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RESUMO

A prevencdo das doencgas cardiovasculares €, atua mente, uma das principais metas
para o cuidado com a salde nos paises ocidentais. Os inibidores da HMG CoA redutase
(estatinas) sdo os farmacos mais utilizados para a prevencéo das doengas cardiovasculares
devido a sua eficacia em reduzir os niveis de colesterol e por serem bem tolerados durante
o tratamento. Apesar de serem eficazes, existe uma grande variabilidade interindividual a
resposta ao tratamento com estatinas. Parte dessa variagdo pode ser explicada por fatores
genéticos, que podem afetar tanto a farmacocinética quanto a farmacodindmica desses
féarmacos.

Na presente dissertagdo foram avaliados polimorfismos funcionais nos genes
SLCO1B1 e SLCO1B3, que codificam os polipeptideos transportadores de anions
organicos (OATPs) 1B1 e 1B3 respectivamente, e sua possivel influéncia sobre aeficaciae
seguranca do tratamento com 20 mg diarias de sinvastatina em uma amostra de 161
individuos de ancestralidade européia da regido metropolitana de Porto Alegre.

Os gendtipos dos polimorfismos 388A>G, 521T>C e 463C>A do gene SLCO1B1l e
334T>G e 699G>A do gene SLCO1B3 foram determinados por discriminagéo alélica com
ensaios Tagman 5’-nuclease em PCR em tempo real.

Polimorfismos do gene SLCO1B1 foram associados significativamente com a
resposta ao tratamento com sinvastatina. A variante 388A>G foi significativamente
associada com uma maior reducdo nos niveis de colesterol total e LDL colesterol nos
pacientes tratados com sinvastatina (P = 0,011 e P = 0,013 respectivamente). Os hapl 6tipos
SLCO1B1*1b e SLCO1B1*14 foram associados significativamente com a reducéo dos

nivels de LDL colesterol apés 6 meses de tratamento (P = 0,016 e P = 0,019
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respectivamente). As variantes do gene SLCO1B3 estudadas ndo parecem influenciar a
resposta ao tratamento com sinvastatina. Os polimorfismos dos genes SLCO1B1 e
SLCO1B3 ndo estdo relacionados com o aparecimento de efeitos adversos devido ao uso
de sinvastatina na amostra estudada.

Os resultados relatados na presente dissertagdo demonstram a importancia das
variantes dos genes que codificam os OATPs para a farmacogenética dos inibidores de
HMG CoA redutase. Entretanto, estudos em diferentes populagbes com as diferentes
estatinas devem ser realizados futuramente para avaliar a influéncia dos polimorfismos dos

OATPs naresposta as diferentes estatinas.

11



ABSTRACT

At present, cardiovascular disease prevention is the magjor goa of health care in
western countries. HMG-CoA reductase inhibitors (statins) were the most utilized drugsin
cardiovascular disease prevention due the high lipid-lowering efficacy and tolerance of
treatment. Although a large interindividual variation in statin treatment response is
frequently observed. Part of this variability could be explained by genetic factors that
affect drug pharmacokinetics and pharmacodynamics.

In the present study, we evaluated the influence of functional polymorphisms in
SLCO1B1 and SLCO1B3 genes, those codifying organic anions transporters polypeptides
(OATPs) 1B1 and 1B3 respectively, on simvastatin 20 mg per day treatment efficacy and
tolerance in 161 subjects of European ancestry from Porto Alegre metropolitan region.

The 388A>G, 521T>C and 463C>A SLCOI1B1 gene polymorphisms and 334T>G
and 699G>A SLCO1B3 gene polymorphisms were determined by alele discrimination
with Tagman 5’-nuclease assays in real time PCR.

SLCOI1B1 gene polymorphisms were significantly associated with simvastatin
treatment response. The 388A>G SNP was significantly associated with total cholesterol
and LDL cholesterol reduction in patients treated with simvastatin (P = 0.011 e P = 0.013
respectively). SLCO1B1*1b and SLCO1B1*14 haplotypes were significantly associated
with LDL cholesterol reduction 6 month treatment (P = 0.016 e P = 0.019 respectively).
SLCO1B3 gene variants did not seem to influence the simvastatin treatment response.
SLCO1B1 and SLCO1B3 gene polymorphisms were not related to the occurrence of

adverse effects due to the use of simvastatin in the sample studied.
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The reported results in the present study demonstrated the OATPs variants are
important to the HM G-CoA reductase inhibitor pharmacogenetics. However, future studies
in populations and with different statins should be made to assess the OATP

polymorphisms influence in response to statins.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO
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1.1 Doengas cardiovascular es

1.1.1 Aspectos Gerais

As doengas cardiovasculares, atualmente, constituem a primeira causa de morte no
mundo ocidental. Dados recentes demonstram que as doengas cardiovasculares afetam
mais de um terco da populagéo dos Estados Unidos e a mortalidade em decorréncia dessas
doengas chega a 30%, das quais 56% s&o devidas a doencas coronarianas (Rosamond et
al., 2007). No Brasil, dados do Ministério da Salde relativos ao ano de 2005 indicam que a
mortalidade por doencas cardiovasculares foi de 28,2%, e dessas, 30% foram por doencas
coronarianas (Ministério da Salude/DATASUS, 2005). No ano de 2004, aproximadamente
5% da populagdo brasileira acima dos 35 anos apresentou casos graves de doencas
cardiovasculares, e 0s custos diretos em sallde com esses pacientes corresponderam a 8%
do gasto total do pais com salde (Azambuja et al., 2008). Diversas pesquisas na area da
salide realizadas nas Ultimas décadas foram responsaveis pela identificacdo de fatores de
risco potencialmente modificavels para doenca cardiovascular (como o tabagismo, a
hipertensdo, as didipidemias e o diabetes mellitus). A melhoria das condic¢fes de vida da
populacdo dos Estados Unidos e da Europa, a partir da década de 1960, e da populagdo no
Brasil, a partir da década de 1980, em conjunto com a identificagdo de fatores de risco
importantes e seus tratamentos, contribuiu de forma consideravel para a reducdo da
mortalidade por doencas cardiovasculares nos ultimos anos (Tunsall-Pedoe et al., 2000;

Mansur et al., 2001; de Souzaet al., 2006; Oliveiraet al., 2006; Kostis, 2007).

1.1.2 Tratamento

Atualmente, os principais avos de tratamento para o controle de doengas do

coragao sdo areducdo dos niveis elevados de colesterol, especia mente de lipoproteinas de
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baixa densidade (LDL), dos triglicerideos e a elevacéo dos nivels de lipoproteinas de ata
densidade (HDL). As recomendacOes das diretrizes brasileiras (Sposito et al., 2007) e
americanas (Grundy et al., 2004) para controle das doencas coronarianas priorizam a
utilizacdo de farmacos hipolipemiantes de acordo com o risco individual de cada paciente
desenvolver problemas cardiovasculares (Tabela 1).

Para o tratamento dos quadros de dislipidemias sdo utilizadas diversas classes de
farmacos, como resinas sequestrantes de &acidos biliares, fibratos, &acido nicotinico,
inibidores seletivos da absorcéo de colesterol e inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A redutase (HMG CoA redutase), também conhecidos como estatinas ou
vastatinas. Diversos estudos descrevem as estatinas como os farmacos mais eficientes em
baixar os niveis de colesterol total (18 a25%) e LDL-colesterol (LDL-C) (25 a55%), além
de reduzirem moderadamente os niveis de triglicerideos (10 a 15%) e aumentarem
levemente os niveis de HDL-colesterol (HDL-C) (5 a 10%). A utilizacdo das estatinas
diminui o risco de eventos cardiacos fatais e ndo fatais independentemente de outros
fatores como idade, sexo, tabagismo, diabetes ou hipertensdo (revisdes em Bhatnagar,
1998; Gotto, 2001; Waters, 2001; Kreisberg e Oberman, 2002; Jacobson, 2006; Kostis,

2007).

1.2 InibidoresdaHM G CoA redutase

1.2.1 M ecanismos de agdo

As estatinas sdo farmacos que causam a inibicdo parcia e reversivel da enzima
HMG CoA redutase, a principal proteina na rota da sintese do colesterol endégeno. Os

inibidores da HMG CoA redutase possuem uma por¢éo similar ao &cido meval6nico,

16



Tabela 1 — Diretrizes atualizadas do “National Cholesterol Education Program ATP 1117

(Grundy et al., 2004).

Categoriaderisco

Orientacdo  Verificacdo

MetaLDL

(mg/dL)

Prevencdo priméria
debaixorisco (LDL >
160mg/dL + 1 FRY)

Prevencéo priméria
de médio risco (LDL >
130 mg/dL + 2 FRY)

Prevencdo priméria
de risco moderadamente
alto (LDL > 100 mg/dL

+ 2 FRY)
Prevenc&o de alto risco
ou prevengao secundaria
(> 100mg/dL)

MEV?Z 3 meses”
Tratamento
medicamentoso
imediato
MEV? 3 meses
Tratamento
medicamentoso
imediato
MEV? 3 meses
Tratamento
medi camentoso
imediato
MEV?Z 3 meses
Tratamento
medi camentoso
imediato

<160

<130

<100

<100 o0u
<70

YFR - Fator de risco; ?MEV — mudanca do estilo de vida; ¥Tratamento medicamentoso

opcional indicado dependendo dos fatores de risco.
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inibindo de forma reversivel a converséo de HMG CoA em mevaonato (Goldstein e
Brown, 1990).

A reducdo de colesterol intracelular promove um aumento da expressdo dos
receptores de LDL na superficie dos hepatocitos e resulta no aumento da recaptacéo de
LDL circulante. Os inibidores de HMG CoA redutase também reduzem os niveis de
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) por inibi¢do da sua sintese e promocéo de
seu catabolismo. As VLDLs sdo precursores de LDLs e a inibi¢éo de sua producéo resulta
em uma reducdo adicional de LDL. A inibicdo da formagdo de VLDLSs € secundéria a
inibicdo da sintese de colesterol, necessario para a formagdo da lipoproteina, e a redugédo
dos niveis de apolipoproteina B, a principa apolipoproteina presente em LDLs (Christians

et al., 1998; Charlton-Menys e Durrington, 2007).

1.2.2 Efeitos adver sos

As estatinas sdo bem toleradas e raramente sd0 observados efeitos adversos graves.
Os efeitos adversos comuns a esses medicamentos incluem distirbios gastrintestinais,
dispepsia, dores de cabega, mialgia, distlrbios no sistema nervoso central e desordens do
sono. A hepatotoxicidade e as anormalidades musculares sdo os efeitos adversos
clinicamente mais importantes. O aumento das concentragdes de aminotransferases
hepéticas. aspartato aminotransferase (AST) e aanina aminotransferase (ALT); e da
creatina fosfoquinase (CK ou CPK) a mais de trés vezes o limite superior do normal foi
descrito em 3 a 5 % dos pacientes. Entretanto, a elevacdo dessas enzimas, geralmente, €
temporéria e 0s pacientes permanecem assintomaticos. Anormalidades musculares podem
comegar como uma mialgia e evoluir até a miopatia (elevacdo de CK acima de dez vezes o

valor normal), ou rabdomiolise, onde aém do aumento de CK, ocorre mioglobinemia,
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mioglobindria e necrose muscular extensiva (Revisdes em Bottorf, 2006; Guyton, 2006;
Jacobson, 2006; Law e Rudnicka, 2006; MacKenney et al., 2006). Quando as estatinas séo
prescritas como monoterapia, aincidéncia de miopatia situa-se entre 0,1 e 0,5% dos casos
e é dose-relacionada (Omar et al., 2001; Tomlison et al., 2001; Ballantyne et al., 2003).

O mecanismo preciso pelo qual as estatinas induzem desordens musculares ainda
ndo esti estabelecido, mas os fatores de risco incluem: altas doses de estatinas, baixos
niveis intestinais e hepéticos das enzimas envolvidas na metabolizagdo do farmaco, o que
eleva 0s seus nivels circulantes, co-administracdo de inibidores das enzimas de
metabolizacdo, o que também aumenta os niveis de estatina circulantes (Tomlison et al.,

2001; Christopher-Stine, 2006; Baer e Wortmann, 2007).

1.2.3 Sinvastatina

A sinvastatina € um pro-farmaco administrado na forma de lactona que é ativado
por hidrdlise em seu correspondente ativo (forma &cida) por uma carboxi-esterase ndo
especifica no intestino, figado e plasma (Mauro, 1993; Igd et al.,, 2001).
Aproximadamente 60% da sinvastatina que € absorvida passa por metabolizacdo e sua
biodisponibilidade pode passar de 5% para cerca de 70% se as proteinas envolvidas nestes
processos forem totalmente inibidas. A concentracdo da sinvastatina e do seu metabdlito
ativo ocorre no figado, que é o principal avo dos inibidores de HMG CoA redutase, tendo
pouca distribuicdo sistémica em tecidos ndo avo (Plosker e McTavish, 1995).

A sinvastatina é metabolizada pelas isoenzimas CY P3A4, CYP2C9 e CYP2D6 do
citocromo P450 no intestino e no figado (Mauro, 1993; Transon et al., 1996), sendo a
isoforma CYP3A4 a principa envolvida em sua metabolizagdo (Beaird, 2000; Boger,

2001). Outros farmacos também metabolizados pela CY P3A4 afetam a metabolizacdo da
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sinvastatina, podendo aumentar sua concentragdo plasmética e aumentar o risco de efeitos
adversos (Mata et al., 2003; Jacobson, 2006).

O efeito hipolipemiante observado com a utilizagcdo da sinvastatina € uma reducéo
do colesterol total de 33 a40% e de LDL-C de 41 a 50%, um aumento de HDL-C de 11 a
25%, e umareducdo de triglicerideos de 18-31% (Mata et al., 2003).

Dois grandes estudos, “Scandinavian Simvastatin Survival Study” (4S) e o “Heart
Protection Study” (HPS), avaliaram o efeito desse medicamento na reducdo da mortalidade
e morbidade por doencas cardiovasculares em diferentes populagdes. No estudo 4S, a
sinvastatina reduziu de forma significativa o risco de mortalidade total em 30% dos
participantes. A mortalidade dos pacientes com doencgas cardiovasculares foi reduzida em
42%, e os eventos agudos foram reduzidos em 34% dos casos (4S, 1994). No estudo HPS,
com 20.536 adultos (40 a 80 anos) com ato risco de desenvolver doengas
cardiovasculares, uma reducdo de 24% na incidéncia desses eventos foi observada (Heart
Protective Study Collaborative Group, 2002). Os efeitos adversos observados foram raros e
ndo ultrapassaram 0,1% para miotoxicidade e 0,8% no aumento das enzimas hepéticas
nesse estudo. Contudo, dados anteriores da International Drug Information System
(INTDIS) relatam uma freguéncia de 8,4% para miagia, 0,9% para miopatia e 0,4% para

rabdomidlise em 15.149 pacientes que utilizaram sinvastatina (Hamilton-Craig, 2001).

1.3 Aspectos far macogenéticos

A genética € um dos muitos fatores que podem afetar a resposta a medicamentos e
sua contribuicdo pode variar de 20 a 95%, conforme o f&rmaco e o tipo de resposta
avaliado. Os genes alvo para os estudos farmacogenéticos sdo 0s genes que codificam

proteinas envolvidas na metabolizacdo e/ou transporte dos farmacos, influenciando a
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farmacocinética dos compostos, os genes que codificam proteinas envolvidas no
mecanismo de agdo e/ou nas rotas metabdlicas em que o farmaco age (farmacodindmica); e
0s genes que codificam proteinas envolvidas no desenvolvimento direto da doenca ou
fendtipos intermediarios (Hutz e Fiegenbaum, 2008).

A variabilidade interindividual na resposta ao tratamento com inibidores de HMG
CoA redutase foi observada em acompanhamentos clinicos (Pazzucconi et al., 1995). A
farmacogenética dos inibidores de HMG CoA redutase, assim como de outros
medicamentos hipolipemiantes, esta focada em duas areas principais. eficacia (reducdo dos
niveis lipidicos e/ou prevencéo de eventos cardiacos) e predicdo de efeitos adversos (Hutz
e Fiegenbaum, 2008).

Diversos genes foram estudados na farmacogenética dos inibidores de HMG CoA
redutase, tais como o gene que codifica a apolipoproteina E (APOE) (Ballantine et al.,
2000; Pedro-Botet et al., 2001; Pena et al., 2002; Fiegenbaum et al., 2005a); o gene da
proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP) (Kuivenhoven et al., 1997; Carlquist
et al., 2003; Freeman et al., 2003; van Verrooij et al., 2003; Winkelmann et al., 2003;
Fiegenbaum et al., 2005a); o gene que codifica a 3-hidroxi-3-metilglutaril Coenzima A
redutase (HMGCR) (Chasman et al., 2004); genes de fatores de transcricdo denominados
“sterol regulatory element-binding factors” (SREBFs) e o gene da proteina SCAP
(cleavage-activing protein), responsavel pela ativacdo dos SREBFs, que estédo envolvidos
na sintese e recaptacdo de colesterol, triglicerideos e acidos graxos (Salek et al., 2002;
Fiegenbaum et al., 2005b); e genes das isoenzimas do citocromo P450, CY P3A4, CYP3A5
e CYP2D6 (Kajinami et al., 2004a, 2004b; Fiegenbaum et al., 2005c). Algumas variantes
nesses genes demonstram pequenos efeitos farmacogenéticos sobre as estatinas e,

atualmente, possuem pouca aplicabilidade na pratica clinica.
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Recentemente, estudos in vitro de Ho e Kim (2005) demonstraram que as estatinas
sd0 substratos dos transportadores de membrana, e que tais transportadores podem
influenciar a biodisponibilidade desses farmacos. Os transportadores de membrana podem
ter interacGes de inibicdo ou reducdo na captagdo de farmacos refletindo na eficacia desses.
Essas interagdes podem ser significantes se a eliminagdo ou distribuicdo do farmaco nos
tecidos alvo é mediada principal mente pelo transportador ou se as interages resultam em
uma concentragdo do medicamento no sitio de agdo ou em uma toxicidade fora da janela
terapéutica. Todavia, as interagdes com os transportadores podem resultar em mudancas do
substrato em um tecido em particular sem afetar a concentragdo no sangue ou no plasma
(Endres et al., 2006).

As proteinas transportadoras de farmacos podem ser separadas em duas grandes
classes: transportadores de efluxo e transportadores de captagdo. Os transportadores de
efluxo agem exportando farmacos e substéncias do interior das células para 0 meio
extracelular. A maioria dos transportadores de efluxo é membro da superfamilia da
“adenosine triphosphate binding cassete” (ABC). Fazem parte dessa classe de
transportadores, a glicoproteina-P (também conhecida como MDR1), a bomba de efluxo de
sais biliares (BSEP), a proteina relacionada a0 MDR (MRP) e a proteina de resisténcia do
cancer de mama (BCRP). Diferentemente dos transportadores de efluxo, os transportadores
de captacdo facilitam o transporte de farmacos para o interior das células. Nessa classe,
estdo inclusas as familias dos polipeptideos transportadores de anions organicos (OATP),
dos transportadores de anion orgéanicos (OAT), dos transportadores de cations organicos
(OCT), dos transportadores de cations/carnitina organicos (OCTN) e dos transportadores

peptidicos (PEPT) (Ho e Kim, 2005).
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1.4 Polipeptideos transportador es de anions or ganicos (OATPS)

Os OATPs sdo transportadores de captacdo codificados pelos genes da familia de
transportadores de soluto SL.CO (anteriormente denominada SLC21) (Hagenbuch e Meier,
2004). Atualmente, a familia OATP em humanos consiste em 11 membros (Hagenbuch e
Meier, 2003; Mikkaichi et al., 2004) incluindo 10 OATPs (OATP1A2, OATPI1B1,
OATP1B3, OATPICl1l, OATP2B1, OATP3A1, OATP4Al, OATPAC1l, OATP5A1,
OATP6A1) e o transportador da prostaglandina OATP2A1 (formalmente denominado
PGT).

Segundo Hagenbuch e Meier (2003), a andlise computacional de hidropatia mostra
gue os OATPs possuem uma organizagdo extremamente semelhante, com 12 dominios
transmembrana preditos e uma grande aca extracelular entre o 9° e o 10° dominios
transmembrana (5% al¢a) (Figura 1). Outras caracteristicas, como os sitios de N-glicosilacdo
nas 22 e 52 al ¢as extracel ulares e a “assinatura da superfamilia” OATP na extremidade entre
a32acaextracelular e 0 6° dominio transmembrana, também sdo conservadas.

Os OATPs sdo transportadores de captacdo sodio independentes capazes de
transportar uma grande gama de anions organicos anfipéticos, como sais biliares (Kullak-
Ublick et al., 1995; Meier et al., 1997), hormbnios da tiredide (Friesema et al., 1999),
horménios esterdides e seus conjugados (Bossuyt et al., 1996), cations organicos, como a
N-metilquinidina (van Montfoort et al., 1999), entre outros. Além de compostos
endogenos, OATPs sdo capazes de transportar varios xenobioticos, exercendo um papel
importante na absor¢do, disposicao e excregdo de farmacos (Konig et al., 2006).

Os OATPs sdo0 expressos em diversos tecidos (Tabela 2), e se encontram presentes
em Orgdos importantes como figado, rins, intestino, cérebro e placenta (Tamai et al., 2000).

Entretanto, os OATP1B1 e OATP1B3 sdo predominantemente, se ndo exclusivamente
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Edracsallular

Figura 1 — Modelo topolégico predito para 0 OATP1B1 em humanos com 12 dominios
transmembrana. Aminoacidos conservados em 77 de 97 OATPYOatps de mamiferos estdo
indicados em preto. Residuos de cisteina conservados estdo em cinza. Os 3 sitios de N-
glicosilacéo estdo indicados por “Y” na 22 e 52 dcas extracelulares (Hagenbuch e Gui,

2008).
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expressos no figado (Hsiang et al., 1999; Konig et al., 2000). Os OATP1B1 e OATP1B3
estdo envolvidos na captacdo de substancias enddgenas e xenobidticos pelos hepatdcitos,
sendo capazes de transportar diversos farmacos (Tabela 2), incluindo inibidores de HMG
CoA redutase (Hsiang et al., 1999; Nakai et al., 2001; Hirano et al., 2004), o antagonista
do receptor da endotelina BQ123 (Kullak-Ublick et al., 2001), e o antibidtico rifampicina

(Vavrickaet al., 2002; Tironaet al., 2003).

1.4.1 Polipeptideo transportador de anion organico 1B1 (OATP1B1)

O OATPI1B1, anteriormente denominado como LST-1, OATP-C e OATPZ2, é
codificado pelo gene SLCO1B1, que esté localizado no brago curto do cromossomo 12
(12p12). Esse transportador € altamente expresso ha membrana basolateral dos hepatécitos
(Abe et al., 1999; Hsiang et al., 1999; Tamai et al., 2000). O OATP1B1 esta envolvido na
captacdo de diferentes estatinas como: pravastatina (Hsiang et al., 1999), cerivastatina
(Shitara et al., 2003), pitavastatina (Hirano et al., 2004), rosuvastatina (Schneck et al.,
2004; Ho et al., 2006), atorvastatina (Kameyama et al., 2005), fluvastatina (Kopplow et
al., 2005) e sinvastatina &cida (Pasanen et al., 2006a).

Diversos polimorfismos de base Unica (SNP) n&o sinbnimos foram descritos para o
gene SLCO1B1 (Figura 2) (revisdes em Konig et al., 2006; Niemi, 2007; Seithel et al.,
2008; Zair et al., 2008).

Tirona et al. (2001) demonstraram in vitro que polimorfismos no gene SLCO1B1,
encontrados em uma populacdo de norte-americanos de ancestralidades européia e
africana, modificaram o transporte dos substratos [*H] estrona-3-sulfato e “estradiol 17
D-glucuronide” pelo OATP1B1. Trabahos posteriores investigaram a importancia dos

polimorfismos no gene SLCO1B1 no transporte de substratos diversos em diferentes
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Tabela 2 — OATPs humanos, distribuicdo e farmacos substratos (modificado de Niemi,

2007).
Transportador Gene Distribuicdo Farmacos substratos
Cérebro?. rim Fexofenadine, levofloxacina,
OATP1A2 SLCO1A2 L pitavastatina, rocurdnio, rosuvastatina,
figado, intestino T
saquiinavir, tiroxina
Atorvastatina, atrasentan,
benzilpenicilina, bosentan,
caspofungina, cerivastatina, enalapril
OATPIB1 SLCO1B1 Figado fluvastatinag, irinotecan (metabdlito SN-
38), metotrexato, olmesartan,
pitavastatina, pravastatina, repaglinide,
rifampicina, rosuvastatina, sinvastatina
&cida, temocapril, troglitazona, valsartan
Bosentan, digoxina, docetaxel, enal april,
fexofenadina, fluvastatina, metotrexato,
OATP1B3 SLCO1B3 Figado olmesartan, paclitaxel, pitavastatina,
rifampicina, rosuvastatina, telmisartan,
tiroxina, valsartan
OATPICI  sLcoici Coredro, Tiroxina
testiculo
OATP2A1 SLCO2A1 ubiquo Desconhecido
Figado”, Atorvastatina, benzilpanicilina,
placenta, fexofanadine, fluvastatina,
OATP2BL  SLCOZBL {1iofino?, glibenciamida, pravastatina,
coragdo, pele rosuvastatina
OATP3A1 SLCO3A1 ubiquo Benzilpenicilina, tiroxina, vasopressina
OATP4A1 SLCO4A1 ubiquo Benzilpenicilina, tiroxina
OATPACL  SLCO4CLl Rim Digoxina, tiroxina, metotrexato,
sitagliptina
OATP5A1 SLCO5A1 Desconhecido Desconhecido
OATP6A1 SLCO6A1 Testiculo Desconhecido

Y Tecidos com maior expresséo dos transportadores
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Figura 2 — Representacdo esquemética da estrutura secundaria do OATP1B1 em
humanos, apresentando as posi¢des das trocas de aminoacidos conhecidas (Niemi,

2007).
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populacdes (Michalski et al., 2002; Nozawa et al., 2002; lwai et al., 2004). Nozawa et al.
(2005) descreveram in vitro a influéncia do haplétipo 388G + 521C (denominado
SLCO1B1*15 dos SNPs 388A>G e 521T>C) no transporte do inibidor de topoisomerase 1
Irinotecan, de seu metabdlito ativo, e também do inibidor de HMG CoA redutase
pravastating, demonstrando que esses polimorfismos podem influenciar a variabilidade
interindividual desses medicamentos.

Os aelos variantes dos SNPs funcionais 388A>G (Asnl130Asp), 463C>A
(Prol155Thr) e 521T>C (Va174Ala) do gene SLCO1B1 possuem uma freqiéncia alta em
europeus (Tabela 3), sendo também encontrados em outras popul ages (Revisdo em Konig
et al., 2006; Niemi, 2007). Baseados nos resultados dos estudos in vitro, diversos trabalhos
foram realizados para determinar 0s possiveis efeitos dos polimorfismos do gene
SLCO1B1 nafarmacocinética das estatinas em humanos. O efeito de polimorfismos desse
gene na farmacocinética da pravastating, pitavastatina, rosuvastatinag, atorvastatina e da
sinvastatina foi demonstrado em diferentes populacdes (Nishizato et al., 2003; Mwinyi et
al., 2004; Niemi et al., 2004; Chung et al., 2005; Lee et al., 2005; Pasanen et al., 2006a;
Pasanen et al., 2007). Mwinyi et al. (2004) demonstraram em um grupo de voluntérios da
Alemanha, que os portadores do alelo 388G (denominado SLCO1B1*1b), apos ingerirem
uma dose Unica de pravastatina, apresentam uma menor concentracdo plasmatica desse
farmaco em comparagdo com os portadores do alelo selvagem 388A. Nesse trabaho, os
pesguisadores ainda demonstraram que os portadores do aldo 521C (denominado
SLCO1B1*5) apresentam uma concentragdo plasmatica aumentada em relagdo ao alelo
selvagem 521T, sugerindo um efeito inverso desses polimorfismos na farmacocinética da

pravastatina. Em outro trabalho, Chung et al. (2005) demonstraram em um grupo de
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Tabela 3 — Freqléncia das mudangcas de aminoacidos conhecidas dos OATP1B1 e

OATP1B3 (modificado de Niemi, 2007).

Gene  Mudancade Mudancade Freqiiéncia aldica’ (%)
nt. aa Europeus” Africanos® Chineses Japoneses
SLCO1B1  217T>C Phe73Leu 0-2 0 NCY NCY
245T>C Val82Ala 0-2 0 NCY NCY
388A>G Asn130Asp 30-46  72-81 62-84 63-87
452A>G Asn151Ser 0 0 0-4 1
463C>A Pro155Thr  13-23 2-6 0-1 0
467A>G Glu156Gly 0-2 0 NCY NCY
521T>C Va174Ala 8-20 1-2 9-16 10-16
578T>G Leul93Arg <0,3 NCY NCY NCY
1007C>G Pro336Arg [Noxd NCY 1 NC
1058T>C 11e353Thr 0-2 0 NCY NCY
1294A>G  Asnd32Asp 0-1 0 NCY NCY
1385A>G  Asp462Gly 0-1 0 NCY NCY
1454G>T  Cys485Phe NCY NCY 1 NCY
1463G>C  Gly488Ala 0 9 NCY NCY
1929A>C  Leu643Phe 4 13 NCY NCY
1964A>G  Asp655Gly 0-2 0 NCY NCY
2000A>G  Glue67Gly 0-2 34 NCY NCY
SLCO1B3  334T>G Serl12Ala  78-89  35-41 68-83 6468
699G>A Met233lle  71-90  34-42 68-84 70-71
1564G>T  Gly522Cys 0-2 0 0 NCY
1679T>C  Va560Ala 0 2-4 0 0

UFreqiiéncia do alelo variante apresentada como intervalo das fregiiéncias encontradas na

literatura; ZEuropeus e norte americanos de ancestralidade européia; “Africanos sub-

saharianos e norte americanos de ancestralidade africana; ¥ Freguéncia ndo conhecida; nt.,

nucleotideo e aa., aminoacido.

29



voluntérios sul-coreanos que ingeriram diferentes doses de pitavastatina, que os portadores
do haplétipo 388G + 521C (denominado SLCO1B1*15) apresentam uma maior
concentragdo plasmética do medicamento em comparagdo com os individuos com o
haplotipo selvagem (SLCO1B1*1A), indicando uma menor captagdo do farmaco nesses
individuos. Pasanen et al. (2006b) caracterizaram a freqiéncia dos SNPs do gene
SLCO1B1 na populacdo da Finlandia e, hum estudo posterior, em um grupo de 32
voluntérios que ingeriram uma dose Unica de 40mg de sinvastating, demonstraram que o
polimorfismo 521T>C afeta a farmacocinética da forma ativa desse medicamento (Pasanen
et al.,, 20064). Os participantes homozigotos para o0 gendtipo 521C (denominado
SLCO1B1*5) obtiveram um aumento plasméatico significativo da forma ativa da
sinvastatina (forma &acida) em comparagcdo com 0s outros genétipos indicando uma
diminuicdo na captagéo desse farmaco.

Até o momento, poucos estudos investigaram a influéncia dos polimorfismos do
gene SLCOI1B1 na resposta ao tratamento com os inibidores da HMG CoA redutase e na
ocorréncia de efeitos adversos desses farmacos. Tachibana-limori et al. (2004), em um
estudo retrospectivo no sul do Japdo, estudaram a influéncia do SNP 521T>C na eficéacia
de estatinas em um grupo de 66 pacientes que utilizaram pravastatina, atorvastatina ou
sinvastatina. Nesse estudo, os heterozigotos 521TC apresentaram uma reducdo media
percentual menor nos niveis de colesterol total do que os homozigotos para 0 gendétipo
521T. Em outro estudo, Hedman et al. (2006) constataram que um grupo de criangas
heterozigotas para 0 SNP 521T>C que realizaram transplantes de coragdo e foram tratadas
com pravastatina apresentaram um menor reducdo média percentua nos niveis de
colesterol total e LDL-C, e um menor aumento nos niveis de HDL-C que os homozigotos

para 0 genotipo 521T. Em um trabaho recente, Zhang et al. (2007) demonstraram uma
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diferenca na reducdo do colesterol total de pacientes chineses que utilizaram pravastatina.
Os pacientes heterozigotos 521TC obtiveram uma redugdo menor nos niveis de colesterol
total em comparagdo com os homozigotos 521TT. Apesar de ndo encontrarem
homozigotos 521CC, os autores sugerem uma reducdo na eficiéncia do farmaco nos
individuos que possuem o aelo C em relagdo aos homozigotos 521TT nessa populagéo.
Niemi et al. (2005), através de marcadores plasmaticos da sintese de colesterol,
demonstraram uma pequena diminui¢do na biosintese de colesterol em heterozigotos que
possuem o haplotipo -11187G + 388A + 521C (denominado SLCO1B1*17) que foram
tratados com pravastatina. Esse estudo sugere que os portadores do haplétipo
SLCO1B1*17 possuem uma menor captacdo da pravastatina interferindo na diminuicdo da
sintese endogena de colesterol, que € o principal efeito desse f&rmaco. Contrastando com
os trabalhos descritos, Igel et al. (2006) ndo encontraram influéncia de variantes do gene
SLCO1B1 na eficacia do tratamento de trés semanas com pravastatina em um grupo de 16
voluntérios saudaveis.

Um trabalho recente com 724 idosos hipercolesterolémicos tratados com 80mg/dia
de fluvastatina demonstrou a influéncia do SNP 463C>A na eficacia desse farmaco.
Portadores do adelo 463A e do hapldtipo 388G + 463A (denominado SLCO1B1*14)
apresentam uma maior reducdo nos niveis médios do LDL-C (Couvert et al., 2008). Em
outro trabalho recente, foi realizado um estudo de associagdo gendmica total (GWA)
analisando aproximadamente 300.000 polimorfismos em 85 pacientes que utilizaram 80mg
de sinvastatina diariamente e desenvolveram miopatia. Esse estudo encontrou uma forte
associacdo dos pacientes portadores do aelo 521C com a ocorréncia da miopatia,

correlacionando esse alelo, que é associado com a maior concentragcdo plasmatica de
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estatinas, com a ocorréncia de efeitos adversos em pacientes utilizando altas doses de

sinvastatina (SEARCH Collaborative Group, 2008).

1.4.2 Polipeptideo transportador de anion organico 1B3 (OATP1B3)

O OATPI1B3, iniciamente denominado como OATP-8, € codificado pelo gene
SLCO1B3 que esta localizado no brago curto do cromossomo 12 (12p12). Igualmente ao
OATP1B1, o OATP1B3 é expresso nos hepatdcitos (Konig et al., 2000), entretanto esse
transportador possui sua expressdo concentrada na regido perivenosa do figado (Ho et al.,
2006). O OATP1B3, em sua seqiéncia de aminoécidos, possui 80% de identidade com
OATPI1B1 e possui grande sobreposicéo com os substratos desse transportador (Tabela 2)
(Konig et al., 2006), entretanto € o tnico OATP existente no figado capaz de transportar os
farmacos digoxina, docetaxel e paclitaxel (Kullak-ublick et al., 2001; Smith et al., 2005).
As estatinas pitavastatina (Hirano et al., 2004), fluvastatina (Kopplow et al., 2005) e
rosuvastatina (Kitamura et al., 2008) ja foram descritas como substrato do OATP1B3.

Diferentemente do OATP1B1, o OATP1B3 foi objeto de poucos estudos na &rea da
farmacogenética. Os primeiros SNPs do gene SLCO1B3 foram descritos por lida et al.
(2001) na populagdo japonesa. Letshert et al. (2004) demonstraram em um estudo in vitro
gue os polimorfismos ndo sindnimos 334T>G (Serl12Ala), 699G>A (Met233lle) ndo
alteram o transporte de diferentes substratos do OATP1B3, e o polimorfismo 1564G>T
(Gly522Cys) (Figura 3) pode influenciar o transporte desse OATP. Os aelos variantes dos
polimorfismos 334T>G (Serl112Ala), 699G>A (Met233lle) possuem uma fregiiéncia alta
em europeus, e 1564G>T é raro nessa populagdo (Tabela 3).

Em um trabalho na populagéo japonesa, Tsujimoto et al. (2006) descreveram a

freqiiéncia dos SNPs 334T>G, 699G>A e constataram um desequilibrio de ligagdo entre
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Extracellular

Figura 3 — Representacdo esquemética da estrutura secundaria predita do OATP1B3 em
humanos, apresentando as posi¢fes das trocas de aminoécidos conhecidas (Zair et a.,

2008).
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esses polimorfismos. Recentemente, dois trabalhos demonstraram a influéncia da interagéo
entre farmacos afetando o transporte das estatinas pravastatina e pitavastatina pelo
OATP1B3 (Hirano et al., 2006; Seithel et al., 2007). Smith et al. (2007), estudaram a
interacdo dos trés SNPs ndo sinbnimos em 90 pacientes europeus com cancer, tratados com
o farmaco paclitaxel. Esse estudo ndo demonstrou a influéncia desses polimorfismos na
farmacocinética desse farmaco. Em um trabalho recente, Miura et al. (2008) demonstraram
que pacientes transplantados homozigotos para o haplétipo 334G + 699A possuem uma
excrecdo maior para a bile da forma ativa do imunossupressor micofenolato de mofetila,
influenciando a biodisponibilidade desse farmaco.

Até 0 momento, ndo existem trabalhos avaliando a influencia dos SNPs funcionais
do gene SLCOI1B3 na farmacocinética em pacientes em tratamento com inibidores de

HMG CoA redutase.



CAPITULO 2

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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A variagdo interindividual na resposta ao tratamento com inibidores de HMG CoA
redutase possui grande importancia para o tratamento das dislipidemias e a prevencdo das
doengas cardiovasculares na populacdo mundial. Estudos em diversos genes que podem
influenciar a farmacocinética e a farmacodindmica dessa classe de medicamentos
realizados até o momento apresentam diferencas em seus resultados dependendo do tipo de
estatina utilizada e da populagdo estudada. Muitas vezes, variantes de genes que
influenciam a farmacocinética de uma estatina ndo parecem influenciar a resposta ao
tratamento ou o aparecimento de efeitos adversos desse medicamento. Por esses motivos
0s estudos sobre a variag8o genética no uso dessa classe de farmacos ainda ndo apresentam
resultados conclusivos, dificultando os avangos para a prescricdo e uso desses
medi camentos baseados na farmacogenética.

Polimorfismos funcionais nos genes SLCO1B1 e SLCO1B3 que codificam os
OATPs 1B1 e 1B3 respectivamente, parecem estar envolvidos tanto na resposta quanto no
aparecimento de efeitos adversos de féarmacos. Variantes no gene SLCO1B1 estéo
relacionadas na farmacocinética de diferentes estatinas, mas o papel dessas variantes na
resposta a esses farmacos ainda ndo esta elucidado. Os polimorfismos funcionais do gene
SLCO1B3 que, atualmente, sdo investigados principamente na influencia a resposta de
quimioterapicos, ainda ndo foram estudados no tratamento com farmacos hipolipemiantes.

Pel os motivos descritos, o presente trabalho tem por objetivos:

1 - Determinar se 0s SNPs 388A>G, 463C>A e 521T>C do gene SLCO1B1, os
SNPs 334T>G e 699G>A do gene SLCO1B3 e os hapl 6tipos derivados dos mesmos estdo
envolvidos na eficécia do tratamento com o medicamento hipolipemiante sinvastatina em
uma amostra de individuos de ancestralidade européia da regido metropolitana de Porto

Alegre.
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2 - Veificar se essas variantes nos genes SLCO1B1 e SLCO1B3 estdo associadas

com a ocorréncia de efeitos adversos da sinvastina
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CAPITULO 3
SLCO1B1 AND SLCO1B3 GENE POLYMORPHISMS AND LIPID-LOWERING

RESPONSE TO SINVASTATIN TREATMENT
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Abstract

Functional SNPs of SLCO1B1 (388A>G, 463C>A and 521T>C) and SLCO1B3 (334T>G
and 699G>A) genes were evaluated in simvastatin treatment efficacy and safety. A total of
137 hypercholesterolemic patients who completed a 6 month 20 mg/day simvastatin
treatment were assessed for treatment response and 24 patients who presented adverse drug
reactions were evaluated for safety. Carriers of the 388G allele showed 5.9% and 8.5%
higher decrease in total cholesterol and LDL cholesterol respectively when compared with
homozygous 388A allele subjects (P = 0.011 and P = 0.013, respectively). At the haplotype
level, SLCO1B1* 1b and SLCO1B1* 14 showed a 12% and 11.8% higher reduction in LDL
cholesterol (P = 0.016 and 0.019, respectively). The other SLCO1B1 and SLCO1B3 genes
SNPs evaluated did not show association with simvastatin response. No associations with
adverse reactions were observed. These findings demonstrated the importance of 388A>G

variant in simvastatin treatment response.
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Introduction

Cardiovascular disease is the most common cause of death in the world, with evidence of
high low-density lipoprotein (LDL-C) and low high-density lipoprotein (HDL-C) levels as
important independent risk factors (1). Cholesterol-lowering therapy is the central
approach in the primary and secondary prevention of cardiovascular disease. The HMG-
CoA reductase inhibitors (statins) are the most prescribed drugs for the treatment of
dyslipidemia and prevention of cardiovascular disease. Statins decrease cholesterol
synthesis by competitively inhibiting HMG-CoA reductase, the enzyme responsible for
catalyzing the conversion of HMG-CoA to mevalonate, a precursor of cholesterol (2).
Inhibition of the HMG-CoA reductase in the liver increases the expression of low-density
lipoprotein (LDL) receptors in the hepatocyte plasma membrane, enhancing the removal of
LDL particles from blood and reducing plasma total and LDL cholesterol concentrations
(3). In addition to its role as the target organ, the liver plays an essential role in drug
clearance from the circulation and elimination through metabolic processes catalyzed by
several cytochrome P450 isozymes (4). There is considerable variation in interindividual
response to statin therapy, but the origins of this variation are still poorly understood.
Hepatic uptake of statins has been demonstrated to be mediated in an active energy-
dependent manner by organic anion-transporting polypeptides (OATPs) (5-11). The
OATPs are sodium independent transporters encoded by genes of the solute carriers family
SLCO. These transporters are present in the basolateral membrane of hepatocytes and are
the maor determinants of the uptake of severa statins from portal circulation into
hepatocytes (12). OATP1B1 and OATP1B3 are encoded by SLCO1B1 and SLCO1B3

genes respectively. These genes are highly expressed in the liver and may be considered
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potential determinants of the interindividual variability in statin response because they play
an important role in pharmacokinetics of statins (13).

Severa single nucleotide polymorphisms (SNPs) and other sequence variations have been
described in SLCO1B1 (14, 15), some of them associated with altered transport in vivo and
in vitro. Among the SNPs identified the 388A>G (Asn130Asp), 463C>A (Prol155Thr) and
521T>C (Val74Ala) and their derived haplotypes were the focus of several investigations
of statin transport, efficacy and tolerance.

In vitro studies did not show differences in statins transport activity between the 388G
variant and the wild-type transporter, however two pharmacokinetics studies suggested that
this variant is associated with an increased activity of OATP1B1 in vivo (16, 17). The
521T>C SNP was associated with markedly reduced statin transport in vitro (5, 10, 14, 18,
19), while in vivo studies showed an increased statin plasma concentration (11, 15, 20-24).
The heterozygous genotype (521TC) was associated with reduced cholesterol-lowering
efficacy in patients using severa different statins (25, 26) in some but not all studies (27).
In a recent genomewide association study, the 521C variant was associated with an
increased risk of statin-induced myopathy (28). Recently, a higher reduction in LDL-C
levels was found in 463A homozygous individuals as compared with other genotypes at
the 463C>A site (29).

At the SLCO1B3 locus the 699G>A (Met233lle) and 334T>G (Serl12Ala) variants were
not associated with altered transport activity in vitro for different substrates (30). But, the
association of these common variants with statin response has not been evaluated so far.
Based on these evidences the present study aimed to evaluate the effect of these functional
SNPs in simvastatin treatment efficacy and safety in a Brazilian population of European

ancestry.
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Results

Characteristics of the studied population

Demographic and key clinical characteristics of the patients included in the study are
shown in Table 1. The subjects were aged between 25 and 87 years (60.9 + 11.7 years),
and 30% were males. Patients were maintained on other medications throughout the study
with no change, including calcium channel blockers (15%), beta-blockers (34%), diuretics
(28%), and other antihypertensive therapy (27%). Treatment with 20 mg per day of
simvastatin significantly reduced the plasma levels of total cholesterol (-28.6%, P < 0.001)
and LDL-C (-38.7%, P < 0.001). Triglyceride levels were modestly reduced (-15.5%, P <
0.001), whereas the increase in HDL cholesterol did not reach statistical significance (-

0.7%, P =0.95).

Adverse drug reactions (ADRs) were observed in 24 out of 161 subjects (15%) after 2
months of treatment. The following ADRs were observed: myalgia (n = 8), myalgia plus
abdomina pain (n = 1), myalgia with increased creatine phosphokinase (CPK) levels
higher than the upper limit of the normal range (n = 5), CPK levels higher than the upper
limit of the normal range (n = 5), abdominal pain (n = 1), and alergic reaction (n = 4). No
significant myopathy or rhabdomyolysis was observed in this small, short-term study.
There were no significant differences in lipid and lipoprotein baseline levels between the

ADR group and non-ADR group (Table 2).

Association between SL CO1B1 gene polymor phisms and Simvastatin therapy
The genotype distributions for each polymorphism did not show statistically significant
differences compared with those expected for Hardy-Weinberg equilibrium. No

associations with baseline mean plasma lipid parameters were observed. The mean percent
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reductions in lipid and lipoprotein levels after simvastatin treatment, according to
SLCO1B1 genotypes are shown in Table 3. After adjustment for covariates, carriers of the
SLCO1B1 388G dlele had a greater reduction of total cholesterol with simvastatin
treatment, when compared with 388A homozygotes (-28.7% versus -22.8%; P = 0.013),
similar results were observed for LDL cholesterol, 388G carriers had a greater reduction
when compared with 388A homozygous subjects (-38.2% versus -29.7%; P = 0.011). No
significant differences were observed for 463C>A and 521T>C SNPs on lipid and
lipoproteins levels. No significant associations were observed between SLCO1B3 dlele

variants and the efficacy of simvastatin (data not shown).

Haplotypes derived from the SNPs investigated at the SLCO1B1 and SLCO1B3 genes are
shown in Table 4. Five different SLCO1B1 haplotypes were observed: *1a, *1b, *5, *14
and *15. The 463A alele showed complete linkage disequilibrium with 388G and 521T
(D’ =1.000 and P < 0.001). The 388G allele was in linkage disequilibrium with the 521T
alele (D’ = 0.706 P < 0.001). The polymorphisms at the SLCO1B3 gene were in complete
linkage disequilibrium forming 334T/699G and 334G/699A haplotypes.

As at the single locus level, differences in lipid and lipoprotein levels were also observed
between SLCOB1 haplotypes *1a (wild type), *1b, *14 and *15. This comparison showed
significant differencesin lipid-lowering efficacy for LDL cholesterol (Table 5). Carriers of
haplotypes *1b and *14 showed a greater reduction in LDL cholesterol levels when
compared with carriers of the * 1a haplotype (-40.8% versus -28.8%; P = 0.016 and -40.6%
versus -28.8%; P = 0.019, respectively). Haplotype *5 was not included in analysis
because of its low frequency in the studied sample (5 patients). Lipid and lipoprotein levels

did not differ between SLCO1B3 334T/699G and 334G/699A haplotypes (Table 6).



No significant differences were observed for SLCO1B1 and SLCO1B3 polymorphisms

between subjects presenting ADRs and without ADRs (Table 7).

DISCUSSION

In this prospective study, we examined the possible influence of common polymorphisms
in SLCO1B1 and SLCO1B3 genes and the efficacy and safety of simvastatin 20 mg/day
treatment. Our major findings were the association of 388A>G at SLCO1B1 gene variant
and haplotypes with simvastatin treatment efficacy. The observed alele and haplotype
frequencies of the polymorphisms tested were in the same range as those reported in other
populations from the same ethnic group (13, 31).

In this study we have observed that the 388G allele is significantly and independently
associated with superior response to statin therapy in Brazilian hypercholesterolemic
subjects. In this population, 388G carriers showed about 6% and 8.5% greater reduction in
total cholesterol and LDL cholesterol respectively when compared with the homozygous
388A patients. These findings are in accordance with investigations that showed an
association of this polymorphism with an enhanced hepatocellular uptake of statins by the
liver (16, 17).

Severa studies reported that the 521T>C polymorphism affects the uptake of statins (15,
20, 21, 23). In one such work it has been shown that the carriers of the 521C allele have a
reduction in simvastatin acid form uptake (11). Japanese patients carriers of this allele have
a reduced efficacy to treatment with statins, including simvastatin (25). Despite such
evidences, in our study, carriers of the 521C alele did not have an influence on response to

treatment with simvastatin. The 463C>A SNP, which recently was associated with
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response to fluvastatin treatment in elderly hypercholesterolemic (29), did not show
differences between genotypes of patients treated with simvastatin in the present study.
The SLCO1B1*1b and SLCO1B*14 haplotypes showed an enhanced response to
simvastatin treatment and the SLCO1B1*15 haplotype failed to reach threshold of
significance (Table 5). Carriers of SLCO1B1*1b haplotype presented a 12% higher
reduction in LDL cholesterol when compared with the wild haplotype SLCO1B1*1a
carriers (-40.8% versus -28.8%) and the SLCO1B1*14 carriers demonstrated an 11.8%
higher reduction in LDL when compared to the wild haplotype carriers (40.6% versus -
28.8%). The only difference between SLCO1B1* 1b (388G-463C-521T) and SLCO1B* 14
(388G-463A-521T) haplotypes is in the 463C>A SNP. Such evidence supports the
importance of 388G variant effect in lipid-lowering response of simvastatin.

SLCO1B1*15 (388G-463C-521C) was associated with a reduction in rosuvastatin and
pravastatin uptake (10, 20), however in our study this haplotype did not show a significant
difference in lipid and lipoprotein level reduction when compared with other haplotypes
found in our population. This haplotype has a 521C dlele, which is described in
pharmacokinetics studies as having an inverse effect in relation to 388G alele in statin
uptake (16, 17) and perhaps might interfere with the 388G improvement in simvastatin
response.

So far, the polymorphisms of OATP1B1 appear to influence statin response in different
ways. The 463C>A SNP and SLCO1B1*14 haplotype are associated with enhanced
efficacy to fluvastatin treatment (29), 521T>C is associated with an attenuated lipid-
lowering efficacy of pravastatin (25, 26), and this study suggests a higher influence of
388G allele, SLCO1B1*1b and SLCO1B1* 14 in improved simvastatin treatment response.

These results taken together suggest that OATP1B1 polymorphisms investigations
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developed with a specific statin may not be extrapolated to al kinds of statins. Only further
studies of OATP1B1 variants with each statin may help elucidate the role of these uptake
carriersin HMG-CoA reductase inhibitors efficacy.

SLCOI1B3 334T>G and 699G>A SNPs were in complete linkage disequilibrium and their
haplotypes showed no lipids and lipoproteins levels differences in patients treated with
simvastatin. These polymorphisms were not associated with response to simvastatin.
OATPI1B3 is expressed more perivenously compared with OATP1B1, which is expressed
diffusely in the liver lobulus (10), and athough there is an overlapping of substrate
specificity with OATP1B1, variants of OATP1B3 may have a minor role in the uptake of
statins.

No differences in alele and genotype frequencies of SLCO1B1 and SLCO1B3 gene
polymorphisms were observed between patients that showed ADRSs and the group that did
not show ADRs. The polymorphisms studied were not associated with simvastatin
treatment safety in the studied sample. ADRs of statins are dose related (32) and although
the 521C alele was recently associated with myopathy in subjects taking high doses of
simvastatin (40 and 80 mg/d) (28), the incidence of myopathy is about 1 per 10.000 among
patients taking 20 to 40 mg of simvastatin daily (33). No patients with myopathy were
observed herein. The 521C allele was not associated with the ADRs observed in this study.
To our knowledge this is the first report that described the association between SNP
388A>G and statin treatment response. This data will help in understanding of OATPs

variants influence of statins treatment.

METHODS

Study population
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One hundred sixty one hypercholesterolemic patients of European descent were
prospectively investigated. All patients were screened by physical examination, medical
history, and clinical laboratory evaluation and were invited to participate in this study. The
sample and the study design were described previously (34). Briefly, subjects were treated
with 20 mg/d simvastatin (Zocor; Merck Sharp & Dohme, S&o Paulo, Brazil) for 6 months
and continued taking other medications throughout the study with no change. Plasma lipid
and lipoprotein levels were measured at baseline and after two and six months of
treatment. The Ethics Committee of the Federal University of Rio Grande do Sul approved
the study protocol. All participants of the study gave written informed consent. One
hundred and thirty-seven patients completed the 6-month follow-up and were used for
association analysis with efficacy of treatment. Twenty-four subjects presented adverse
drug reactions (ADR group) and left the study throughout the follow-up.

The adverse effects were assessed during clinical follow-up. Decisions on inclusion and
exclusion were made without awareness of the genotypes. The adverse effects and the

criteria used to assess them were fully described by Fiegenbaum et al. (34)

Biochemical analysis

Blood samples were collected from subjects after 12 hours fasting. Total cholesterol, HDL
cholesteral, triglycerides and glucose levels were determined by conventional enzymatic
methods. LDL cholesterol was calculated according to Friedewald et al. (35) Other
biochemical parameters, such as liver function test and creatine phosphokinase (CPK) test

results were obtained before and throughout the treatment.

Genotype analysis

48



Genomic DNA was isolated from peripheral blood by standard procedures (36). SNPs
388A>G (rs2306283), 463C>A (rs11045819) and 521T>C (rs4149056) of SLCO1B1 gene
and 334T>G (rs4149117) and 699G>A (rs7311358) of SLCO1B3 gene were determined
by alelic discrimination with Tagman 5’-nuclease assays. Genotyping for SLCO1B1
388A>G (assay ID: C__ 1901697 20), 521T>C (assay ID: C__30633906_10), and
SCLO1B3 334T>G (assay |ID: C__ 25639181 40) and 699G>A (assay |D:
C__25765587_40) SNPs were performed with validated TagMan genotyping assays (Real
Time PCR, Applied Biosystems, California, USA). The 463C>A polymorphism was
genotyped with a custom genotyping assay by design (Applied Biosystems, California,

USA) according to the manufacturer’s recommended protocol.

Statistical analysis

Allele frequencies were estimated by gene counting. Deviation from Hardy-Weinberg
equilibrium and alelic distributions between groups were assessed by chi-sguare tests or,
when appropriate, by Fisher exact test. Haplotype frequencies and linkage disequilibrium
were estimated with the Multiple Locus Haplotype Analysis program (version 3.0). (37)
Continuous variables were expressed as mean + standard deviation. Triglyceride levels
were log-transformed before analysis because of its skewed distribution, but non-
transformed values are presented in results. To determine the association of the genotypes
with response to simvastatin treatment, mean changes in plasma lipid levels among
genotypes were compared by a General Linear Model using the type |11 sums of squares.
This sum of squares applies to unbalanced study designs and quantifies the effect of an
independent variable after adjustment for all other variables included in the model. Age,

gender, smoking status, hypertension, prior cardiovascular disease, diabetes and baseline
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lipid levels were included in each model as covariates. Pairwise comparisons among
haplotypes were performed by least significant difference with no adjustments. Statistical

analysis was performed using the SPSS15.0 statistical package for Windows”.
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Table 1 Main characteristics of patients

Characteristics Non-ADR group ADR group

N° 137 24
Age(y) 609+11.72 61.8+9.13
Sex (% male) 30.2 16.7
Smoking

Never (%) 79.1 79.2

Past (%) 7.9 0

Current (%) 12.2 20.8
Family history of CHD (%) 18.0 375
Hypertension (%) 61.2 79.2
Diabetes (%) 17.3 125
Postmenopausal (%) 83.4 95.0
Hormone thrapy use (%) 16.3 25.0
Glucose (mmol/L) 5.33+0.89 5.34+0.70

Concomitant therapies

ACE inhibitor (%) 27.3 39.2
[-Blocker (%) 34.5 33.3
Calcium channel blocker (%) 151 16.7
Diuretics (%) 28.8 41.7

Valuesfor age and glucose levels are espressed as mean + SD.
ADR, adverse drug reaction; CHD, coronary heart disease; ACE, angiostensin-

converting enzyme.



Table 2 Baseline and lipid and lipoprotein levels for patients after 6-month posttreatment
and baseline and lipid levels for patients with development of ADRs

Non-ADR group (n=137)

Baseline Treatment ADR group (n = 24)
Total cholesterol (mmol/L) 6.76+1.08 4.83+0.91 6.62 +1.22
HDL cholesterol (mmol/L) 1.29+0.32 1.28+0.29 1.36 £ 0.26
LDL cholesterol (mmol/L) 4.65+095 2.85%0.75 4.35+ 1.06
Triglycerides (mmol/L) 180+1.01 152+0.72 1.99 + 0.66

Values are expressed as mean + SD.

HDL, high-density lipoprotein; LDL, Low-density lipoprotein
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Table 3 Mean change (percent) in lipid and lipoprotein levels after simvastatin treatment

according to SLCO1B1 polymorphisms

388A>G
Total cholesterol
LDL cholesterol
HDL cholesterol
Triglycerides
463C>A
Total cholesterol
LDL cholesterol
HDL cholesterol
Triglycerides
521T>C
Total cholesterol
LDL cholesterol
HDL cholesterol

Triglycerides

11
AA (n=38)
-228+17.8
-29.7+ 235
3.2+ 237
-49+58
CC (n = 101)
262+ 12
345+ 17
27+21
-7.8+33
TT (n=90)
265+ 13
-35.8+ 18
52+22

-32+35

Values are expressed as mean + SD.

Genotypes
12
AG (n=67)
-29.2+ 10.7
-39.0+ 145
351271
-58+41
CA (n= 34)
-28.6+ 22
-38.8+ 3.0
51+3.6
-23x57
TC(n=41)
-28.0+ 20
-36.4+ 2.7
01+33

-112+52

22
GG (n=32)
-27.1+139
-36.0+ 21.0
3.0+2638
-83+6.1
AA (n=2)
-355+9.1
47.7+12.3
2.9+ 15.2
-8.6+238
CC (n=6)
-26.1+54
-31.7+73
-1.9+89

-14.8+13.9

P value

11 x (12 + 22)*

0.013
0.011
0.879

0.664

0.272
0.153
0.580

0.694

0.619
0.987
0.177

0.217

*G carriers versus AA for 388A>G SNP, A carriers versus CC for 463C>A SNP, and

C carriersversus TT for 521T>C SNP



Table 4 Frequency of SNP haplotypes from SLCO1B1 and SLCO1B3 genes found in the
study population
Gene SNP Haplotype  Frequency

SLCO1B1 388A>G 463C>A 521T>C

A C T SLCO1B1*1a  0.5072
G C T SLCO1B1*1b  0.1737
A C C SLCO1B1*5 0.0295
G A T SLCO1B1*14  0.1318
G C C SLCO1B1*15  0.1575

SLCO1B3 334T>G 699G>A

T G 0.1625

G A 0.8374
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Table 5 Mean change (percent) in lipid and lipoprotein levels after simvastatin treatment according to SLCO1B1 haplotypes

Haplotypes P value
1 2 3 4 ANOVA 1x2 1x3 1x4 2x3 2x4 3x4

*la(n=34)2 *1b(n=27)2 *14(n=23)2 *15(n=28)2

Total cholesterol -22.1+13 -296+25 -293+27 -299+24 0.073
LDL cholesterol -28.8+84  -40.8+34 -406+37 -374+33 0.049 0.016 0.019 0.065 0.966 0.496 0.535
HDL cholesterol 3.1+38 5.0+43 7.8+4.4 -0.3+4.0 0.577
Triglycerides -4.2+6.4 -45+7.1 2773 -15.3+ 6.6 0.516

Values are expressed as mean + SD.
a haplotype * 1a = *1a/* 1a carriers; haplotype *1b = *1a/* 1b and * 1b/* 1b carriers; haplotype *14 = *1a/* 14 and *14/* 14 carriers, and

haplotype * 15 = *1a/* 15 and 15*/* 15 carriers.
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Table 6 Mean change (percent) in lipid and lipoprotein levels before and after simvastatin treatment according to SLCO1B3 haplotypes
Haplotypes P value

334T>G + 699G>A T+G/ T+G (n=5) T+G/G+A (n=30) G+A/G+A (n=102)

Total cholesterol -27.2+5.8 -26.1+ 2.3 -27.2+1.2 0.932
LDL cholesterol -443+7.9 -34.1+ 3.2 -35.8+ 1.7 0.487
HDL cholesterol -7.8+10.7 48+ 3.9 33+21 0.544
Triglycerides 145+ 16.6 -153+6.1 -43+3.2 0.101

Values are expressed as mean + SD.
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Table 7 Genotype and allele frequencies of SNPsin non-ADR group an ADR-group

SNP

SLCO1B1 388A>G
Non-ADR group
ADR-group

P value

SLCO1B1 463C>A
Non-ADR group
ADR-group

P value

SLCO1B1521T>C
Non-ADR group
ADR-group

P value

€9

AA
10 (26.3%)

9 (37.5%)

cC
26 (68.4%)

19 (79.2%)

TT
28 (73.7%)

16 (66.7%)

Genotypes
AG
22 (57.9%)
10 (41.7%)
0.458
CA
12 (31.6%)
5 (20.8%)
0.266
TC
9 (23.7%)
8 (33.3%)

0.540

GG
6 (15.8%)

5 (20.8%)

AA
0 (0%)

0 (0%)

cC
1 (2.6%)

0 (0%)

55.3%

58.4%

84.2%

89.6%

85.5%

83.4%

Alleles

0.814

0.722

0.928

44.7%

41.6%

15.8%

10.4%

14.5%

16.6%



SLCO1B3 334T>G/699G>A T+G/T+G T+G/IG+A G+A/G+A T+G G+A

Non-ADR group 2 (5.3%) 10 (26.3%) 26 (68.4%) 18.4% 81.6%
ADR-group 3 (12.5%) 5 (20.8%) 16 (66.7%) 22.9% 77.1%
P value 0.564 0.539



CAPITULO 4

DISCUSSAO
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A discusséo especifica dos resultados encontrados no presente trabalho encontra-se
no artigo apresentado no capitulo 3 dessa dissertacdo. No presente capitulo, serdo
discutidos de modo mais geral as peculiaridades dos estudos farmacogenéticos dos OATPs,
visando uma melhor compreensdo do papel desses transportadores nos estudos
farmacogenéticos dos inibidores daHMG CoA redutase.

O nosso trabalho demonstrou que variantes do gene SLCO1B1 podem influenciar
na eficacia ao tratamento com o inibidor do HMG CoA redutase sinvastatina. Atualmente,
encontramos na literatura diversos trabalhos com resultados conflitantes em relacéo as
variantes funcionais do OATP1B1. Muitas vezes, variantes desse transportador apresentam
um efeito acentuado em estudos farmacocinéticos, mas 0s mesmos resultados ndo sdo
replicados em estudos que avaliam a resposta ao farmaco.

Em nosso trabalho encontramos uma forte associagdo entre o polimorfismo
funcional 388A>G do gene SLCO1BL1 e a eficacia da sinvastatina. Os portadores do alelo
388G apresentam reducdo maior nos niveis de colesterol total e LDL colesterol
comparados aos portadores do aelo selvagem apls o tratamento. Trabalhos de
farmacocinética demonstraram que o aelo 388G propicia uma captacdo mais efetiva da
pravastina pelo OATP1B1 (Mwinyi et al., 2004, Maeda et al., 2006); entretanto, esse
efeito ainda ndo tinha sido observado na resposta ao tratamento com sinvastatina.

Diferentes trabalhos demonstraram que o polimorfismo funcional 521T>C do gene
SLCOI1BL1 dtera a farmacocinética da pravastatina (Nishizato et al., 2003; Mwinyi et al.,
2004; Niemi et al., 2004). Segundo esses trabalhos, os portadores do alelo 521C
apresentam uma concentragcdo plasmética aumentada do farmaco, indicando uma menor
captagdo desse pelo OATP1B1, aumentando a biodisponibilidade do farmaco e

possibilitando o0 aparecimento de efeitos adversos. Entretanto, a investigacdo desse
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polimorfismo na resposta ao tratamento com pravastatina apresenta resultados conflitantes
sobre a reducdo na eficécia desse farmaco (Niemi et al., 2005; Igel et al., 2006; Zhang et
al., 2007). Na mesma direcBo que os estudos farmacocinéticos reaizados com a
pravastating, a influéncia do SNP 521T>C na farmacocinética da sinvastatina foi
demonstrada por Pasanen et al. (2006a); entretanto em nosso trabalho ndo foi encontrada
uma associacdo entre esse polimorfismo e a eficécia da sinvastatina.

Os polimorfismos 388A>G e 521T>C estdao em desequilibrio de ligagdo, e os
trabalhos relatados na literatura apontam que os aelos 388G e 521C possuem efeitos
inversos na captagdo das estatinas. Em nosso trabaho, constatamos um efeito
principamente do alelo 388G nos haplétipos SLCO1B1*1b e SLCO1B1*14, levando a
uma resposta mais acentuada ao tratamento com sinvastatina.

A resposta a utilizagdo de um farmaco é multifatoria e depende da interacéo de
diversos genes que atuam na absor¢do, metabolizacdo e excrecdo desse farmaco,
dificultando a interpretaco da acdo das variantes de um gene nos estudos
farmacogenéticos. Fatores importantes, como a populacéo estudada, o substrato e a sua
dose utilizada, também podem representar diferencas nos resultados dos estudos
farmacogenéticos dos OATPs. A distribuicéo alélica das variantes genéticas dos OATPs
diferem entre as populacdes de ancestralidades européia, africana e asidtica, moldando a
formagdo haplotipica desses polimorfismos nessas populagBes (Pasanen et al., 2008).
Divergéncias entre os resultados nos estudos da eficacia de estatinas podem refletir as
diferencas haplotipicas entre as populagbes dos diferentes genes envolvidos na
farmacocinética e farmacodin@mica desses medicamentos. Os estudos do conjunto de

genes de interesse farmacogenomico em diferentes popul agdes contribuem para o aumento
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de dados relevantes para entendimento da importancia dos hapl6tipos de genes como o
SLCO1BL1 para a eficéacia e seguranca das estatinas.

As estatinas possuem caracteristicas distintas em relacdo a sua forma de
administracéo, absorcao, hidrofobicidade, biodisponibilidade, metabolizac&o e excrecéo, o
gue pode afetar a sua afinidade com os transportadores celulares como os OATPs. Essas
diferencas podem ser refletidas nos resultados conflitantes encontrados nos estudos que
avaliam a influéncia das variantes dos OATPs na farmacocinética e na resposta a esses
medicamentos (Niemi, 2007). A eficécia da pravastatina parece estar associada com o SNP
521T>C (Niemi et al., 2005, Zhang et al., 2007), a eficacia da fluvastatina foi
recentemente associada ao SNP 463C>A (Couvert et al., 2008), e a eficécia da sinvastatina
esta associada com 0 SNP 388A>G, de acordo com o presente trabalho. O quanto essas
diferencas nas respostas aos tratamentos desses farmacos sdo devidas as suas propriedades
fisico-quimicas ainda precisa ser determinado.

Como uma classe de medicamentos, as estatinas séo bem aceitas e efeitos adversos
sd0 raramente observados. Embora a farmacogenética dos efeitos adversos relacionados
com as estatinas sgja de grande interesse, estudos de associagao entre os polimorfismos em
genes de metabolizagdo e transportadores somente agora estéo sendo realizados. Entre os
fatores de risco para os efeitos adversos, incluem-se as doses de estatina, no entanto, 0s
trabal hos publicados utilizam diferentes dosagens, diferentes estatinas, bem como incluem
pacientes que utilizam outras medicacOes que podem inibir as enzimas de metabolizagdo, o
gue também aumenta os niveis de estatina circulante. Todos esses fatores, tomados em
conjunto, podem explicar os resultados conflitantes entre diferentes publicages.
Atualmente, diversos estudos estdo avaliando a eficécia e a seguranca da utilizagdo de

doses altas de estatinas para a obtencdo de uma resposta mais eficaz na reducdo nos niveis
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de colesterol (Armitage, 2007), sendo importante o estudo de variantes genéticas na
incidéncia de efeitos adversos. Recentemente, uma investigagéo realizada pelo “Study of
the Effectiveness of Additional Reductions in Cholesterol and Homocysteine” (SEARCH)
colaborative group (2008) demonstrou a associagdo do polimorfismo 521T>C no gene
SLCO1B1, com aincidéncia de miopatia. Esse estudo demonstrou uma forte associacéo do
alelo 521C com a incidéncia de miopatia em pacientes que utilizaram diariamente 80 mg
de sinvastatina. A incidéncia de miopatia entre pacientes que utilizam uma dose diaria
padréo de sinvastatina (20 e 40 mg) é aproximadamente 1 para cada 10.000 pacientes em
tratamento (Armitage, 2007). Em nosso estudo, nenhum paciente apresentou miopatia, 0S
pacientes apresentaram como efeito adverso principalmente a mialgia. O polimorfismo
521T>C n&o demonstrou estar associado com os efeitos adversos apresentados pelos
pacientes no presente trabal ho.

Os polimorfismos 334T>G and 699G>A do gene SLCO1B3 ndo apresentaram
influéncia na eficacia e seguranca do tratamento com sinvastatina. Apesar desses
polimorfismos estarem relacionados com a biodisponibilidade do imunossupressor
micofenolato de mofetila (Miura et al. 2008), eles ndo possuem um papel importante na
captacdo da sinvastatina O OATP1B3 possui grande sobreposicdo de substratos com o
OATPI1B1 e tadvez ndo sga o transportador preferencial das estatinas, e, por isso, 0S
polimorfismos desse transportador ndo possuam relevancia para a captacdo das estatinas.
Entretanto, somente mais estudos de variantes do gene SLCO1B3 poderdo esclarecer sua
importancia para a farmacogenética dos inibidores de HMG CoA redutase.

As pesquisas redizadas até o presente momento indicam que os polimorfismos no
gene SLCO1BL1 influenciam tanto a eficacia quanto a seguranca das estatinas. Porém,

diferentes polimorfismos parecem ter relevancias distintas em relacdo a resposta ao
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tratamento das diversas estatinas. Futuramente, os trabalhos em farmacogenética dos
inibidores de HMG CoA redutase deverdo concentrar os esfor¢os na andlise conjunta dos
genes relacionados com a metabolizacdo e transporte de cada um desses farmacos em
diferentes populacfes. Somente atraves desses estudos poderemos elucidar a rea
importancia desses genes na eficacia e seguranca de cada estating, possibilitando, talvez,

um importante avanco para o tratamento e prevencdo das doencas cardiovasculares.
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