaveis Alemaies Hoffmeyer et al. 2000
Digoxina AUC 24 saudaveis Alemaies Johne et al. 2002
Digoxina biodisponibilidade 15 saudédveis Japoneses Kurata et al. 2002
Digoxina AUC 32 sauddveis Europeus e africanos ~ Verstuyft et al. 2003
Etoposide  clearance 146 sauddveis Euro e afroamericanos Kishi ef al. 2004
Paclitaxel AUC, clearance 22 cancer de ovdrio Japoneses Nakajima et al. 2005
Fenitoina nivel da droga 96 saudaveis Turcos Kerb et al. 2001
Tacrolimus nivel da droga 180 transplante renal Variada Macphee et al. 2005
Tacrolimus nivel da droga tran.s,p lffmte Y Euro e afroamericanos Zheng et al. 2002
pediatrico
Sem diferenca entre genétipos
Ciclosporina ﬁnlig Cmax, 14 saudaveis Euro e afroamericanos Min & Ellingrod, 2002
Ciclosporina nivel da droga 124 transplante renal Alemaies von Ahsen et al. 2001
Dicloxacilina nivel da droga 18 saudaveis Variada Putnam et al. 2005
Digoxina AUC, Cmax 50 saudaveis Eurodescendentes Gerloff et al. 2002
Docetaxel AUQC, clearance 32 saudaveis Asiaticos Goh et al. 2002
Fexofenadina AUC 20 saudaveis Alemaies Drescher et al. 2002
Loperamida AUC, Cmax 54 sauddveis Estados Unidos gggg-Magnus et dl.
Nortriptilina nivel da droga 78 sauddveis Neozelandeses Roberts et al. 2002
. AUC, Cmix,
Tacrolimus —— 39 transplante renal Japoneses Tada et al. 2005
Tacrolimus nivel da droga 72 transplante renal Alemaes Mai et al. 2004
Tacrolimus nivel da droga 81 transplante renal Europeus e africanos  Anglicheau et al. 2003
Tacrolimus nivel da droga 69 transplante de figado Japoneses Goto et al. 2002
Tacrolimus nivel da droga 17 transplante de figado Japoneses Yamauchi et al 2002
Talinolol AUC 67 saudaveis Alemaes Siegmund et al. 2002
Vincristina ~ AUC, clearance Lo Holandeses Plasschaert et al. 2004

linfobldstica aguda
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Tabela 4. Biodisponibilidade de diferentes drogas relacionada ao polimorfismo G2677T/A

Droga Parametro Amostra Origem Referéncia
Maior em individuos GG
Digoxina AUC, tméx 117 sauddveis Japoneses Horinouchi ez al. 2002

Fexofenadina AUC

60 saudaveis

Euro e afroamericanos

Kim et al. 2001

Maior em individuos TT

P™Tc-MIBI taxa de eliminagio 66 cancer Variada Wong et al. 2005
Ciclosporina AUC 14 transplante cardfaco  Asidticos Chowbay et al. 2003
Digoxina AUC 32 sauddveis Europeus e africanos ~ Verstuyft ez al. 2003
Digoxina biodisponibilidade 15 saudaveis Japoneses Kurata et al. 2002
Sinvastatina LTI 99 colesterolemia Eurobrasileiros Fiegenbaum et al. 2005
colesterol
Tacrolimus nivel da droga 81 transplante renal Europeus e africanos ~ Anglicheau et al. 2003
Tacrolimus nivel da droga tran.s’p lgnte cardiaco Euro e afroamericanos Zheng ez al. 2002
pedidtrico
Talinolol AUC 67 saudaveis Alemaies Siegmund et al. 2002
Sem diferenca entre genétipos
Digoxina nivel da droga 50 saudaveis Eurodescendentes Gerloff et al. 2002
Paclitaxel ~ AUC, clearance 22 cancer de ovério Japoneses Nakajima et al. 2005
Tacrolimus nivel da droga 72 transplantes renal Alemaes Mai et al. 2004
Tacrolimus nivel da droga 69 transplante de figado Japoneses Goto et al. 2002
Tacrolimus nivel da droga 17 transplante de figado Japoneses Yamauchi et al 2002
Vincristina ~ AUC, clearance leucemia Neerlandeses Plasschaert et al. 2004

linfoblastica aguda

Diversas publicacdes apresentam, paralelamente, investigacdes moleculares como
andlise da expressdo de mRNA, expressdo de Pgp e andlise de atividade de Pgp (Tabelas 5
e 6). E observada uma grande variacio individual na expressio da Pgp (Brinkmann e al.,
2002) e ndo ha evidéncias claras de que um aumento de Pgp esteja associado a um
aumento na quantidade de mRNA, por exemplo, nem mesmo evidéncias de que estas
variages possam resultar de diferentes gendtipos de MDRI. A discordancia encontrada
entre os resultados destes estudos pode ser devida justamente a esta variacdo, pois tecidos
diferentes estdo sendo analisados. Além disso, como ja foi citado, Thorn et al. (2005),
analisando a expressdo de mRINA no intestino, observaram um gradiente crescente a partir
do estdbmago em direcdo ao duodeno da expressdo de MDRI, demonstrando que mesmo a
regido analisada do 6rgdo pode influenciar nos resultados, dificultando ainda mais a

comparagdo dos dados de diferentes estudos. Da mesma forma, Albermann et al. (2005)
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observaram que o nivel de expressdo de mRNA de MDRI em células mononucleares de
sangue periférico ndo estd correlacionado com o nivel de expressdo no intestino e figado
para MDRI e outros genes da familia de transportadores ABC. Em linhagens isogénicas de
camundongos, Schiengold ef al. (2001) detectaram varia¢des individuais na expressdo das
trés isoformas de MDR em diferentes 6rgdos durante a ontogenia destes animais. Estes
dados sugerem que pode haver variacdo da expressdo de MDRI em um mesmo organismo,
indicando que outros fatores, além dos polimorfismos deste gene, influenciam esta

variacao.

Tabela 5. Estudos moleculares relacionados aos genétipos de C3435T

Conclusdo  Amostra Origem Referéncia
Expressdo de mRNA (PCR real-time ou PCR competitivo)
TT>CT>CC 13 duodeno (saudaveis) Japoneses Nakamura et al. 2002
CC=CT=TT 67 duodeno (saudaveis) Alemaes Siegmund et al. 2002
CC=CT=TT 69 enterdcitos (transplante de figado) Japoneses Goto et al. 2002
intestino e sangue periférico
CC=CT=TT 44 . o NI Albermann et al. 2005
(doengas gastrointestinais)
CC>CT>TT 123 sangue periférico (sauddveis) Japoneses Fellay et al. 2002
CC>CT>TT 31 células NK CD56" (saudéveis) Japoneses Hitzl et al. 2001
Expressao de Pgp (Western blot, FACS ou immunostaining)
CC>CT>TT 21 duodeno (saudaveis) Alemaes Hoffmeyer et al. 2000
CC=CT=TT 67 duodeno (saudaveis) Alemaes Siegmund et al. 2002
CC=CT=TT 100 placenta (saudaveis) Japoneses Tanabe et al. 2001
CC=CT=TT 26 figado (saudéveis) Britanicos Owen et al. 2005
CC>CT>TT 123 sangue periférico (sauddveis) Japoneses Fellay et al. 2002
CC=CT=TT 43 sangue periférico (sauddveis) Alemies Oselin et al. 2003
Atividade de Pgp (efluxo de rodamina)
CC>CT>TT 20 células NK CD56" (sauddveis) Alemaes Drescher et al. 2002
CC>CT>TT 31 células NK CD56" (sauddveis) Japoneses Hitzl et al. 2001

intestino e sangue periférico

CC=CT=TT 44 NI Albermann et al. 2005

(doengas gastrointestinais)
CC=CT=TT 33 medula (sauddveis) NI Calado et al. 2002
NI = ndo informado
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Tabela 6. Estudos moleculares relacionados aos genotipos de G2677T/A

Conclusdo Amostra Origem Referéncia
Expressdao de mRNA (PCR real-time ou PCR competitivo)

TT>GT>GG 13 duodeno (saudaveis) Japoneses Moriya et al. 2002

GG=GT/A=TT/A 67 duodeno (sauddveis) Alemaes Siegmund er al. 2002

intestino e sangue periférico

GE=ESI (doengas gastrointestinais)

NI Albermann et al. 2005

Expressao de Pgp (Western blot, FACS ou immunostaining)

GG=GT/A=TT/A 67 duodeno (saudaveis) Alemaes Siegmund et al. 2002
TT>GT>GG 60 células HEK293T - Kim et al. 2001
TT/A>GT/A>GG 100 placenta (sauddveis) Japoneses Tanabe et al. 2001
GG=GT/A=TT/A 26 Figado (sauddveis) Britanicos Owen et al. 2005

Atividade de Pgp (efluxo de rodamina)

Intestino e sangue Peflfe.r 1€0 NI Albermann et al. 2005
(doencas gastrointestinais)

GG=GT/A=TT/A 44

NI = néo informado

Em 1998, Panwala et al. observaram que camundongos nocaute para mdrla
(mdrla-/-), homdlogo ao MDRI humano, desenvolvem uma inflamacdo intestinal
espontdnea em condigdes livres de patdgenos. As doencas inflamatdrias intestinais ndo tém
a etiologia completamente compreendida, mas sugere-se que uma reacdo imunoldgica
hipersensitiva esteja envolvida na inflamacdo cronica. Visto que camundongos mdrla-/-
possuem um sistema imunolégico normal, foi sugerido que a susceptibilidade a inflamacao
estivesse relacionada a falhas na barreira epitelial intestinal. No caso do camundongo
mdrla-/-, a auséncia da glicoproteina P, responsdvel por essa barreira, poderia ter levado
ao desenvolvimento da inflamacdo, mas alteracdes na expressdo do gene ou na fungdo da
proteina podem, eventualmente, ter o mesmo efeito. Mais tarde, Schwab et al. (2003b)
demonstraram que o alelo 3435T estd associado com susceptibilidade a colite ulcerativa,
uma doenga inflamatéria intestinal humana.

Considerando este importante papel de MDRI na protecdo contra xenobidticos, e
também pelo fato dos substratos da Pgp incluirem diversas drogas terap€uticas, muitos
outros trabalhos t€ém sido desenvolvidos com o objetivo de elucidar os possiveis efeitos dos

alelos, gendtipos e fendtipos apresentados por MDRI na susceptibilidade a doengas e na
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evolucgdo e resposta a tratamentos farmacoldgicos. As Tabelas 7 e 8 apresentam os detalhes

dos estudos publicados a este respeito com relagdo aos polimorfismos C3435T e

G2677T/A, respectivamente.

O tnico trabalho envolvendo o polimorfismo C1236T descreve uma relacdo do

genotipo TT com maior sobrevida em pacientes com leucemia mieldide aguda (Illmer et

al., 2002). Estes mesmo autores também observaram a relagdo dos genétipos 3435TT e

2677TT com maior sobrevida, e indicaram a existéncia de desequilibrio de ligacdo entre

estes alelos. E importante salientar que, em estudos de associagdo entre marcadores e

doencas, as associa¢des descritas podem tanto indicar que os gendtipos estdo de fato

relacionados aos fendtipos descritos, como, eventualmente, indicar que hd ligac@o a outros

locos, estes sim diretamente relacionados aos fenétipos (Schwab et al., 2003a).

Tabela 7. Relacdo do polimorfismo C3435T com quadro clinico ou susceptibilidade a

doencas
Investigacdo n Origem Referéncia
3435 CC=CT=TT
Sobrevida em leucemia linfobldstica aguda 53 NI Efferth et al. 2003
Resposta CD4 ao tratamento de HIV 149 Eurodescendentes Nasi et al. 2003
Susceptibilidade a infec¢do por HIV 137 Eurodescendentes Ifergan et al. 2002
Progressdao de HIV pré-tratamento 411 NI Bleiber et al. 2004
Tempo em supressao viral (HIV) 461 Variada Brumme et al. 2003
Susceptibilidade a Doenca de Crohn 126 Alemaes Schwab et al.2003b
3435 TT>CT>CC
Susceptibilidade & tumor renal 212 Alemaes Siegsmund et al. 2002
Sobrevida em leucemia mieléide aguda 405 NI Ilmer et al. 2002
Resposta a quimioterapia em cancer de mama 68 NI Kafka et al. 2003
Susceptibilidade a colite ulcerativa 149 Alemaes Schwab et al. 2003b
Susceptibilidade ao Mal de Parkinson 95 Italianos Furuno et al. 2002
Susceptibilidade ao Mal de Parkinson 107 Poloneses Drozdzik et al. 2003
LG el DGl 92 Poloneses Pawlik e al., 2004
Reumatdide
Resposta a antiepilépticos 315 Britanicos Siddiqui et al. 2003
Resposta CD4 ao tratamento de HIV 80 Europeus Fellay et al. 2002
Hipotensdo induzida por antidepressivo 78 Neozelandeses Roberts et al. 2002

3435 CC>CT>TT

Tempo em tratamento com esterdides apos

. e 69 Euro e afroamericanos
transplante cardiaco pedidtrico

Zheng et al. 2002

NI = nao informado
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Tabela 8. Relacdo do polimorfismo G2677T com quadro clinico ou susceptibilidade a
doencas

Investigacdo n Origem Referéncia
2677 GG=GT=TT

Progressao de HIV pré-tratamento 411 NI Bleiber et al. 2004

Susceptibilidade ao Mal de Parkinson 95 Italianos Furuno et al. 2002
2677 TT>GT>GG

Sobrevida em leucemia mieldide aguda 405 NI Ilmer et al. 2002
2677 GG>GT>TT

Tempo em tratamento com esterdides apos
transplante cardiaco pedidtrico
NI = ndo informado

69 Euro e afroamericanos Zheng et al. 2002

Lupus eritematoso sistémico

Lupus eritematoso sist€émico (SLE, OMIM152700) € uma doenca autoimune que se
caracteriza pela formacdo de anticorpos dirigidos contra varios autoantigenos,
especialmente DNA dupla fita e pequenas ribonucleoproteinas (Riemekasten & Hahn,
2005). Esta ¢ uma doenga inflamatéria cronica do tecido conectivo, afetando a pele e
varios 6rgdos internos. As caracteristicas tipicas da doenca sdo a presenca de uma mancha
vermelha na face, afetando nariz e bochechas (eritema malar), artrite e dano progressivo
nos rins devido a formacdo de imunocomplexos. Seguidamente coracio, pulmdes e cérebro
sdao também afetados por ataques progressivos de inflamacdo e fibrose. A Tabela 9 lista os
critérios de diagndstico propostos pelo American College of Rheumatology (ACR) em
1982, revisados por Sato et al., (2002) e Petri (2005). A presenca de quatro destes
indicadores ¢é suficiente para confirmar o diagnéstico de SLE. A prevaléncia, em
populacdes de origem européia, é de 0,05% (Gudmundsson & Steisson, 1990) e a
incidéncia € maior em mulheres (nove a dez casos em mulheres para cada caso
diagnosticado em homens), especialmente na fase reprodutiva (Sato et al., 2002). O

tratamento ¢ feito principalmente com corticosterdides e imunossupressores, especialmente

ciclofosfamida (revisdo em O’Neill & Schrieber, 2005 e Vasoo & Hughes, 2005).
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Tabela 9. Critérios para o diagndstico de SLE

1 Eritema malar: les@o eritematosa fixa em regido malar, plana ou em relevo.

2 Lesao discdide: lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratéticas aderidas e tampdes foliculares,
que evolui com cicatriz atréfica e discromia.

3 Fotossensibilidade: exantema cutdneo, como reac¢do nao usual a exposicao a luz solar, de acordo com a
histéria do paciente ou conforme observado pelo médico.

4 Ulceras orais/nasais: ulceras orais ou nasofaringeas, usualmente indolores, observadas pelo médico.

5 Artrite: artrite ndo erosiva envolvendo duas ou mais articulacdes periféricas, caracterizadas por dor e
edema ou derrame articular.

6 Serosite: pleuris (caracterizada por histdria convincente de dor pleuritica ou atrito auscultado pelo
médico ou evidéncia de derrame pleural) ou pericardite (documentada por eletrocardiograma, atrito ou
evidéncia de derrame pericéardico).

7 Comprometimento renal: proteintria persistente ou cilindriria anormal.

8 Alteragdes neuroldgicas: convulsdo (na auséncia de outra causa) ou psicose (na auséncia de outra
causa).

9 Alteragdes hematoldgicas: anemia hemolitica ou leucopenia (menos de 4.000 leucécitos/ml em duas
ou mais ocasides), linfopenia (menos de 1.500 linfécitos/ml em duas ou mais ocasides) ou
plaquetopenia (menos de 100.000 plaquetas/ml na auséncia de outra causa).

10 Alteragdes imunoldgicas: anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm, ou presenga de anticorpo
antifosfolipide baseado em: a) niveis anormais de IgG ou IgM anticardiolipina; b) teste positivo para
anticoagulante ldpico ou teste falsopositivo para sifilis, por no minimo seis meses.

11 Anticorpos antinucleares: titulo anormal de anticorpo anti-nuclear por imunofluorescéncia indireta ou
método equivalente, em qualquer época, e na auséncia de drogas conhecidas por estarem associadas a
sindrome do lupus induzido por drogas.

Lupus ¢ uma doenca considerada ‘“complexa” por resultar tanto de fatores
genéticos, quanto da atuacdo de fatores ambientais (Prokunina & Alarcon-Riquelme,
2004). Estudos de associagado identificaram como genes candidatos (que apresentam alelos
ou haplétipos de risco, conferindo susceptibilidade ao lupus) MHC classe I, FCGR2A e
FCGR3A (receptores de baixa afinidade para a regido Fc da IgG) e PDCDI (morte celular
programada 1), além de deficiéncias em componentes do sistema complemento (como
Clq, Clr, Cls, C4A e C2) (Tsao, 2004), entre outros. Quanto aos fatores ambientais, ja foi
demonstrado que exposi¢do a diferentes compostos quimicos, tais como aminas €
hidrazinas aromaticas, silica, silicone, vinil cloridrico, solventes organicos e metais
pesados, pode estar associada ao lupus (revisdes em Edwards, 2005 e Parks & Cooper,

2005). Titulos elevados de anticorpos contra virus como rubéola e Epstein-Barr (EBV),
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além da prevaléncia aumentada de exposi¢dao prévia ao EBV em individuos com lupus,
sugerem que infecgdes virais podem também interferir no desenvolvimento de lupus

(Edwards, 2005).

A resisténcia a multiplas drogas tem sido bastante abordada no contexto das
doencas autoimunes. Pacientes com SLE tém baixa resposta a tratamentos com
glicocorticéides e apresentam um aumento da atividade da Pgp nos linfdcitos de sangue
periférico, embora estes dados sejam de dificil interpretacdo, pois a funcio desta proteina
nestas células ainda ndo é bem compreendida (Diaz-Borjon et al., 2000: Llorente et al.,
2000). Dessa forma, considerando que esterdides sdo substratos para a Pgp, sugere-se que
o aumento de atividade desta proteina esteja envolvida com um efluxo maior dos
esterdides, reduzindo o efeito terap€utico em pacientes tratados por longos periodos
(Richaud-Patin et al., 2004a). Os polimorfismos aqui apresentados descritos para MDRI
parecem estar envolvidos com a variacdo da atividade da Pgp, sugerindo a importancia do
estudo destes em doengas autoimunes. A genotipagem de pacientes com SLE e a
verificacdo de seus histdricos clinicos poderd fornecer dados que contribuam para o
estabelecimento de protocolos de tratamento que levem em consideracdo variagdes

individuais na resposta a farmacos.

28



OBJETIVOS

. Genotipar uma amostra de 137 pacientes portadores de lupus eritematoso sistémico do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre e 143 individuos do banco de DNA controle de
Caucasoides do Laboratério de Hemostasia da UFRGS quanto aos polimorfismos dos
exons 12 (C1236T), 21 (G2677T/A) e 26 (C3435T) do gene MDRI.

. Verificar a existéncia de desequilibrio de ligacdo entre estes polimorfismos nestas
amostras populacionais.

. Caracterizar a populacdo brasileira descendente de Europeus (representada na amostra
controle) quanto a estes polimorfismos, comparando os resultados obtidos com os
descritos para outros grupos étnicos e populagdes humanas.

. Relacionar o genétipo de cada paciente com seu histérico clinico.

. Contribuir para o entendimento do papel destes polimorfismos no desenvolvimento e

tratamento do lupus.
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Summary

Aims
The aim of this study was to investigate the frequency of the single nucleotide
polymorphisms C1236T, G2677T/A, and C3435T of the ABCBI gene in Brazilians with

systemic lupus erythematosus (SLE) and controls.

Methods
ABCBI polymorphisms C1236T, G2177T/A, and C3435T were determined in 137 SLE
patients and 143 healthy subjects by PCR-RFLP analysis. Haplotype frequencies were

estimated by a maximum-likelihood method using Arlequin software.

Results

The 1236C, 2677G and 3435C allele frequencies in SLE patients were 0.62, 0.63 and 0.55,
respectively. No statistically significant differences were observed between SLE and
healthy subjects (0.63, 0.62, 0.55, 1236C, 2677G and 3435C, respectively). All genotypes
were in Hardy-Weinberg equilibrium. The three loci are in linkage disequilibrium. ABCBI
genotype and allele frequencies and haplotype distribution in SLE patients with arthritis,
oral ulcers or renal disorder were not different from those observed in patients without
these clinical characteristics. The 2677A allele was more frequent in patients presenting
malar rash than in patients without this clinical characteristic (P = 0.005). The 2677TA
genotype and 2677A allele were more frequent in patients presenting pleuritis (P = 0.007

and 0.016, respectively).
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Conclusions

ABCBI polymorphisms do not seem to have impact on lupus susceptibility, but may be
involved in development of single clinical characteristics. Further analysis of the impact of
the 2677A allele in pleuritis and other immunologic processes associated to SLE are

necessary.
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Introduction
The ABCBI (also MDRI) gene product P-glycoprotein (P-gp) is an ATP-dependent drug
efflux pump first discovered in cancer cells, where it contributes to the development of
multidrug resistance (MDR) during chemotherapy. Although the physiological role of P-gp
is not completely understood, this molecule is important to the protection against
xenobiotics and is detected in several human tissues, including the placenta, testis, blood-
brain barrier and blood-cerebrospinal fluid barrier [1]. P-gp also plays a role in drug
absorption in the gastrointestinal trait and in drug elimination via bile and urine [2]. In
addition, P-gp has been detected in hematopoietic stem cells, peripheral blood
mononuclear cells, mature machophages, natural killer cells, antigen-presenting dentritic
cells, and T and B lymphocytes [3].

ABCBI is a highly polymorphic gene and, to date, 28 SNPs have been described at
27 positions [4, 5]. Among all 15 SNPs reported in the first systematic screening of ABCB1
gene, only a synonymous SNP in exon 26 (C3435T) was shown to have some functional
significance, as the 3435T allele correlates with decreased enterocyte ABCBI mRNA
expression and low in vivo activity of P-gp [6]. Recently, it has been suggested that the
ABCBI mRNA stability is decreased for the 3435T allele, which leads to low steady-state
ABCBI mRNA levels [7]. Nevertheless, several other studies present conflicting results. It
has been reported that high ABCBI mRNA levels were associated with 3435T allele [8],
while other studies [9, 10] failed to show any correlation between C3435T alleles and
ABCBI mRNA expression levels. The same conflicting situation in observed to P-gp
activity and expression.

Two other SNPs (synonymous C1236T and nonsynonimous G2677T/A) have also

been particularly studied. The effects of G2677T/A SNP in ABCBI mRNA and Pgp
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expression levels were also studied and, while some indicated higher levels in 2677TT/A
subjects [11, 12, 13], others showed no expression levels differences between genotypes
[9, 14]. The frequencies of ABCBI allelic variants differ among different ethnic groups and
linkage disequilibrium is reported between the alleles in positions 1236, 2677, and 3435
[12].

The effects of ABCBI polymorphisms on disposition of P-gp drug substrates have
also been studied and more conflicting results have been revealed. Anticancer agents (e. g.
etoposide), immunosuppressants (e. g., ciclosporin, tacrolimus), antiarrhythmics (e. g.
digoxin), and other drugs have been evaluated in these studies. For example, no significant
effects of ABCBI genotypes were observed in cyclosporin A (CsA) pharmacokinetics in
stable renal transplant patients [15] and healthy subjects [16]. However, 3435TT liver
transplant recipients required approximately 50% lower weight-adjusted CsA dose than
3435CC [17] and the AUC (area under the plasma concentration-time curve) was found to
be higher in 3435TT heart transplant patients compared to 3435CC [18, 19]. The opposite
was observed in renal transplant patients, and 3435TT subjects presented lower AUC
compared to other genotypes [20]. Although a great number of studies investigating the
influence of ABCBI polymorphisms, especially C3435T, on drug pharmacokinetics have
been published, the functional significance of these SNPs on drug disposition is not yet
clear.

High activity of P-gp has been detected in some autoimmune diseases, such as
systemic lupus erythematosus (SLE) [21], which is a chronic rheumatic disease with an
autoimmune etiology [22]. It is characterized by the production of a variety of auto
antibodies, nuclear components of the cells being the main target of the autoimmune

reaction. It affects mainly women during childbearing ages and its prevalence has been
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estimated at 0.05% in Caucasian populations [23]. The therapy for SLE includes the use of
corticosteroids and immunosupressants [24, 25], that are substrates to P-gp. Therefore, we
analyzed the allelic and genotypic frequencies for C1236T, G2677T/A, and C3435T
polymorphisms in healthy Brazilian subjects with European ancestry and in patients with

SLE.
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Methods

Subjects

One hundred and thirty seven patients (16 men and 121 women; 102 of European ancestry
and 35 of African ancestry) with systemic lupus erythematosus and one hundred and forty
three healthy subjects with European origin (102 men and 41 women) aged 27-59 years
(mean age: 45, SD: 7) were studied. Patients were diagnosed according to the criteria of
the American College of Rheumatology and were recruited in the Rheumatology Division,
Hospital de Clinical de Porto Alegre in Porto Alegre, Brazil. This study was approved by

the local Ethics Committee and written informed consent was obtained from all subjects.

ABCBI polymorphisms genotyping

Genomic DNA was extracted from venous blood using the method described by Lahiri &
Nurnberger [26] and screened for the SNPs using PCR-RFLP analysis. Genotyping was
performed as previously described for C1236T and G2677T/A [27] and C3435T [28]

polymorphisms.

Statistical analysis

Genotype distribution and allelic frequencies were estimated by gene counting. Deviation
from Hardy-Weinberg equilibrium was determined by chi-square tests and linkage
disequilibrium and haplotype frequencies were estimated by use of the Arlequin software
(version 2.000) [29]. The determination of statistically significant differences in genotype
and allele frequency between groups was assessed by chi-square tests or when appropriate,

by Fisher’s exact test using WINPEPI [30]. A significance level of 0.05 was used.
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Results

Frequency of ABCBI C1236T, G2677T/A, and C3435T polymorphic alleles are shown in
Table 1. The observed frequencies of the genotypes of all three polymorphisms in both
groups were consistent with Hardy—Weinberg equilibrium (P > 0.5). No statistically
significant differences were observed in allelic distribution between men and women in
both groups (data not shown). Allelic frequencies and 95% confidence intervals in patients
and control groups are shown in Table 2. No statistically significant differences were
observed in genotypic or allelic frequencies between patients and control groups. Allelic
frequencies for C3435T are statistically significantly different between patients with
African and European ancestry (Table 2).

Clinical records included the presence of the following symptoms (number of
patients in parenthesis): malar rash (n = 69), arthritis (n = 108), oral ulcers (n = 41),
pleuritis (n = 34), renal disorder (n = 70), and neurological disorder (n = 21). For C3435T
only patients with European ancestry were analyzed for C3435T, since sub grouping of
patients with African ancestry resulted in groups without a sufficient number of
individuals. No statistically significant differences in genotypic or allelic frequencies were
observed between the groups of patients with vs. without arthritis, oral ulcers, renal
disorder or neurologic disorder (data not shown). G2677T/A allelic frequencies were found
to be statistically significantly different between patients grouped according to the
presence of malar rash (Table 3). The 2677G allele was more frequently observed in the
group presenting this clinical feature while 2677T and A alleles were observed in higher
frequencies in the group of patients that did not developed malar rash. For pleuritis,

genotypic and allelic frequencies were statistically significantly different (Table 3). Both
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2677TA genotype and 2677A allele were detected in higher frequencies in the group that
developed pleuritis as compared to the group that did not presented this characteristic.
Haplotypic frequencies were estimated by a maximum-likelihood method for both
patients and control groups, and for all subgroups of patients. The most frequently
observed haplotypes were 1236C/2677G/3435C and 1236T/2677T/3435T, accounting
respectively for 45% and 27.5% of all haplotypes in SLE and control group. Haplotype
distribution in the subgroups of patients was not statistically significantly different between

patients with vs. without any of the clinical features (data not shown).
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Discussion

In this study, we present data relative to the frequencies of ABCBI more commonly studied
SNPs in a sample of Brazilian individuals with European ancestry. No differences were
observed among Brazilians with European ancestry and published data from Italian [31],
Spanish [32], and German [9] individuals. C3435T allelic frequencies in our European-
derived individuals differ from that observed in Portugal [33] (data not shown). Patients
with African ancestry included in our study presented the 3435C allele in a higher
frequency than patients with European ancestry. This feature was already observed for
other populations from Africa or with African ancestry [33].

The aim of this study was to determine the frequency of alleles and genotypes for
ABCBI C1236T, G2677T/A, and C3435T polymorphisms in SLE and in subgroups of
patients with different clinical characteristics. The genotypic, allelic and haplotypic
distribution in SLE patients did not differ from that in healthy subjects. The polymorphism
C3435T has been already analyzed in rheumatoid arthritis [34] and no statistically
differences were observed in genotypic or allelic frequencies between patients and healthy
subjects. These data suggest that ABCBI polymorphisms are not important risk factors for
these autoimmune diseases, although more studies are necessary to clearly establish
whether this is also true for other autoimmune diseases.

P-gp activity was reported to be increased in lymphocytes from SLE patients [21]
and also in three other autoimmune disorders (theumatoid arthritis [35], thrombocytopenic
purpura [36], and myasthenia gravis [37]). In all cases, patients with active disease or
patients that were refractory to treatment presented the highest levels of P-gp activity.

Although ABCBI polymorphisms do not seem to influence disease susceptibility,

analysis of patients with different clinical characteristics indicates that they may interfere
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on disease development. The 2677A allele frequency was decreased in patients with malar
rash, which is one of the most frequent manifestations of SLE. On the other hand, the
frequency of the 2677A allele was increased in patients presenting pleuritis. Only 25% (34
out of 137 subjects) of the patients developed pleuritis, but 70% (5 out of 7 subjects) of the
patients carrying a 2677A allele showed this feature. These findings are intriguing, since
malar rash development involves a Th2 type immune response and pleuritis, an
inflammatory process, a Thl type immune response. Thus, our results can suggest an
involvement of the 2677A allele in immune response. It has been already suggested that P-
gp may be involved in immunological processes. Cytokines may be transported by P-gp,
particularly IL-2, IL-4 and INF-y [38, 39], and pro inflammatory cytokines seems to
increase ABCBI mRNA expression. Unfortunately, no data are available linking the
ABCBI polymorphisms and immunological processes. It would be interesting to analyze
the frequency of SLE patients which develop pleuritis in Asian populations, since in these
populations the 2677A allele frequency is higher than in others [4]. The analysis of this
polymorphism in individuals who developed pleuritis unrelated to SLE context may be
interesting.

Thus, our data suggest that the ABCBI polymorphisms do not interfere in SLE
susceptibility and that the evaluation of the polymorphisms analyzed, especially the 2677A
allele, in immunological processes may be interesting. Also, we presented information on
the allelic and genotype frequencies for C1236T, G2677T/A, and C3435T polymorphisms

in European- and African-derived individuals from the Brazilian population.
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Table 1. Distribution of ABCBI C1236T, C3435T and G2677T/A genotypes in SLE (n=

137) and in healthy subjects (n = 143).

SNP Group Genotypes
C1236T CC CT
SLE 51 (37.2%) 69 (50.4%)
Control 56 (39.2% ) 67 (46.8%)
P =0.8543
G2677T/A GG GT TT GA
SLE 53 65 12 3
(38.7%) (47.4%) (8.8%) (2.2%)
Control 57 58 22 4
(39.9%) (40.5%) (15.4%) (2.8%)
P =0.3822
C3435T CC CT
SLE 38 (27.7%) 76 (55.5%)
Control 47 (32.9%) 61 (42.6%)
P =0.0859

TT
17 (12.4%)
20 (14.0%)

TA AA
4 0
(2.9%)  (0.0%)
2 0
(1.4%)  (0.0%)

TT
23 (16.8%)
35 (24.5%)

Data are presented as number of observed individuals (%)

47



Table 2. Comparisons of allele frequencies between patients with SLE and controls and
between patients of African ancestry (AA) and European ancestry (EA).

SNP 1236 2677 3435
Group (n) C T G T A C T
Control 0.63 0.37 0.62 0.36 0.02 0.55 0.45
(143) (0.57,0.68) (0.32,0.43) (0.56,0.67) (0.31,0.42) (0.00,0.04) (0.48,0.60) (0.40,0.51)
SLE (137) 0.62 0.38 0.63 0.34 0.03 0.55 0.45
(0.57,0.68) (0.32,0.43) (0.58,0.69) (0.28,0.39) (0.01, 0.04) (0.49,0.61) (0.39, 0.50)
P value 1.0000 0.8031 0.8340
SLE AA 0.71 0.29 0.74 0.23 0.03 0.67 0.33
(335) (0.60, 0.82) (0.18,0.39) (0.64,0.84) (0.13,0.33) (0.00, 0.07) (0.56,0.78) (0.22,0.44)
SLE EA 0.59 0.41 0.60 0.38 0.02 0.51 0.49
(102) (0.52, 0.66) (0.34,0.47) (0.53,0.66) (0.31, 0.44) (0.00, 0.04) (0.45,0.58) (0.42,0.55)
P value 0.0940 0.0573 0.0430

Data are shown as frequency (95% confidence interval).
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Table 3. G2777T/A genotype and allele frequencies in patients with and
without malar rash and pleuritis.

Malar rash ~ Malar rash Pleuritis Pleuritis
positive negative positive negative
(n=69) (n =68) (n=34) (n=103)
n % n % n % n %
2677
GG (n=53) 28 40.5 25 36.9 15 44.1 38 36.9
GT (n =65) 36 52.2 29 425 13 38.2 52 50.5
TT (n=12) 4 5.8 8 11.8 1 2.95 11 10.7
GA (n=3) 0 0.0 3 4.4 1 2.95 2 1.9
TA (n=4) 1 1.5 3 4.4 4 11.8 0 0.0%*
P 0.2004 0.00710
G 0.667 0.53* 0.65 0.63
T 0.336 0.43* 0.28 0.36
A 0.007 0.04* 0.07 0.01*
P 0.0054 0.0156

*P < 0.05
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DISCUSSAO

A expressio de Pgp jid foi estudada em doengas autoimunes como artrite
reumatdide, purpura trombocitopénica e miasténia grave, além de lupus eritematoso
sist€émico. A artrite reumatdide € uma doenca inflamatdria crénica das articulagdes que
leva a destrui¢do progressiva de cartilagens e ossos, purpura trombocitopénica se
caracteriza pelo baixo nivel de plaquetas no sangue em conseqiiéncia de uma destruicio
mediada por anticorpos e a miasténia grave € uma doenga neuromuscular caracterizada por
fraqueza muscular e fadiga.

Llorente et al. (2000) observaram que pacientes com artrite reumatdide
apresentaram um numero aumentado de linfécitos com atividade elevada de Pgp em
relacdo a individuos sauddveis e que esse aumento parecia estar associado a um
desenvolvimento clinico desfavordvel da doenca e com baixa resposta ao tratamento. Alta
atividade da Pgp também foi observada em linfécitos de pacientes com purpura
trombocitopénica (Levy et al., 2002; Ruiz-Soto et al., 2003). Ruiz-Soto et al. observaram
ainda que pacientes refratdrios ao tratamento tinham maior atividade de Pgp em relacdo
aos demais. Esta situacdo se repetia em pacientes com miasténia grave: maior atividade de
Pgp foi detectada em pacientes em relagdo a um grupo controle e, entre os pacientes, foram
aqueles refratdrios ao tratamento que apresentam os maiores niveis de atividade (Richaud-
Patin et al., 2004b).

Com relagdo ao lupus eritematoso sist€mico, Diaz-Borjon et al. (2000) observaram
um maior nimero de linfécitos apresentando atividade de Pgp em pacientes do que em

individuos sauddveis e menor atividade de Pgp no grupo de pacientes em remissdo em
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relacdo aqueles que apresentavam a doenca ativa. Da mesma forma, Tsujimura et al.
(2005) detectaram niveis significativamente maiores de expressdo de Pgp em linfécitos de
pacientes quando comparados a um grupo controle. Estes autores também observaram que
o grupo de pacientes com baixa resposta ao tratamento com prednisolona apresentou um
grande aumento de expressdo de Pgp e que o tratamento com imunossupressores foi capaz
de controlar a doenga nestes pacientes, que apresentaram, em paralelo, uma reducio de
expressao de Pgp em seus linfdcitos.

Visto que héd pouca informacgdo disponivel sobre os polimorfismos de MDRI em
doencas autoimunes, analisamos os polimorfismos C1236T, G2677T/A e C3435T em uma
amostra de pacientes com lupus eritematoso sist€émico. Um grupo composto por brasileiros
descendentes de europeus também foi analisado, pois ndo havia dados na literatura para
estes polimorfismos referentes a amostras de controles para a populacdo brasileira, nem
mesmo para outras populacdes latino-americanas.

A comparacdo das freqiiéncias alélicas observadas na amostra controle com as
observadas em populacdes da Europa mostraram que nio hé diferencas para as freqii€ncias
alélicas e genotipicas do polimorfismo C1236T. Para o polimorfismo G2677T/A, foi
observada diferenca estatistica significativa apenas em comparacdo com a amostra da
Turquia (P=0,00016). J4 para o polimorfismo C3435T, foi observada diferenca estatistica
significativa em comparacdo com uma das amostras da Alemanha (P=0,011), com a
amostra de Portugal (P=0,013) e com a amostra da Turquia (P=0,013). Nao foram
encontradas diferencgas significativas na comparagdo com os demais dados publicados para
populacdes da Europa (listados anteriormente na Tabela 2). A amostra de pacientes com
lupus inclui 35 individuos afrodescendentes, o que possibilitou uma andlise das freqii€ncias

dos polimorfismos de MDRI em relagdo a etnia. Dados da literatura sugerem que existe
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diferenca na distribui¢do alélica do polimorfismo C3435T de acordo com a etnia, sendo o
alelo 3435C mais freqiiente em Africanos e afrodescendentes. Apesar do nimero de
pacientes afrodescendentes ser pequeno em nossa amostra, foi possivel observar uma
freqiiéncia elevada do alelo 3435C em comparacdo com eurodescendentes.

Niao foram encontradas diferencas estatisticas entre as freqii€ncias alélicas e a
distribuicdo genotipica dos trés polimorfismos na amostra controle e na amostra de
pacientes com lupus eritematoso sistémico, sugerindo que estes polimorfismos ndo sio
fatores importantes na susceptibilidade a esta doenga. Este resultado estd de acordo com o
descrito por Pawlik et al. (2004) para artrite reumatdide. Estes autores analisaram o
polimorfismo C3435T em pacientes com artrite reumatdide e ndo observaram diferengas
genotipicas em relagdo ao grupo controle. No entanto, observaram que pacientes com 0
gendtipo 3435TT tinham uma probabilidade de remissdo apds o tratamento com
metotrexato e glicocorticéides quase trés vezes maior que os demais. Os resultados obtidos
até o momento parecem sugerir que ndo existe influéncia dos polimorfismos de MDRI na
susceptibilidade a doengas autoimunes. No entanto, a andlise de outras doencas autoimunes
é essencial, visto que cada uma € caracterizada por um conjunto diferente de sintomas.

A andlise das caracteristicas clinicas dos pacientes com lupus sugere que ndo ha
influéncia dos polimorfismos de MDRI no desenvolvimento de artrite, dlceras orais,
problemas renais ou problemas neuroldgicos em pacientes com lupus. No entanto, foram
observadas diferencas nas freqiiéncias alélicas do polimorfismo G2677T/A em pacientes
que desenvolveram eritema malar e pleurite. Como foi descrito no manuscrito, a freqii€ncia
do alelo 2677A se mostrou reduzida no grupo de pacientes com eritema malar. J4 no grupo
de pacientes que desenvolveram pleurite, o alelo 2677A e o gendtipo 2677TA foram

observados em freqii€ncias estatisticamente significativamente maiores que no grupo de
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pacientes que ndo apresentaram essa caracteristica. Estes dados sdo interessantes, pois
estas caracteristicas clinicas resultam de respostas imunoldgicas contrastantes: o eritema
malar é uma reacdo de hipersensibilidade (reagcdo alérgica) mediada por resposta do tipo
Th2 enquanto a pleurite é uma reacdo inflamatéria mediada por resposta imune do tipo
Thl. Alguns trabalhos ja sugeriram importancia da Pgp em processos imunolégicos.
Randolph et al. (1998) sugeriram que inibidores da Pgp inibiriam também a migracdo de
células dentriticas e é sabido que hé expressdo da Pgp em células do sistema imunolégico,
como células NK e linfécitos T citotéxicos (Klimecki et al., 1994). Além disso, algumas
citocinas, como IL-2, IL-4 e INF-y, sdo substratos reconhecidos da Pgp (Parck et al., 1998
e Drach et al., 1996) e ja foi observado que citocinas inflamatdrias parecem ser capazes de
causar um aumento na expressao de mRNA de MDR/ (Bertilsson et al., 2001). No entanto,
nao ha dados sobre a influéncia dos polimorfismos de MDRI em processos imunoldgicos.
Estes dados, em conjunto com os dados obtidos em nosso trabalho, mostram que pode ser
interessante analisar a influéncia destes polimorfismos na resposta imunoldgica.

Ha poucos dados disponiveis sobre a influéncia do polimorfismo G2677T/A em
caracteristicas clinicas para comparacdo com nossos resultados. Até o momento, foram
relatadas apenas auséncia de envolvimento deste polimorfismo na susceptibilidade ao Mal
de Parkinson (Furuno ef al., 2002), relagdo entre o gendtipo 2677TT e maior sobrevida em
leucemia mieldide aguda (Illmer et al., 2002) e menor tempo em tratamento com esterdides
apos transplante cardiaco em pacientes com genétipo 2677TT (Zheng et a., 2002). Estes
dois ultimos trabalhos sugerem que o gendtipo 2677TT esteja relacionado a uma maior
disponibilidade dos firmacos utilizados em cada caso. E interessante observar que apenas
o trabalho de Furuno et al., entre os trés ultimos mencionados, avaliou a presenga do alelo

2677A. Embora os resultados obtidos em nosso trabalho para os pacientes que
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desenvolveram pleurite sejam limitados pelo tamanho amostral (na amostra de 137
pacientes, apenas 34 desenvolveram a caracteristica), parece ser interessante analisar o
efeito dos polimorfismos de MDRI nao apenas na susceptibilidade a doengas e na resposta
a tratamento, mas também no desenvolvimento de diferentes complicagdes que, em
combinagdo, caracterizam a doenca.

Foi observado desequilibrio de ligacdo entre os trés locos (P<0,00001) em ambas as
amostras, sendo os haplétipos mais freqiientes 1236C-2677G-3435C e 1236T-2677T-
3435T. A distribui¢do dos hapldtipos foi calculada e ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre pacientes e controles e entre os grupos de pacientes que
apresentaram ou ndo as caracteristicas clinicas analisadas. A maioria dos trabalhos
publicados até o momento para polimorfismos de MDRI ndo apresenta este tipo de andlise,
mas, visto que a relacio entre cada um dos polimorfismos e dados moleculares (e mesmo
dados farmacocinéticos ou de relagdo com doengas) € bastante controversa, tem sido muito
enfatizada a importancia da anélise de haplétipos.

Nossos dados sugerem, entdo, que os polimorfismos C1236T, G2677T/A e C3435T
do gene MDRI ndo estdo relacionados com a susceptibilidade ao lupus eritematoso
sistémico. Os resultados obtidos com relagcdo ao alelo 2677A indicam que € interessante
avaliar o papel destes polimorfismos nos processos imunoldgicos e que a andlise destes
polimorfismos em doengas complexas deve considerar também caracteristicas clinicas
isoladas. Além disso, foram apresentados dados sobre as freqii€éncias genotipicas e alélicas

destes polimorfismos em individuos brasileiros descendentes de europeus.
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ANEXO: DATALHAMENTO DOS METODOS

Para a determinacdo dos gendtipos de cada individuo foi utilizada a técnica de
PCR-RFLP. A seguir, serdo descritas informacgdes detalhadas sobre a genotipagem de cada
um dos polimorfismos de MDRI analisados. Todas as reacdes de PCR foram realizadas
com volume final de 25 pul contendo 0,4 pM de cada primer, 3 mM de MgCl,, 400 uM de
DNTP, 1,25 U de Taq Polimerase e tampdo 10X. Os produtos de amplificacdo foram

visualizados em gel de agarose 1% com utilizacdo de um marcador de peso molecular.

C1236T

A amplificagdo de um fragmento de 366 pb (incluindo parte do exon 12 e parte do
intron 12) foi obtida por PCR com os primers foward 5 TAT CCT GTG TCT GTG AAT
TGC C 3’ e reverse 5° CCT GAC TCA CCA CAC CAA TG 3’. O programa de
amplificacdo utilizado foi de 3 min a 94°C seguidos de 37 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a
59°C e 1 min a 72°C, finalizando com 3 min a 72°C. Ap6s confirmag¢do da amplificacdo,
um volume de 12 pl foi encubado a 37°C com 4 U de Haelll over-night. Os fragmentos
resultantes foram visualizados em gel de agarose 3% ou gel de acrilamida 8%. O padrao de
bandas obtido e a identificagdo dos genétipos estdo representados na Figura 2. Nao foi

possivel obter uma foto com qualidade para reproducdo.
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PM N/C TT CT cc
400pb  — 366 pb
300ph  e—
200pb  e—
100ph  —

— — 62pb

---------- 35pb

Figura 2. Representacio do padrio de bandas da
genotipagem do polimorfismo C1236T. PM = Padrio de
peso molecular, N/C = produto de PCR ndo clivado.

G2677T/A

A genotipagem deste polimorfismo foi feita em duas etapas: na primeira, obteve-se
confirmagdo dos individuos que apresentavam o alelo T e, na segunda, obteve-se a
confirmagdo dos individuos que apresentavam o alelo A. Individuos identificados como
homozigotos TT na primeira etapa nio foram submetidos a segunda etapa.

Na identificacdo do alelo T, foram utilizados os primers foward 5 TGC AGG
CTA TAG GTT CCA GG 3’ e reverse 5’ TTT AGT TTG ACT CAC CTT CCC G 3’ para
amplificacdo de um fragmento de 224 pb, incluindo parte do exon 21 e o inicio do intron
21. O programa de amplificacdo foi o mesmo utilizado para a genotipagem do
polimorfismo C1236T. Apds confirmagcdo da amplificacio, um volume de 12 pl foi
submetido a digestdo com 1 U de Banl a 37°C over-night. A Figura 3 mostra o padrio de
bandas obtidos e a identificagdo dos gendtipos em gel de agarose 3%.

Na identificag@o do alelo A, foi utilizado o mesmo primer foward da identificagio
do alelo T combinado com o primer reverse 5 GTT TGA CTC ACC TTC CCA G 3’.0
produto de amplificac@o inclui parte do exon 21 e o inicio do intron 21, totalizando 220 pb.

O programa de amplificacdo sé diferiu do utilizado para a genotipagem do polimorfismo
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C1236T pela etapa de anelamento de primers ocorrer a 62°C. Apds confirmacdo da

amplificacdo, um volume de 12 pl foi incubado a 65°C por 3 horas com 1 U de BseNI. A

visualizac¢do dos fragmentos foi feita em gel de acrilamida 8% e o padrdo de bandas obtido

e a identificagcdo dos gendtipos é mostrado na Figura 4.

(G/AT (G/ANG/A) TT

224pb
198pb

(G/TG/T) (G/T)A

Figura 3. Foto mostrando o padrdo de bandas
da primeira etapa da genotipagem do
polimorfismo G2677T/A. Um fragmento de 26
pb em (G/A)T e (G/A)(G/A) nio € visualizado.

C3435T

Figura 4. Foto mostrando o padrdo de bandas da
segunta etapa da genotipagem do polimorfismo
G2677T/A. Um fragmento de 14 pb em (G/T)A
ndo € visualizado. Ndo foram encontrados
homozigotos AA.

Um fragmento de 201 pb (incluindo parte do intron 25 e parte do exon 26) foi

obtido por amplificagdo por PCR com os primers foward 5°. CAA AGA AAT AAA GCG

ACT GAA TG 3’ e reverse 5° TTA TTA GGC AGT GAC TCG ATG AA 3’. O programa

de amplificacdo foi o mesmo utilizado para a genotipagem do polimorfismo C1236T. Um

volume de 12 pl, apds confirmagdo da amplificagdo, foi incubado a 25°C por 3 horas com

1 U de Sau3Al. O padriao de bandas obtido e a identificacdo dos gendtipos s@o mostrados

na Figura 5, e a visualizacao foi feita em gel de agarose 2,5%.
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400pb
300pb

200pb

100pb

201pb
138pb

63pb

Figura 5. Foto mostrando o padrdo de bandas da genotipagem do

polimorfismo C3435T. PM = Padrdo de peso molecular.
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