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RESUMO

O gene de resisténcia a multiplas drogas, o MDR1, e a glicoproteina-P (Gp-P) sdo um
assunto recente em medicina veterindria e merecem destaque pela importancia do tema. O MDR1
codifica a Gp-P, uma glicoproteina transportadora transmembrana que protege 0 organismo
contra xenobidticos. A Gp-P esta relacionada com a resisténcia a drogas e com alguns casos de
intoxicacBes em animais susceptiveis, como por exemplo, os cées da raca Collie e afins. Diversos
farmacos ja foram descritos como substratos e/ou inibidores da Gp-P, porém a modulacéo de sua
atividade ainda ndo estd elucidada. A farmacogenética estuda o comportamento de drogas no
organismo de acordo com as caracteristicas genéticas do individuo e, a genotipagem o gene
MDR1 representa a incorporacdo desta area da farmacologia na clinica veterinaria, customizando

a terapéutica para atender as necessidades de cada paciente.

Palavras chave: MDR1, Glicoproteina-P, Gp-P, farmacogenética, cées, lactonas macrociclicas.



ABSTRACT

The multiple drug resistance gene, MDR1, and P-glycoprotein (P-gp) are a recent and
important topic in veterinary medicine. MDR1 gene encodes P-gp, a transmembrane transporter
glycoprotein that protects the organism against xenobiotics. P-gp is related to multiple drugs
resistance and some intoxications in susceptible dogs, such as Collie like breeds. A variety of
drugs have been described as P-gp substrates and/or inhibitors, although their modulation is not
well established. The pharmacogenetics studies drug behavior within individual genetic
characteristics and genotyping MDR1 gene represents the use of pharmacogenetics in veterinary

clinic, customizing the therapy for each patient.

Key words: MDR1, P-glycoprotein, P-gp, pharmacogenetics, dogs, macrocyclic lactones.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

ABC: ATP-binding cassete

ABCBL1: gene de resisténcia a multiplas drogas
ATP: trifosfato de adenosina

Da: dalton

DNA: &cido desoxirribonucleico

EDTA: acido etilenodiamino tetra- acético

Gp-P: glicoproteina P

kDa: kilodaltons

MDRL1: gene de resisténcia a multiplas drogas
MDR1 +/+: homozigoto normal (ou selvagem) para o gene MDR1
MDRL1 +/-: heterozigoto para o gene MDR1
MDR1 -/-: homozigoto mutante para o gene MDR1
PCR: reagdo em cadeia de polimerase
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1 INTRODUCAO

O tema desta monografia, “A glicoproteina P e 0 gene MDR1”, foi escolhido por se tratar
de um assunto relativamente recente e de grande importancia na Medicina Veterinaria. O gene
MDR1 e sua expressdo, a glicoproteina P (Gp-P) estdo envolvidos na absorcao, distribuicao,
metabolizacdo e excrecdo de diversos farmacos no organismo (AMBUDKAR et al., 2003;
LINARDI; NATALINI, 2006).

O gene de resisténcia a multiplas drogas, MDR1 (multidrug resistance), também descrito
como ABCBL (porque pertence a familia ABC de transportadores), codifica a Gp-P (MEALEY,
2004). A Gp-P funciona como uma bomba de efluxo contra xenobiéticos, protegendo o
organismo da acdo de determinados farmacos. A func¢do da glicoproteina é impedir a entrada de
farmacos na célula ou promover a eliminacdo dos mesmos, dependendo da sua localizag&o.
Animais que ndo possuem este mecanismo de protecdo, como 0s que apresentam a mutacdo no
gene MDR1, demostram sinais de intoxicacdo ao receberem drogas que sejam substratos para a
Gp-P. Estes sinais incluem: depresséo, ataxia, sonoléncia, midriase, salivacéo, tremores (GEYER
et al., 2005; FECHT et al., 2007), desorientagdo, coma e morte (FECHT et al., 2007).

Hoje, através de técnicas de biologia molecular é possivel determinar o status genético do
animal em relacdo ao gene MDR1 e avaliar se ele é ou ndo susceptivel aos efeitos toxicos de
diversas drogas. Este avanco representa o primeiro passo para a incorpora¢do da Farmacogenética
na clinica veterinaria (MEALEY, 2004).



2 A MEMBRANA PLASMATICA

As membranas celulares possuem uma camada lipidica dupla, que serve como barreira
para a maioria das moléculas polares (ALBERTS et al., 2010). Sdo duas camadas de fosfolipidios
com os grupamentos apolares (hidrofébicos) voltados para dentro e os grupamentos polares
(hidrofilicos) voltados para fora (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999) (Figura 1).

Inseridas na membrana, estdo moléculas proteicas que mantém a constancia do meio
intracelular, em equilibrio com o meio extracelular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). Dentre
estas proteinas presentes na membrana plasmatica estdo as transportadoras transmembrana, que
estdo na estrutura da membrana celular, envolvendo as por¢6es extra, trans e intracelular (Figura
1). A glicoproteina P (Gp-P) é uma proteina transportadora, de alto peso molecular apresentando

uma conformacdo espacial tal que atravessa a membrana diversas vezes.

Figura 1 — Membrana Plasmética com transportadores transmembrana.
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Fonte: <http://php.med.unsw.edu.au/cellbiology/images/a/aa/Cell_membrane.png>. Acesso em:
16 nov. 2011.

2.1 Transportadores de membrana

As proteinas de transporte de membranas sdo responsaveis pela passagem de diversas
moléculas polares através da membrana plasmatica, entre eles, ions, agucares, aminoacidos,
nucleotideos e metabolitos celulares (ALBERTS et al., 2010). Para que o transporte ocorra, a
proteina requer energia e a partir dai sofre mudancas conformacionais que possibilitam a chegada



da molécula do outro lado da membrana. Existe uma especificidade, demonstrada na década de
50, entre as moléculas e as proteinas que as transportam (ALBERTS et al., 2010).

Um grande namero de genes codificam para proteinas transportadoras, e algumas doencas
humanas hereditarias ocorrem devido a mutac6es que afetam o transporte celular, o que reforca a
importancia do assunto (ALBERTS et al., 2010).

Diversos transportadores de membrana que fazem o efluxo de drogas para fora da célula
ja foram descritos, porém a Gp-P € uma das mais bem caracterizadas até o momento
(AMBUDKAR et al., 2003; FROMM, 2004).

2.2 Familia ABC

A familia ATP-binding cassete (ABC) representa uma das maiores e mais importantes
familias de proteinas transportadoras (SCOTTO, 2003; FROMM, 2004; AMBUDKAR et al.,
2006; ALBERTS et al., 2010). Ela é chamada de ATP-binding cassete porque possui dois sitios
de ligacdo de ATP onde os transportadores se ligam e/ou hidrolisam moléculas de ATP, obtendo,
desta forma, a energia necessaria para bombear compostos especificos para fora da célula
(DEAN, 2009), mesmo contra o gradiente de concentracdo (SHUGARTS & BENET, 2009).
Centenas de substratos como horménios, lipidios, farmacos e outras toxinas sdo transportados
através de membranas por transportadores ABC (SCOTTO, 2003).

A Gp-P pertence a esta familia, e por isto o gene MDR1 também é conhecido como gene
ABCB1 (GOTTESMAN et al., 2002; AMBUDKAR et al., 2003; FROMM, 2004; MEALEY,
2004; LINARDI; NATALINI, 2006; BISSONNETTE et al., 2008; FLETCHER et al., 2010;
GRAMER et al., 2011; THE INTERNATIONAL TRANSPORTER CONSORTIUM, 2011).



3 GLICOPROTEINAP (Gp-P)

A Gp-p foi descrita pela primeira vez por Juliano e Ling em 1976 em células ovarianas de
hamster Chinés (MEALEY, 2004). Desde entdo, muitos pesquisadores tém estudado a Gp-P para
entender melhor a sua interagdo com diversos substratos e encontrar uma forma de modular a sua
atividade.

A Gp-P é uma proteina transportadora transmembrana que possui um grupamento agucar,
ou seja, € uma glicoproteina. Ela € uma molécula grande, pesando 170 kDa, e possui 12 regides
transmembrana e dois sitios de ligacdo de ATP (Figura 2) (GOTTESMAN et al., 2002).

Figura 2 — Glicoproteina-P.

1280
Fonte: <http://www.nature.com/onc/journal/v22/n47/fig_tab/1206948f3.htmI>. Acesso em: 15
nov. 2011.

Quando um substrato liga em determinada regido (cada substrato é especifico para uma
regido da molécula) da Gp-P ha o estimulo da atividade da ATPase, 0 que causa uma mudanca
conformacional que resulta na liberacdo do substrato para o outro lado da membrana.

A Gp-P transporta diversos substratos lipofilicos e anfipaticos de carga neutra ou positiva
(WILKINSON, 2001; GOTTESMAN et al., 2002; SCOTTO, 2003), incluindo drogas, toxinas e
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xenobioticos, muitos deles usados em produtos veterinarios (SCHRICKX; FINK-GREMMELS,
2008).
Ela ja foi descrita em diversas espécies: camundongos, roedores, cdes, bovinos, equinos,

macacos e seres humanos (LINARDI; NATALINI, 2006). E esta presente em diversos tecidos:

a) Intestino Delgado (GOTTESMAN et al., 2002; AMBUDKAR et al., 2003; FROMM,
2004; MEALEY, 2004; GEYER et al., 2005; LINARDI; NATALINI, 2006).

b) Figado (GOTTESMAN et al., 2002; AMBUDKAR et al., 2003; FROMM, 2004;
MEALEY, 2004; GEYER et al., 2005; LINARDI; NATALINI, 2006).

¢) Rins (GOTTESMAN et al., 2002; AMBUDKAR et al., 2003; FROMM, 2004;
MEALEY, 2004; GEYER et al., 2005; LINARDI; NATALINI, 2006).

d) Barreira Hematoencefalica (GOTTESMAN et al., 2002; AMBUDKAR et al., 2003;
FROMM, 2004; MEALEY, 2004; GEYER et al., 2005; LINARDI; NATALINI,
2006).

e) Testis (AMBUDKAR et al., 2003; FROMM, 2004; MEALEY, 2004; GEYER et al.,
2005).

f) Ovarios (AMBUDKAR et al., 2003).

g) Barreira Hemoplacentaria (GOTTESMAN et al., 2002; FROMM, 2004; MEALEY,
2004; GEYER et al., 2005; LINARDI; NATALINI, 2006).

h) Medula Espinhal (LINARDI; NATALINI, 2006).

A funcdo da Gp-P em tecidos normais é diminuir a absorcdo entérica e a penetragdo
através das barreiras hematoencefélica, placentaria e testis, e aumentar a excrecao biliar e urinaria
de certos farmacos (GEYER et al., 2005). Possui um papel importante na barreira
hematoencefalica, onde, localizada nas células do endotélio capilar (MEALEY, 2004), evita a
penetracdo de substancias citotoxicas (GOTTESMAN et al., 2002).
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3.1 Drogas substratos e inibidores da Gp-P

Farmacos de diversas classes quimicas sdo substratos (Tabela 1) para a Gp-P
(AMBUDKAR et al, 2006). Uma caracteristica que parece ser comum aos substratos da Gp-P é
eles serem hidrofébicos e terem massa molecular entre 300 e 2000 Da (AMBUDKAR et al.,
2003). Vérios deles possuem anéis aromaticos (GODA, 2009). A Gp-P ndo transporta compostos
anionicos (AMBUDKAR et al., 2003), somente cétions e compostos neutros (GOTTESMAN et
al., 2002).

Tabela 1 — Substratos descritos da Gp-P e sua classe.

Substrato

Classe

Actinomicina D 2P¢d.ghJ.o
Adriamicina ®
Aldosterona 9
Amitriptilina "9/
Amprenavir ™"
Atorvastatina '

Berberina ”

Bisantrene “%°
Bunitronol ™"

Calcein acetoxymethyl ester ?
Camptothecins °

Carvedilol ™"

Celiprolol ™"
Cetoconazol "'
Cimetidina "
Colchicina a,b,d,ef,mn,o
Cortisol 9
Ciclosporina A ™
Ciclosporina ¢!

Dactinomicina ¢

Antineoplasico
Antineoplasico

Esterdide

Antidepressivo

Antiviral

Agente redutor do colesterol
Outros

Antineopléasico
Antagonista B-adrenérgico
Agente citotoxico

Agente citotoxico
Antagonista B-adrenérgico
Antagonista -adrenérgico
Antimicrobiano
Anti-histaminico (Hy)
Agente citotoxico
Esteroide
Imunossupressor
Imunossupressor

Antineoplasico

(continua na proxima pagina)



Tabela 1 (continuagéo)
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Substrato

Classe

Daunorubicina #P¢d:"°

Debrisoquina '
Dexametasona *"¢/
Digotoxina™
Digoxina ¢*onimnp
Diltiazem "¢
Docetaxe| ¢¢ftghi.0
Domperidona
Doxorubicina *P¢deghimop
Doxiciclina ¢!

Emetine *°

Eritromicina "9
Etoposide a,b,c,df,ghjmo
Fenitoina '
Fenotiazinas %’
Fexofenadine """?

Gleevec (STI-571) ¢

Gramicidin D °

Gramicidina D ®

Hoechst 33342 2
Homoharringtonine ¢(STI-571),d
Imatinib "

Indinavir """

Irinotecan P

Itraconazol "9

lvermectina 9"

Leupeptin

Levofloxacina "M

Antineoplasico
Antidepressivo
Esteroide

Digitélico

Digitalico

Bloqueador de canais de Ca**
Antineoplasico
Butirofenona
Antineoplasico
Antimicrobiano

Agente citotoxico
Antimicrobiano
Antineoplésico
Bloqueador de canais de Na*
Tranquilizante
Anti-histaminico anti H;
Outros

Agente citotoxico
Agente citotoxico
Outros

Outros

Antineoplasico
Antiviral

Outros

Antimicrobiano

Lactona Macrociclica
Peptideo ciclico e linear

Antimicrobiano

(continua na proxima pagina)
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Substrato Classe
Loperamida %"P Opidide
Losartan ' Simpatolitico

Lovastatina '
Methotrexane °
Metilprednisolona "9’
Mibefradil ™"

Mitomycin
Mitoxantrone *97°
Morfina "9’

Moxidectina "
NAc-Leu-Leu-Met-al
NAc-Leu-Leu-norLeu-al ®
Nelfinavir ™"

Nonactina ®

Ondansetron 4™
Paclitaxe| &0¢defnhmn.op
Pepstatina A ®

Prenyl-Cys methyl esters *
Puromicina "¢
Quinidina "
Ranitidina "
Reserpina "
Rodamina 1232
Rifampicina f,h
Ritonavir ™"
Saquinavir ""™°
Selamectina

Sirolimus

Agente redutor do colesterol
Antineoplasico

Esterdide

Bloqueador de canais de Ca**
Agente citotoxico
Antineoplésico

Opioide

Lactona Macrociclica
Peptideo ciclico e linear
Peptideo ciclico e linear
Antiviral

Peptideo ciclico e linear
Antiemético

Antineopléasico

Peptideo ciclico e linear
Outros

Agente citotoxico
Bloqueador de canais de Na*
Anti-histaminico (Hy)
Antagonista [3-adrenérgico
Outros

Antimicrobiano

Antiviral

Antiviral

Lactona Macrociclica

Imunossupressor

(continua na proxima pagina)
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Substrato

Classe

Sparfloxacina %
Tacrolimus "9
Talinolol "o
Taxol ¢
Teniposide *>¢@ho
Terfenadina "oM
Tetraciclina ¢™
Topotecan "
Triton X-100 2
Valinomycin °
Vecuronio %!
Verapamil 9/

Vinblastina *>¢¢etehimes

Vincristina #P¢de&tanino
VP16 €
Yeast a-factor ?

99MTc-SESTAMIBI a

Antimicrobiano
Imunossupressor
Antagonista B-adrenérgico
Agente citotoxico
Antineoplasico
Anti-histaminico anti H;
Antimicrobiano

Agente citotoxico

Outros

Agente citotoxico

Bloqueador neuromuscular

Bloqueador de canais de Ca**

Antineoplésico
Antineoplasico

Outros

Peptideo ciclico e linear
Radioisétopo

Nota:

& Sharom, (1997).

® Sauna et al. (2001).

¢ Gottesman et al. (2002).

¢ Ambudkar et al. (2003).

¢ Scotto, (2003).

"Fromm, (2004).

9 Mealey, (2004).

" Linardi; Natalini, (2006).
' Mealey, (2006).

) Martinez et al. (2008).

' Bissonnette et al. (2008).
™ Dean, (2009).

" Shugarts; Benet, (2009).

° Fletcher et al. (2010).

P THE INTERNATIONAL..., (2010).



3.2 Modulacgéao da Gp-P

15

Atraveés do conhecimento de drogas que sdo substratos (Tabela 1) e/ou inibidores (Tabela

2) da Gp-P é possivel interferir na acdo da glicoproteina e, conforme Lespine et al. (2008),

aumentar a concentracdo de farmacos nos organismos e a eficiéncia do tratamento. Szakacs et al.

(2006) também comentam que moduladores de transportadores da familia ABC, como a Gp-P,

podem ser usados para influenciar a biodisponibilidade oral de farmacos e a penetracdo de drogas

no sistema nervoso central.

Tabela 2 — Inibidores descritos da Gp-P e sua classe.

Inibidor

Classe

Acetato de megestrol °
Amiodarona *%&"
Azidopina *°
Biricodar (VX-710)
Bromocriptina ®"
Carvedilol ®"
Cefalosporinas ¢
Cetoconazol #"¢"
Chloroquine ®
Ciclosporina A ¢¢9
Ciclosporina &
Clorpromazina "
Cortisol ®
Cremophor EL ?
Curcumina °
Dexniguldipine *°
Dexverapamil ©
Dihydropyridines ”*
Dipyridamole @

Esteroide

Antiarritmico

Bloqueador de canais de Ca**
Outros

Outros

Antagonista -adrenérgico
Antimicrobiano
Antimicrobiano

Outros

Imunossupressor
Imunossupressor
Fenotiazinico

Esteroide

Detergentes e anfifilicos
Fitoquimico

Bloqueador de canais de Ca**
Bloqueador de canais de Ca**
Bloqueador de canais de Ca**
Outros

(continua na préxima pagina)
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Inibidor

Classe

Disulfiram (Antabuse) **

Eritromicina ®"

Fenotiazinicos °

FK 506 *"

Fluoxetina 9/

GF-902128 (acridinecarboxamine derivative) ©
GG918'

Grapefruit juice ®"

Indinavir °

loimbina °

Itraconazol ®"

Ivermectina "

Metadona ®"

Nicardipine ®"

Nifedipine ?

Paroxetina ®"

Pentazocine ©/

Progesterone "¢
Quinacrine ©
Quinidina *Pe&th
Quinina "¢
Reserpina **
Retanavir °
Saquinavir ”*

Several neuroleptics ©
Solutol HS15 ®

St. John’s wort &"

Tacrolimus "

Agente antialcool
Antimicrobiano
Tranquilizantes
Imunossupressor
Antidepressivo

Outros

Outros

Outros

Antiviral

Antagonista a-adrenérgico
Antimicrobiano

Lactona macrociclica
Opidide

Cardiac drugs

Bloqueador de canais de Ca**
Antidepressivo

Opidide

Esterdide

Outros

Bloqueador de canais de Na*
Bloqueador de canais de Na*
Antagonista [3-adrenérgico
Antiviral

Antiviral

Outros

Detergentes e anfifilicos
Antidepressivo

Imunossupressor

(continua na proxima pagina)
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Tabela 2 (continuacéo)

Inibidor Classe

Tamoxifeno *¢&9" Antineoplasico

Tariquidar’ Outros

Terfenadine ? Antagonista do receptor H;
Trans-flupenthixol Antagonista da calmodulina
Trifluoperazine ? Antagonista da calmodulina
Tween 80 * Detergentes e anfifilicos
Valinomycin Peptideo ciclico

Valspodar (PSC-833) ¢ Outros

Verapamil #edefht] Bloqueador de canais de Ca**

Nota:

# SHAROM (1997).

P SAUNA et al. (2001).

© GOTTESMAN et al. (2002).

¢ AMBUDKAR et al. (2003).

¢ MEALEY (2004).

"LINARDI; NATALINI (2006).
9 MEALEY (20086) .
"MARTINEZ et al. (2008).

' SHUGARTS; BENET (2009).
JTHE INTERNATIONAL..., (2010).

Algumas complicag6es associadas a inibicdo da Gp-P pode ser porque o inibidor utilizado
possa inibir também outras vias envolvidas na metabolizacdo de farmacos, como o citocromo
P450, o que gera reacdes adversas (SZAKACS et al., 2006). A modulagido da Gp-P é viavel
(SZAKACS et al., 2006), porém mais estudos s&0 necessarios para desenvolver drogas que

cumpram esta fun¢do sem causar maiores prejuizos ao individuo.
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4 RESISTENCIA A MULTIPLAS DROGAS

O fenébmeno de resisténcia a multiplas drogas é bem estudado em humanos, em pacientes
oncologicos. O insucesso de diversas terapias anticancer ocorre pelo aumento do efluxo de
agentes quimioterapicos pela Gp-P, para fora da célula, o que leva a diminuicdo dos niveis
intracelulares das drogas e, consequentemente, a falha na terapia (FLETCHER et al., 2010). As
células podem se tornar resistentes a drogas por diversos mecanismos, mas 0 mais importante é a
super expressao da Gp-P que estd associada a uma reducdo do acimulo de farmacos no alvo
terapéutico (SHAROM, 1997; AMBUDKAR et al., 2003; SZAKACS et al., 2006).
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5 MEDICINA VETERINARIA

O estudo do gene MDRL1 e Glicoproteina-P em Medicina Veterinaria é recente. Animais
que demostram sinais de toxicidade a alguns farmacos com doses terapéuticas podem ter uma
mutacdo no gene MDRL1 e, na auséncia da Gp-P, serem mais sensiveis a estas drogas.

A espécie mais estudada em veterinaria sobre este tema € a canina, e a situacdo mais bem
estabelecida é a da intoxicagdo por ivermectina em cdes. Em geral sdo animais que possuem o
alelo mutante MDR1 (-) do gene ABCBL e, por esta razdo, apresentam deficiéncia da Gp-P.
Qualquer espécie pode apresentar a mutacdo, o que demonstra a importancia de investigar melhor

0 tema em diversos animais.

5.1 Cées mutantes para o MDR1

Alguns cées apresentam uma mutacdo no gene MDR1, que os torna sensiveis a variados
farmacos substrato da Gp-P. Segundo Fecht et al. (2007), o gene MDR1 esta localizado, em
Canis familiaris, no cromossomo 14 e é composto por 28 éxons. A mutacdo, também
denominada MDR1 nt230(del4), mdrl-1A, ABCBI1-1A (GRAMER et al., 2011), consiste na
delecdo de quatro pares de bases (pb) no quarto éxon. O resultado desta delecdo € o deslocamento
da sequéncia de nucleotideos, que resulta na sintese de glicoproteinas-P defeituosas, afuncionais,
tornando o animal portador da mutacdo susceptivel a intoxica¢bes (FECHT et al., 2007;
BISSONNETTE et al., 2008).

O animal pode ser homozigoto (MDR1 +/+) para o gene MDRL1, neste caso ele é normal
(ou selvagem) e ndo apresenta 0 mesmo risco que animais homozigotos mutantes. O homozigoto
(MDR1 -/-) é o mutante, e apresenta extrema sensibilidade e predisposi¢do a intoxicagdes. O
heterozigoto (MDR1 +/-) é portador da mutacdo (possui apenas um alelo), podendo se intoxicar
em maior ou menor grau (BISSONNETTE et al., 2008). Cabe salientar que, por se tratar de um
defeito genético, ele é transmissivel para a prole e cuidados devem ser tomados para ndo acasalar
animais que tenham a probabilidade de gerar filhotes mutantes.

A mutacdo ja foi identificada em diversas ragas, como Collie (Figura 3), American Collie,
Longhaired/Rough Collie, Smooth Collie, Longhaired Whippet (Figura 4), Shetland Sheepdog
(Figura 5), Miniature Australian Shepherd, Australian Shepherd (Figura 6), Waller (Figura 7),
White Swiss Shepherd, Old English Sheepdog, Border Collie, Herding Breed mix (cdes com pai
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ou mé&e de racga de pastoreio, como Collie ou Border Collie, por exemplo), cdes sem raga definida
(GRAMER et al., 2011), English Shepherd, German Shepherd, McNab, Silken Windhound
(Figura 8) (WASHINGTON STATE UNIVERSITY, 2010). As imagens apresentadas sdo apenas
exemplos de algumas racas, existem diversas variacfes de pelagens e cruzamentos, além de néo

estarem todas elas ilustradas.

Figura 3 — Cées da raca Collie
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Fonte: %http://niaIi(u;cb‘rﬁvlwp‘-‘content/uplo}i‘ds01107/
collie_dog6.jpg>. Acesso em: 21 nov. 2011.
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Figura 4 — Céo da raca Longhaired Whippet

Whippet.htm>. Acesso em: 21 nov. 2011.

Figura 5 - Cées da raca Shetland Sheepdog

Fonte: <httf)://WWW.dogsonIine.com/galIery/breed/
shetland-sheepdog/shetland-sheepdog/>.
Acesso em: 23 nov. 2011.

Fonte: <http://.thepetdirectory.us/Longhaired_ -
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Figura 6 - Céo da raca Australian Shepherd
Ry o TR R ]
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Fonte: <http://dogbreedinformations.com/australian-shepherd/
australian-shepherd-dog-breed-information/>. Acesso em:
23 nov. 2011.

Figura 7 - Cées da raca Waller (ou Waeller)
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Fonte: <http://mwww.waell
Acesso em: 23 nov. 2011.
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er-vom-albtrauf.de/Der Waeller.html>.
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2011.

A provével origem da mutacdo seria de um ancestral comum, um c&o que viveu na Gra-
Bretanha no século 18 (NEFF et al., 2004). Antes de 1870 ndo haviam registros de racas, 0s caes
sheepdogs (pastores, ovelheiros) eram proprios de cada regido, adaptados ao trabalho e ao clima
(NEFF et al., 2004). Com o advento da industrializacdo, no século 19, os cdes ndo eram mais
indispensaveis para o trabalho e teve inicio a criacdo de racas registradas com selecdo
morfoldgica em detrimento da funcional e diversas linhagens desapareceram (NEFF et al., 2004).
Collie, Old English Sheepdog e Shetland Sheepdog foram as primeiras racas oficiais e descendem
de cdes pastores que habitavam a Gra-Bretanha por volta da metade do século 18 (NEFF et al.,
2004).

GRAMER et al. (2011) genotiparam 6544 cdes para 0 gene MDR1, na Alemanha. J& a
Universidade de Washington genotipou diversos caninos nos Estados Unidos. As ragas testadas e

a frequéncia de aparecimento do alelo MDR1 estéo listadas na Tabela 3.



Tabela 3 — Ragas e a frequéncia (%) do alelo mutante MDR1 (-)
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Raga

Frequéncia do alelo MDR1 (-) em %

GRAMER et al. (2011)

Washington State
University (2010)

Alemanha Estados Unidos
Collie (Collie, American Collie,
Longhaired/Rough Collie, Smooth Collie) > 70
Longhaired Whippet 45 65
Shetland Sheepdog 30 15
Miniature Australian Shepherd 24 50
Australian Shepherd 22 50
English Shepherd - 15
German Shepherd - 10
Waller 17 -
White Swiss Shepherd 14 -
Old English Sheepdog 4 5
McNab B} 30
Border Collie 1 <5
Silken Windhound - 30
Herding Breed mix (cées com pai ou mae g 10
de raca de pastoreio)
Mixed Breed 2 5

Fonte: adaptada de Gramer et al. (2011) e Washington State University (2010).
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Cées mutantes (MDR1 -/-) sdo susceptiveis a efeitos neuro, nefro e hepatotoxicos de
certas drogas, uma vez que eles apresentam maior absorcdo entérica, maior penetracdo nas
barreiras hematoencefalica, testis e placentaria e, por outro lado, diminui¢do da excrecéo biliar e
urinaria (Figura 9) (GEYER et al., 2005).

Figura 9 — Esquema demonstrando a penetracao,
eliminacdo e absorcao de drogas
através da Gp-P no cérebro, figado,
rins e intestino
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Fonte: <http://www.vetmed.uni-giessen.de/pharmtox/
ag_geyer/research.php>. Acesso em: 20 nov.
2011.

Os sinais clinicos compativeis com neurotoxicidade incluem: depressdo, ataxia,
sonoléncia, midriase, salivacdo, tremores (GEYER et al.,, 2005, FECHT et al., 2007),
desorientacdo, coma e morte (FECHT et al., 2007). Porém, casos de neurotoxicidade ndo séo
exclusivos de animais mutantes e outras explicages devem ser consideradas nestes casos. Em
um estudo realizado por Bissonnette et al. (2008), foram investigados 28 animais com sinais de
neurotoxicidade induzida por lactonas macrociclicas (classe de drogas do qual a ivermectina faz
parte) e concluiram que 27 deles eram homozigotos normais (MDR1 +/+) para o gene. Uma
possibilidade seria a metabolizacdo enzimatica do citocromo P450, que metaboliza diversos
compostos, incluindo xenobioticos. Além disso, muitos substratos e inibidores da Gp-P s&o
também do CYP3A4 (NIES, 2001).
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5.1.1 Cées mutantes para 0 MDRL e as lactonas macrociclicas

A ivermectina é uma lactona macrociclica bastante utilizada na Medicina Veterinaria
como endo e ectoparasiticida (GEYER et al., 2005). O mecanismo de acdo da ivermectina é a
ativacdo de canais de cloro regulados por glutamato e pelo acido y-aminobutirico (GABA),
aumentando a permeabilidade aos ions cloro e causando paralisia e morte do parasita (GEYER et
al., 2005; BISSONNETTE et al., 2008). Em artropodos estes canais estdo localizados nas jungdes
neuromusculares; em nematodeos, eles se localizam nos neurdnios motores e interneurdnios do
corno nervoso ventral (BISSONNETTE et al., 2008). Os vertebrados ndo possuem canais de
cloro regulados por glutamato (BISSONNETTE et al., 2008). Os canais GABA estdo restritos ao
sistema nervoso central, que é protegido pela barreira hematoencefalica, caracteristica que
confere ampla margem de seguranca a ivermectina (NEFF et al., 2004; BISSONNETTE et al.,
2008).

Na década de 90, pesquisadores na Holanda, ao tratar camundongos com ivermectina, a
fim de combater acaros, concluiram que a lactona macrociclica é substrato para a Gp-P. Os
camundongos tratados que eram knockout pro gene MDR1 (mdrla -/-) morreram, enquanto 0s
selvagens (normais) ndo foram afetados (VANDICKEN, 2006; SCHRICKX; FINK-
GREMMELS, 2008). Esta descoberta veio de encontro a ja sabida experiéncia clinica de que cées
da raca Collie possuem alta sensibilidade a ivermectina (SCHRICKX; FINK-GREMMELS,
2008).

A ivermectina é indicada para prevencdo da dirofilariose, também conhecida como verme
do coracéo, causada pela Dirofilaria immitis na dose de 0,006 mg.kg™, por via oral, uma vez ao
més (MEALEY, 2006). No Canada, a ivermectina s6 é aprovada para uso em cdes com a
finalidade de prevenir a dirofilariose, na dose de 0,006 - 0,012 mg.kg™ uma vez ao més
(BISSONNETTE et al., 2008).

A maioria dos cdes tolera até 2,5 mg/kg de ivermectina via oral, porém alguns caes
sensiveis devem receber no maximo 0,1 mg/kg (MEALEY, 2006). Mesmo para animais sensiveis
a ivermectina a dose terapéutica para controle da dirofilariose é considerada segura.

Na dermatologia canina, € utilizada a ivermectina para o tratamento de sarna. Apesar de
ndo ser aprovada para este uso na espécie canina, a dose usual é de 0,3 a 0,6 mg.kg™
(BISSONNETTE et al., 2008). Neste caso, animais portadores do alelo mutante podem

apresentar sintomas de neurotoxicidade.
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Cées que convivem com equinos e bovinos requerem uma atencdo especial. Existe a
possibilidade de intoxicacdo por lactonas macrociclicas ao ingerir excremento de equinos ou
bovinos que tenham recebido a referida droga (WILKINSON, 2001; VANDICKEN, 2006).
Como a ivermectina é eliminada ativa nas fezes, é possivel que cdes demonstrem sinais clinicos

de neurotoxicidade ao ingerir fezes destes animais ap0s o tratamento com o endectocida.

5.1.2 Teste de diagnostico do gene MDR1 em cdes

Através de técnicas de biologia molecular, é possivel determinar o status genético do
animal em relacdo ao gene MDR1 e determinar a sua susceptibilidade a intoxica¢des. Em cées,
este diagnostico € rotineiramente realizado nos Estados Unidos, no Laboratorio de Farmacologia
Clinica Veterindria da Universidade do Estado de Washington (Veterinary Clinical
Pharmacology Lab da Washington State University (Washington State University (2010)) e na
Alemanha, na Universidade de GieRen (Institut flr Pharmakologie und Toxikologie (Justus-
Liebig-Universitat Gieflen (2011)). No Brasil, este servico é oferecido pelo Laboratério de
Farmacogenética Animal, do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude da UFRGS.

Para a realizacdo do exame € necessario uma amostra de sangue com EDTA, que €
centrifugada e 0 DNA ¢ extraido da capa leucocitaria e purificado, atraves de um kit comercial. O
DNA é amplificado, por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), e o amplicon é
visualizado ap0s a eletroforese em gel de poliacrilamida. E possivel identificar o status genético
do animal, ou seja, se ele é homozigoto normal (MDR1 +/+), mutante (MDR1 -/-) ou
heterozigoto (MDR1 +/-). Com esta informacdo, o veterindrio pode escolher a terapia mais
apropriada para cada paciente.

O teste do gene MDR1 é fundamental antes de iniciar o tratamento do animal com algum
farmaco ja descrito como substrato da Gp-P (Tabela 1) (GEYER et al., 2005). Em terapias com
mais de uma droga, hd a possibilidade de inibicdo da Gp-P, com consequente aumento na
absorcdo e diminuicdo da excrecdo de algum farmaco, causando toxicidade para o animal. Além

disto, algumas associagdes de racas condicionam o registro e a comercializacdo de cées ao teste.
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6 CONCLUSOES

A Farmacogenética é uma area nova da farmacologia que estuda o comportamento de
drogas no organismo de acordo com as caracteristicas genéticas do individuo. Pode ser a base
para elucidar reacdes idiossincrasicas e adversas de farmacos que variam entre a populacédo e
promover eficiéncia e seguranca terapéutica com um tratamento direcionado a um individuo ou
populacéo.

Genotipar o MDR1 pode representar 0 primeiro passo para a incorporacdo da
Farmacogenética na clinica veterinaria, customizando a terapéutica para atender as necessidades
de cada paciente. Apesar de o assunto ser estudado ha mais de 30 anos, as pesquisas devem ser
continuas, principalmente na Medicina Veterinaria, que apresenta uma caréncia de publicacGes
nesta area, pois a maioria dos artigos publicados se referem a Medicina Humana.

Diversos modelos celulares sdo usados para testar substratos de transportadores, porém,
para predizer a farmacocinética, estudos devem ser validados in vivo. Uma vez validadas in vivo,

as pesquisas devem contemplar varias espécies animais.
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